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免疫荧光分析技术评估
JK

辐射损伤的临床研究
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#摘要$

!

目的!比较双源
JK

前瞻性心电门控大螺距扫描方式与回顾性心电门控小螺距扫描方式

的辐射剂量及其电离辐射对人外周血淋巴细胞内
GVD

的损伤情况!并探索
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作为低剂量
@

线

电离辐射损伤生物剂量计的可行性及应用前景$方法!将
!#

例拟行冠状动脉
JKD

的患者按扫描前的

心率分为两组'大螺距组
$8

例!心率
#

:#

次(分!螺距
"5!
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序列!前瞻性心电门控&小螺距组
<<

例!心率
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次(分!螺距
#5<#
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#5""

!回顾性心电门控$两组均采用智能
JDE'(P̀

结合
JDE'GU/1

!G

调节技术自动选取最优管电压及管电流$于
JK

检查前及检查后
"#)+2

每例患者抽取静脉血
!)a

!

采用
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免疫荧光分析法检测淋巴细胞
GVD

双链断裂"

GB_/

#情况"
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荧光点与淋巴细胞

计数的比值!记为
E焦点(细胞#$采用两组独立样本"

检验比较两组间
_LM

及
JK

检查前后
E焦点(细胞 的差

异!采用
L*22([0+421

-

S

检验比较两组间检查前后
E焦点(细胞 差值"
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#和辐射剂量指标"

JKGMZU,
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GaF

%
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#的差异!采用
B

H

1*W)*2

等级相关法分析
GaF

与
'

E

的相关性$结果!两组患者的年龄%性别

构成比及体质指数"

_LM

#的差异无统计学意义"

!
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#$大螺距组的
JKGMZU,
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和
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值分别

为"
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$5!$e#5!"
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"

个指标的均值明显低于小

螺距组/分别为"

"%5$$e$#5:9

#

)C

-
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9":5<:e$9<5:!
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0!组间差异均

有统计学意义"
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例患者
JK

检查前%后的
E焦点(细胞 分别为"

#5$":e#5#";

#和"

#5<!!e

#5#:<
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JK

检查后检查者淋巴细胞内
GB_/

数量明显增多"
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!
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#$大螺距组和小螺距

组的
'

E

分别为"

#5#98e#5#"!

#和"

#5$!8e#5#98

#!小螺距组高于大螺距组"

0g<:59#
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!g#5###
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仅小螺距组的
GaF

与
'

E

之间存在等级线性相关关系"

/g#5:8$
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!g#5###

#$结论!前瞻性心电门控

大螺距
>aDBR

扫描方式的辐射剂量及电离辐射引起的
GB_/

明显低于回顾性心电门控小螺距扫描方

式!而两组图像质量均能满足诊断要求&
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监测可较准确地反映低剂量
@

线辐射损伤!应用前景广$

#关键词$
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冠状动脉&血管造影术&体层摄影术!

@

线计算机&辐射量&

GVD

损伤&
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近年来!冠状动脉
JKD

已经成为冠心病患者的

常规筛查手段(

$

)

$然而冠状动脉
JKD

的辐射剂量较

大!

JK

检查所带来的超额射线暴露及诱发癌症的风

险也成为放射医学人员及公众关注的焦点(

<("

)

$

到目前为止!

JK

检查的辐射剂量多采用物理或

化学剂量测量仪来进行测量和评估!或通过不同的

JK

剂量指数由相关公式或蒙特卡罗计算法进行推

算(

!(9

)

!但其只能对体外某一参考位置的剂量进行测

量!尚缺乏准确评估低剂量辐射损伤的生物学测量方

法!不能评价蓄积于体内造成组织细胞损伤的实际剂

量$目前多认为电离辐射所致的
GVD

双链结构断裂

"

6U3],1(/4W*26]W1*P/

!

GB_/

#是造成细胞死亡'染色

体畸变及诱发癌症的最严重的损害(

;

)

$细胞对于
GB(

_/

最早的反应之一就是形成磷酸化形式的异型
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组蛋白
(

3
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(

:

)

$本研究应用
3
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荧

光分析技术对冠状动脉
JKD

扫描所致的
GVD

损伤

进行探索研究!旨在探讨
3
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作为一种反映低辐

射剂量的生物剂量标记物的临床应用价值$

材料与方法

$m

病例资料

将
<#$"

年
$#

月
&<#$!

