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摘要 以人肝癌 -../* ))+(细胞为材料，用彗星分析法研究了!射线诱导的 012链断裂，结果
表明，随着剂量的增加，彗尾逐渐变长，彗尾的细胞数也越来越多；彗尾与彗头的长度比和面积比

与剂量成线性正相关，尤以长度比随剂量的增加变化为明显，可反映!射线诱导的 012链断裂程
度。
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电离辐射能对细胞产生多种损伤，如 012单、双链的断裂，蛋白质交联以及碱基、糖基的
破坏。目前已有许多方法可检测辐射造成的 012损伤，如染色体畸变分析、微核试验，在碱性
条件下解旋测 012单链的断裂，可灵敏地检测出小至 % 4 %567的剂量造成的损伤。但这些方
法需要大量的细胞，而且反映的是整个细胞群的平均结果［(］。

89:;<=>和 ?@AB=9@=［+］在 (#$’年创建了一种检测单细胞 012链断裂的方法，他们将少量经

!射线照射过的细胞包埋于薄层琼脂糖中，裂解后加电场电泳，用亲和 012的荧光染料染色，
在荧光显微镜下观察到断裂的 012片段从大到小由细胞核向外扩散迁移，就象彗星一样，故
称为彗星分析（/@CD: 299B7），以后又有不少学者对这种方法进行了改善，包括裂解条件、染料
选择、成象分析等。由于该法反映的是单个细胞 012链断裂的情况，因此可用来观测是否所
有的细胞受到同等程度的损伤和表现出同等的修复效率，这是其它方法所不能比拟的，因而在

生物学和医学中的应用正日益受到重视。

本工作以人肝癌细胞为材料，用彗星分析法探讨了!射线对培养的肿瘤细胞 012链断裂
的影响，并就彗星分析中彗星的测量方法及其应用作了一些讨论。

( 材料和方法

$ 4$ 细胞培养和辐照
人肝癌 -../ * ))+(细胞，购自中国医学科学院肿瘤研究所。培养基为含 (%E小牛血清

的 FG.H * (&’%（6H"/8产品）培养液，每 +—, 天消化传代一次，培养条件为 5E /8+ 培养箱

,)I。
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选取细胞密度适宜的培养瓶，吸掉培养基，加入少量无菌 !"#缓冲液，应用$%&’!射线照
射，剂量为 (%、)%、*%+,，另设一组未照射细胞为对照组。
! -" 单细胞电泳和荧光观测
细胞经照射后立即用胰酶进行消化、离心、洗涤收集，并用 !"#缓冲液调整细胞浓度为 )

. (%/个细胞 0 12，(份细胞悬液加 3份 (4低熔点琼脂糖在 356混合，涂在干净的载玻片上，
晾干后用 % -%31’7 0 2 89:;加 (1’7 0 2 89&7的裂解液裂解 (<，常温下水洗 (<；另 (份细胞在照射
后换培养基继续培养 )*<，然后用同样的方法制片研究 =8> 的修复。在含 *%11’7 0 2 ?@AB、
/11’7 0 2 C=?>、)11’7 0 2 ;>D、E;F-3的电泳缓冲液中电泳 (<，电压 (%%G。
电泳结束后，用 % -%(4丫啶橙将薄层琼脂染色 (/1AH，水洗后盖上盖玻片，在荧光显微镜

下用 "激发、/)/阻断滤光片观察，并用 )5I高速感光胶卷拍照，每个剂量随机拍照 )%—3%个细
胞，冲卷后在放大机上测量，圆形部分为彗头，面积按圆形计算，彗尾长度为彗头圆周到彗尾末

端的长度，彗尾面积根据实际情况按矩形或锥形计算，结果以彗尾长 0彗头直径（! " #）和彗尾
面积 0彗头面积（$ J 0 $<）的平均值计算，并计算标准误差。

) 结果和讨论

彗星分析中的彗头是细胞核，主要是未断裂的分子量较大的 =8>片断，彗尾是由细胞核
电泳出的 =8>片段形成，分子量越小的 =8>，迁移的距离就越远。图 (给出了细胞受 (%、)%、
*%+,!射线辐照和未受辐照样品的彗星分析照片。从图 (可以看出，未经照射的对照样品，彗
头相对大而几乎没有彗尾，随着剂量增大，彗尾变得相对较长，而更主要的是出现彗尾的细胞

