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　　摘要:目的　比较 3种不同的固定和标记方法在流式细胞仪检测电离辐射与磷酸化 H2AX(γ-H2AX)的剂量反

应关系上的差异。方法　用 137Cs源分 5个剂量点 (0、 1、 2、 4、 8Gy)照射人乳腺癌细胞 (MCF-7), 分别用 70%乙

醇双标 、 70%乙醇单标和 2%多聚甲醛单标 MCF-7细胞 , 应用流式细胞仪检测电离辐射与 γ-H2AX剂量效应关系。结

果　3种方法均发现电离辐射与 γ-H2AX水平存在剂量反应关系 , 即 γ-H2AX水平随着电离辐射剂量的增加而增加。

拟合剂量反应曲线符合直线方程。乙醇固定双标法的决定系数最大 , 为 0.87。结论　应用流式细胞仪乙醇固定双标法

检测 MCF-7细胞电离辐射与 γ-H2AX剂量效应关系 , 优于乙醇或多聚甲醛单标法。
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Methodologicalstudyonthedose-effectsrelationshipbetweenionizingradiation

andγ-H2AXbyflowcytometry
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Abstract:ObjectiveTocomparethedifferencesamongthreedifferentmethodsinevaluatingthedose-effectrelationshipbetween

ionizingradiationandH2AXbyflowcytometry(gammaH2AX, γ-H2AX).MethodsHumanbreastcarcinomacellMCF-7wasirradi-

atedwith0, 1, 2, 4or8Gyfrom137Cesium.Threemethods, 70%ethanol-fixedwithdual-staining, 70% ethanol-fixedwithsingle-

stainingand2%paraformaldehyde-fixedwithsingle-stainingwereappliedtoevaluatethedose-effectrelationshipbetweenionizingradi-

ationandγ-H2AXusingflowcytometry.ResultsThedose-effectrelationshipbetweenionizingradiationandγ-H2AXcouldbedeter-

minedbyallthethreemethods, whilethehighestdeterminationcoefficient(R2)was0.87, from70% ethanol-fixedwithdual-stai-

ningmethod.ConclusionsTheresultssuggestedthatthemethodof70%ethanol-fixedwithdual-stainingisbetterthanothertwometh-

odsinevaluationofdose-effectrelationshipbetweenionizingradiationandγ-H2AXusingflowcytometry.
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　　内外源性因素 (如电离辐射)导致 DNA双链断

裂 (DSBs)
[ 1]
后 , 组蛋白 H2AX的

139
Ser会被磷酸

化
[ 2 ～ 4]

, 生成磷酸化形式 γ-H2AX
[ 5, 6]
。但是 , 目前

各实验室在检测 γ-H2AX的实验方法上并非一致 , 因

此需要对不同实验方法所得结果进行比较以建立标准

的实验流程 。此外 , 检测 γ-H2AX剂量反应的实验方

法是 γ-H2AX在其他方面应用的基础 , 如 γ-H2AX在

细胞放射敏感性评价中的应用等。

流式细胞仪已经是临床和科研中常用的仪器 , 操

作简便 、快速 , 使用流式检测 γ-H2AX显示出很好的

应用前景。但是文献中报道的不同实验室流式检测方

法并不相同 , 仅流式细胞仪检测前的固定细胞这一步

骤就至少有 3种方法
[ 7 ～ 9]

。有研究者发现不同的固定

方法和荧光标记 -流式检测方式 (单标 -直方图或双标

-密度等高图)会影响检测结果
[ 9]
, 这对于不同实验

室间定量比较检测结果不利。因此我们从这些方法中

选取了 2种使用较多的固定方法 (70%乙醇和 2%多

聚甲醛)进行实验 , 对比了不同固定条件下进行荧

光标记的 γ-H2AX剂量反应结果 , 以发现不同的固定

方法 、 相同荧光标记程序对 γ-H2AX的剂量效应关系

的影响 。通过对结果分析 , 一方面我们可以选择其中

较优的实验和检测方法进行后续实验 , 另一方面可以

为建立标准化的 γ-H2AX检测方法提供基础 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

鼠抗人 γ-H2AX (UpstateBiotechnology, NY,
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USA);FITC标记羊抗鼠 IgG(北京中杉金桥生物技