年
;

月本院
!#

例临床疑

诊冠心病并进行了冠状动脉
JKD

检查的患者纳入研

究!男'女各
<#

例!年龄
";

#

:$

岁!平均"

9;5"<e

858$

#岁$排除标准%年龄
#

$8

岁&碘对比剂过敏&甲

状腺功能亢进&有血液系统病或染色体疾病&有严重的

心'脑'肝或肾脏疾病&有放化疗史&近
:

天内进行过
@

线相关检查$本研究经苏州大学附属第一医院伦理委员

会审查通过!研究对象均自愿参加并签署知情同意书$

根据扫描前患者的心率"

#

:#

和
(

:#

次*分#及呼

吸配合情况!将其分为两组$大螺距组
$8

例!扫描过

程中心率
!;

#

;$

次*分!平均"

9"59#e!5:%

#次*分&男

$$

例"

;$5$$I

#!女
:

例"

"858%I

#&年龄
!!

#

:$

岁!

平均"

9%5!!e;5%#

#岁&体质指数"

]U6
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)*//+261\
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_LM

#为"

<!59"e<5!;

#

P

T

*

)

<

$小螺距组
<<

例!扫描过程

中心率
"8

#

8%

次*分!平均"

;:5!$e$$5%"

#次*分&男
$<

例"

9!599I

#!女
8

例"

!95!9I

#&年龄
";

#
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岁!平均
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9"5::e%59$

#岁&

_LM

为"

<95$#e"5##

#
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T
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冠状动脉
JKD

检查方法

冠状动脉
JKD

扫描前所有患者舌下口服
#59)

T

硝酸甘油!并监测患者心率!心率
(

:#

次*
)+2

者口服

倍他乐克"

4

受体阻滞剂#

<9

#

9#)

T

$

使用
B+1)12/BU)*4U)G1X+2+4+U2>,*/0

双源
JK

机!扫描范围自气管分叉至膈肌下方
$7)

水平$采用

智能
JDE'P̀

结合
JDE'GU/1!G

调节技术自动选

择最优管电压和管电流$大螺距组采用前瞻性心电门

控!

>aDBR

序列!螺距
"5!

!准直宽度
$<8f#5;))

&

小螺距组采用回顾性心电门控!结合
B3W1Z+1̂

技术自
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动选取螺距!实际取值为
#5<#

#

#5""

!准直宽度
$<8f

#5;))

$使用
S,W+70)16+7*,L+//U3W+

双筒高压注射

器!以
95#)a

*

/

的流率注入
99

#

;9)a

对比剂"优维

显
":#

'欧乃派克
"9#

或威视派克
"<#

#!随后以相同流

率注入
!#)a

生理盐水$采用
_U,3/KW*7P+2

T

技术!

感兴趣区设于主气管分叉层面的升主动脉内!触发阈

值在大螺距组为
:#RS

!小螺距组为
$##RS

$两组

均自动选择最佳时相进行图像重建!重建卷积核均采

用细腻平滑
_<;X

$

"m
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免疫荧光分析

在冠状动脉
JKD

检查前及检查后
"#)+2

经肘静

脉抽取
!)a

静脉血!全血用肝素钠抗凝$血样进实

验室用
EFLM$;!#

培养基
$p$

稀释并进行
3

(R<D@

免疫荧光分析$

3

(R<D@

免疫荧光分析方法在参考先前文献报道

的基础上进行稍许调整(

8($$

)

!具体方法和步骤%

(

在

:)aX+7U,,

分离液上面缓慢加入稀释后的
:)a

血样!

注意保持分层界面清晰!使用离心机进行离心处理

"

<"##

转*分!

<<)+2

!室温#&

)

使用毛细吸管吸取单

个核细胞"

H

1W+

H

01W*,],UU6 )U2U237,1*W71,,/

!

F_(

LJ/

#层!置入另一离心管中!

$;!#

培养基 洗 脱

:)+2f<

次!将
F_LJ/

制成细胞悬液!采用推片法在

防滑脱载玻片上制成标本&

,

使用
!I

多聚甲醛固定

液"温度
!q

#将标本固定
$9)+2

&

-

使用
F_B

液洗脱

9)+2f"

次&使用
#5<IKW+4U2(@$##

在室温下将标本

进行破膜处理
$9)+2

!再用
F_B

液洗脱
9)+2f"

次&

.

