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摘要  本研究使用流式细胞术检测了外周血淋巴细胞 γ-H2AX 表达水平，探讨了该方法用于辐射生物剂量估

算的可能性。采集健康人外周血，进行体外 60Co γ 射线照射，利用 γ-H2AX 特异性抗体对淋巴细胞进行间接

免疫荧光标记，采用流式细胞仪分析淋巴细胞中 γ-H2AX 的几何平均荧光强度值，并计算出相对荧光强度；

比较了仪器类型和参数设定对上述两项指标的影响，以上述两项指标分别建立照射后 30 min 的剂量-效应曲线

并进行对比。结果显示：参数设定和仪器类型均明显影响 60Co γ 射线照射后 γ-H2AX 几何平均荧光强度，而

对相对荧光强度无显著影响。因此，用流式细胞仪分析 γ-H2AX 的相对荧光强度，较好地解决了实验的稳定

性和重复性问题，有望成为一种估算辐射生物剂量的新方法。 
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组蛋白 H2A 是染色质核小体组蛋白核心成员

之一，主要成分为 H2A1 和 H2A2，另外还有 H2AZ、

H2AX[1]、macroH2A1、macroH2A2[2]和 H2A-Bbd[3]

等 5 个亚型。其中 H2AX 在 DNA 断裂时，末端丝

氨酸的 139 位残基上发生磷酸化[4] ，在 DNA 双链

断裂处形成 γ-H2AX聚集点，参与DNA损伤修复[5]，

并且募集多种参与DNA损伤修复的分子到DNA双

链断裂处，促进 DNA 损伤修复。目前认为 γ-H2AX

聚集点是 DNA 损伤修复的分子标志物。对 γ-H2AX

聚集点的分析方法主要是采用荧光显微镜下分析聚

集点数目，但该方法过于繁琐、不能实现高通量，

在大规模人群辐照事件处理中应用有限[6]。而流式

细胞分析方法具有分析速度快、高通量等特点。已

有报道发现[7]，利用流式细胞分析照射后外周血淋

巴细胞中 γ-H2AX 含量变化，发现其与电离辐射具

有很好的剂量依赖关系，但是该方法采用直接荧光

强度作为分析指标，发现实验的重复性差，容易受

到仪器参数设定等因素影响。 

本研究主要利用流式细胞仪的高通量、客观可

靠等特点，以人外周血淋巴细胞作为研究对象，采

用间接免疫荧光标记的方法，以相对荧光强度为分

析指标，建立了外周血淋巴细胞 γ-H2AX 水平的一

种新的分析方法，有望实现利用流式细胞分析方法，

进行快速、高通量的辐射生物剂量估算。 

1 实验材料和方法 

1.1 血样收集及照射 

健康男性志愿献血者 3 名，年龄在 26－28 周

岁，无烟酒嗜好，无血液系统疾病史，3 个月内未

曾接受放疗或化疗及未接触过有毒有害化学物质。

采集肘静脉血，收集在肝素抗凝管中，进行 60Co γ

射线照射（放射源为军事医学科学院放射与辐射医

学研究所 60Co 源），照射剂量为 0－8 Gy，剂量率

为 1.72 Gy/min，对照组除不接受照射外，其他条件

与照射组相同。 

1.2 主要试剂 

鼠抗人 γ-H2AX 抗体（JBW301,Upstate Bio-

technology，NY，USA），FITC 标记羊抗鼠 IgG（ZE- 
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0312，SantCruz，USA），红细胞裂解液（C3702,

