
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 نظامي طب

  ) 4( 9اره ، شم1386 زمستان
 289-294: صفحات

 
  )نويسنده مسئول( تابشي -اي ، مركز تحقيقات مصدومين هسته...كارشناس ارشد، دانشگاه علوم پزشكي بقيه ا -1
 تويكارشناس ارشد، سازمان انرژي اتمي، بخش حفاظت پر -3    تابشي –اي  ، مركز تحقيقات مصدومين هسته...ا استاديار دانشگاه علوم پزشكي بقيه -2
  كارشناس، سازمان انرژي اتمي و انستيتو پرتوپزشكي نوين -5      كارشناس ارشد، نيروي زميني سپاه -4

  
با استفاده از اشعه گاما و روش ) پاسخ -دوز(رسم منحني كاليبراسيون 

  آناليزمتافاز براي دوزيمتري بيولوژيكي افراد پرتو ديده
  

  M.Sc. 3، سيد ابوالقاسم حايري MD2، سيد محمد مهدي مدرسيM.Sc.1صديقه حسيني
   B.Sc5.، روشن ورزگرM.Sc 4.حسن خاني 

  
  پژوهشكده طب نظامي   -تابشي -اي ومين هستهمركز تحقيقات مصد :آدرس مكاتبه

  ايران - تهران - )عج(دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله  
  

  دهـچكي
ترين روش  معمول. ها جهت تخمين دوز تابشي در افراد پرتو ديده است ترين روش دوزيمتري بيولوژيكي يكي از مهم :مقدمه

هاي خون محيطي در  در اين روش پس از تحريك رشد لنفوسيت. باشد اليز متافاز ميبيودوزيمتري، آناليز كروموزومي با استفاده از روش آن
 -سانتريك، مقدار دوز تابشي با استفاده از منحني دوز هاي دي  ها در مرحله ميتوز و شمارش كروموزوم ، توقف سلول in vitroشرايط 

آزمايشگاهي اختصاصي هستند لذا در اين مطالعه منحني  هاي كاليبراسيون براي هر از آنجا كه منحني. شود پاسخ تخمين زده مي
با روش فوق و با استفاده از پروتكل استاندارد براي آزمايشگاه كشت سلول دانشكده پزشكي دانشگاه علوم ) پاسخ -دوز(كاليبراسيون 
  . رسم شده است) عج... (پزشكي بقيه ا

. گري تابش داده شد) 25/0-4(ه شده بود با دوزهاي مختلف پرتو گاما نمونه خون كامل كه از سه فرد سالم گرفت :هامواد و روش
پس از محصول برداري و . كشت داده شدند RPMI-1640ها از نمونه خون جدا شده و در محيط كشت كامل  سپس لنفوسيت

  . ار گرفتها مورد بررسي قر سلول ميتوزي در هر دوز تابشي براي هر فرد جهت شمارش دي سانتريك 500آميزي،  رنگ
در اين منحني فراواني . پاسخ رسم شد -ها در سلول در هر دوز تابشي، منحني دوز پس از محاسبه ميانگين تعداد دي سانتريك :نتايج

  . ها با افزايش دوز تابشي به صورت خطي درجه دو افزايش يافته است دي سانتريك
اين منحني كاليبراسيون براي تخمين دوز . العات مشابه مطابقت داردپاسخ بدست آمده در اين مطالعه با ساير مط -منحني دوز :بحث

  .اند معتبر است پايين چون پرتوهاي ايكس و گاما قرار گرفته LETدريافتي افرادي كه تحت تابش پرتوهاي با 
  دوزيمتري بيولوژيكي، آناليز متافاز، دي سانتريك، منحني كاليبراسيون: كليدي هايهواژ
   

  مقدمه
ه گسترده از منابع راديواكتيو و اشعه ايكس براي اهداف استفاد

پزشكي، صنعتي، كشاورزي، تحقيقاتي و نظامي خطر 
پرتوگيري بيش از حد مجاز را براي پرتوكاران و افراد عادي 

