
碱性“彗星”法检测肺癌放射敏感性初步研究

吕纪马，王绿化，杨伟志，张晓华，王冕荣，阎 洁

（中国医学科学院北京协和医科大学肿瘤医院，北京，100021）

摘 要：目的 采用碱性彗星法检测肺癌标本的初始 DNA单链断裂，探讨碱性彗星法用于预测临床肺癌的放射敏感性的

可行性。方法 对 2002 年 4月 ~ 2003 年 8月在本院经纤维支气管镜取样并为病理证实的 150 例肺癌标本采用碱性彗星法检测

初始 DNA单链断裂，以经本底较正的平均尾力矩（RTM）和平均中位尾力矩（mRTM）为评价指标；采用 SPSS 10 .0 统计软件包以

单因素方差分析法比较不同病理类型平均较正尾力矩差异，并分析影响结果的相关因素。结果 纤维支气管镜取样，多数样

品细胞数较少；样品质量对结果影响较大，35%样品中位 RTM!1 .0，无显著性差异，全组平均较正尾力矩在不同病理类型中的

分布均未显示出与临床一致的趋势，在细胞数小于 100 的样品中可见小细胞大于非小细胞的趋势；全组平均中位较正尾力矩尤

其在中位 RTM > 1.0的样本中，显示与临床放射反应一致分布趋势，但样本小，结果无统计学差异。结论 碱性彗星法可初步

显示不同病理类型肺癌细胞间的放射敏感性差异，样品质量对结果影响较大，分析方法有待改进完善。
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（ Tumour Hospital of Peking Union Medical Uniuersity，Chinese Academy of Medical Sciences，Beijing 100021）

ABSTRACT：Objective To evaiuate the vaiue of aikaiine comet assay for predicting ciinicai radio -
sensitivity of iung cancer patients . Methods The biopsy sampies from 150 iung cancer patients by fibrous
bronchiai endoscopy were tested by aikaiine comet assay from Aprii，2002 to August，2003 . The adjusted
median taii moment（mRTM）and adjusted mean median taii moment（RTM）were used as the endpoints .
SPSS 10 .0 software was used to anaiyse the difference in the mRTM and RTM among different pathoiogic
types by ANOVA . Factors infiuencing the resuit were aiso anaiysed . Results There were more sampies
with iess ceiis scored due to biopsy by fibrous bronchiai endoscopy . The guaiity of the sampies has a greaet
infiuence on the resuits . Thirty five percent of the sampies with mRTM!1 .0 are recognized as unreasonabie
resuits . The resuits derived from the sampies with number of ceiis iess than 100 show a tend of RTM in
smaii ceii iung carcinoma greater than that in non!smaii ceii iung carcinoma . There was the same distribu-
tion trend of the RTM among three pathoiogic types as that of the ciinic irradiation response for aii sampies
especiaiiy for the sampies with RTM > 1 .0，but do not reach the statistic discrepancy due to a iess sampie
size . Conclusions The preiiminary resuits from aikaiine comet assay may reveai the difference in radiosen-
sitivity among three different pathoiogic types . The guaiity of sampies infiuences greatiy on reiiabiiity of the
resuits and the assay shouid be improved further .
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放射治疗是肺癌主要治疗手段之一，在放射

治疗的临床实践中发现：不同病理类型的肺癌的

放射敏感性不同，一般认为小细胞肺癌较腺癌、鳞

癌和大细胞癌敏感，即使病理类型相同者也有个

体差异。为实现肿瘤放射治疗的个体化，必须有

肿瘤放射敏感性的相关参数，在不同水平进行肿

瘤放射敏感性预测一直是放射生物学研究热

点［2 ~ 8］。实验研究［9 ~ 14］证明放射线对细胞的杀

伤效应是通过直接或间接作用引起细胞 DNA 链
断裂来实现的。“彗星”分析法（Comet Assay），也
称为单细胞凝胶电泳法（singIe ceII geI eIectrophore-
sis assay，SCGE），通过荧光显微镜直接定量地检
测单个细胞的 DNA损伤，具有需要细胞数少的优
势和灵敏、稳定、简便和快速的优点［15］。临床前

