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摘要：了解低剂量辐射教应等辐射生物学基本问题的关键是研究单一粒子与生物体的相互作用。 

然而．由于粒子在能量 、径迹上的随机分布．这种单一粒子与生物体的相互作用很难在实验室中用 

常规照射的方法进行：微柬的发展，特别是单粒子微柬通过将精确数量的粒子准碲地射入细胞或 

细胞的特定位置为回答这些问题提供了一个直接，有用的手段。该文论述了微束的历史，现状和 

一 未来发展，以及微束在辐射生物学研究中的应用。 ， ． 
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1 引 言 

微束是一种能把辐射聚焦或准直到微米水平的装置。作为一种独特的照射方式，它的使 

甩可追溯到很多年以前。早在 1912年，Tschachotin就发展了一种聚焦紫外微束并用此装置 

研究单一细胞的辐射效应⋯。在50至60年代，随着人们对微束研究兴趣的增加，科学家们建 

造了许多不同类型的微束，包括荷电粒子微柬、x射线微束、紫外微束和激光微束等，用以研究 

细咆中可见的辐射生物学效应。近年来，对微束重新升起的兴趣主要得益于两个方面的因素，． 

其一是科学技术的进步，其二是人们对环境中低剂量辐射危害的重视．如氡气和它的子代辐 

射。目前在世界上建成的微束装置主要有，荷电粒子微柬和 x射线微柬。其中 荷电粒子微 

束被最广泛地应用。与早期微束装置不同的是，现代微束可准确地将单一或精确数量的粒子 

射入细胞或细胞不同部位，如细胞核、细胞质或被检测细胞的相邻细胞。这种照射技术使得了 

解类似于细胞内、细胞间通讯，细胞的损伤路复．特别是回答电离辐射的低剂量效应成为可能。 

2 微束研究的意义 

2．1 精确估计低剂量辐射效应 

微柬的使用为精确地估计低剂量辐射对生物体的影响提供了—个有力的手段。辐射防护 

学研究发现．在人体所受的全部环境辐射中，氧气和其子代发射的 a粒子占了总辐射量的 

50％以上[ 。流行病学的研究已经证明受高剂量氧气辐照的铀矿工人比其他任何组群都具 

有更高的肺癌发生率[3--7]，可是在根据高剂量资料类推肺癌与低剂量环境氧气危害相关陛上 
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却存在着很大的不确定性。这是因为在低剂量时，细胞所受的多次照射的情况极其稀少，或者 