در صورت بروز حادثه پرتوي، ). 1(است  جامعه افزايش داده

ز هاي تشخيصي به منظور تخمين دوز تابشي قبل ا يكي از روش
  ).2(شروع درمان، دوزيمتري بيولوژيكي است 

هاي  بيودوزيمتري براساس آناليز كروموزومي و بررسي آسيب
براي  1960ها از اواسط دهه  سانتريك ويژه دي كروموزومي به

تخمين پرتوگيري خارجي اتفاقي كه بر اثر پرتوهاي ايكس و گاما 
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شود و نيز براي تحقيق در موارد مشكوك به  ايجاد مي
در روش آناليز متافاز ). 2،3(كار گرفته شده است  پرتوگيري به

هاي خون محيطي در شرايط  پس از تحريك رشد لنفوسيت
in vitro هاي  ها در مرحله ميتوز، كروموزوم و توقف سلول

  ).4(شوند  سانتريك شمارش مي دي
ها  سانتريكارزيابي آناليز كروموزومي نشان داده است دي

يولوژيكي پرتو هستند، چون فقط تعداد ب  تقريبا  شاخص
معدودي از عوامل شيميايي قادر به  ايجاد اين آسيب 

رخداد خودبخودي دي سانتريك بسيار نادر ). 5(باشند  مي
دي  2تا  1متافاز فقط  2000تا  1000است و به ازاي هر 
دهد، اين روش داراي  حساسيت بالايي  سانتريك روي مي

 4گري تا  05/0پايين از  LET1است و براي پرتوهاي با 
اكنون  هم). 6(گري داراي اثر وابسته به دوز مطلوبي است 

عنوان يك روش متداول و قابل اعتماد در  اين روش به
  ). 1،2،7(شود  بيودوزيمتري استفاده مي

ها در سلول، مقدار  در اين روش براساس تعداد دي سانتريك
. شود مين زده ميپاسخ تخ - دوز دريافتي براساس منحني دوز

ها در  گزارشات نشان داده است كه در تعداد دي سانتريك
هاي مختلف تفاوت وجود  هرگري دوز تابشي، بين آزمايشگاه

بنابراين جهت اطمينان كامل هر آزمايشگاهي بايد . دارد
اختصاصي رسم كند ) پاسخ - دوز(منحني كاليبراسيون 

)2،3،7.(  
است بين نتايج بدست آمده  مطالعات روي حيوانات نشان داده 

تفاوتي وجود ندارد، لذا از  in vitroو   in vivoدر شرايط
هاي خوني پرتو ديده انسان  براي رسم منحني  نمونه

  ).1(توان استفاده نمود  كاليبراسيون مي
اي و كاربرد روز افزون  با توجه به پيشرفت فناوري هسته

ضروري است و  در ايران، ايجاد مراكز بيودوزيمتري پرتوها 
اين در حالي است كه در ايران فقط دو مركز بيودوزيمتري 

اي  اين احساس نياز ما را بر آن داشت تا در مطالعه. وجود دارد
هاي ايجاد چنين مركزي را بنا كنيم، لذا در اين مطالعه  پايه

منحني كاليبراسيون با استفاده از پرتوهاي گاما و پروتكل 
                                                 

1. Linear Energy Transfer 

براي آزمايشگاه ايمونولوژي و كشت ) 2(از استاندارد آناليز متاف
االله رسم شده  سلول دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي بقيه

  . است
  

  :مواد و روش كار 
راه اندازي روش آناليز  -1: اين مطالعه شامل دو بخش است 

آزمون اصلي جهت رسم  -2.  متافاز با جداسازي لنفوسيت ها
  .پاسخ –منحني دوز 

توجه به شرايط محيطي، ابزار و مواد آزمايشگاهي و با  در ابتدا با 
هاي متافازي كافي با پخش كروموزومي  هدف داشتن تعداد سلول