数越来越多。尽管不经处理的细胞不应出现彗尾，但实际上有的细胞仍然出现了彗尾，这主要

是因为肿瘤细胞本身具有不少无着丝粒碎片和断裂的单体，这是肿瘤细胞继发的赘生现象［3］。

早已发现，电泳后彗头释放的 =8>量是辐照剂量的函数。彗尾长 0彗头直径（! " #）和彗
尾面积 0彗头面积（$ J 0 $<）的大小可以反映细胞受照后 =8>的损伤程度，彗尾越长，面积越大，
受损越严重。我们的实验结果表明，彗尾与彗头的长度比（! " #）和面积比（ $ J 0 $<）与剂量均

成良好的线性关系（图 )），且为正相关，它们的相关系数 % 分别为 % - K5*和 % - K$(，& 分别为
% -%)$和 % -%3K，可以看出，长度比与剂量的正相关性好于面积比，置信限也小于面积比，因此
长度比较面积比能更好地反映 =8>受损的程度。除这两种方法以外，近年来有人用尾矩（J9A7
1’1LHJ）表示 =8>的损伤程度，它由彗尾 =8>含量和尾长的乘积决定，能更准确更灵敏地反映
出细胞核释放的 =8>的量和大小，这种方法需要摄像机、计算机等，比起前面所说的方法在仪
器上要复杂一些［*］。在没有条件测量尾矩时，! " # 法仍不失为一种简便有效的方法。
图 3给出了细胞受辐照后没有经过修复和修复 )*<后的彗尾与彗头长度比结果。从图 3

可以看出，照射剂量为 (%+,时，细胞修复 )*<后彗尾与彗头的长度比明显增加，在制好的片子
上，可以看到具有彗尾的细胞逐渐增多，彗尾变长，表明射线对细胞造成的损伤在细胞的分裂

增殖中增加；而照射剂量为 )%和 *%+,时，细胞经修复后彗尾与彗头的长度比反而明显降低，
这可能是大剂量的辐射给细胞造成了严重损伤，使细胞死亡解体的缘故，在片子上只能看到许

多发荧光的碎片，而很少看到其彗尾的细胞。因此，彗星分析法在较小剂量范围内可用来评估

细胞受辐射后 =8>的修复，在较大剂量范围内则不适宜。彗尾与彗头的面积比结果在修复
)*<后表现出同样的趋势。
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图 ! 用荧光显微镜拍摄的 !""#$ %%&’细胞
受 (（)），’(（*），&(（+），,(（-）./!射线辐照

的彗星分析照片
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图 & !""#$ %%&’细胞受!射线辐照后彗星
分析中长度比和面积比与剂量的效应关系
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图 ’ 经修复 &(9和未经修复的 !""#$ %%&’细胞在彗星分析中长度比与剂量的效应关系
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彗星分析能观测到单个细胞受电离辐射后 BCA的损伤程度，具有所需样品少、简便、快速
的特点，而且对处于细胞周期各时相的细胞同样敏感，能检测出细胞群中单个细胞 BCA损伤
与修复的差异，因此，这种方法对研究 BCA的损伤与修复、肿瘤治疗方案优化和疗效是一种
好的手段。

大多数人类和鼠类细胞都适用于彗星分析，如淋巴细胞、成纤维细胞、肝细胞、肾细胞及癌

细胞，因此这种方法不仅可以用来评估辐射对细胞造成的 BCA链损伤，还可用来分析有毒的
化学试剂、活性自由基等对细胞 BCA链的损伤［D］。由于彗星分析检测的是单细胞 BCA链的
断裂，因此可以用来观察细胞凋亡。凋亡是细胞在生物体发育中在一定诱导条件下受指令发

生的程序化事件，并最终自我消亡的生命活动［E］。凋亡的细胞含有大量的核碎片，电泳后大多

数 BCA碎片都从细胞核泳动出来，只剩一个很小的核，因此很容易与其它细胞区分开来［’］。
癌症患者在放疗和化疗的过程中，肿瘤细胞原有的分裂和凋亡关系被改变，凋亡细胞显著增

多，肿瘤生长速度明显减慢，因此，监测凋亡细胞能很好地反映放疗和化疗的疗效。
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