使用山羊血清工作液封闭
$0

"室温#&

0

加入按
$p

$9#

稀释的鼠抗
3

(R<D@

抗体"美国
S

H

/4*41

公司#!

在湿盒内
!q

过夜&

1

使用
$IF_BK

洗脱
$#)+2f!

次!加入按照
$p"9#

稀释的山羊抗鼠
M

T

C

二抗"美国

LU,173,*WFWU]1/

公司#在室温下放置
$0

!再次使用

$IF_BK

洗脱
$#)+2f!

次&

5

使用
!c;(

二脒基
(<(

苯

基吲哚"

GDFM

#复染
$#)+2

!再使用
$IF_BK

洗脱

$#)+2f<

次&

6

使用
%#I

甘油封片!在荧光显微镜下

观察
3

(R<D@

荧光点的数量$

!m

图像处理和观察

采用蔡司正置荧光显微镜
M)*

T

1D<

"耶拿!德国#

观察计数
3

(R<D@

荧光点"焦点#数量!每个标本由
<

位经过统一培训的人员进行观察计数!每个标本至少

计数
!#

个焦点!并同时计数相应的淋巴细胞总数"通

过镜下细胞形态排除单核细胞#

(

8(%

!

$<($"

)

$计算每个样

本的焦点数与淋巴细胞总数的比值即
E焦点*细胞!以及

JK

检查前'后
E焦点*细胞 的差值"

'

E

#$随后各标本均

在高倍镜下"

f!#

#采集图像!包括
3

(R<D@

荧光点和

GDFM

标记细胞核在单通道条件下的图像及两者合并

后的图像"图
$

#$

9m

辐射剂量评估

采用机器自动测量的平均容积
JK

剂量指数

"

JKGMZU,

#和剂量长度乘积"

6U/1,12

T

40

H

WU6374

!

GaF

#$按照公式"

$

#计算有效剂量"

1XX174+Z16U/1

!

'G

#%

'GgPfGaF

"

$

#

P

值采用欧盟委员会(

$!

)的推荐值
#5#$!)BZ

*

)C

-

0

7)

$

;m

统计学分析

使用
BFBB$:5#

软件进行数据的统计学处理$正

态分布的计量资料"

_LM

'治疗前后的
E焦点*细胞#的组间

比较采用两独立样本
"

检验!非正态分布的计量资料

"

'

E

'

JKGMZU,

'

GaF

和
'G

#的组间比较采用两独立

样本非参数
L*22([0+421

-

S

检验!两组间年龄及性

别构成比的比较采用卡方检验!使用
B

H

1*W)*2

等级

相关法分析
GaF

与
'

E

两变量间的线性关系$以双

侧
!

#

#5#9

为差异有统计学意义$

结
!

果

$m

研究对象

对两组研究对象的年龄'性别构成比和
_LM

进行

比较"表
$

#!组间差异均无统计学意义"

!

$

#5#9

#$

表
$

!

两组患者基本临床资料的比较

指标 统计量'

!

值

年龄
$598# #5:!<

性别构成比
#5$:9 #5:99

_LM #5;": #59<8

注'

'年龄和性别构成比的比较采用卡方检验!

_LM

的比较采用两
独立样本

"

检验$

<m

两组中冠状动脉
JKD

辐射剂量的比较

两组的辐射剂量指标的测量值及统计分析结果见

表
<

$两组间辐射剂量指标的差异均有统计学意义

"

!

#

#5#9

#!大螺距组的辐射剂量显著低于小螺距组$

"m

两组的荧光检测结果的比较

两组患者在冠脉
JKD

检查前后的荧光检测结果

见表
<

$

JKD

检查前两组间
E焦点*细胞的差异无统计学

意义"

!

$

#5#9

#&检查后两组间
E焦点*细胞的差异有显著

统计学意义"

!

#

#5#$

#$大螺距组和小螺距组的检查

后
E焦点*细胞 均显著高于检查前!差异均有统计学意义

"

"g958%:

!

!g#5###

&

#g<:59##

!

!g#5###

#!提示冠

状动脉
JKD

检查产生的电离辐射使检查者的淋巴细

胞内
3

(R<D@

荧光点明显增加!即
JK

电离辐射使检

查者淋巴细胞内
GVD

的
GB_/

数量显著提高$两组

间
'

E

的差异有显著统计学意义"

!