  خوب، روش فوق پس از بارها تكرار و رفع نواقص و مشكلات 
اندازي و تثبيت گرديد، سپس عمليات اصلي به شرح زير انجام راه
  :شد

  و زن در محدوده سني از سه نفر فرد سالم مرد: گيري نمونه
سال با شرط عدم اعتياد به مواد مخدر، دخانيات و  40-20

مشروبات الكلي، عدم كار با پرتو يا مواد شيميايي و نيز عدم سابقه 
براي (بيوتيك حداقل از يك ماه قبل  پرتوگيري و استفاده از آنتي

گيري با سرنگ  ، نمونه )8(جلوگيري از تاثير عوامل جهش زا 
خون  ml 24به هپارين سديم به عمل آمده و از هر نفر آغشته 

  . گرفته شد
ها در  هاي خون در ميكروتيوب  پس از تقسيم نمونه: پرتودهي

ها در داخل تانك پلاستيكي در وضعيت  زير هود استريل، نمونه
هاي خون از  عمودي قرار داده شدند و داخل تانك تا سطح نمونه

اين كار جهت هموژن . پرگرديد درجه سانتيگراد 37آب با دماي 
خون از هر نفر در داخل  ml 3سپس هر . كردن محيط انجام شد

 ml 3ها با يك دوز تابشي مشخص پرتو داده شد و  ميكروتيوب 
دوزهاي . خون از هر نفر به عنوان نمونه كنترل در نظر گرفته شد

گري پرتو گاما  4و  3، 2، 1، 75/0، 5/0، 25/0تابشي شامل 
 (Tratron 780-30KANADA)  60ز دستگاه كبالت حاصل ا

 754/111مستقر در انستيتو پرتوپزشكي نوين با آهنگ دوز 
) 25/0-58/3(گري در دقيقه بود، زمان پرتودهي در محدوده  سانتي

تا نمونه و فاصله منبع پرتو  cm2 20×20دقيقه، ميدان پرتودهي
cm (SSD) 2 در نظر گرفته شد.  
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  )4( 9، شماره 1386 زمستاننظامي،  طب
 

صول برداري و تهيه لام ها، مح كشت لنفوسيت
ها در دماي  پس از پرتودهي، ميكروتيوب   :ميكروسكوپي

و در وضعيت ثابت به اتاق كشت سلول )  C10˚(محيط
جهت . االله منتقل شدند دانشكده پزشكي دانشگاه بقيه

خون پرتو ديده به لوله  ml3ها هر  جداسازي لنفوسيت
و به مدت  فايكول منتقل شد  ml3سانتريفيوژ استريل حاوي 

سانتريفيوژ گرديد، سپس  rpm3000دقيقه در  30
هاي جدا شده جهت شستشو به داخل لوله  لنفوسيت

 RPMI-1640محيط كشت  ml 8سانتريفيوژ استريل حاوي 
 8منتقل و به مدت ) FBS(سرم جنين گاوي  -ml4/0و 

هاي  سپس لنفوسيت. سانتريفيوژ شدند rpm 1200دقيقه در 
  محيط كشت ml 6لوله فالكون حاوي  شستشو داده شده به

,RPMI-1640  ml2/1 ,FBS    ml2/0-1/0 
هاي  جهت تحريك رشد لنفوسيت) PHA(فيتوهموگلوتينين 

T وm1/0 هاي  استرپتومايسين منتقل و لوله /سيلين پني
باز و به صورت مورب در داخل انكوباتور  كشت با درپوش نيمه

˚c با جريان  ٣٧CO2 ساعت قبل از  3. قرار داده شدند
ميكروليتر كلسميد جهت توقف  50، )45در ساعت (برداشت 

هاي كشت اضافه شد و  ها در مرحله ميتوز به لوله سلول
در  . هاي كشت در داخل انكوباتور قرار گرفتند مجدداً لوله

