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摘 要：理化因素致细胞 6.7损伤，彗星测试提供了一个直观的方法。采用新型 89:;图象
分析系统（<=<1>$），将细胞显微分光光度分析与显微成像及图象分析结合，直接检测柠檬醛
致黄曲霉核 6.7损伤，与国际流行的 89:;图象分析系统相比，具有分析速度快、便于分析，
同时具有中英文可切换界面和多格式输出打印特点。该系统使彗星试验的检测时间缩短 "?
#，并提高了准确性，可实现对活细胞多种结构参数、细胞内分子与膜的变化状况同时进行长
时间连续的动态瞬间监测，具有广阔应用前景。
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长期以来，人们采用许多方法（如原位杂交、噬菌体展示等）鉴别离子辐射、光辐射和

化学试剂对植物、微生物和动物所产生的 6.7损伤，其方法虽直观，但所需时间长，且因
条件限制难以实现。近年来诞生出 89:;（AB,C(- D-(( C-( -(-DEF’GH’F-ABA）图象分析方法，用它
检测 6.7损伤［1］，其方法简单准确，所需时间仅 5$IB,。本文通过改进彗星试验的图象分
析系统，检测柠檬醛对黄曲霉核 6.7的损伤，使其分析时间缩短至 15IB,，首次报道理化
因素致黄曲霉 6.7损伤的快速而准确的定量检测方法。

$ 材料方法

$ %$ 实验菌株
黄曲霉（!"#$%&’(()" *(+,)"），武汉大学中国典型培养物保藏中心提供。

$ %& 实验药物
柠檬醛，上海香料厂生产，含量 J /3)%K。

$ %’ 仪器与试剂
$(’($ 仪器：新开发的 <=<1>$单细胞凝胶电泳图象分析系统，电泳仪 6LL0!，北京六一
仪器厂产品。

$(’(& 试剂：渗析酶（IMD-F’CNI-）、纤维素酶（D-((+(MA-）和果胶酶（G-DE’(MA-），均为日本
LMO+(E，D’)产品。其它试剂见参考文献［1］。
$ %) 方法
$()($ 原理：理化因子诱发的 6.7受损细胞经原位裂解、6.7解链等过程，然后进行碱
性电泳，损伤的 6.7从核中移出并迁移，呈现尾形分布，而未损伤的 6.7部分保持球型，



再经荧光染色，荧光显微镜下可观察到二者构成慧星状图样。一定条件下，!"#迁移距
（即彗星长度）和 !"#含量（荧光强度）分布与 !"#损伤程度相关，此即为 $%&’（()*+,-./-,,
+-, -,-/0123421-()(，$%&’）定量分析基础。
!"#"$ 单细胞凝胶电泳：（5）黄曲霉分生孢子悬浮液及原生质体的制备：按照 6*233-*［7］

等人方法，将柠檬醛毒化培养 894的材料，用含 5:;<--*.7=生理盐水从培养基上洗下成
熟孢子，使其均匀分散，制成悬浮液；于 7===1>?)*离心 7=?)*收集孢子。取 5@=+孢子（约
7支斜面培养的菌量），加入 8?A含 5?2,>A巯基乙醇（钠）的 =@5? ?2,>A ;1)(.B%,，3BCD E缓
冲液（细胞洗涤液），静置 5=?)*后，于 7===1>?)*离心 5=?)*（8F），重复二次；再向收集的
孢子加入 8?,山梨醇 G =@=7?2,>A柠檬酸.磷酸氢二钠的溶液（3BHD 9 I J D 7，含 7=?+>?A渗
析酶、J=?+>?A纤维素酶和 E=?+>?A果胶酶），于 E=F下保温，随时取样镜检，当约有 5H:
左右黄曲霉孢子转变成球形原生体时（约 8H?)*），置冰箱中止反应 E=?)*，于 7===1>?)*离
心 5=?)*（8F），取原生体沉淀，放冰箱待用。（7）含待测样品的琼脂载玻片制作、电泳、染
色：慧星试验参照文献［7］进行，然后在荧光显微镜下观察。但电泳迁移时间不是文献所
报道的 7=?)*，实际为 8=?)*。
!"#"% 仪器的改进与操作：（5）图象分析系统：$%&’的图象分析功能主要是通过计算机
软件实现的，慧星试验中所研制的软件采用 K?31)(-公司 L21,M*N !-,34)H软件开发系统编
写，在 O)/12(2P0 Q)*N2<(7===>C9或Q)*N2<( ";操作系统中进行（图 5）。即用软件控制 %%!
摄像头（KO#%.%%!$E= RJ9 S HR7）用于摄取显微镜所成荧光图象（或通过扫描仪扫描），再
由图象捕捉卡（O#;TUV.O’;’UT!W%K）将 %%!摄像头输出的图象信号送入计算机，由计
算机实现图象的显示用于后续分析。

