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　　电离辐射对真核细胞的一个重要生物学

后果是诱发染色体畸变。有证据表明染色体

畸变是导致细胞死亡的主要原因 (1) ,因而辐

射诱发染色体畸变形成的机理研究一直是辐

射效应研究的重点。电离辐射主要引起四类

DNA 损伤,即单链断裂、双链断裂、各种碱基

损伤和DNA 蛋白质交联。染色体畸变主要

由双链断裂形成,碱基损伤也可形成染色体

畸变 (2)。然而染色体畸变的形成机理十分复

杂,迄今还有许多基本问题需要研究。近年来
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发展的染色体荧光原位杂交 (F luo rescence

in situ hyb rid iza t ion, F ISH )技术, 应用染色

体特异的探针选择性地显示特定的染色体,

可以精确地检测染色体断裂和互换畸变 (3)。

F ISH 技术与其它细胞遗传学和分子遗传学

技术相结合,为研究染色体畸变的形成和修

复以及辐射生物剂量的估计提供了强有力的

工具。本文就近年来应用 F ISH 技术研究辐

射诱发染色体畸变的进展作一综述。

1. 辐射诱发染色体畸变的形成

由于受多种因素的影响, 如DNA 的复

制、DNA 的损伤修复、细胞受照时所处的时

相、畸变染色体在细胞中的传递和受损细胞

的间期死亡等,辐射诱发的DNA 双链断裂,

间期细胞的染色体断裂和互换畸变以及中期

分裂细胞的断裂和互换畸变在数量上依次减

少。分析中期细胞只能研究修复后的染色体

畸变,早熟染色体凝集 (PCC)技术只能研究

断裂畸变。应用染色体特异探针的 F ISH 技

术与 PCC 相结合,不仅可分析细胞周期中任

何时相的断裂和互换畸变,而且使畸变分析

限定在特定的染色体上而简化了分析过程。

Kovacs 等 (4)应用此技术研究 137C s 诱发人

成纤维细胞染色体畸变的结果显示,照射后

立即检测,染色体畸变绝大部分是断裂,照后

24 小时, 85%的断裂愈合 (至少在光镜水

平) ,其余的断裂一半错接形成互换畸变,一

半仍然保持断裂状态,至第一次中期分裂时,

染色体畸变进一步减少,尤其是断裂畸变显

著减少。

染色体畸变形成的机理主要有断裂重接

假说和互换假说,根据互换假说,一个互换畸

变的形成只能发生在两条染色体间,而根据

断裂重接假说推知,互换畸变由染色体断裂

端间随机重接形成,可涉及三条或三条以上

的染色体。L ucas
(5)等应用三色荧光标记的探

针检测辐射诱发的染色体畸变形成的模式,

结果发现由三条染色体的六个断裂端间交错

重接形成的互换畸变,表明互换畸变的形成

与断裂重接假说相符合。

2. 畸变断裂点在染色体上和染色体间的分布

畸变断裂点在染色体上和染色体间的分

布不仅涉及畸变染色体的形成机制,而且是

F ISH 技术检测染色体畸变所必须回答的问

题, 因为 F ISH 技术检测的是特定染色体的

畸变率,只有辐射诱发的染色体畸变断裂点

在染色体上和染色体间的分布是随机的,才

能根据特定染色体占整个细胞DNA 的份额

将它换算成整个细胞的染色体畸变率。通过

对正常人群的自发染色体畸变和肿瘤病人放

射治疗诱发的染色体畸变的研究表明染色体

畸变断裂点的分布是非随机的,但这些研究

主要通过显带方法来判断断裂点,由于方法

局限,研究结果的精确性受到限制。

Pandita
(6)等用 PCC 和 F ISH 相结合的

方法研究染色体的大小与辐射诱发的染色体

畸变的关系,结果表明一定剂量下染色体单

位长度上的断裂与染色体的DNA 含量呈线

性增加,并且剂量越大增幅越大,说明断裂点

在染色体间的分布是非随机的,大染色体比

小染色体对辐射诱发染色体断裂更敏感。

T ucker
(7)等详细研究了体内和体外照射诱发

人 1、2、4 号染色体的断裂点分布,结果表明

断裂点在这些染色体上的分布都是非随机

的,染色体臂的末端比中部断裂和重排少,作

者认为是由非随机的断裂和修复造成的。

Kneh r
(8)等的实验也表明断裂互换位点在染

色体上的分布是非随机的。有证据表明,染色

质的结构和翻译活性影响DNA 的断裂和修

复,常染色质比异染色质产生更多的原初损

伤和具备更强的修复能力 (9) ,染色体的末端

DNA 序列比其它序列具有更高的辐射敏感

性 (10)。染色质在细胞核中所处的状态和位置

也影响其辐射敏感性和畸变形成 (11, 12)。

但是, Kovacs 等 (4)的研究结果正好相

反,他们应用 PCC 和 F ISH 技术相结合研究

了 1、4、8、13号染色体在照射后 0、24小时及

第一次分裂和多次分裂后的染色体畸变,结
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果显示这些染色体无论是原初的损伤还是修

