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单细胞凝胶电泳应用研究进展
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（哈尔滨工业大学化工学院，哈尔滨 １５００９０）

摘　 要：单细胞凝胶电泳技术是被广泛使用的检测 ＤＮＡ 损伤的技术，其具有灵敏度高、简便、经济、快速等各种优点。 在近 ３０
年来，该技术广泛被应用于遗传毒理、环境监测、医学诊断等研究及各类实验证实方面。 近些年单细胞凝胶电泳与荧光原位

杂交等其他技术相结合后更是拓宽了它的应用范围，本文主要介绍了单细胞凝胶电泳的原理及优劣，并重点阐明了其在遗传

毒理学、细胞凋亡、环境监测、群体生物学、临床诊断与治疗，生物信息学领域上的应用，并讨论了它的发展前景。
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　 　 单细胞凝胶电泳（Ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＣＧＥ），又称彗星实验，是一种快速并大通量的检测

ＤＮＡ 损伤的方法。 ２０ 世纪 ７０ 年代末 Ｒｙｄｂｅｒｇ 和

Ｊｏｈａｎｓｏｎ 最早报道利用该方法直接定量检测单个细

胞 ＤＮＡ 损伤［１］。 首先将靶细胞包埋于低熔点琼脂

糖中，利用裂解液裂解，在弱碱性解旋液作用下使

ＤＮＡ 解螺旋，中和后，利用丫啶橙染色并用光度计

测定单双链，对比检测 ＤＮＡ 损伤情况。 但最终因其

操作难度问题，该方法未能广泛应用。
为了提升此方法的敏感性，１９８４ 年，Ｏｓｔｌｉｎｇ 和

Ｊｏｈａｎｓｏｎ 发展了微凝胶电泳技术，该方法与现在的

ＳＣＧＥ 方法较为接近。 同样，首先将细胞加入到低

熔点琼脂糖中，将凝胶固定在载玻片后在裂解液作

用下裂解，然后在中性（后发展碱性）条件下进行电

泳，若有 ＤＮＡ 断裂片段，则其会向阳极移动，从而形

成彗星尾巴，此 ＤＮＡ 损伤程度与彗星尾长度成正相

关。 该方法从诞生之初已历经 ３０ 多年，随着时间的

推移，这种方法已得到改进，但现在仍没有完全标

准化。

１　 单细胞凝胶电泳原理

造成细胞 ＤＮＡ 断裂的原因比较复杂。 其中，
化学介质，如氧自由基 （ Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ，
ＲＯＳ） 是极其重要的因素。 一般地，细胞在氧自由