术有限公司);DAPI(Molecularprobes, USA);PI

(北京鼎国生物技术有限公司);乙醇 (>99%, 天

津大学科威化学制品有限公司);4%多聚甲醛 (武

汉博士德生物工程有限公司);胎牛血清 (FBS, 中

国医学科学院血液研究所生物技术有限公司)。

CO2细胞培养箱 (德国 Heraeus, D6450);流式细

胞仪 (美国 BeckmanCoulterAltra)。
137
Csγ射线照射容

器 (Gammacell40, AtomicenergyofCanadaLtd.)。

1.2　细胞培养与照射

人乳腺癌细胞系为本所天津市分子核医学重点实

验室保存。细胞在接种后的第二天上午照射 ,
137
Cs源

剂量率为 15.90 mGy/s, 照射剂量分别为 0、 1.0、

2.0、 4.0、 8.0 Gy。

1.3　样品制备

1.3.1　乙醇固定及染色　加 0.3mlPB于上述离心

管中 , 涡旋振荡 , 同时缓慢加入冷的纯乙醇 0.7 ml,

置于 4 ℃至少 30 min。离心弃去乙醇 , FBS-T-PB封

闭 , 再次离心 , 室温放置 10min。离心弃上清 , 一抗

4 ℃孵育过夜 。FBS-T-PB, 混匀 , 2 000 r/min, 离心

4 min, 弃上清 , 重复一次 , 弃上清 , 二抗 4 ℃孵育 2

h。加 FBS-T-PB, 离心弃上清 , PI染色 15 ～ 30min。

1.3.2　多聚甲醛固定及染色　加 1mlPBS于上述离

心管中 , 涡旋振荡 , 同时加入 1 ml4%多聚甲醛 (因

此终浓度为 2%), 置于 4℃ 30min。离心弃上清 , 缓

慢加入冷的纯乙醇破膜。封闭 、一抗结合 、二抗结合

过程同 “1.3.1”。

1.4　剂量反应设置

1.4.1　检测结果的显示　FITC单标检测结果使用直

方图显示 , 横轴为 FITC绿色荧光的对数强度 , 代表

细胞 γ-H2AX水平 , 纵轴为细胞数 。FITC-PI双标检

测使用密度图显示结果 , 横轴为 PI红色荧光的对数

强度 , 代表细胞中 DNA的含量 , 纵轴为 FITC绿色荧

光的强度 , 代表细胞 γ-H2AX水平 , 细胞数目多少用

散点表示 , 数目越多散点越密集。

1.4.2　门的设置　通常认为前向 -侧向光图 (afor-

wardscatterversussidescatterplot)中左下角密集点

为细胞碎片和杂质 , 而 AUX-Peak图 (atimeofflight

versusforwardscatterplot)中细胞带左侧部发和斜右

下 “肚子” 部分分别是凋亡细胞和粘连细胞。因此 ,

我们在前向 -侧向光图和 AUX-Peak图中设定适当的

门以尽量排除细胞碎片 、 粘连和凋亡的影响。

2　结果

2.1　多聚甲醛固定 FITC单标

图 1所示为使用多聚甲醛固定 、 FITC单标的代

表性实验的结果。随照射剂量的逐渐增加 (0、 1、

2、 4、 8Gy), 荧光峰向右侧移动 (荧光强度高的一

侧), 超过预设荧光强度值的细胞数占总细胞数百分

比逐渐增加 , 分别为 1.57%、 3.85%、 11.94%、

19.45%、 57.15%。数据来自于 5次重复实验 。

图 1　多聚甲醛固定 FITC单标流式结果

2.2　乙醇固定 FITC单标

图 2所示为使用乙醇固定 、FITC单标的代表性实

验结果 。随照射剂量的逐渐增加 ,荧光峰向右侧移动

(荧光强度高的一侧),超过预设荧光强度值的细胞数

占总细胞数百分比逐渐增加 ,分别为 0.91%、1.57%、

4.20%、8.60%、22.80%。数据来自于 3次重复实验 。
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图 2　乙醇固定 FITC单标流式结果

