
书书书

ＤＯＩ：１０．１３４９１／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４－７１４ｘ．２０１８．０４．００１ ·论　著·

双着丝粒染色体自动分析生物剂量估算影响因素研究
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摘要：目的　研究不同实验条件对双着丝粒染色体自动生物剂量估算结果的影响。方法　不同方法制备染色体标

本，遗传工作站自动分析双着丝粒畸变后，用本实验室拟合的“双着丝粒染色体自动分析剂量－效应曲线”进行生物剂

量估算。结果　受照血液２０℃室温放置５０ｈ、滴片细胞悬液浓度、中期分裂相分散度、染色深浅、重复扫描、遗传工作

站扫描灵敏度设置、玻片细胞采集部位均不影响自动生物剂量估算结果（Ｐ＞０．０５）。结论　双着丝粒染色体自动分析

对实验中的一般性影响因素不敏感，有利于该方法在不同实验室间的推广。
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　　随着近年来核能的广泛应用以及核与辐射事故数
量的日益增加，人们对生物剂量估算的需求愈以迫切。

核与辐射事件发生后，必须及时根据受照剂量确定相

应的医学应急处置，从而保证人员的生命安全。双着

丝粒（ｄｉｃ）染色体分析是生物剂量估算的金标准［１］，但

该方法非常耗时，并不适用于大规模核事故情况下的

生物剂量估算。遗传工作站具有 ｄｉｃ自动分析功能，
但有假阳性和假阴性，无直接使用价值。我室通过舍

弃假阴性，人工剔除假阳性，建立了国内第一条“双着

丝粒染色体自动分析剂量效应曲线”［２］，可将遗传工

作站原先无直接使用价值的双着丝粒自动分析功能有

效利用，大幅度减少人工分析时间，每例生物剂量估算

标本人工分析时间从原来的数小时缩短为数分钟。该

方法填补了我国大规模核事故情况下早期、快速、高通

量生物剂量估算的技术空白。为了使该方法利于在不

同实验室间的推广，本文对不同实验条件下的影响因

素进行了研究，该项研究国内鲜见报道。

１　材料和方法

１．１　标本采集与照射　将多名健康志愿者肝素锂抗

凝外周血在３７℃水浴下进行６０Ｃｏ离体照射（二级标准

剂量学实验室），照射剂量率为０．３９Ｇｙ／ｍｉｎ，照射后
在３７℃水浴中修复２ｈ，照射剂量２、３Ｇｙ。
１．２　标本培养与制备　采用０ｈ加秋水仙素法进行
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细胞培养［３］。淋巴细胞培养液（青岛莱佛生物工程研

究所）含ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清、ＰＨＡ、双抗。秋水仙碱
浓度为０．０４μｇ／ｍｌ。每瓶 ５ｍｌ淋巴细胞培养液加
０．５ｍｌ肝素锂抗凝血，３７℃恒温箱培养５０ｈ［４］。使用
ＣＰ－Ⅱ－６４（上海乐辰生物科技有限公司）自动细胞
收获仪制备细胞悬液，ＣＰ－ＡＳ－４０自动制片机（上海
乐辰生物科技有限公司）制片，ＣＰ－Ｇ－２４自动制染
片机（上海乐辰生物科技有限公司）Ｇｉｅｍｓａ染色。
１．３　自动双着丝粒染色体分析　使用 Ｍｅｔａｆｅｒ４
（Ｖ．３．１１．６）染色体扫描分析系统（德国 ＭｅｔａＳｙｓｔｅｍｓ
公司）进行自动中期分裂相寻找及高倍图像采集。对

采集的高倍数字图像，使用 ＤＣＳｃｏｒｅ软件（德国 Ｍｅｔａ
Ｓｙｓｔｅｍｓ公司）进行双着丝粒染色体自动分析并人工确
认，记录人工确认的双着丝粒染色体数及软件给出的

分析细胞数。

１．４　剂量估算及统计分析　使用ＣＡＢＡＳ２．０软件及本
室拟合的“双着丝粒染色体自动分析剂量效应曲线”Ｙ＝
０．０１８０６Ｄ２＋０．０１２７９Ｄ＋０．０００４８９１（其中，Ｙ为软件自
动分析并人工确认的每细胞“ｄｉｃ”数；Ｄ为吸收剂量，Ｇｙ。
估算剂量范围０．５～５Ｇｙ，吸收剂量率０．３９Ｇｙ／ｍｉｎ。）进行
生物剂量估算［２，５］。使用ＳＰＳＳ软件进行χ２检验，检测不
同实验方法对剂量估算结果的影响。