研究结果［16 ~ 21］表明这是一种有潜力的快速检测

肿瘤放射敏感性的方法，本研究旨在探讨通过碱

性彗星法测量细胞初始 DNA 单链断裂用于临床
检测肺癌放射敏感性的可行性。

! 材料与方法

1 .1 临床资料
2002 年 4 月 ~ 2003 年 8 月在本院腔镜室共

取材 373 例，最后诊断肺癌 354 例，对其中有病理
资料的 158 例全部患者在治疗前进行病理组织活
检：用 1%地卡因局麻后，在纤维支气管镜导下直
视下咬取肿瘤组织；标本分为两部分：部分置入福

尔马林中固定送病理检查，部分置于 4 C预冷的
1640 培养液中送实验室做“彗星”分析。
1 .2 “彗星”分析法的基本实验步骤
以 OIiver 彗星分析法为基础，经中国医学科

学院肿瘤研究所放射生物研究室杨伟志课题组优

化和标准化后的碱性“彗星”分析法进行 DNA 单
链断裂分析。用预冷生理盐水冲洗肺癌活检标

本，并用眼科剪剪碎成肉糜状，在 37 C消化 30
min后过滤制成单细胞悬液，分装入 1 .5 mL 容积
的 Eppendorf 管。将对照管放入冰箱 4 C冷藏，照
射管插入等效蜡块中以 6MV!X（250 cGy / min）行 5
Gy冰上照射。照射后将对照管和照射管中的细
胞悬液进行离心（3 000 转 / min，10 min），弃去上
清液，在沉淀中加入 0 .3 ~ 0 .5 mL 预冷生理盐水
并吹匀。各取对照管和照射管的细胞悬液 0 .25
mL 与 0 .75 mL 1%低熔点琼脂糖混匀，铺于预冷
的载玻片上制成胶板。将胶板浸入碱性裂解液

（500 mL去离子水 + 29 .2 g NaCI + 0 .5 g N!Iau +
3 .0 mL 2 .5N NaOH）在 4 C冰箱内裂解 50 min；电
泳前以电泳液（500 mL去离子水 + 0 .58 g EDTA +
3 .6 mL 2 .5 N NaOH）漂洗 20 min X 3 次，置于电压
0 .36 V / cm 电泳槽电泳 20 min；电泳后用去离子
水漂洗 20 min，再用 2 .5 g / mL 的 PI 染液避光染
色；OIympus!大恒系统随机采集图像；以 Lucia G
Version 4 .61 软件测量图像的校正尾力矩。
1 .3 检测指标
检测指标为尾力矩（taiImoment，TM），其定义

为彗星尾部长度与尾部 DNA 百分含量的乘积。
本研究分别检测中位较正尾力矩 mRTM5 = mTM5 /
mTM0 和平均较正尾力矩 RTM5 = TM5 / TM0（5 Gy

照射尾力矩除以未照射尾力矩）。

1 .4 统计分析
采用 SPSS 10 .0 统计软件：单因素方差分析

法，比较不同病理类型组的平均中位尾力矩和平

均较正尾力矩差异。

" 结 果
2 .1 纤维支气管镜下取活检样品的细胞数量对
彗星分析结果的影响

表 1 显示腔镜活检标本所含的细胞数的分
布。纤维支气管镜下获得的活检标本所含的细胞

数多少不等，在分析的样品中最多的细胞数可达

150个，最少 4 个，中位数 100 个，多数样品所含细
胞数较少，76%的样品细胞数 > 50 个，67%的样
品细胞数! 100 个，其中鳞癌样品细胞数较多
（82% > 50 个，76%!100 个）。
表 2 显示纤维支气管镜活检样品细胞数对彗