说细胞很难经历多于一个 a粒子的照射。例如，人体所受天然辐射的 55％来 自氡气，铀矿工 

人在其平均寿命中其支气管上皮细胞所受的氡的辐射剂量是非常大的，大多数细胞都遭受过 

多次辐射。与此相反的是，对环境中的居家者来说，在 2 500个细胞中，大约只有一个细胞每 

年受过一个 a粒子照射，而少于 10 分之一的细胞受过多于一个 n粒子照射 j。因此，为了能 

把受高剂量照射的矿工资料应用于估价低剂量环境辐射的危害性，首先必须找出多次照射与 

单个粒子照射之间的生物效应关系。单粒子微柬通过将精确数量的粒子射八细胞克服了常规 

照射中粒子随机分布的缺点，为确定高低剂量之间的关系建立了一个基础。 

2．2 了解细胞的损伤与致死 

微束的使用有助于了解有关辐射敏感性的相关问题。对单个细胞，照射细胞核是否致死 

已争论了3O多年。Barendsen等早期研究认为：单个 a粒子照射细胞是致死的L9 J。此外，基于 

诱发DNA双键断裂的泌量指出，在 C3H10T1]2细胞中，几乎 100％的细胞在受到一个 a粒子 

照射后会被直接作用杀死[1⋯。另一方面，基于粒子径迹结构的微剂量学认为，单个 n粒子对 

哺乳类上皮细胞的损伤仅占 17％_1 。在损伤有效性方面，Raju的研究认为在相同剂量下，a 

粒子完全穿透细胞比停留在细胞里显得更有效[1 ，而这一发现与 Cole等早期研究结论相反。 

Cole的研究认为粒子不穿透将更利于粒子对 DNA的损伤l1 。微束的使用可以为了解这些问 

题提供更直接的手段。 

2．3 了解细胞间信息传递 

微束的使用将有助于了解细胞信号传导，细胞内、细胞间通信等生物学难题。一般地认为 

辐射导致的损伤仅仅在粒子照射细胞核时才会发生_1 。然而，不断增加的证据显示细胞 

中的辐射效应可能并不仅仅局限于粒子的核穿射。Nagasawa和他的合作者发现虽然仅有 1％ 

或更少的细胞被 a粒子射中，却有 30％～50％的细胞表现出了姊妹染色体的交换频率_1 。 

Deshpancle也发现了相似的情况，他证实 a粒子能在没有穿过核的情况下诱导姊妹染色体的 

交换【19]。此外，Hickman等也报道了P53蛋白在未受照射的细胞中表达 J，P53蛋白被认为 

对保持细胞受辐射损伤后的完蛰睦具有至关重要的作用。然而，由于受常规照射中粒子随机 

分布的影响，这些研究并不能给出存在有核外或细胞外 目标的直接证据。微束装置通过将粒 

子精确地射八细胞的不同部位，或被观察细胞的相邻细胞可以为回答这些问题提供直接手段。 

3 早期的微束及其研究 

应用微束对单个细胞进行照射已有很长的历史，甚至可以追溯到 1912年 Tschachotin的 

紫外微束装置的应用l1]。50及 60年代是微束研究及其应用的一个高潮。在这一时期的工作 

主要是研究电离辐射对生命体的损伤挣眭，了解亚细胞结构的功能。随后，随着人们对电离辐 

射研究的深入，这种技术又被用于确定细胞的哪一部分对辐射最敏感。 

3．1 早期微柬装置 

在这一时期发展起来的微束有紫外聚焦微束l2 、质子微束 J、X射线微束 】以及粒子微 

束[ ～圳 。两种方法被用来把束径限制到很小的一点：准直或聚焦。聚焦是通过透镜来完成 

的。准直的方法是利用准直孔将大部分粒子阻住，仅让极少的粒子通过细小的束孔射向细胞 

以达到限制束径的功能。由于粒子比较容易散射，在这一时期，聚焦微束被广泛应用。 

3．2 早期微束的生物学研究 
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早期微束的研究主要集中在了解—些显微镜下可见的变化以及辐射敏摩}生等问题。归纳 