2.3　乙醇固定 FITC-PI双标

图 3所示为使用乙醇固定 、 FITC单标的代表性

实验的结果 。随照射剂量的增加 , 密度图向上方移动

(FITC荧光强度高的一侧), 进入预设门的细胞数占

总细胞数百分比逐渐增加 , 分别为 2.3%、 5.5%、

19.8%、60.9%、70.6%。数据来自于 4次重复实验 。

2.4　流式数据直线拟合结果

乙醇固定双标 、 乙醇固定单标和多聚甲醛固定单

标的数据均较符合直线方程 , 针对 3个方程斜率的 F

检验均有统计学意义 , 确定系数分别为 0.8721,

0.7825, 0.8371;斜率分别为 6.771 (P<0.01),

2.121 (P<0.01), 3.508 (P<0.01)。可见乙醇固

定双标最大 , 多聚甲醛固定单标次之 , 乙醇固定单标

最小 。不同固定 -标记方法的流式数据拟合分析结果和

曲线见表 1和图 4。

表 1　γ-H2AX剂量反应流式数据的直线拟合结果

拟合参数 乙醇固定双标 乙醇固定单标 多聚甲醛固定单标

斜率 6.771 2.121 3.508

Y-截距 -2.4540 -0.2628 0.4375

X-截距 0.3625 0.1239 -0.1247

1/斜率 0.1477 0.4715 0.2851

95%可
信区间

斜率 5.493 ～ 8.050 1.418 ～ 2.824 2.862 ～ 4.153

Y-截距 -7.726 ～ 2.817 -2.861 ～ 2.335 -2.224 ～ 3.099

X-截距 -0.9391 ～ 1.469 -1.972 ～ 1.597 -1.560 ～ 1.091

拟合 决定系数r2 0.8731 0.7825 0.846

优度 Sy, x 7.697 3.116 4.412

斜率的非
零假设

F值 123.8 43.18 126.4

自由度
DFn, DFd

1.00，18.00 1.00，12.00 1.00, 23.00

P值 <0.0001 <0.0001 <0.0001

数据量
重复次数 4 3 5

数据点 20 14 25

图 3　乙醇固定 FITC-PI双标流式结果
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图 4　不同固定-标记方法的 γ-H2AX剂量反应曲线

3　讨论

本研究中 , 我们使用 70%乙醇和 2%多聚甲醛两

种固定方式进行流式检测 , 并对剂量反应结果进行直

线拟合 , 所得直线方程的确定系数均在 0.8左右 , 表

明两种固定方式获得的 γ-H2AX剂量反应的直线趋势

均较好 。不同的固定方式对拟合直线的斜率有所影

响 。在均使用 FITC单标时 , 多聚甲醛的 γ-H2AX剂

量反应较乙醇更明显 (剂量反应曲线斜率更大), 而

在相同固定方法时 (乙醇), 双标 FITC-PI双参数检

测的 γ-H2AX剂量反应较 FITC单参数更明显。这与

KataokaY等人
[ 9]
的研究结果一致 , 他们发现 FITC单

标时乙醇处理较甲醇 γ-H2AX剂量反应更明显 。但是

我们没有发现固定方法与荧光标记的某种搭配会导致

检测 γ-H2AX水平的下降。

使用乙醇固定双标法检测 γ-H2AX辐射剂量反应

关系的确定系数为 0.87, 在所研究的几种流式检测方

法中最好。此外 , 多聚甲醛固定造成的细胞损失较乙

醇固定大得多 , 因此对于细胞数较少的样品来说 , 使

用乙醇固定是较好的方法 (由于固定后细胞粘连严重

和获得细胞少 , 多聚甲醛双标没有可供分析的结果)。

双标方法可以排除凋亡等混杂因素 , 对于比较不同细

胞系间的 γ-H2AX十分有用。因此 , 应用乙醇固定双

标法进行流式检测是适用于 γ-H2AX与细胞放射敏感

性相关性研究的检测方法 。

本研究中 , γ-H2AX剂量反应数据拟合直线的确

定系数虽然可达 0.87, 但是加拿大 PeggyLOlive研究

小组
[ 10]
对 γ-H2AX剂量反应数据 (0 ～ 8Gy)拟合的

直线确定系数高达 0.99。对此可能有两种解释:(1)

γ-H2AX剂量反应曲线的形式 (斜率)是细胞依赖性

的 。本研究用于检测剂量反应的细胞系是人乳腺癌

MCF-7, 与 PeggyLOlive研究小组使用的不同 。不同

的细胞 , 剂量反应曲线的形式 (斜率)不尽相同 , 大

多数细胞是直线的 , 但有的细胞是其他形式 。(2)γ-

H2AX剂量反应曲线的形式是时间依赖性的 。对于同

一细胞系 , 在不同时间点的测定数据拟合直线的确定

系数不同 , 可能存在一个最佳的时间点最适合测定数

据拟合直线。 (3)γ-H2AX剂量反应实验选在 γ-

H2AX快速变动的时段 , 此时间段内检测时间点微小

的差别会造成测定值的差异。 (4)独立重复实验间隔

时间较长 , 加上肿瘤细胞 γ-H2AX本底变异较大 , 培

养一段时间的 γ-H2AX本底存在差异 , 也会对 γ-

H2AX剂量反应实验的重复性有所影响 。

总之 , 上述各方法均获得了较好的 γ-H2AX的电

离辐射直线剂量反应关系 , 其中乙醇固定双标法的确

定系数为 0.87。不同固定方法和标记-检测方式对于

流式检测 γ-H2AX剂量反应有一定的影响 , 主要表现

在拟合曲线斜率的差异:乙醇双标 >多聚甲醛单标 >

乙醇单标 。其中 , 乙醇固定双标法的辐射剂量反应确

定系数最高 , 且处理样品细胞损失较少 , 可以控制内

源性 γ-H2AX的影响 。
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