星分析结果的影响。全组数据分析：平均中位较

正尾力矩和平均较正尾力矩在不同病理类型中的

表 ! 纤维支气管镜活检样品的细胞数

病理类型 全组 !100 < 100 "50

鳞癌 72 55 17 13
腺癌 33 19 14 9
小细胞癌 45 27 18 14

分布均未显示出与临床一致的趋势；平均较正尾

力矩仅在细胞数小于 100 的样品中和平均中位较
正尾力矩在细胞数大于 50 样品中可见小细胞大
于非小细胞的趋势。

2 .2 不同中位较正尾力矩组的彗星分析结果
中位较正尾力矩值分布趋势是：小细胞癌 >

鳞癌 > 腺癌，差异在中位较正尾力矩值大于1组
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表 ! 不同细胞数的平均中位较正尾力矩

病理类型 全组 细胞数!100 细胞数 < 100 细胞数"50

鳞癌 2 .31 1 0.38 2 .16 1 0.26 2 .80 1 1.38 3 .38 1 1.79
（1 .35 1 0.12） （1 .24 1 0.12） （1 .21 1 0.35） （1 .31 1 0.46）

腺癌 1 .95 1 0.38 2 .24 1 0.59 1 .55 1 0.40 1 .60 1 0.46
（1 .53 1 0.25） （1 .59 1 0.35） （1 .44 1 0.37） （1 .54 1 0.57）

小细胞癌 2 .99 1 0.64 3 .07 1 0.74 2 .87 1 1.17 3 .32 1 1.49
（1 .35 1 0.18） （1 .24 1 0.16） （1 .52 1 0.38） （1 .64 1 0.48）

更明显；平均较正尾力矩值在中位较正尾力矩值

小于等于 1 组小细胞大于非小细胞，见表 3。

表 " 不同中位较正尾力矩值的平均中位较正尾力矩

中位 RTM 鳞癌 腺癌 小细胞癌

中位 RTM > 1 3.10 1 0.520 2 .84 1 0.54 4 .40 1 0.930
（1 .47 1 0.170） （1 .95 1 0.38） （1 .45 1 0.200）
（49例） （20 例） （28 例）

中位 RTM"1 0 .61 1 0.059 0 .58 1 0.07 0 .66 1 0.052
（0 .75 1 0.053） （0 .88 1 0.09） （1 .12 1 0.340）
（23例） （13 例） （17 例）

" 讨 论
相关实验结果显示［18，19］：肺癌细胞具有显

著的生物学异质性和内在放射敏感性差异，不同

病理类型的肺癌放射敏感性不同，临床总体的印

象是小细胞肺癌较鳞癌和腺癌敏感，但相互有重

叠；相同病理类型者间有个体差异。临床前研究

结果［1 ~ 5］表明彗星分析是一种有潜力的快速检测

肿瘤放射敏感性的方法，需要标本细胞数少和能

检测单细胞的放射损伤是彗星分析的优点，但肿

瘤活检标本都不同程度的混杂非肿瘤组织细胞而

且肺癌组织是异质性细胞群体并常伴有变性、坏

死，取材标本的质量及随机评价的彗星个数会影

响结果的代表性。West 等分析子宫颈鳞癌的活
检肿瘤标本发现肿瘤细胞仅占其中的 45 ，其他
为不同比例的炎性细胞；Monecf MAL［8］认为需评
价的彗星个数应能在具体实验条件下充分代表检

测细胞群体的最小值为宜，可通过随机对图像不

同部位的分析确定，但从对较正尾力矩随不同细

胞数变化结果分析，与细胞系分析仅考虑肿瘤异

质性而单纯要求较多的细胞数不同，临床研究取

材标本的质量对结果影响更甚。本研究采用纤维

支气管镜下活检，标本较小，标本的中位彗星数为

100 个（4 ~ 150 个），中央腔内外生型的鳞癌细胞
数较多，可分析的细胞数少，未能确定合理的需检

彗星个数；考虑到肿瘤异质性，取 100 个细胞为分

析个数，但明显少于肿瘤细胞系放射敏感性分析

中的至少 150 个。尽管鳞癌和小细胞癌样品细胞
数较多，平均较正尾力矩仅在细胞数小于 100 的
样品中和平均中位较正尾力矩在细胞数大于 50
样品中可见小细胞大于非小细胞的趋势，其中腺