#

#5#$

#$

等级相关分析结果显示!小螺距组中
'

E

与
GaF

具有良好的线性相关关系"

/g#5:8

!

!g#5###

&图
<

#!

而在大螺距组中
'

E

与
GaF

间无显著相关关系"

/g

D@D

放射学实践
<#$8

年
8

月第
""

卷第
8

期
!

E*6+U,FW*74+71

!

D3

T

<#$8

!

Ù,""

!

VU58



图
$

!3

(R<D@

荧光成像$

*

#

GDFM

单通道成像!标记所有细胞核形态!非淋巴细胞不计数"箭#&

]

#

3

(

R<D@

绿色荧光通道成像!显示细胞核内
3

(R<D@

焦点"箭#&

7

#上述
<

通道合成图像$

#5#%

!

!g#5:<"

#$

图
<

!

相关性分析散点图!显示小螺距组中
'

E

与

GaF

间具有良好的线性关系$

表
<

!

两组的辐射剂量及
3

(R<D@

分析结果

指标 小螺距组 大螺距组
#

(

"

值
!

值

JKGMZU,

"

)C

-

#

"%5$$e$#5:9

"

<$5:#

#

;#588

#

$<5<%e$5;8

"

$#5##

#

$95!;

#

#5### #5###

GaF

"

)C

-

)

7)

#

9":5<:e$9<5:!

"

<;!

#

8!<

#

$##5<8e"#5;#

"

9!

#

$:"

#

#5### #5###

'G

"

)BZ

#

:59<e<5$!

"

"5:#

#

$$5:%

#

$5!$e#5!"

"

#5:;

#

<5!<

#

#5### #5###

E

焦点(细胞

!

JK

扫描前 #5$!$e#5#"#

"

#5#:"

#

#5$8%

#

#5$"<e#5#!<

"

#5#8#

#

#5<"#

#

#5::< #5!!9

!

JK

扫描后 #5<8%e#5#;#

"

#5<$!

#

#5!<#

#

#5$%#e#5#!<

"

#5$$#

#

#5<;8

#

958%: #5###

!'

E

#5$!8e#5#98

"

#5#8$

#

#5"$#

#

#5#98e#5#"!

"

#5#$%

#

#5$!$

#

<:59## #5###

注'两组间辐射剂量指标"

JKGMZU,

%

GaF

%

'G

#和
'

E

的比较采用两
独立样本非参数

L*22([0+421

-

S

检验!检查前后
E

焦点(细胞的组间比较
采用两独立样本

"

检验$

讨
!

论

辐射剂量的控制和降低是
JK

技术未来发展中一

个必须突破的瓶颈$医疗行业从业人员在实际工作中

合理使用低剂量!遵守辐射的合理及最低化"

*/,Û */

W1*/U2*],

-

*70+1Z*],1

!

DaDED

#原则!在满足临床诊

断要求的前提下尽量降低患者的受照剂量$

近年来!以双源
JK

为代表!

JK

的发展进入了低

剂量成像时代!相关成像技术包括大螺距扫描'前瞻性

心电触发扫描'自动选择最佳电压'根据扫描条件实时

调节管电流和迭代重建算法等$自
<##9

年放射学领

域推行采用降低辐射剂量的策略以来!每隔两年
JKD

扫描的辐射剂量大约可以降低
9#I

(

$9

)

$本研究中大

螺距 组 的
JKGMZU,

和
GaF

下 降 了
;859:I

和

8$5"9I

$本研究中大螺距组的
GaF

与国外文献报道

的数值相近!而小螺距组的
GaF

"

<;!

#

8!<)C

-

0

7)

!平

均
9":)C

-

0

7)

#明显低于国外文献报道!如
=31X21W

等(

$#

!

$;

)的
<

篇相关研究中
GaF

为
9<!

#

$<"8

和
9#8

#

$:##)C

-

0

7)

"平均
$#<9

和
%9!)C

-

0

7)

#!