１．５　受照血液放置不同时间接种培养对剂量估算结
果的影响　将３Ｇｙ组受照外周血分别在２０℃室温放
置０、５０ｈ后进行接种培养、制片、双着丝粒染色体自
动分析（人工确认），并使用“双着丝粒染色体自动分

析剂量效应曲线”估算剂量。

１．６　细胞悬液浓度对估算剂量的影响　取２Ｇｙ组混
合细胞悬液稀释９倍后作为低浓度组，未稀释悬液为
高浓度组进行滴片，每张玻片滴４０μｌ细胞悬液，两组
玻片的细胞密度不同，每张玻片分析相同细胞数，分别

进行双着丝粒染色体自动分析（人工确认），并使用

“双着丝粒染色体自动分析剂量效应曲线”估算剂量。

１．７　中期分裂相分散度对估算剂量的影响　取２Ｇｙ
组混合细胞悬液，调整全自动滴片仪的参数使同一份

细胞悬液获得不同分散度的中期分裂相标本，一组为

过分散（扫描细胞中染色体条数小于４６条的细胞数＞
２０％），另一组为欠分散（扫描细胞中染色体存在重叠
的细胞数 ＞２０％），分别进行双着丝粒染色体自动分
析（人工确认），并使用“双着丝粒染色体自动分析剂

量效应曲线”估算剂量。

１．８　染色深浅对估算剂量的影响　取２Ｇｙ组混合细
胞悬液，相同条件滴片，一组Ｇｉｅｍｓａ染色８０ｓ，另一组
染色２４０ｓ，分别进行双着丝粒染色体自动分析（人工

确认），并使用“双着丝粒染色体自动分析剂量效应曲

线”估算剂量。

１．９　扫描次数对剂量估算的影响　取２Ｇｙ组混合细
胞悬液，相同条件滴片，每张玻片使用遗传工作站相同

参数扫描５次（每次用擦镜纸除去镜油），分别进行双
着丝粒染色体自动分析（人工确认），并使用“双着丝

粒染色体自动分析剂量效应曲线”估算剂量。

１．１０　扫描灵敏度对估算剂量的影响　取２Ｇｙ组混
合细胞悬液，相同条件滴片５张，每张玻片遗传工作站
全玻片扫描２次。第一次遗传工作站灵敏度参数设置
为６，第二次遗传工作站灵敏度参数设置为１２。分别
进行双着丝粒染色体自动分析（人工确认），并使用

“双着丝粒染色体自动分析剂量效应曲线”估算剂量。

１．１１　载玻片不同部位采集的中期分裂相对估算剂量
的影响 　取２Ｇｙ组混合细胞悬液，相同条件滴５张玻
片，遗传工作站全玻片自动扫描拍摄中期分裂图像，将每

张玻片的细胞图像，按拍摄顺序分为头、中、尾三部分，分

别进行双着丝粒染色体自动分析（人工确认），并使用“双

着丝粒染色体自动分析剂量效应曲线”估算剂量。

２　结果

２．１　受照血液放置不同时间接种培养对剂量估算结
果的影响　０ｈ组平均估算剂量为２．９５Ｇｙ，偏差
－１．７％，５０ｈ组平均估算剂量为 ２．６０Ｇｙ，偏差
－１３．３％。对０ｈ、５０ｈ两组估算剂量值进行卡方检验

χ２＝０．０３８，Ｐ＝０．９９９８２，Ｐ＞０．０５，两组间估算剂量值
的差异无统计学意义。受照血液２０℃室温放置 ０～
５０ｈ不会对剂量估算产生影响。见表１。
２．２　细胞悬液浓度对估算剂量的影响　对高浓度、低
浓度两组估算剂量值进行卡方检验 χ２＝０．０２１，Ｐ＝
０．９９９９５，Ｐ＞０．０５，两组间估算剂量值的差异无统计
学意义。滴片时细胞悬液浓度（玻片细胞密度）差异

不会对剂量估算产生影响。见表２。
２．３　中期分裂相分散度对估算剂量的影响　对过分
散和欠分散两组估算剂量值进行卡方检验χ２＝０．０３１，
Ｐ＝０．９９９８８，Ｐ＞０．０５，两组估算剂量值的差异无统计
学意义。这是由于遗传工作站在进行双着丝粒染色体

自动分析时具有自动剔除染色体条数明显过少和染色

体形态欠佳的细胞的功能，因此中期分裂相分散度不

会对剂量估算产生影响。见表３。
２．４　染色深浅对估算剂量的影响　对染色８０秒和
２４０秒两组估算剂量值进行卡方检验 χ２＝０．０２８，Ｐ＝
０．９８６１，Ｐ＞０．０５，两组估算剂量值的差异无统计学意
义。染色深浅不会对剂量估算产生影响。见表４。
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表１　血液放置时间对自动剂量估算结果的影响