基作用下，细胞内的 ＤＮＡ 直接受到损伤，引起高级

结构的变化，致使其超螺旋结构松散。 ＳＣＧＥ 方法

首先利用细胞裂解液，破坏检测细胞细胞膜，从而使

内部小分子的 ＤＮＡ 及其他成分因膜破坏而进入凝

胶，但细胞中的大分子核 ＤＮＡ 会仍留在原位，核骨



架会使其固定在原位。 如果检测细胞 ＤＮＡ 未出现

损伤问题，结果图片会显示较为规则的圆形的荧光

团，无拖尾现象，表明核 ＤＮＡ 完整地停留在核基质

中。 若检测细胞 ＤＮＡ 受到损伤，在碱性电泳液

（ｐＨ ＞ １３）的作用下，ＤＮＡ 由双链解螺旋变为单链，
在电泳作用下，损伤细胞 ＤＮＡ 的单链断裂并且会向

阳极迁移，形成拖尾。 同样，细胞核 ＤＮＡ 受损伤程

度越高，产生的断链及 ＤＮＡ 碎片会越多，最后荧光

检测得到的彗星尾越长和彗尾越亮［２］。 该实验最

终通过荧光显微镜观察结果图片有无彗星及彗尾的

亮度、长度、彗尾比例等，判断检测细胞 ＤＮＡ 是否

受到损伤及损伤程度。

２　 单细胞凝胶电泳优劣

ＳＣＧＥ 在分析细胞 ＤＮＡ 损伤方面相对快速、简
单和敏感。 其能够结合其他 ＤＮＡ 损伤相关技术，例
如交联 ＡＬＳ，从而更全面地进行细胞遗传学分析。

与其他的遗传毒理学检测方法相比，ＳＣＧＥ 主

要存在以下优点：（１）数据可以以单细胞水平显示

说明；（２）所需样本量少，只需要一小部分细胞；（３）
适用范围广泛，几乎适用所有的真核细胞群；（４）测
定结果敏感，操作简单，成本较低；（５）结果获得较

为快速，若干小时可得到结果；（６） 具有多种检测功

能，结果图较为直观，易分析。
最近对 ＳＣＧＥ 研究发现，其不仅仅可以识别致

癌物，而且可以测试细胞中 ＤＮＡ 的损坏程度。 在自

然界中，有许多化学物质是致癌物质，但并不是每一

种致癌物质都会造成 ＤＮＡ 破碎，有些致癌物只会造

成 ＤＮＡ 损害，ＳＣＧＥ 可以在细胞进行修补时，发现

这一类的致癌物质，这是以往的测试都无法做到的。
尽管 ＳＣＧＥ 有许多优点，但目前该方法主要通

过结果图片分析进行 ＤＮＡ 损伤检测，并没有一个完

全可靠的生物标记物确定 ＤＮＡ 损伤。 因此，一般需

要与其他方法联用使结果更加明确。 另一方面，使
用 ＳＣＧＥ 方法的实验室很多，但实验不尽相同，这就

导致的不同实验室 ＳＣＧＥ 分析结果之间的可比性较

差。 ＳＣＧＥ 自诞生开始，其具体方法都在不断探索

和进步，整个实验方法仍没有完全标准化，因其涉及

领域较为广泛，所以，标准化较为困难。

３　 单细胞凝胶电泳应用

３．１　 遗传毒理学应用

ＳＣＧＥ 可检测 ＤＮＡ 交联、氧化性损伤与 ＤＮＡ
切除修复缺陷等多种类型的 ＤＮＡ 损伤，因此该方

法是研究遗传毒理学极为适用的方法之一［３］。
在遗传毒理学领域，大量的研究人员采用碱性

ＳＣＧＥ 来评估化学物质在体外或体内实验中的基因

毒性。 彗星实验可用于在体外研究中检测各种正常

和转化的人类、动物和植物细胞。 当然它同样适用

于人类功能细胞，包括白细胞和淋巴细胞及其他组

织细胞，如上皮细胞、生殖细胞、结肠细胞、胰岛细

胞、腺癌细胞等。 ＳＣＧＥ 也能够检测不同的细胞系

及不同类型的癌细胞，如结肠癌、膀胱前列腺癌、黑
色素瘤、神经胶质瘤等等［４］。 标准的体内碱性

ＳＣＧＥ 可以很容易地适应调查生殖器官的细胞。 多

研究表明，在生殖细胞诱变剂的风险评估方面，彗星

试验方法具有明显优势［５］。
ＳＣＧＥ 在动物细胞 ＤＮＡ 损伤及相关研究方面

也卓有成效。 因其所需实验样本少，任何组织及器

官均能被用于检测，所以已有大量的检测工作被完

成。 其中，啮齿动物更加被频繁地检测，但其他动

物，如狗、羊、蝌蚪和鱼同样能够被较好检测。 ＳＣＧＥ
方法已经应用于动物的多个器官和组织，包括血液、
骨骼、大脑、胃肠粘膜、肾、肝、肺、鼻粘、卵巢、皮肤、
脾脏和睾丸等［６］。