_W*26

等(

$<

)

的研究中为
<#$

#

$:##)C

-

0

7)

"平均
8<8)C

-

0

7)

#$

笔者认为!上述差异可能与本研究中采用了减低辐射

剂量的扫描技术!如
JDE'(P̀

智能电压调节结合

JDE'GU/1!G

电流实时调节技术及心电门控"

'JC

#

电流调制技术等&另一方面!可能与检查者的心率'体

型及
_LM

等因素有关$

电离辐射所致的
GVD

双链结构断裂"

GB_/

#被认

为是可造成细胞死亡'染色体畸变及诱发癌症的一种

最严重的损害表现$细胞对于
GB_/

的最早反应之一

就是形成
R<D@

组蛋白异型的磷酸化形式+++

3

(

R<D@

(

:

)

$由于
3

(R<D@

的快速诱导'磷光信号放大!

以及
3

(R<D@

焦点与
GB_/

在数量上呈一一对应的关

系(

$9

)

!

3

(R<D@

被认为是一种检测
GVD

双链断裂的

重要生物标记物$

3

(R<D@

免疫荧光法运用
3

(R<D@

的特异性荧光抗体标记技术结合荧光显微镜!是目前

研究
3

(R<D@

的最主要的方法!也是近年来发展起来

的一种检测体内*外低剂量辐射导致
GB_/

的可靠检

测方法$

生物剂量计与物理剂量计比较具有更直接和更准

确的优势$国外有较多文献报道
3

(R<D@

免疫荧光

分析方法可准确反映冠状动脉
JKD

检查的辐射损伤

情况(

%($#

!

$<

!

$;

)

!国内未见有相关文献报道$本研究应用

3

(R<D@

荧光分析技术对冠状动脉
JKD

扫描所致的

GVD

损伤进行检测!旨在评价
3

(R<D@

作为辐射损

伤的生物标记物的可行性及应用前景$以往有研究发

E@D

放射学实践
<#$8

年
8

月第
""

卷第
8

期
!

E*6+U,FW*74+71

!

D3

T

<#$8

!

Ù,""

!

VU58



现
JK

检查后
"#

#

;#)+2

细胞内
GVD

的
GB_/

数量

达到最大并相对稳定!其后
GB_/

数量因细胞内启动

修复功能而逐渐衰减!因此本实验选择
JK

检查后

"#)+2

作为血样采集时间$本研究中所有检查者在

JK

检查后
"#)+2

时
3

(R<D@

焦点均不同程度增加!

且小螺距组的
GaF

与
'

E

显示了良好的线性关系$

笔者认为出现这种结果的主要原因%第一!冠状动脉

JKD

检查后确实导致了淋巴细胞内
GVD

双链断裂&

第二!在很小剂量的
@

线剂量范围"如本组大螺距剂

量组#!

GVD

双链断裂可能为随机的!分析推测存在剂

量的上下限阈值!当处于阈值范围内"如本组小螺距剂

量组#!随着
@

线剂量的增加!

GVD

双链断裂数量呈

线性正相关$笔者分析原因%

(

本研究中小螺距组的

GaF

低于国外文献(

%($#

!

$<

!

$;

)

&

)

不同研究中样本的基

本临床资料"年龄'性别'种族'样本数#及实验条件等

因素不同$

3

(R<D@

免疫荧光分析方法的敏感性及适用性为

探究
JK

低剂量辐射损伤提供了可能!为研究人体低

剂量辐射损伤的效应机制提供了研究平台$值得一提

的是!

3

(R<D@

免疫荧光分析方法还能反映个体对辐

射的敏感性及个体对
GVD

双链断裂的修复能力!从

而不但能够作为辐射损伤严重程度的生物剂量指标!

而且可用于控制职业性或其它诊断治疗性电离辐射的

照射剂量(

$"

!

$:

)

!应遵循
DaDED

原则及符合患者利益

最大化原则!这是目前的物理'化学辐射剂量计所不能

实现的目标$

本研究的局限性%

(

每组的样本量偏少!有待进一

步扩大样本量&

)

使用对比剂可能增大电离辐射的损

伤效应!本研究中对比剂浓度及剂量等条件进行严格

限定&

,

对
3

(R<D@

焦点的观察是在荧光显微镜下肉

眼观察和人工计数!所以严格来讲应属半定量分析!但

目前尚无其它更客观准确的非人工计数方法&

-3

(

R<D@

不仅是电离辐射后
GVD

损伤的标志!而且也

是反映
GVD

双链断裂后修复情况的重要生物标记

物!本研究并没有探讨
GVD

双链断裂后的修复问题!

这也是今后的研究方向之一$
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