照射剂量（Ｇｙ） 标本号 放置时间（ｈ） 分析细胞数（个） 自动ｄｉｃ数（个） 估算剂量（Ｇｙ） 偏差（％）
３ １ ０ 　８０２ １３２ ２．６８ －１０．７
３ ２ ０ １１７０ ２４９ ３．０９ 　 ３．０
３ ３ ０ １２３４ ２３３ ２．８９ －３．７
３ ４ ０ 　７３５ １３４ ２．８４ －５．３
３ ５ ０ 　７７１ １７１ ３．１６ 　 ５．３

合计 ４７１２ ９１９ ２．９５ －１．７
３ ６ ５０ 　４４２ ６６ ２．５４ －１５．３
３ ７ ５０ １１４４ １７１ ２．５４ －１５．３
３ ８ ５０ 　７５７ １１３ ２．５４ －１５．３
３ ９ ５０ １６７４ ２８６ ２．７４ －８．７
３ １０　 ５０ １６４１ ２４４ ２．５３ －１４．３

合计 ５６５８ ８８０ ２．６０ －１３．３

表２　细胞悬液浓度对自动估算剂量值的影响

照射剂量（Ｇｙ） 玻片号 细胞悬液浓度 分析细胞数（个） 自动ｄｉｃ数（个） 估算剂量（Ｇｙ） 偏差（％）
２ １ 高 ２００ １９ １．９３ －３．５
２ ２ 高 ２００ １８ １．９０ －５　
２ ３ 高 ２００ ２０ ２．０２ 　１．０
２ ４ 高 ２００ ２０ ２．０２ 　１．０
２ ５ 高 ２００ ２１ ２．０８ 　４．０

合计 １０００　 ９８ ２．００ ０
２ ６ 低 ２００ １９ １．９６ －２．０
２ ７ 低 ２００ ２２ ２．１３ 　６．５
２ ８ 低 ２００ ２０ ２．０２ 　１．０
２ ９ 低 ２００ １９ １．９３ －３．５
２ １０ 低 ２００ １９ １．９３ －３．５

合计 １０００　 ９９ ２．０１ 　０．５

表３　滴片分散度对自动估算剂量值的影响

照射剂量（Ｇｙ） 玻片号 分散度 分析细胞数（个） 自动ｄｉｃ数（个） 估算剂量（Ｇｙ） 偏差（％）
２ １ 过分散 ３５７ ３３ １．９３ －３．５
２ ２ 过分散 ２２１ ２３ ２．０７ 　 ３．５
２ ３ 过分散 ２７４ ２６ １．９６ －２．０
２ ４ 过分散 ３７２ ３１ １．８２ －９．０
２ ５ 过分散 ２５０ ２２ １．８８ －６．０

合计 １４７４　 １３５　 １．９２ －４．０
２ ６ 欠分散 ５３３ ４４ １．８１ －９．５
２ ７ 欠分散 ７７４ ５３ １．６２ －１９．０
２ ８ 欠分散 ５４４ ４３ １．７６ －１２．０
２ ９ 欠分散 ４９７ ３４ １．６２ －１９．０
２ １０ 欠分散 ４７２ ４２ １．８９ －５．５

合计 ２８２０　 ２１６　 １．７３ －１３．５

２．５　扫描次数对剂量估算的影响　对各组间估算剂
量值进行卡方检验 χ２＝０．０７５，Ｐ＝０．９９９９９，Ｐ＞
０．０５，各组估算剂量值的差异无统计学意义。同一张
玻片可以根据需要多次重复扫描不会对剂量估算产

生影响。见表５。
２．６　扫描灵敏度对估算剂量的影响　对灵敏度分别
为６和１２的两组间估算剂量值进行卡方检验 χ２＝
０．０１８，Ｐ＝０．９９９９６，Ｐ＞０．０５，两组估算剂量值的差

异无统计学意义。遗传工作站不同灵敏度参数设置

不会对剂量估算产生影响。见表６。
２．７　载玻片不同部位采集的中期分裂相对估算剂量
的影响　对头、中、尾采集图像剂量估算值进行卡方
检验，χ２＝０．０８８，Ｐ＝０．９９９９９，Ｐ＞０．０５，各组估算剂
量值的差异无统计学意义。玻片不同区域采集拍摄