Ｓｐｅｉｔ 等使用 ＳＣＧＥ 的研究表明，当 ＤＮＡ 链中

出现一个修复通路出现问题，ＤＮＡ 整链都有可能出

现严重受损［７］。 当前， 在检测出某种物质特别是化

学物质对 ＤＮＡ 修补的影响方面，除去 ＳＣＧＥ 方法，
其他方法都不能准确地进行分析测定。 目前只有彗

星分析法能够精确地测出 ＤＮＡ 修复功能［８］，并及

时发现致畸物质。 彗星分析法还可用来确定某种物

质是否是毒性物质， 并明确人体 ＤＮＡ 损伤或修补

受其影响的程度。 可利用 ＳＣＧＥ 进行人体白细胞的

体外实验，如果被测物质是有毒物质，那么 ＤＮＡ 将

出现损伤，而出现损伤的 ＤＮＡ 在结果上会显示彗

星形状［９］。 化学品测试在这一领域的数量迅速增

加，至今已有大量化学物质进行了遗传毒理学方面

的检测，如重金属、各类农药、亚硝胺等。
３．２　 ＤＮＡ 损伤及细胞凋亡的研究应用

因为 ＳＣＧＥ 的特点，该方法几乎被用来评估任

何类型的真核细胞的 ＤＮＡ 修复能力及包括双、单链

断裂的不同的 ＤＮＡ 损伤情况。 中性和碱性的 ＳＣＧＥ
可分别用于分析和评估单链及双链 ＤＮＡ 的损伤修

复。 同样，该方法可用于检测电离辐射引起的单和

双链断裂及细胞修复。
有研究采用碱性 ＳＣＧＥ 方法检测健康受试者在

受辐射情况下，外周血淋巴细胞 ＤＮＡ 损伤和修复

的。 该方法具有能够分析单个细胞的优势，能够明

确 ＤＮＡ 受损细胞分布及程度。 同样，可以直接使用
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该方法对如紫外线辐射导致的不同程度的 ＤＮＡ 链