碧云天），0.2%Triton，0.4%Triton 等均为本实验室

自行配置。 

1.3 样本固定、荧光标记 

血液样本 0.5 mL，加 5 mL 红细胞裂解液混匀

裂解 10 min，4℃条件下 1 500 r/min 离心 5 min。去

上清后用预冷的 PBS洗涤 2次，离心收集细胞沉淀。

用 2%多聚甲醛室温固定 30 min。取固定细胞，离

心去上清，用 0.4% Trion-100 破膜 15 min，加入鼠

抗人 γ-H2AX 抗体（1∶200 稀释），在 37℃条件下

作用 30 min（避光）。PBS 洗涤后，去上清，加入

FITC 标记羊抗鼠 IgG（1∶200 稀释）在 37℃条件

下作用 30 min（避光），离心去上清，PBS 洗涤 2

次，细胞沉淀用 PBS 重悬，转移至流式检测专用管

中，流式细胞仪检测。实验设定 3 个重复样品均来

自同一个志愿者，以单独加入 FITC 标记羊抗鼠 IgG

和未加任何抗体的空白管作为对照。 

1.4 流式细胞仪检测 

流式细胞仪检测，调整 FSC 和 SSC，选取淋巴

细胞群，以 FL1 通道获取 FITC 信号，收集 1×104

淋巴细胞，获取几何平均荧光强度。 

1.5 统计学处理 

实验数据以“均数±标准误”表示。采用 SPSS

统计软件包（18.0）进行 t 检验分析，p<0.05 代表

有显著差异，p<0.01 代表有非常显著的差异。 

2 结果 

2.1 流式细胞仪检测外周血中的淋巴细胞荧光强

度 

主要分析外周血淋巴细胞中 γ-H2AX 含量，根

据前向角散射光（FSC）和侧向角散射光（SSC），

通过细胞大小选取淋巴细胞群（见图 1(a)中 R1 部

分），而后对淋巴细胞进行分析，以未加任何抗体

的样品作为对照，进行参数设定，而后测定单独加

入 FITC 标记的 IgG 细胞样品（二抗对照）与加入

γ-H2AX 特异性抗体和 FITC 标记的 IgG 细胞样品

（γ-H2AX 组）的几何平均荧光强度。如图 1(b)所

示，二抗对照样品几何平均荧光强度为 55.40±0.92，

γ-H2AX 标 记 细 胞 的 几 何 平 均 荧 光 强 度 为

393.71±11.16，表明 γ-H2AX 特异性抗体成功标记细

胞内的 γ-H2AX 蛋白。相对荧光强度=γ-H2AX 标记

细胞的几何平均荧光强度/二抗对照样品几何平均

荧光强度（下同）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  γ-H2AX in lymphocytes labeled with anti-γ-H2AX-antibody were analyzed by flow cytometry. (a) The gate was set to select 
the lymphocytes which were used for all subsequent analysis by flow cytometry on forward scatter vs. side scatter plot in the region 
R1. (b) Histogram of flow cytometry analysis for the lymphocyte gate (R1) for 6 Gy after 30 min incubation. From left to right repre-
sented blank, secondary antibody control and, respectively 

 

2.2 仪器参数对淋巴细胞中 γ-H2AX 几何平均荧

光强度和相对荧光强度的影响 

为了分析仪器参数设定对淋巴细胞中 γ-H2AX

几何平均荧光强度和相对荧光强度的影响，在血样

裂解、标记后，以未标记对照细胞作为参照，调整

仪器参数，设定 A 和 B 两个参数（参数 A 表示 FL-1

的电压是 547，参数 B 表示 FL-1 的电压是 613），

分别收集未标记对照细胞、二抗对照细胞和

γ-H2AX 标记细胞。如表 1 所示，参数由 A 调到 B

之后，对照组及 γ-H2AX 标记组样品相对几何平均

荧光强度明显增加，而两组的相对荧光强度对比无

明显差别，表明相对荧光强度不受仪器参数的改变

影响。 
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Table 1  The effect of parameter setting changes on the geometric mean fluorescence intensity and the relative fluorescence 
intensity                                                                                     (n=1) 

Indicator Treat condition Parameter A Parameter B 

Blank 1.84 3.87 

Secondary antibody control 24.68 46.98 The geometric mean fluorescence intensity 

Anti-γ-H2AX-antibody group 62.36 116.1 

The relative fluorescence intensity  2.53 2.47 

2.3 不同仪器对细胞 γ-H2AX 几何平均荧光强度

和相对荧光强度的影响 

在很多情况下，不同实验室采用不同的流式细

胞分析仪进行分析。为了研究不同仪器对试验数据

的影响，选取 0、2 和 6 Gy 照射的血样，进行相同

裂解、抗体标记后，分别利用不同的流式细胞仪进

行分析，结果如表 2 所示。在两种仪器上，未加抗 

 

体对照、二抗对照和 γ-H2AX 抗体标记样品的几何

平均荧光强度分别对比有显著性差异，但是

γ-H2AX 相对荧光强度两者对比无显著性差异

（p>0.05），上述结果表明，以 γ-H2AX 相对荧光

强度为分析指标，与使用仪器类型无关，可以实现

不同实验室之间的数据对比。 

 
Table 2  The effect of different instruments type on the geometric mean fluorescence intensity and the relative fluorescence 

intensity                                                                                    (n=3) 

Instruments type Indicator Treat condition 0 Gy 2 Gy 6 Gy 

Blank 0.45±0.03△△ 0.42±0.03△△ 0.42±0.01△△ 

Secondary antibody control 6.24±0.24▲▲ 6.21±0.17▲▲ 6.71±0.31▲▲ 
The geometric mean 
fluorescence intensity 

Anti-γ-H2AX-antibody group 16.13±0.07＃＃ 25.40±0.40＃＃ 37.90±0.98＃＃
A 

The relative fluorescence 
intensity  2.59±0.07 4.09±0.06 5.65±0.15 

Blank 2.71±0.45 2.52±0.06 2.42±0.28 

Secondary antibody control 58.99±4.91 58.79±5.34 58.48±4.44 
The geometric mean 
fluorescence intensity 

Anti-γ-H2AX-antibody group 145.71±9.14 217.18±33.41 304.65±17.22
B 

The relative fluorescence 
intensity  2.47±0.08 3.69±0.27 5.21±0.26 

Note: △△，▲▲，＃＃ Represent p<0.01, vs. Instrument type B.  