其范围，主要可分为四个领域 1)调查细胞核受照射时的染色体变化l1·26,驯 ；2)研究核照射后 

的有丝分裂延迟_l ；3)研究细胞质受照射时的核效应【 28,29]；4)直接地比较细胞核与细胞质 

的辐射敏感性 -291 。这些研究对当时了解特别位点的照射效应起到了很大的帮助作用。 

它们指出细胞核是细胞中辐射最敏感的区域，在导致细胞受辐射死亡方面可能有着不同的机 

理，并且发现细胞间不同部分的信号传导在某些情况下会被诱导出来。 

3．3 早期微柬的缺陷 

早期所有这些系统中的主要缺陷是剂量的投放，即照射的粒子数。在早期微束装置上，剂 

量是由时间来控制的。因此很难进行低剂量的辐射生物学的研究。此外，早期的微束不能再 

定位照射过的细胞，而这种再定位是观察后照射效应所必须的，这一效应的出现往往需很多小 

时才能完成。除了上述技术问题外，还有生物学上的限制。在早期的研究中，所观察的终点大 

多是一些在结构和细胞分裂能力上可见的变化，这些简单化的生物终点研究并不能给出很多 

辐射效应方面的信息，并且常常需要大剂量照射才能被观察到。也许正是由于这些缺陷，它们 

的应用仅持续了十几年。 

4 现代微束的发展 

近年来在微束上重新开始的兴趣在很大程度上归功于技术上的进步，这些进步包括；粒子 

的投放，聚焦和探测，图像处理和定位，计算机控制以及一些新的生物实验方法。其中，首推的 

技术进步是对粒子的探测。探测和控制与生物样品相互作用的粒子数是研究低剂量辐射生物 

效应至关重要的步骤。通过使用不同种类的粒子探测器和快速粒子控制开关，现代微束能精 

确地将一个(或多个)粒子射入单一的细胞，这就为研究低剂量生物效应提供了一个有用的工 

具。第二，计算机的使用使得微束在很短的时间内能自动地对数百个细胞进行精确定点照射， 

而且这些被照射过的细胞可连续地观察其生物反应。因此，现代微束可扩展其生物终点研究 

到单个粒子所引发的诱变和癌变。第三，许多单细胞实验系统的产生。这些实验系统能被用 

于在很低剂量下估价辐射的效应。如 Comet试验 ]。这种方法可用于测量单个细胞中的 

DNA损伤，其原理是基于细胞受照射后 DNA超螺旋的松弛，在电场作用下，松弛的DNA会从 

核中迁移开来从而形成一种类似于彗星尾的形状，通过测量彗尾的长短可估算出细胞受损伤 

的程度。这种方法对低剂量辐射损伤非常敏感。PCC(Premature Chromatin Condensation)方 

法可用于估价非周期或慢周期细胞被照射后立即出现的染色体损伤。此外，还有测量染色体 

畸变的FISH(Fluorescence in Situ Hvbridlzation)试验和细胞中测量染色体片断丢失的微核试 

验。最后，许多对辐射非常敏感的哺乳动物细胞系的建立，如 A1．细胞和一些来源于新鲜组织 

的细胞样品。这些细胞系的生物学研究比用于早期微束研究的植物细胞、原核细胞和来源于 

低等有机体的细胞能更精确地估价人类对电离辐射的反应。 

4．1 现代微束装置 

近年来，欧洲、美国和 日本已经开始发展或计划建造用于细胞照射的微束，用以了解在常 

规照射中不能解决的辐射生物学过程。与早期的微束相类似，现代微束也采用聚焦或准直的 

方式来缩小束流的口径。所不同的是，现代微束采用了许多先进的技术，如可靠的单粒子探测 

器．精确的细胞定位技术，快速的束流开关以及计算机控制，使得照射更快更精确。目前建成 

并投入使用的有粒子微束、聚焦 x射线微束等。其中，三台利用准直方式建造的单粒子微束 
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装置最具有代表性[33-35]。 