的染色体中期图像不会对剂量估算产生影响。见表

７。
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表４　染色深浅对估算剂量的影响

照射剂量（Ｇｙ） 标本号 染色时间（秒） 分析细胞数（个） 自动ｄｉｃ数（个） 估算剂量（Ｇｙ） 偏差（％）
２ １ ８０ ２１６ １７ １．７６ －１２．０
２ ２ ８０ １８８ １５ １．７７ －１２．０
２ ３ ８０ １８７ １９ ２．０４ 　 ２．０

合计 ５９１ ５１ １．８５ －７．５
２ ４ ２４０ ２５８ ２１ １．７９ －１０．５
２ ５ ２４０ ２９６ ２９ ２．００ ０
２ ６ ２４０ ２６６ ２２ １．８１ －６．０

合计 ８２０ ７２ １．８７ －６．５

表５　扫描次数对剂量估算的影响

照射剂量（Ｇｙ） 玻片号
估算剂量值（Ｇｙ）

第一次 第二次 第三次 第四次 第五次

２ １ １．８０ １．７２ １．９７ １．９２ ２．０５
２ ２ ２．３１ ２．１３ ２．２４ ２．１８ ２．２１
２ ３ ２．１２ ２．２２ ２．２４ ２．２４ ２．２１
２ ４ ２．３０ ２．１７ ２．１６ ２．１９ ２．０５
２ ５ ２．０１ １．９６ ２．０８ ２．１７ ２．１３
２ ６ ２．２４ ２．１３ ２．１８ ２．１８ ２．０２

表６　扫描灵敏度设置对估算剂量值的影响
照射剂量（Ｇｙ） 玻片号 灵敏度 低倍细胞数（个） 分析细胞数（个）自动ｄｉｃ数（个） 估算剂量（Ｇｙ） 偏差（％）

２ １ ６ ２３８９ １５７７ １７２ ２．１２ ６
２ ２ ６ ２０８１ １６８９ ２０１ ２．２３ 　１１．５
２ ３ ６ １８９８ １５３６ １５７ ２．０５ 　 ２．５
２ ４ ６ １５８２ １３５３ １０４ １．７３ －１３．５
２ ５ ６ １０３５ ８７５ ５９ １．６０ －２０　

合计 ８９８５ ７０３０ ６９３ ２．０１ 　 ０．５
２ １ １２ ２４２６ １７９５ １４８ １．８１ －９．５
２ ２ １２ ３６８５ ２６０６ ２５１ １．９８ －１
２ ３ １２ ３７５３ ２８６４ ２５４ １．８８ －６
２ ４ １２ ２７３８ ２２９９ １６４ １．６６ －１７　
２ ５ １２ ２３２７ １９２３ １３５ １．６４ －１８　

合计 １４９２９　 １１４８７　 ９５２ １．８１ －９．５

表７　采集玻片不同部位中期分裂相对估算剂量的影响
照射剂量（Ｇｙ） 玻片号 分析玻片区域 分析细胞数（个） 自动ｄｉｃ数（个） 估算剂量（Ｇｙ） 偏差（％）

２ １ 头部 ４００ ３３ １．８１ －９．５
２ ２ 头部 ６００ ７４ ２．２８ 　１４．０
２ ３ 头部 ５００ ５８ ２．２０ 　１０．０
２ ４ 头部 ４００ ３８ １．９６ －２．０
２ ５ 头部 ３００ ３１ ２．０６ 　 ３．０

合计 ２２００　 ２３４　 ２．１０ 　 ５．０
２ １ 中部 ４００ ４３ ２．１１ 　 ５．５
２ ２ 中部 ６００ ６３ ２．０８ 　 ４．０
２ ３ 中部 ５００ ４７ １．９５ －２．５
２ ４ 中部 ４００ ３７ １．９３ －３．５
２ ５ 中部 ３００ ２４ １．７７ －１１．５

合计 ２２００　 ２１４　 １．９９ －０．５
２ １ 尾部 ３５３ ２９ １．８０ －１０．０
２ ２ 尾部 ４８９ ６０ ２．２７ 　１３．５
２ ３ 尾部 ５３６ ５１ １．９６ －２．０
２ ４ 尾部 ５５３ ４０ １．６７ －１６．５
２ ５ 尾部 ２９７ ２２ １．７０ －１５　　

合计 ２２２８　 ２０２　 １．９１ －４．５
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３　讨论

戴宏、Ｇｒｕｅｌ、Ｖａｕｒｉｊｏｕｘ等报道的自动 ｄｉｃ分析法
可以快速准确地进行生物剂量估算［２，６－７］，ＲｏｍｍＨ等
报道六个实验室联合实验成功的建立了半自动的双