图 ! 快速 &’()图象分析系统简图
X)+D5 KOK5 D= %2?-0 M((MY M*M,Y()( /2?32()0)2* (-0Z3

（7）分析系统的操作：理想的光电检测系统是无畸变和无噪声的线性空间不变系统，尽管
%%!为积分型元件，具有较高信噪比，但在实际系统中各环节仍存在着畸变和噪声，也不
完全符合线性和空间不变要求。因此除了系统制作时需要对 %%!光电响应的不均匀性
和非线性进行校正，以及 %%!检测通道电路中增益调节电路和 1校正电路的调整外，每次
利用系统进行 $%&’分析时还需要通过计算机数字图象处理技术，对所得图象进行选择
后，由计算机自动完成。为进行统计分析，对在显微镜下不同放大倍数下所摄取的图象，

仍需对图象进行空间尺度定标，实现空间尺度参数归一。对上述处理好的图象再从中选

择单个样品待分析彗星，选择适当的阈值（;41-(42,N）确定被选彗星的头部和尾部，然后计
算 $%&’分析指标。（E）分析指标的选定：对彗星实验所选定的分析指标（彗星总体参数：
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彗星长、彗星光密度值、彗星重心、彗星分布矩和彗星惯量；彗星头参数：头长、头光密度

值、头重心、头分布矩、头惯量和头 !"#$；彗星尾参数：尾长、尾光密度值，尾重心、尾分
布矩、尾惯量和 %&’()尾矩和尾 !"#$；彗星尾头比：尾长*头长，尾分布矩*头分布矩，尾惯
量*头惯量）及各参数的含义参见文献［+ , -］。鉴于目前国际上尚无标准的 ./01图，给因
图象信息来源不同所需标准化质控样品的实现带来困难，而对于 ./01分析算法的评估
仅是对其准确度的评估。故采用计算机模拟生成不同程度的 ./01图作为参考。该图由
规定形态、灰度分布规律的彗星头和彗星尾组成，即可计算彗星参数理论值。参照彗星模

式图（图 2 3 #），设定“彗星”由相交的椭圆和圆组成，正圆（代表彗星头）内部各像素点荧
光光度值为 4，椭圆和正圆交叠部分各像素点的荧光光度值为 45，椭圆内部未与圆相交部
分（代表彗星尾）各像素点的荧光光度值为 42（45〉42）。
以 %&’()尾距（678）参数的计算为例，对图 29:中“彗星”进行分析。678公式定义如下；

!"# ;
$!

$! < $%
·= &"! 3 &"% = # （5）

（5）式中，设彗星分布沿 >轴方向，/76 为彗星尾质心 /7? 为彗星头质心，66 为彗星总荧

光强度，4? 为彗星头总荧光强度。其中，质心（0)@A)B CD 7EFF，/7）定义为：

&"’（#，(）; 5
$’ !

&’

# ; #’
!
)’

( ; (’

*（#，(）"#，!
&’

# ; #’
!
)’

( ; (’

*（#，(）"[ ]( （2）

$’ ; !
&’

# ; #’
!
)’

( ; (’

*（#，(） （+）

（2），（+）式中，/为彗星图象像素的列数，G为彗星图象像素的行数，7（8，H）为彗星图象中
某点的荧光光度值。具体的彗星参数定义公式参考文献［I , J］。
由于已知彗星头部（正圆）和尾部（椭圆减去与正圆相交所余部分）的空间形态和位置