4．1．1 Texas A＆M大学单粒子微束 

Texas A&M大学微束装置采用一个串联的 Van de Graaff加速器，它可加速质子、氘核、 

Hes、He4和锂离子。入射束的准直系统由两对正交的刀边 13组成，这种刀边组成的束口被缩 

小到小于 l微米。此外，—个带有5微米激光钻孔的铜箔用于限制准直刀边引起的粒子散射。 

粒子探测由传导闪烁探测器完成，它位于粒子出13与被照射细胞之间。另一个 7微米厚的塑 

料闪烁器被放在准直器的孔上。发射出的质子通过一行指向显微镜物镜的光电倍增器所收 

集。束流由压电快开关控制，该开关可计算出每小时多达 500粒子的速率。尽管该系统也使 

用计算机进行图像处理，但在细胞照射上需要一些人为的参与，因此其照射细胞的速度只能达 

到每秒 120个左右。 

4．1．2 Gray实验室单粒子微束 

Gray实验室使用的加速器是一种单端 4 Mev加速器，它可将质子加速到 4．25 MeV,将 

He3加速到 8．5 MeVo粒子的准直由一个框架固定的玻璃毛细管完成，其出1：3小于 lO微米。 

探测器被放在准直1：3上，它由一个 5～10 m的单一硫锌晶体组成，该晶体和两个可传送光到 

两 PM管上光学纤维组合在一起。束的开关通过一个瞬间电子反映器完成。细胞培养皿和最 

终的准直器能通过计算机进行独立的微定位以达到若干个准直选择。该系统的中心是一个外 

荧光显微镜和—个同准直器一起的目标准直计算机控制系统，以便最终地进行目标确认，准直 

和资料记录。 

4．1．3 哥伦比亚大学微束装置E35 

哥伦比亚大学微束应用了和上述两台微束不同的原理和方法。Gray实验室的加速器主 

要是用于发射空间上精确质子束，而不是精确的 a粒子。Texas A&M大学的微束是建立在与 

操作者相结合的单个细胞或细胞核的定位，这就限制了照射速率，很难超过每小时 120个照射 

细胞。与此相反，哥伦比亚大学的方法是建立在自动定位单一细胞或细胞核，从而使得照射速 

率大大提高，目前可达每小时2 000个细胞。因此它可能研究生物终点在 lOI4频率。该系统 

使用单端4、2 Mev的Vl肌 de Graaff加速器，它可发射质子、氘核、中子、Hes、He4(a粒子)。准 

直和抗扩散准直器由三层不锈钢箔组成，它们将束流精确到 5／an的范围。粒子探测器由硅 

物质组成，位于照射细胞的上方和显微镜的物镜结合在一起。发射出 a粒子的 LET在 90 

ke pan，最快速率可达到每秒 100粒子。计算机控制的程序可 自动地定位、照射和重新发现 

被照射过的细胞。同其它的微束装置相比，哥伦比亚大学微束装置是 目前世界上唯一一台可 

研究生物终点多于 10 I4频率的发生的事件的装置。 

4．2 单粒子微柬的生物学研究 

建立单粒子微束的最大目的是为了研究低剂量下辐射的生物效应以及高低剂量效应之间 

的关系。通过使用 Texas A&M大学的加速器，Neldson等发现微核的诱导与照射的 a与粒子 

数成正相关，并发现单个 a粒子核照射可以引起减数分裂的延缓，而这种时间延缓的长短也与 

粒子数成正比 J。Hei等利用哥伦比亚大学的微束装置第一次在世界上展示了精确粒子的 

成活曲线，他们的研究发现单个 a粒子核照射仅能造成 2(】％的细胞致死率，并非常惊奇地发 

现有 10％的细胞在受 8个 a粒子核照射后仍能成活_3 。在随后的实验中，Hei等又发现单个 

a 粒子在AL细胞中可诱发高于对照三倍的诱变率，并且这种诱变率随着粒子数的增加而增 

加 j。通过精确的单粒子照射 C3H10T1／2细胞核，哥佗l比亚大学的 Miller发现，单个 粒子 
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(9o keV／t~rn)可在每个成活细胞中产生频率在～5×10 的恶性转化，这一结果类似于常规照 

射中等剂量照射的诱导频率 1。此外，细胞质照射，细胞通讯的研究也在各实验室开展，相信 

在不久的将来，这些研究结果将为我们更加深入地了解辐射损伤的本质，特别是低剂量辐射效 

应及其机理提供精确的数据。 

5 微束的未来发展 

目前使用的微束，特别是单粒子微束装置，虽已被成功地用于进行辐射生物学研究，但仍 

存在许多有待改进的地方。首先是粒子的探测系统，哥伦比亚大学的装置将探测器置于细胞 

的后方，即粒子只有穿过细胞后才能被探测到，这种设计并不能用于探测停止于细胞中粒子的 

生物效应。Gray实验室和 Texas A＆M 大学装置虽将探测器置于细胞与粒子出口的中间，但 

这种用光电感应探测粒子技术，限制了粒子照射的速度。其次是所有目前使用的装置在细胞 

图像分析上都采用染色的方法，即通过对细胞核进行荧光染色来进行细胞的计算机自动定位。 

因此有必要发展一种无染色的细胞定位方法以减少细胞的损伤，哥伦比亚大学目前正在进行 

这种技术的尝试。此外，须要被改进的还有微柬的准直系统，使得它可将束径减小到可用于对 

细胞中特定结构如线粒体进行照射。总而言之，尽管现代微束还存在这样或那样的问题，但和 

早期的微束相比，已有了很大的发展。这些现代微柬的建立使得辐射生物学由定性走向了定 

量，并使得回答低剂量辐射效应这类辐射生物学的基本问题成为可能。通过今后的不断发展、 

改进，我们相信它将被成功地用于回答有关细胞通信，损伤修复乃至各细胞器的功能等重要问 

题。它的研究和发展在理论上和实践上都有重大的意义。 
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(Mmat~cfipt received 26May,1999) 

Abst ct：The keytoanswering somefundamental radiation biology questions，such asthehazards 

0fionizing  radiation，isthe abilityto detect each charged particle asitintemetswith a cel1．How- 

ever，due to the stochastic nature of energy deposition and the random position of tracks，these el- 

feats c~'lnot be stimulated in the laboratory us吨 conventional broad-field exposures．The avail- 

ability of microbe am，especially the sing le particle microbeam in the world，whereby individual 

cells can be irradiatedⅥ th either a sing le or an exact ntumbe r of partides provides a useful tool to 

address these questions THs report describes the rationale。historical，and nowadays develop— 

ment ofmicrobeam facilities intheworld，aswell astheir biological researchesandfuture de 0p— 

m ent． 

Key words：Single particle；Microbeam ；Radiation；Biological Effects 
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