着丝粒分析的新方法，该方法可作为大规模辐射事故

剂量估算的高通量筛选工具［８］。双着丝粒染色体自

动分析生物剂量估算方法可能是目前较为接近理想

的生物剂量计，值得推广。为了使该方法得到更好的

应用，开展实验影响因素研究十分必要。

本研究结果表明，受照血液采集后室温（２０℃）放
置５０ｈ，不会影响自动生物剂量估算的结果，因此允
许事故发生后采集的血液标本４８ｈ内送达实验室。

中期分裂相的过分散以及欠分散均可能影响 ｄｉｃ
的检出率，但我们的实验结果显示不同分散度的标本

自动剂量估算结果没有显著性差异，原因可能是遗传

工作站对中期分裂相的形态优劣具有自动判别能力，

形态不符合要求的中期分裂相不会被列为分析对象。

只要检测标本中有一定数量的符合要求的中期分裂

相，就不会对剂量估算结果产生大的影响。

滴片时的细胞悬液浓度可影响染色体的分散以

及遗传工作站每个视野的细胞数。我们的研究未发

现细胞悬液浓度（细胞密度）对自动剂量估算结果带

来影响，因此滴片时可以加大细胞悬液浓度，使每张

玻片上分布较多的中期细胞，从而减少滴片工作量。

我们的经验表明加大细胞悬液浓度后每例标本只需

制备１张玻片，就可满足分析需要。
样本玻片染色过深可能影响检测结果，但我们的

实验结果显示没有影响，可能是遗传工作站具有自动

调节采集图像灰度及亮度的功能，可以将不同染色深

浅的标本自动调节为最合适的深浅度，因此不会对剂

量估算结果产生影响。

遗传工作站可以自动扫描搜索中期分裂相，提高

软件灵敏度设置可以提高中期分裂相的检出率，但无

效图像数也会增加。在中期分裂相较少的情况下提

高灵敏度设置可减少漏检，增加的无效图像会在软件

ｄｉｃ自动分析时自动过滤，不会对ｄｉｃ畸变率产生大的
影响。

本实验显示，采集玻片不同区域的染色体中期图

像，以及同一张玻片除去镜油后多次扫描，均不会影

响图像采集及 ｄｉｃ自动分析，不会对自动剂量估算值
产生影响。因此可以对同一张玻片进行分区、多次扫

描，根据需要逐步增加细胞数，达到缩短检测时间的

目的。

本文通过对可能影响自动生物剂量估算结果的７
种因素进行研究，发现受照血液采集后室温放置５０ｈ、
滴片细胞悬液浓度、中期分裂相分散度、染色深浅、重

复扫描、扫描灵敏度设置、玻片细胞采集部位均不影

响自动生物剂量估算结果，各组间Ｐ＞０．０５，差异无统
计学意义。实验细节的一般性改变，不会对自动生物

剂量估算结果带来影响，有利于该方法的推广普及。

当然，实验过程中过于极端化的操作，还是可能对剂

量估算结果带来影响，实验过程的标准化有利于保持

检测结果的稳定和准确。

我们建立的染色体双着丝粒自动分析生物剂量

估算方法经过对多种条件及因素的研究，明确了它们

的影响情况，也证明了双着丝粒染色体自动分析生物

剂量估算具有较好的重复性和很高的分析速度，适用

于大规模辐射事故下快速高通量的生物剂量估算，可

能具有较好的推广应用价值。
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［７］　ＶａｕｒｉｊｏｕｘＡ，ＧｒｕｅｌＧ，ＰｏｕｚｏｕｌｅｔＦ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｔｒｉａｇｅｂａｓｅｄｏｎｄｉｃｅｎｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＲａｄｉａｔＲｅｓ，２００９，１７１（５）：

５４１－５４８．

［８］　ＲｏｍｍＨ，ＡｉｎｓｂｕｒｙＥ，ＢａｒｎａｒｄＳ，ｅｔａｌ．Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｓｅｍｉ－ａｕｔｏ

ｍａｔｉｃｓｃｏｒｉｎｇｏｆｄｉｃｅｎｔｒｉｃｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓａｆｔｅｒｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｓｃｅｎａｒｉｏｓ［Ｊ］．ＨｅａｌｔｈＰｈｙｓ，２０１４，１０６（６）：７６４－

７７１．

收稿日期：２０１８－０３－３０　　　　

·３９２·　中国辐射卫生２０１８年８月第２７卷第４期　ＣｈｉｎＪＲａｄｉｏｌＨｅａｌｔｈ，Ａｕｇ２０１８，Ｖｏｌ．２７Ｎｏ．４