信息及荧光分布规律，按照上式可求出 678理论值。同理，可根据需要设计成各种复杂
的彗星图，相应的各 ./01分析指标的理论值可求出，其理论值可成为评判应用 ./01算
法分析结果的标准。

图 ! "#$%模式图与黄曲霉原生质体 "#$%图
K’LM2 4N)CLBEOP CD ./01 Q ./01 ’REL) DBCR + M ,-./01’OBCACO&EFAF

#M 4N)CLBEOP CD ./01；:M ./01 ’REL) DBCR + M ,-./01’OBCACO&EFAFM
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!"#"# 观察分析测定：在荧光显微镜下，选择 !"! # !$%&’波长激发光照射样本，通过
!(%&’波长滤光片，在显微镜下可见细胞彗星状荧光图象，同时，该图象也呈现于 ))*像
敏单元，软件控制 ))*摄像头，随机摄取几个视野下的彗星图象，送入计算机，+,-.软件
随机抓取图象，每片达 !% # $%个细胞。
软件分析：使用研制的彗星分析软件逐个对细胞进行分析，各实验组中每个不同计量

总计分析 "%%个细胞。该系统分析 "%%个细胞中的 "(个彗星分析指标，大约需 "!’/&，若
采用德国 01,--公司 2-3%%彗星分析软件对同一批样品进行分析，则需 !%’/&。
数据处理：将上述软件分析数据转入 -4-(%统计分析软件中进行统计分析。

$ 结果

$ %! 黄曲霉原生质体 &’()
改良的琼脂糖凝胶电泳效果与文献［5］报道不同，文中实验采用 .6&78 缓冲液［9.

图 * 黄曲霉原生质体 &’()图象
+/:;< -)=1 /’8:>?@6’ 9@6A69B8CAC 6? ! ; "#$%&’

D ;!，5 ;!E聚蔗糖 3%%（+/F6BB 3%%），!E葡聚糖
GH3%，5!’’6BIJ G@/CH.)B，"%’’6BIJ K:)B5，

5 ;!EG@/A6& LH"%%，% ;3’6BIJ蔗糖，"%’’6BIJ巯
基乙醇（临用前加入）］使黄曲霉原生质体悬

浮，然后离心去除清液。再在微碱性电泳缓

冲液（%M%D’6BIJ G@/CH.)B，% ; %D’6BIJ 硼酸，
%M%%5’6BIJ 1*GN，9.D; !）中进行电泳，时间
(%’/&，才能将损伤的 *ON排出，获得较好效
果。鉴于实验材料是黄曲霉的菌核体细胞或

分生孢子，其质膜外壁含较厚的纤维素H半纤
维素、果胶以及胡萝卜素和类胡萝卜素氧化

聚合物等化学成分，与植物、动物细胞不同，

图 # 柠檬醛剂量与彗星尾参数（尾长、
+,-./尾矩、尾惯量）间的关系

+/:;3 GP> @>B8A/Q/AR 6? A8/B B>&:AP、6B/Q>

A8/B ’6’>&A 8&7 A8/B /&>@A/8 S/AP F/A@8B 76C8:>

!—,8/B ,>&:AP；—"—TB/Q> G8/B /&6’>&A；—#—,8/B /&>@A/8 ;

电泳前需经脱“壳”处理，得原生质体，使损伤的

*ON更易迁移。当电泳缓冲液为中性时，溴乙
锭插入 *ON效果虽然好，但在中性条件下损伤
的 *ON难迁移，故采用碱性条件电泳，由于考
虑高浓度阳离子（如 O8U）会因中和 *ON 所带
负电荷而使其迁移不显著，故选用微碱性条件

电泳，从而获得较好图象（图 <）。
$ %$ 图象分析结果

-)=1分析柠檬醛致黄曲霉核 *ON损伤是
微生物中首例。试验组培养物中所加柠檬醛分

V个剂量组，终浓度分别为 %M!、"M%、"M!、5M%、
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!"#、$"%、$"#&’。通过快速 ()*+图象分析系统对所得 ()*+图象的进行分析计算。
!"!"# 柠檬醛剂量与慧星尾参数具有相关性：以彗星尾参数为纵坐标，该醛剂量为横坐
标作图（图 ,）。该图表示尾参数与该醛剂量的关系。通过对每组样品 -%%个细胞的彗星
尾参数统计分析表明：尾长、./012尾矩、尾惯量与剂量间存在相关性（表 -），且从图中可看
出 ./012尾矩与柠檬醛剂量呈现良好的线性关系，而尾长、尾惯量则在一定的剂量范围内
存在平台。