断裂进行化验检查。 碱性 ＳＣＧＥ 可用来检测 ＤＮＡ
切除修复、ＤＮＡ 合成抑制剂链终止剂的作用。 也有

实验用该方法试验各类酶治疗损伤 ＤＮＡ 细胞的

效果。
因为 ＳＣＧＥ 方法的高灵敏度，也被应用于研究

凋亡的 ＤＮＡ 片段。 细胞凋亡是人体自我保护的一

种形式，如果存在一个细胞 ＤＮＡ 损伤过于严重，已
经无法修补，凋亡程序就会触发。 如果缺失细胞凋

亡功能或细胞凋亡功能紊乱，那么 ＤＮＡ 损伤细胞会

继续复制，从而危及生物体全身。 凋亡功能的丧失

可能会导致癌症的发生。 相比于其他方法，单细胞

凝胶电泳技术能够更快速并且准确地检测到已丧失

凋亡功能的细胞，也可以提供细胞自杀过程的早期

资料［１０］，以上优点使该方法在研究细胞凋亡方面具

有重要作用，出现凋亡现象的细胞 ＤＮＡ 在结果图中

会显示初期为严重的细胞拖尾现象，其尾部占有比

重极高。 ＳＣＧＥ 方法还可通过计数统计等方法快速

测定凋亡细胞的比例。
３．３　 环境污染监测中的应用

随着科技发展，环境污染愈发严重，而且环境污

染与生物细胞 ＤＮＡ 损害关系密切，严重环境污染可

能导致周围生物癌变，因此人们对环境污染监测越

来越重视。 环境污染中的生物、物理、化学因素都能

导致细胞 ＤＮＡ 损伤，引起基因突变和细胞癌变。
所以判断细胞 ＤＮＡ 是否出现损伤情况在环境监测

方面尤为重要。 ＳＣＧＥ 能够检测不同生物不同细胞

的不同类型的遗传毒性损伤情况。 其具有利用少量

细胞提供数据、结果敏感、实验快速、成本低、效率高

等优点，因此彗星实验方法被广泛用于环境污染物

的监测中。
在空气污染物方面，二氧化硫及飘尘是最主要

的监测指标。 ＳＯ２能引起 ＤＮＡ 损伤的出现，而且进

一步研究分析二者存在一定的剂量效应关系。 张爱

华等［１１］用 ＳＣＧＥ 检测燃煤引起的砷中毒患者血细

胞 ＤＮＡ 的损伤情况，结果表明砷能引起人体血细

胞 ＤＮＡ 单链断裂。
大量研究报告表明 ＳＣＧＥ 在检测水生环境中极

具潜力。 过去的 ５ 年的研究发现，和其他常用的遗

传生态毒理学生物标志物相比，在对水生生物遗传

毒理检测更具敏感性［１２］。 有研究使用 ＳＣＧＥ 检测

利用工业用水所培养细胞的 ＤＮＡ 损伤情况。 由于

其高灵敏度，ＳＣＧＥ 已被广泛用于鱼和贻贝细胞的

实验室标准检测中。 ＳＣＧＥ 也同样被利用于水质检

测中［１３］。
近年来，ＳＣＧＥ，在评估暴露人群的 ＤＮＡ 损伤方

面已成为一个重要的工具。 ＳＣＧＥ 已作为首选方法

适用于人群为基础的环境污染研究中。 在对个体暴

露于空气污染物、金属、农药、辐射等有害异物研究

中，有研究利用 ＳＣＧＥ 检测废物回收站附近动物，发
现其脑 ＤＮＡ 损伤概率显著上升。 利用碱性 ＳＣＧＥ
方法测定不同土壤样本中的蚯蚓 ＤＮＡ 损伤情况从

而作为土壤污染的指标。 由于 ＳＣＧＥ 方法的方便操

作，因此， ＤＮＡ 损伤的报告通常由该方法检测，
ＳＣＧＥ 的成功反映在过去 ３０ 年，环境监测领域有越

来越多的研究、报告使用其进行检测［１４］。
生产过程中同样会产生各类有毒物质。 一般主

要通过 ＤＮＡ 损伤检测来确定这些物质是否具有致

癌性或致突变性。 生产中的某些物质可直接导致

ＤＮＡ 断裂。 而另一些物质则需在体内经代谢活化

后会存在致癌性。 王涛等［１５］利用体外活化系统，利
用 ＳＣＧＥ 方法检测了黄曲霉毒素、苯并（ａ）芘等 ９ 种

间接致突变物与 ＤＮＡ 损伤程度的关系，其结果具有

显著性。
由此可见，在环境监测中，用 ＳＣＧＥ 检测 ＤＮＡ

损伤的应用范围极其广泛，其对环境污染物的影响

检测尤为重要［１６］。
３．４　 人群监测

ＳＣＧＥ 可用于群体生物学检测，全美通讯网项

目招募了近 １００ 名研究小组共享数据集。 利用

ＳＣＧＥ，通过其在生物监测研究中多样化的应用，检
测人类的 ＤＮＡ 损伤水平与环境和职业接触毒性药

物，饮食和其他因素的关系［１７］。
ＳＣＧＥ 能够应用于人群监测的主要原因是其所

需样本数量少，只要明确年龄、工作环境等因素，只
需要从研究对象获得少量细胞就能够进行研究。 大

量实验主要通过检测有核血细胞的 ＤＮＡ 损伤来进

行评价。 有研究利用 ＳＣＧＥ 方法检测 ２０ 岁人群淋

巴细胞 ＤＮＡ 损伤情况。 研究调查 ２００ 名健康人，利
用碱性彗星方法检测 ＤＮＡ 迁移的程度，发现吸烟者

的血液淋巴细胞 ＤＮＡ 受损率显著增加，且其中男性

比率高于女性。
彗星分析法与其他分析法最显著的区别是

ＳＣＧＥ 可检测正常人群并明确修复情况。 其能测出

ＤＮＡ 损伤程度，其他测试法只能明确某一种物质是

否会导致 ＤＮＡ 损伤，却无法测出其损伤程度，更无

法测出 ＤＮＡ 修补的情况及速度［１８］。
３．５　 临床诊断与治疗监测

利用中性 ＳＣＧＥ 可检测接受放射治疗的病人的

肿瘤细胞及一般细胞的 ＤＮＡ 损伤情况，该方法已在

何杰金氏病、非霍奇金淋巴瘤、鳞状细胞癌或腺癌方

面有所应用。 由于该方法所需样本较少，所以只要
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少量血液或固体组织就能进行判断。 采用碱性