دقيقه  8ها از انكوباتور خارج شده و به مدت  ، لوله48ساعت 
ي ايجاد شوك هيپوتونيك برا .سانتريفيوژ شدند rpm1200با 

 ml8با دماي ) مولار 075/0(كلريدپتاسيم˚c به  ٣٧
دقيقه در  25ها به مدت  هاي هر لوله اضافه شد و لوله سلول

 rpm 1200دقيقه با  8قرار گرفتند سپس به مدت   ٣٧ c˚دماي 
پس از خارج كردن كلريدپتاسيم به سوسپانسيون  .سانتريفيوژ شدند

اسيد استيك به : متانل(لول تثبيت كننده مح ml10-5باقيمانده 
قطره قطره، به آرامي و با آهنگ يكسان اضافه شد و ) 1:3نسبت 
دقيقه در دماي اتاق قرار گرفتند، سپس  20ها به مدت   سلول
سانتريفيوژ شده و دو بار ديگر در  rpm 1200دقيقه در  8ها  سلول

ml10-8 ز پس ا. محلول تثبيت كننده شستشو داده شدند
محلول سوسپانسيون سلولي  ml 5/0-25/0سانتريفيوژ نهايي 

به منظور پخش . جهت تهيه لام ميكروسكوپي در نظر گرفته شد
سانتيمتري روي  50-60ها از فاصله  كروموزومي خوب، سلول

به % 10هاي تميز، سرد و مرطوب چكانده شدند و با گيمساي  لام
  .آميزي شدند دقيقه رنگ 20- 25مدت 

سلول ميتوزي در هر دوز تابشي و نيز  500: لوليشمارش س
هاي كروموزومي  نمونه كنترل از هر فرد براي بررسي آسيب

  . شمارش شدند
  :نتايج
سلول  12000سلول ميتوزي براي هر فرد و در مجموع  4000

ط متافازهايي مورد شمارش قف. ميتوزي از سه نفر شمارش گرديد
بودند و در صورتي كه تعداد كروموزوم  46قرار گرفتند كه داراي 

كروموزوم بود ناديده گرفته شد اما اگر داراي  46ها كمتر از  آن
جدول . ها مدنظر قرار گرفت آن  سانتريك بودند، دي سانتريك دي

ها در سلول، در هر دوز تابشي در  سانتريك تعداد دي 1شماره 
  .دهد مجموع سه نفر را به همراه انحراف معيار نشان مي

  

هاي خون محيطي انسان در دوزهاي تابشي مختلف حاصل از پرتوهاي  سانتريك در لنفوسيت هاي دي فراواني كروموزوم. 1ل جدو

 in vitroدر شرايط  60گاماي كبالت 

ها در سلولسانتريكميانگين تعداد دي mean±2SDگري(دوز تابشي  تعداد نمونهمتافازهاي شمارش شده(  
002309/0±000667/0  15003 0 
002309/0±009333/0  15003 25/0  
01222/0±038667/0  1500 3 5/0  
004619/0±058667/0  1500 3 75/0  
028937/0±097333/0  1500 3 1 
056898/0±202667/0  1500 3 2 
02444/0±324667/0  1500 3 3 
09636/0±546667/0  1500 3 4 
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)گري(دوز تابشي
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 دي
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دهد تعداد دي  نشان مي 1همانطوري كه جدول شماره 

هاي  كه مربوط به ناهنجاري ها در دوز صفر سانتريك
و در  66/0×  10- 3كروموزومي خودبخودي است، حدود 

ها  دوزهاي تابشي مختلف با افزايش دوز، تعداد دي سانتريك
 4در دوز  54/0گري به  25/0در دوز  0093/0در سلول از 

با توجه به اطلاعات بدست آمده، . گري افزايش يافته است

ها در  پاسخ براساس دوز تابشي و تعداد دي سانتريك -منحني دوز
پاسخ براي فراواني دي  -دوز، منحني 1شكل . سلول رسم شد