复后的畸变,断裂互换位点的分布都是随机

的, 每号染色体的畸变率与染色体DNA 的

含量成正比。M atsuoka
(13)等的结果也显示染

色体畸变在染色体间是随机分布的。上述结

果不一致的原因还不清楚,可能染色体的畸

变位点包含随机和非随机两种成分,并且与

所研究的材料有关。

3. 易位和双着丝粒染色体的比例

易位染色体和双着丝粒染色体分别是稳

定性染色体畸变和非稳定性染色体畸变的主

要类型。根据染色体断裂点随机重接理论,一

般认为照后第一次中期分裂细胞中产生易位

染色体和双着丝粒染色体的机率应该是相等

的 (14)。过去用常规染色和显带方法分析,易

位染色体特别是微小易位不如双着丝粒染色

体容易检出,结果是双着丝粒染色体多于易

位染色体。应用 F ISH 技术检测,多数学者的

结果是易位染色体数明显多于双着丝粒染色

体 (8, 12, 13, 15, 16, 17)。而N akano
(18)用 F ISH 结合

常规染色, St raum e
(19)用染色体特异探针和

着丝粒探针双荧光检测都发现易位染色体和

双着丝粒染色体数相等,并且认为单独应用

F ISH 检测畸变, 容易把双着丝粒染色体误

认为是易位。但Bauch inger
(17)应用特定染色

体探针和着丝粒探针检测的结果还是易位染

色体多于双着丝粒染色体,作者认为将双着

丝粒染色体误读为易位染色体不足以解释它

们间的差异,并且排除了是由于计数了非稳

定细胞 (含非稳定染色体畸变)中的易位染色

体造成的解释。T ucker
(12)和M atsuoka

(13)的

实验结果排除了这种差异是由于计数细胞中

混有二次或多次分裂细胞的缘故。Kneh r
(8)

研究了 12条人染色体的易位和双着丝粒畸

变的观察值和预期值,发现 1、4、6、7、8 和X

染色体的易位数比预期值高,并且各号染色

体的易位都高于双着丝粒染色体,但不同染

色体的差值不同。Robert
(20)的研究发现X 染

色体很少发生易位畸变, N atara jan
(21)的实验

提示形成易位和双着丝粒的损伤修复机制可

能不同。现在还不清楚是易位染色体确实多

于双着丝粒染色体,还是其它因素影响了易

位和双着丝粒的检测,如易位染色体的识别

标准,着丝粒的精确检测,特定染色体探针的

选择,计数细胞的分裂次数等。对这个问题的

深入研究有助于染色体畸变形成机制的揭

示。

4. 染色体复杂畸变的检测

染色体复杂畸变指在 2条或多于 2条染

色体间发生 3个或 3个以上断裂点的重排形

成的畸变。应用常规染色或显带方法,只能检

出二条染色体间的简单易位和部分复杂的畸

变。而应用 F ISH 技术检测染色体畸变的结

果表明辐射诱发的染色体结构畸变类型非常

复杂。根据染色体随机断裂重接的假说和实

验结果可知这种多位点损伤的畸变随剂量而

增加,在低剂量时 (<～ 2Gy) ,染色体复杂畸

变可忽略,但在高剂量时,它严重影响检测结

果 (12, 22) , Sim p son
(23)等的实验结果显示 4Gy

和 6Gy X 射线诱发的染色体畸变中,复杂染

色体畸变分别占所检测畸变的 35%和 54%。

Savage
(24)等从随机断裂重接理论上分析了

F ISH 检测的染色体复杂畸变, 结果显示实

际畸变类型非常多,同样的畸变用不同的染

色体探针检测,常表现为不同的畸变类型,而

许多不同的畸变类型又可显示相同的杂交信

号,许多看上去是简单畸变的信号,实际上是

复杂的畸变。多种荧光标记的探针同时与辐

照细胞杂交可以提高对复杂畸变的检出效

率,但是增加了镜检的难度。由于辐射诱发大

量的复杂畸变, T ucker
(25)等制定了一套应用

于 F ISH 的畸变染色体分类系统,即 PA IN T

系统, 使得它能描述 F ISH 检测的所有畸变

类型。

5. F ISH 检测染色体畸变的剂量效应关系

虽然不同学者应用 F ISH 检测的互换畸

变存在较大的差异,并且易位高于双着丝粒
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染色体,但 F ISH 与 G 显带方法对易位染色