表 # 柠檬醛剂量与彗星参数间的对应关系

345/2 - 362 72/4801089 :; <:&28 =474&2827 >086 <0874/ ?:@4’2

A:@4’2

B（&’BC）
)2//@ 340/ /2D’86

340/ ’741089

<2D827

./012 840/

&:&2D8=
340/ 0D27804

A0@=27@2?

&:&2D8 :; 840/

362 7480: :;

340/BE24?

340/ AFG

BH

%I# -%# -! I!, J KIL !K I% J M IK , I! J $ I! #%% I% J -N, IL -K IK J , I- % IK J % IM $ I# J - I!

- I% -%% $, I% J N IL !L I# J # I, M IK J , I# L!N IN J ,-$IK !! IK J # I, ! I% J % IL #M I, J K I#

- I# -%! $$ IK J -!IL !L I% J # I$ -% I- J , I, L%L I# J $N$IN !! I, J # I$ - IN J % IN #L I, J K I,

! I% -%- $M I- J -!IL $, IM J K I! -- IM J M IN -!-# I, J M$#I% !L I- J K I% - IM J % IN #- IN J -% I-

! I# -%N #% I- J -MIK $N I! J N I- -$ IN J N I- -KM! IN J N!LI! $$ IM J L IN ! I, J - I! ## I$ J -- I!

$ I% -!- ,L I$ J -!IL $K IN J K IN -M IL J K I# -#$N IL J L%MIK $- I, J K I, ! IM J - I% M- I! J L IN

$ I# -%% #K I- J --I! $L IM J # IN !% I- J # IM -M$, I# J #$NI# $! I! J # I, $ I, J - I! ML IN J # I$

, I% -%K MM IN J --I, ,# IN J K IK !M I, J M IM !#-# I! J LMNI, ,% I% J K I$ $ IM J % IN K% I, J , I$

表 -中所列参数说明在尾长、./012尾矩、尾惯量、尾B头比方面，空白对照组与试验组
比较差异显著；其他指标如尾重心、尾分布矩，尾 AFGH在对照组与各柠檬醛剂量之间也
存在差异。

!"!"! 彗星参数间具有相关性：用 OPO-"%系统对表 -中参数进行归纳分析，表明各参数
之间存在较显著相关性（表 !），所有相关系数经统计学处理（! Q %I%-）均具显著意义。

表 ! 各参数间相关系数

345/2 ! 362 72/4801089 4&:D’ =474&2827@

32@8 082&
340/

/2D’86

C0’68 ?2D@089

:; 840/

340/ ’741089

<2D827

./012 840/

&:&2D8
340/ 0D27804

A0@=27@2?

&:&2D8 :; 840/

340/ AFG

BH

362 7480:
（340/BE24?）

340/ /2D’86 - I%% % IK! % IK% % IKN % IKN % IK, % I$% % IK-

C0’68 ?2D@/089 :; 840/ % IK! - I%% % IK- % IKK % IK, % IK$ % I$- % I#L

340/ ’741089 <2D827 % IK% % IK- - I%% % IK$ % IKN % IL% % I!! % I#%

./012 840/ &:&2D8 % IKN % IKK % IK$ - I%% % IKL % IKK % I$# % IK!

340/ 0D27804 % IK$ % IK, % IK- % IKL - I%% % IL$ % I!! % I#,

A0@=27@2? &:&2D8 :; 840/ % IK, % IK$ % IL% % IKK % IL$ - I%% % I!% % I#!