. دهد در دوزهاي تابشي مختلف را نشان مي  ها در سلول، سانتريك
  :منحني تابع خطي درجه دو است و فرمول آن عبارت است از

0029/0 +D 0599/0  +D20184/0=Y.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اي خون محيطي انسان به دنبال تابش دوزهاي مختلف حاصل از ه ها در لنفوسيت سانتريك پاسخ براي القاء دي –منحني كاليبراسيون دوز . 1شكل 

با فرمول . باشد مي 2ها در سلول به عنوان عملكرد دوز تابشي به صورت منحني خطي درجه  سانتريك متوسط تعداد دي. 60پرتوهاي گاما كبالت 

0029/0 +X 0599/0  +x2 0184/0=Y شود داده مي  يشات مستقل و متعدد ديگر نشانتفاوت بين ميانگين گروهي در اين آزمايش با آزما.  

  
  بحث 

استفاده از آناليز  1982آژانس بين المللي انرژي اتمي در سال 
ناهنجاري هاي كروموزومي در حفاظت پرتوي را به طور 

 1986رسمي مطرح كرد و گزارش تكنيكي آن را از سال 
تحت عنوان دوزيمتري بيولوژيكي با استفاده از آناليز 

كروموزومي به منظور تخمين دوز پرتوي منتشر  هايتشكس
طي بيست سال گذشته بررسي دوزيمتري ). 2(كرده است 

از  .است  سيتوژنتيكي در حوادث پرتوي مختلفي انجام شده
ها، بررسي افراد پرتو ديده در چرنوبيل در  جمله اين بررسي

). 9،6(است كه دوزيمتر فردي به همراه نداشتند  1986سال 
هاي كروموزومي در  شكست in vitroهاي  رسيبر

هاي خون محيطي افرادي كه به طور شغلي يا محيطي  لنفوسيت
دهد  تحت تابش دوزهاي كم پرتو قرار گرفتند را نشان مي

هاي خون  ها در لنفوسيت سانتريك فراواني دي). 12،11،10(
محيطي بيماران سرطاني كه تحت پرتو درماني قرار گرفته بودند 

  ).13(گزارش شده است  نيز
آنچه ما در اين مطالعه انجام داديم رسم منحني كاليبراسيون با 
روش آناليز متافاز بود كه از آن بتوان براي تخمين دوز تابشي 

اين مطالعه به استناد اهميت كاربرد بيودوزيمتري با . استفاده كرد
  . روش آناليز كروموزومي انجام گرفت

سه . گري استفاده شد 4تا  25/0تابشي دوز  8در اين منحني از 
دوز تابشي بين كنترل و دوز يك گري قرار دارد، زيرا بيشترين 
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گيري اتفاقي در اين محدوده دوز تابشي  احتمال وقوع تابش
پاسخ در اين منحني يك رابطه  –رابطه دوز ). 2(وجود دارد 

معمولاً اين رابطه تا دوز يك گري . خطي درجه دو است
ها با دوز تابشي به  آن به بعد افزايش دي سانتريك خطي و از

  ).14(باشد  صورت خطي درجه دو مي
رابطه خطي بين  α (Y= αD +βD2+C)در معادله درجه دو 

رابطه خطي درجه دو را نشان  βو   دوز تابشي و آسيب 
دي  ،زيرا در صورت تابش پرتوهاي ايكس و گاما. دهد مي

در  .شوند ه حاصل ميها  از دو شكست جداگان سانتريك
زهاي كم هر دو شكست بر اثر يك ذره باردار ايجاد دو
رابطه خطي ساده با دوز  ،شود كه در اين صورت آسيب مي

تابشي دارد و در دوزهاي بالاتر با احتمال بيشتري دو شكست 
شود كه در اين صورت  جداگانه براثر دو ذره باردار ايجاد مي