体和双着丝粒染色体 检出效率基本一

致12, 13) ,畸变和照射剂量呈线性平方关系,在

2Gy 以下,符合情况较好,剂量下限约为 0. 1

- 0. 2Gy
(4, 22)。在高剂量范围,由于辐射诱发

大量的复杂畸变,染色体畸变的剂量效应关

系不复存在。T ucker
(26)等应用 PA IN T 系统

记录畸变,结果表明剂量效应关系也能很好

的反应。但 F innon 等认为 PA IN T 系统记录

的畸变不服从泊松分布,因而不适合用来进

行剂量估计 (27)。虽然应用 F ISH 检测的畸变

估计剂量还有待进一步的研究,但由于 F ISH

技术能灵敏检测稳定性染色体畸变, 利用

F ISH 检测早先受照者和低剂量慢性受照者

的易位染色体畸变用以估计其受照剂量具有

广阔的前景。

F ISH 技术由于能灵敏检测染色体断裂

和交换畸变,已成为辐射细胞遗传学研究的

强有力工具,并积累了大量的实验数据。在染

色体畸变形成机制研究领域, F ISH 技术的

应用加深了对辐射诱发染色体畸变形成过程

中DNA 的断裂, 修复, 畸变的形成, 畸变的

分类,畸变位点的分布,畸变随细胞分裂的变

化等一系列规律的认识。在生物剂量估计方

面, 应用 F ISH 检测易位染色体估计早期照

射受害者的生物剂量已取得一定进展,并在

实际应用中得到初步验证。
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荧光原位杂交 (F ISH )在毒理遗传学研究中的应用

汪　旭　梁子卿　合正基　刘素清　综述
云南师范大学生命科学系　昆明　650092

　　原位杂交 ( In Situ H yb rid iza t ion, ISH ) ,

是一种在保持组织、细胞或染色体原有形态

结构的基础上,对其内部特殊核苷酸顺序进

行检测及定位的分子生物学手段。 ISH 构成

了分子遗传学与经典细胞遗传学之间的桥

梁,其原理是将已标记或经特殊修饰的核酸

探针与已固定的组织、细胞或染色体中

DNA、RNA 杂交,继而通过分析标记探针在

被检对象中的显示状况而达到对特殊目标顺

序进行检测、定位的目的。用放射性同位素标

记探针和放射自显影曾一度作为唯一、高度

敏感的 ISH 手段。早在 1969年,以放射性同

位素进行 ISH 的方法业已建立 (1) ; 1981 年,

用该手段第一次在细胞染色体上进行了单基

因定位 (2)。近年来,利用化学修饰合成核苷酸

(如 dig - U T P, dU T P 及 ddU T P 等) , 并将

这些核苷酸掺入可与被检目标顺序杂交的

RNA、DNA 或寡核苷酸片段中, 杂交后, 通

过荧光法、酶沉淀法或发色团检测来鉴定目

标顺序是否存在及其位置。荧光原位杂交

(F luo rescence in situ hyb rid iza t ion, F ISH )

是目前最常用的 ISH手段之一 , 其具有操

　 hybridization using ch romo som e - specific DNA li2

braries. In t J R ad ia t B iol, 1992; 61: 199.

17. Bauch inger M , Schm id E, Ziteelsberger H , et al. Radia2

t ion- induced ch romo som e aberrations analysed by two

- co lour fluo rescence in situ hybridization w ith compo s2

ite w ho le ch romo som e- specific DNA p robes and a pan2

cen trom eric DNA p robe. In t J R ad ia t B iol, 1993; 64:

179.

18. N akano M , N akash im a E, Paw el DJ , et al. F requency of

recip rocal translocations and dicen trics induced in hu2

m an blood lymphocytes by X- irradiation as determ ined

by fluo rescence in situ hybridization. In t J R ad ia t B iol,

1993; 64: 565.

19. S traum e T , L ucas JN . A comp arison of the y ield s of

transloca tions and d icen trics m easu red using f luorescence

in situ hy brid iz a tion. In t J R ad ia t B iol, 1993; 64: 185.

20. Jo rdan R , Schw artz JL. N oninvo lvem ent of the X ch ro2

mo som e in radiation - induced ch romo som e transloca2

t ions in the hum an lymphoblasto id cell line T K6.

R ad ia t R es, 1994; 137: 290.

21. N atarajan A T , Balajee A S, Boei JJWA , et al. Recen t de2

velopm ents in the ch romo som al dam age. In t J R ad ia t

B iol, 1994; 66: 615.

22. L ucas JN , Aw a A , Straum e T , et al. Rap id translocation

frequency analysis in m an decades after expo sure to ion2

izing radiation. In t J R ad ia t B iol, 1992; 62: 53.

23. Simp son PJ , Savage JRK. Iden tification of X - ray in2

duced comp lex ch romo som e exchanges using fluo res2

cence in situ hybridization: a comparison at two do ses.

In t J R ad ia t B iol, 1994; 66: 629.

24. Savage JRK, Simp son P. F ISH " pain ting" patterns re2

su lt ing from comp lex exchanges. M u ta t R es, 1994; 312:

51.

25. T ucker JD. M o rgan W F, Aw a AA , et al. A p ropo sed sys2

tem fo r sco ring structural aberrations detected by ch ro2

mo som e pain ting. Cy tog enet Cell Genet, 1995; 6: 211.

26. T ucker JD , L ee DA , M oo re Ê DH. V alidation of ch ro2

mo som e pain ting: Ê . A detailed analysis of aberrations

fo llow ing h igh do ses of ion izing radiation in vitro. In t J

R ad ia t B iol, 1995; 67: 19.

27. F innon P, L loyd DC, Edw ards AA. F luo rescence in situ

hybridization detection of ch romo som al aberrations in

hum an lymphocytes: app licab ility to b io logical do sim e2

t ry. In t J R ad ia t B iol, 1995; 68: 429.

—681—