340/ AFGBH %I$% % I$- % I!! % I$# % I!! % I!% - I%% % I,%

362 7480: :; 340/BE24? % IK- % I#L % I#% % IK! % I#, % I#! % I,% - I%%

!"!"$ 彗星 AFG含量积分曲线反映 AFG损伤程度及片段大小（图 #）：选择单个细胞，以
AFG荧光强度为 R轴，以损伤 AFG的迁移距离为 S轴，得积分曲线（图 #）。该曲线表明
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迁移距离越远，损伤的 !"#片段越小：曲线峰值越后移，!"#损伤程度越大。

图 ! 黄曲霉原生质体彗星形状 "#$含量积分曲线图
$%&’( )*+,&-./ 01-2, 34 035,+ %5.&, 4-35 ! ’ "#$%&’’6-3+36/.7+7

% 讨论

% &’ ()( ’*+图象分析系统的性能
目前在 89:;图象分析领域，文献报道仅见英国 <)";==)9、)>#:;);:公司的 <?>;=

与德国 @)88公司的 <8ABB两套分析系统，国内尚没有见到相关的分析系统。随着彗星电
泳技术的深入开展，现有方法的局限性也逐步显现：（C）由于实验条件的波动和分析时人
为因素的影响，对 89:;图象的分析还需要探索方便有效的分析指标，以提高样本分析数
据的准确性和可重复性；（D）现有方法主要用于检测 !"#链断裂，而未能检测其他类型初
级 !"#损害（如 !"#一蛋白质交联）引起的另一类 !"#初级损害：（E）文中研究方法只能
提供出整个细胞总 !"#损伤的信息，而无法识别到何种基因 !"#序列的损伤。
探索新的有效分析指标是解决上述第一个问题的关键。而 >0F,/2,GH>.-I%*［J］等荧光

原位杂交和彗星电泳结合技术，为上述的第二和第三个问题的解决和 89:;技术的应用
带来的令人激动的新途径。荧光原位杂交技术是检测特定基因结构及其表达，并进行基

因定位的一种有效方法，将荧光原位杂交技术和彗星电泳技术有机地结合起来，能够方便

地进行单个活细胞水平特定 !"#损害的检测，而多荧光探针的使用则能够同时研究几个
感兴趣的基因。但迄今还未见有荧光原位杂交和彗星电泳相结合的多光谱的 89:;图象
分析系统报道。

针对 89:;技术所需解决的问题，文中提出了矩迁移率（尾分布矩K头分布矩）和惯量
迁移率（尾惯量K头惯量）两个新的较理想分析的指标；并利用显微多光谱荧光成像和图象
融合技术自编的 89:;分析软件实现了对彗星强度和位置分布的分析计算，从而率先研
制出了荧光原位杂交和彗星电泳相结合的多光谱 89:;专用图象分析系统。
% &, 柠檬醛对黄曲霉核 "#$损伤
该实验结果表明柠檬醛是黄曲霉 !"#链有效断裂剂。文中采用 )>)CLB系统分析彗

星的尾长、尾重心、?/32,尾矩、尾惯量、尾分布矩、尾K头比及尾 !"#M所得试验结果为首
次，这些彗星参数与柠檬醛浓度存在对应关系，这种关系反映了该醛浓度越大，对 !"#损
伤程度越大。实验表明对柠檬醛损伤黄曲霉 !"#的 89:;检测，?/%2,尾矩是适合的指
标，因为 ?/%2,尾矩在计算时考虑了彗星的尾长和尾的荧光强度两个因素。若按目前文献
报道以尾长作为 89:;检测指标，易带来实验误差，因为尾长只考虑尾长度，况且某些药
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物可能在引起 !"#链断裂的同时，发生 !"#$蛋白质交联。
综上所述，将活态单细胞凝胶电泳与显微分光光度图象分析系统结合，通过 %%!摄

像及计算机软件对选定的彗星总体参数、彗星头参数、彗星尾参数、彗星尾头比四类指标

进行测定分析，表明对照组与试验组相关数据差异显著，且与观察到的图象变化相吻合；

表明物理学光电技术与生化分析交叉，能使人们更深地认识药物在完整活细胞内作用的

动静态过程，并通过定性观察与定量测定结合，在一定程度上，能从细胞、亚细胞和分子三

个水平阐明药物影响细胞生理功能及某些新陈代谢的规律，对细胞学、药物学及毒理学研

究思路及其方法的创新、缩短药物与毒理实验研究周期、加快新药开发应用有重要意义。
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