ＳＣＧＥ，可检测在辐照条件下乳腺癌的缺氧细胞数

量，该方法在此条件下具有较高敏感性［１９］。 同样，
也有利用碱性彗星实验方法确定白内障晶状体上皮

细胞 ＤＮＡ 损伤。
在肿瘤研究方面，ＤＮＡ 损伤和 ＤＮＡ 修复缺陷

是癌症发生的分子基础。 许多基础研究与临床研

究，采用 ＳＣＧＥ，来研究各种各样的肿瘤细胞对各类

ＤＮＡ 损伤制剂的生物学效用，并得到重要的结果，
使得肿瘤科学家得知最佳干预的时机。

在肿瘤放疗敏感性研究方面，由于肿瘤对于放

疗反应是存在差异，预测肿瘤对于放疗的敏感性长

期追求的目标，有多种因素可影响肿瘤的放疗效果，
尚无一种方法来预测肿瘤对于放疗是否发生反应，
而 ＳＣＧＥ 在目前被基础和临床肿瘤治疗学推崇的最

最先进的技术。 同样，在肿瘤化疗敏感性预测方面，
由于肿瘤细胞对于各种化学药物的反应是存在极其

大的差异，因此无论在肿瘤的治疗之前，尤其是在治

疗的过程中，及时了解肿瘤治疗的进程，药量的大小，
治疗方案选定，ＳＣＧＥ 是国际治疗所推荐的方法。

利用 ＳＣＧＥ 检测 ＤＮＡ 损伤的程度与治疗的结

果的联系还有待建立。 在未来，ＳＣＧＥ 可能可以作

为研究新药物和抗肿瘤之间的相互作用机制分析的

重要方法。
３．６　 高通量生物信息学研究的实验验证

生物信息学是一门收集、分析遗传数据并进行

相关研究的学科，生物信息学特指数据库类的工作，
其研究需要大量数据的支持。 从某种角度而言，生
物信息学是把基因组 ＤＮＡ 序列信息分析作为源

头的。
生物信息学是建立在分子生物学的基础上的，

而 ＳＣＧＥ 方法在分子生物学上应用广泛。 尤其在研

究 ＤＮＡ 损伤及修复的相关生物信息学方面，ＳＣＧＥ
作用尤为显著。 在研究动物、人体 ＤＮＡ 损伤相关基

因及其通路的信息学研究方面，ＳＣＧＥ 对各类实验

都能够起到验证作用。

４　 单细胞凝胶电泳发展

Ｓａｎｔｏｓ 等人于 １９９７ 年创立了彗星电泳和荧光

原位杂交技术联用（Ｃｏｍｅｔ⁃ＦＩＳＨ） ［２０］。 该方法是在

原有 ＳＣＧＥ 方法基础上加以改善，其主要变化是在

解旋和电泳完成后加入了原位杂交这一步骤，从而

能够在检测 ＤＮＡ 上确定特殊的基因序列，之后可

以通过荧光显微镜镜检测得到目的基因 ＤＮＡ 片段

是否存在损伤。 如果 ＦＩＳＨ 标记的荧光信号只是出

现在彗星头部，这就表明目的基因所处的 ＤＮＡ 片段

无损；如果在彗星尾部发现该基因所标记荧光信号，
这就表明目的基因所处 ＤＮＡ 存在损伤情况。 荧光

原位杂交一般是通过寡聚核苷酸或 ｃＤＮＡ 探针在

ＤＮＡ 变性以及复性的过程中通过识别目的基因、匹
配目的序列基因从而杂交成功，但是这一技术的关

键所在是如何能够与在低熔点琼脂糖中包埋的目的

ＤＮＡ 杂交。 Ｓａｎｔｏｓ 等人通过使用化学变性法，在加

入探针前，先将整个载玻片在变性液中放置 ３０ｍｉｎ，
然后再将其置于中和液内中和，通过不同梯度乙醇

进行脱水处理，最后加入探针杂交。
Ｒｅｉｔｅ 等人［２１］利用该方法技术检测了病人口咽

癌细胞中 ＥＧＦＲ 基因的表达，从而证实了在口咽癌

细胞中，ＥＧＦＲ 基因存在表达现象。
随着 ＳＣＧＥ 方法的不断发展，为了让我们更加

细致，明确地分析 ＳＣＧＥ 实验结果图，分析尾矩、尾
部 ＤＮＡ、头部 ＤＮＡ 含量等。 国内外已经研发了各

类分析软件。 除了部分昂贵的商业软件外，也出现

了一些免费的彗星分析软件。 如 ＣＡＳＰ 软件，其能

够测量彗星强度、尾长、头面积、尾面积、尾部 ＤＮＡ
含量、尾矩等多项参数，而且软件操作简便、快捷，便
于使用。

同样，随着 ＳＣＧＥ 方法的发展及不断使用，各种

ＳＣＧＥ 试剂盒也应运而生，使该方法的操作更加简

单，方便。

５　 展　 望

相比其他实验方法，在 ＤＮＡ 损伤检测方面，
ＳＣＧＥ 是一种敏感、可靠而且快速方法。 它可以检

测 ＤＮＡ 双单链断裂，可精确到单个细胞。 鉴于其总

体特征及优势，在过去的十几年里，该方法发展迅

速，已广泛应用于各个方面。
ＳＣＧＥ 在基因毒性、临床、ＤＮＡ 修复、环境生物

监测、人工监测和生物信息学等领域的发展前景几

乎是无限的。 在未来，ＳＣＧＥ 还可能会影响其他重

要领域，并不断发展。
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