2.4 剂量–效应曲线比较 

根据文献[8]－[10]报道，照射后 30 min γ-H2AX

的含量最多，分析照射后淋巴细胞 γ-H2AX 的荧光

强度呈剂量依赖增加，具有明显的剂量依赖关系，

本研究采用相对荧光强度分析观察是否具有同样的

变化。对血样进行 0、1、2、4、6 和 8 Gy 照射，照

射后 30 min 分析淋巴细胞中 γ-H2AX 几何平均荧光 

 

强度和相对荧光强度，并分别拟合剂量效应曲线及

方程，见图 2。以淋巴细胞中 γ-H2AX 几何平均荧

光强度为分析指标拟合方程为：Y=38.91D+35.3，相

关系数为 0.953（Y 代表几何平均荧光强度，D 代表

剂量）；以淋巴细胞中 γ-H2AX 相对荧光强度为分

析指标拟合方程为：Y=0.636D+3.126，相关系数为

0.969（Y 代表相对荧光强度，D 代表剂量）。两者

相关系数接近。 
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Fig.2  Dose-response curves of the geometric mean fluorescence intensity and the relative fluorescence intensity. * Represent p<0.01, 
vs. Nonirradiation (n=3) 
 (a) Dose-response curve of the geometric mean fluorescence intensity; (b) Dose-response curve of the relative fluorescence intensity 

3 讨论 

DNA 作为电离辐射的主要靶分子，细胞受到电

离辐射后，发生 DNA 双链断裂，在断裂处形成

γ-H2AX 聚集点，根据聚集点的数目可以判断 DNA

损伤的程度。所以，γ-H2AX 在 DNA 损伤处形成的

聚集点可看作是 DNA 损伤的分子标志。研究表明，

电离辐射后，淋巴细胞中 γ-H2AX 聚集点的数目与

照射剂量具有很好的剂量依赖关系，具有发展成为

辐射生物剂量计的可能[11]。然而这种方法主要是利

用荧光显微镜镜下进行计数，存在操作复杂、费力

耗时、低通量等缺点。 

近年来，利用流式细胞方法分析淋巴细胞内

γ-H2AX 水平，具有检测操作简便、快速、高通量

等特点；同时有报道 [7,12-14]通过流式细胞术发现

γ-H2AX 荧光强度与照射剂量有关。其中，

Andrievski 等[7]使用直接免疫荧光标记，在数据分析

处理时采用 γ-H2AX 的几何平均荧光强度作为分析

指标，发现 γ-H2AX 与照射剂量有很好的依赖关系。

但是这个指标也导致不同实验室之间数据差异较

大，同一实验室在不同时间检测时，可能由于仪器

参数设定差异，同样导致数据差异较大，存在试验

重复性差等问题。 

本研究采用间接免疫荧光标记方法进行分析，

结果表明，以相对荧光强度为分析指标，试验结果

与仪器参数设定的改变无显著性差异，与使用不同

的流式细胞仪检测无显著性差异，以几何平均荧光

强度和相对荧光强度为分析指标建立的剂量-效应

曲线具有相似的相关系数和曲线斜率，表明两者具

有相同的变化规律，很好地解决了实验重复性差的

问题，为受照后早期进行生物剂量估算及大批量人

群健康监测提供了一种快速稳定的新方法，可以在

不同实验室间相互协助、共同筛查。本研究为进一

步深入研究淋巴细胞 γ-H2AX 用于辐射生物剂量估

算提供了一种新的方法。 
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Relationship between γ-H2AX in lymphocytes and radiation dose  

of γ-rays by flow cytometry assay 
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ABSTRACT  To search for the opportunity for assessing doses as a biological dosimeter, an approach was estab-

lished for detecting the expression levels of γ-H2AX in peripheral blood lymphocytes by flow cytometry. The periph-

eral blood from health donors irradiated in vitro by 60Co γ-rays. The geometric mean fluorescence intensity values of 

γ-H2AX in lymphocytes labeled with anti-γ-H2AX-antibody by using indirect immunofluorescence were analyzed by 

flow cytometry, and the relative fluorescence intensity was calculated. The geometric mean fluorescence intensity 

values and the relative fluorescence intensity of γ-H2AX in intracellular effect were compared between the different 

instruments type and parameters setting. Two dose-response curves were established and compared 30 min 

post-irradiated when the geometric mean fluorescence intensity and the relative fluorescence intensity of γ-H2AX in 

lymphocytes were used as the indicators. The geometric mean fluorescence intensity was obviously affected by dif-

ferent instruments type and parameters setting after irradiation with various doses, but the relative fluorescence inten-

sity of γ-H2AX in lymphocytes did not significantly correlate with the different instruments type and parameters set-

ting after irradiation with various doses. The relative fluorescence intensity as the indicator analyzed by flow cytome-

try might improve the stability and repeatability, so this new approach would be a potential biological dosimeter. 

KEYWORDS  Flow cytometry, γ-rays, γ-H2AX, Dose-effect relationship 
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