تعداد دي  Y). 2(ي است آسيب متناسب با مربع دوز تابش
مربوط به دي  C، و  Dسانتريك ها در سلول براي دوز 

  ).2،3(است ) كنترل(سانتريك هاي خودبخودي در دوز صفر 
بنابراين شكي نيست كه اين منحني درجه دو است و با نتايج 

، اما فرمول حاصل از )14،7-18(ساير مطالعات مطابقت دارد 
فرمول . تلف متفاوت استهاي مخ منحني براي آزمايشگاه

بدست آمده در اين مطالعه، مختص آزمايشگاه كشت سلول 
لازم به . االله است دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي بقيه

ذكراست با انجام اين مطالعه، اين مركز سومين مركز 
بيودوزيمتري ايران بعد از مراكز بيودوزيمتري سازمان انرژي 

  . پزشكي نوين خواهد بود اتمي ايران و انيستيتوپرتو
به هرحال هر روشي علاوه بر مزايا داراي محدوديت هايي 

در برخي افراد مانند افراد مسن و افراد داراي . نيز مي باشد
س ميتوزي خه ميتوز سلولي كند است و اندكنقص ايمني چر

همچنين اين روش وقت گير است و . بسيار پايين است
تهيه  .و تبحر نياز دارد يك ها به مهارتشمارش دي سانتر

منحني كاليبراسيون و انجام بيودوزيمتري در دوزهاي بالا به 
علت تاخير ميتوزي و نيز مرگ اينترفازي سلول ها با اين 

هاي جديد  در حال حاضر از روش. روش امكان پذير نيست

و دورگ گيري درجا با  (PCC)2تراكم پيش رس كروموزوم 
، اگر )4،7(شود  وزيمتري استفاده ميبراي بيود (FISH)3فلوروسنت 

هاي خاص خود در هر جايي  علت محدوديت ها به چه اين روش
  ). 8(قابل انجام نيستند 

مطالعه ما نيز در يك آزمايشگاه مختص بيودوزيمتري انجام 
عمومي بودن اين آزمايشگاه تحقيقاتي، اين   است و با توجه به نشده

  . فقط با روش آناليز متافاز استمركز قادر به انجام بيودوزيمتري 
  

  : پيشنهادات
هاي  با توجه به اهميت دقت در تشخيص با استفاده از روش .1

بيودوزيمتري، تأسيس يك آزمايشگاه مستقل بيودوزيمتري 
باليني ضروري به نظر  –به عنوان يك آزمايشگاه تحقيقاتي 

 .رسد مي

تند هس  آزمايشگاه هاي تحقيقاتي كه داراي اتاق كشت سلول .2
توانند  هاي تشخيص طبي كه مي و يا حتي برخي آزمايشگاه

هاي  خصوص آزمايشگاه مجهز شوند به  به اتاق كشت سلول
با راه اندازي روش  ،وابسته به مراكز درماني نيروهاي مسلح

پاسخ آمادگي لازم جهت  -آناليز متافاز و رسم منحني دوز
ا كسب بيودوزيمتري افراد پرتو ديده در سوانح پرتوي ر

 . نمايند

  
  تشكر و قدرداني 

اين مطالعه براساس طرح تحقيقاتي مصوب مركز تحقيقات 
تابشي و با تأييد و حمايت مالي پژوهشكده  –اي  مصدومين هسته

آوري دانشگاه علوم پزشكي  طب نظامي و اداره تحقيقات و فن
بدين وسيله از كليه دست اندركاران اين . االله انجام شده است بقيه
كشت  ،ايمونولوژي  هاي رم در آزمايشگاهموعه، از همكاران محتمج

... ا سلول و فيزيولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي بقيه
  .شود پزشكي نوين تقدير و تشكر ميو  انستيتوپرتو 

  
  

                                                 
2. Premature Chromosome Condensation  
3. Flurescence In Situ Hibridisation  
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