癌两指标差异较小，鳞癌和小细胞癌样品的混杂

细胞效应明显，不同病理类型的平均中位较正尾

力矩受混杂细胞影响相对较小，用于放射敏感性

定性分析更敏感。01ive 等［7］检测头颈部淋巴结
转移性鳞癌同一肿瘤不同部位的两次活检标

本，其结果无显著差异，但分析标本均取自体表

3 cm以上肿瘤，并在分析前用单克隆抗体分离炎
性细胞，仍有 25 的标本有严重的退变（退变细
胞 /细胞总数 > 20 ），本研究 12 标本有严重的
退变，其中腺癌较多，这与取材和细胞离体后其他

环境因素损伤有关。彗星分析显示 35 中位较
正尾力矩值"1 .0，与预期的结果不符且与彗星
个数和病理类型无关，可能因为肺癌活检细胞数

量少，在照射后先将细胞悬液离心 10 min，再进
行铺胶，从而导致肺癌样品进入裂解液的时间延

迟 20 min 左右，DNA 初始损伤随时间的延长，发
生亚致死性损伤的修复，使尾力矩 TM 值变小，从
而影响 RTM 值；部分肺癌细胞受其他混杂因素
致本底 DNA 损伤大和修复快有关［1］，经本底较
正可减小混杂因素致本底 DNA 损伤大对结果可
靠性的影响［5］；在中位较正尾力矩值 > 1 时，平均
中位较正尾力矩值分布趋势为：小细胞癌 > 鳞癌
>腺癌，这与从临床获得的肺癌放射反应性印象
一致。目前实验条件下，平均中位较正尾力矩均

值在不同病理类型间无显著差异，除与上述取材

和实验方法的局限性有关外，还可能与彗星分析

无法识别 DNA 损伤类型和修复的正确性有关。
Berggvist等［9］用碱性彗星法分析 4 种不同肺癌细
胞系的放射敏感性后认为，要反映肺癌细胞系放

射敏感性差异应结合修复能力等更全面的检测。

·56·第 9 期 吕纪马等：碱性“彗星”法检测肺癌放射敏感性初步研究



初步结果显示：不同病理类型肺癌细胞间的平均

中位较正尾力矩均值趋势与临床印象，尚需改进

取材方法和建立标本质量评价标准，更适宜的实

验条件和质量控制，及从样本中分离出足够具有

代表性细胞。应合理调控减少实验所致的额外

DNA损伤，可采用阴性内对照监控实验条件；
Hartmann等总结 2001 年德国的第四届国际彗星
分析工作会议内容，对在体（ in vivo）碱性彗星分
析的实验参数提出推荐标准。总之，碱性彗星分

析法经进一步完善后，有望进行肺癌个体敏感性

的检测。
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! 启 事

《实用临床医药杂志》开展继续医学教育项目的通知

1 . 参加对象：全国各级医院各类专业技术人员、护理人员。
2 . 学习形式：结合《实用临床医药杂志》的专题内容，学员在认真学习“专题”论文、论著以及当期研

究论文的基础上，将每期的考试试题［临床医学专业技术人员的教材为《实用临床医药杂志（综合版）》6
期，护理人员为《实用临床医药杂志（护理版）》6 期］，答案寄至《实用临床医药杂志》编辑部继续医学教
育部。学习结束、考试合格者，将授予省级继续医学教育"类学分 12 分。

3 . 报名方法：参加者可向所在医院的科教处或护理部报名，也可直接向《实用临床医药杂志》编辑
部继续医学教育部报名。

4 . 收费标准：每位学员收费共计 90 元。请参加的学员在报名时将学习费用连同报名表一同寄
（汇）至《实用临床医药杂志》编辑部。

编辑部地址：江苏省扬州市淮海路 11 号 电话：0514 - 7978917 邮政编码：225001
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