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摘要　 目的　 为了更有效地检测细胞 ＤＮＡ 损伤，对彗星实

验的影响因素进行优化并建立阳性对照。 方法　 以传统碱

性彗星实验为基础，对制胶方法、凝胶浓度、琼脂糖溶剂、裂
解时间、细胞密度和电泳电压加以优化。 以过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）作为 ＤＮＡ 损伤诱导剂诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞作为该实验

的阳性对照。 结果　 优化后的实验结果显示，制胶方法由三

步法进步为两步法，以 ＰＢＳ 为琼脂糖溶剂，０. ８％正常熔点琼

脂糖制备底层胶，０. ７％低熔点琼脂糖与细胞悬液混合作为

第二层胶，制胶效果好，操作更简单省时，较好地解决了脱胶

问题。 裂解 １ ｈ，１ Ｖ ／ ｃｍ 电压电泳，获得了具有代表性的彗

星图像，结果易于判读，能有效避免假阳性结果。 并对不同

浓度 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＬ⁃６０ 细胞 ＤＮＡ 损伤情况进行比较，成功

建立了彗星实验的阳性对照。 结论　 与传统方法相比，优
化后的彗星实验方法成本更低，更简单、快速、准确，重复性

也更好，能够快速检测细胞中的 ＤＮＡ 损伤。
关键词　 彗星实验；ＨＬ⁃６０；ＤＮＡ 损伤模型
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　 　 彗星实验是一种基于凝胶电泳的方法，可在单

细胞水平上测量 ＤＮＡ 损伤。 目前，彗星实验根据裂

解液 ｐＨ 的高低可以分为碱性彗星实验［１］ 和中性彗

星实验［２］。 碱性彗星实验灵敏度较高，广泛用于

ＤＮＡ 单链、双链断裂或碱不稳定位点的检测。 影响

彗星实验结果的因素比较多，如琼脂糖浓度、细胞密

度、电压以及其他未知原因［３ － ５］，因此实验中选择合

适的阳性对照对于彗星实验结果可信度非常重要。
过氧化氢（ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２ ）是一种强氧化

剂，将细胞暴露于 Ｈ２Ｏ２ 会导致细胞 ＤＮＡ 发生损

伤［６］。 有研究［７ － ８］通过 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理构建

人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）的损伤模型。 另有研究［９ － １２］

选用 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理的心肌细胞（Ｈ９ｃ２ 细胞）
构建损伤模型。 不同细胞对 Ｈ２Ｏ２ 的敏感性不同，
因此，构建细胞损伤模型时应根据细胞类型来确定

Ｈ２Ｏ２ 浓度。 目前，体外损伤模型的建立主要集中在

肝细胞或心肌细胞。 对于白血病细胞 ＨＬ⁃６０ 损伤

模型构建的研究很少。 因此，该研究以 Ｈ２Ｏ２ 为

ＤＮＡ 损伤诱导剂，探讨影响彗星实验结果的可能因

素，分析各种影响因素对彗星实验结果的可能原因，
为稳定可靠的彗星实验提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料 　 ＩＭＤＭ 基础培养基、细胞培养用血清

（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）、１００ ０００ Ｕ ／ Ｌ 青链霉素均来自

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；６ 孔板和 Ｔ２５ 培养瓶购自康宁 Ｃｏｒ⁃
ｎｉｎｇ 公司；ＨＬ⁃６０ 细胞为本实验室保存。 ３０％ Ｈ２Ｏ２

来自重庆川东化工有限公司；ＮａＯＨ 来自天津科密

欧公司；Ｎａ２ＥＤＴＡ、正常熔点琼脂糖来自北京索莱

宝科技有限公司；月桂酰基氨酸钠、氯化钠、低熔点

琼脂糖均来自德国 Ｓｉｇｍａ；磨砂载玻片来自广州帆

船；黏附载玻片和盖玻片来自江苏世泰。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 ＨＬ⁃６０ 细胞培养 　 ＨＬ⁃６０ 细胞培养于 Ｔ２５
的细胞培养瓶，并使用 ＩＭＤＭ 完全培养基进行培养，
完全培养基组成包括 ２０％ ＦＢＳ、１％ 青链霉素；每天

观察细胞生长情况，每隔 １ ｄ 进行 １ 次半量换液，细
胞生长密度约 ９０％时进行传代培养。
１． ２． ２　 制胶方法的优化　 传统的制胶流程为：向载

玻片上滴加 １００ μｌ 正常熔点琼脂糖，加盖盖玻片压

平，４ ℃、１０ ｍｉｎ 后，取下盖玻片，获得底层胶；在底

胶上加入混有细胞的低熔点琼脂糖，并用盖玻片压

平，４ ℃、１０ ｍｉｎ 后，取下盖玻片，获得第二层胶。 最

后根据制备底胶的方式制备第三层胶，形成类似

“三明治”式的胶层结构。 Ｏｓｔｌｉｎｇ ｅｔ ａｌ ［１］的制胶方

法需要 ３ 个步骤，制备的胶层较厚，在后续实验中容

易脱胶。 因此，本研究对该方法进行了优化，将制胶
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步骤由 ３ 步改为 ２ 步，具体优化步骤如下。
　 　 ① 底层胶的制备：传统方法需要向载玻片上滴

加 １００ μｌ 正常熔点琼脂糖，加盖盖玻片（压片法）；
优化方法为用镀膜法制备底胶，将洁净预热的磨砂

载玻片垂直放置于盛有正常熔点琼脂糖溶液的烧杯

中约 １ ｍｉｎ，然后水平放置于 ４ ℃ 的载玻片架上 ５
ｍｉｎ。 对不同浓度的正常熔点琼脂糖（０. ８％ 、１％ ）
进行筛选，观察后续实验中是否有脱胶。 ② 包埋细

胞胶层的制备：将细胞悬液与低熔点琼脂糖凝胶混

合（３７ ℃），滴加 １００ μｌ 于底层胶上，盖上载玻片，４
℃、１０ ｍｉｎ。 对不同浓度的低熔点琼脂糖（０. ５％ 、
０. ７％ 、１％ ）进行筛选，观察后续操作中是否有脱

胶。
１． ２． ３　 琼脂糖溶剂的筛选　 称取相应克重的琼脂

糖，加入超纯水和 ＰＢＳ 通过微波炉溶解。
１． ２． ４　 胶层中细胞密度的筛选　 收集生长状态良

好的 ＨＬ⁃６０ 细胞，用 ＰＢＳ 调整细胞密度为 ２ × １０５ 和

６ × １０４个 ／ ｍｌ，将细胞悬液与低熔点琼脂糖溶液按 １
∶ ３ 的体积比混匀，取 １００ μｌ 细胞 － 琼脂糖混合物

转移到适当的正常熔点琼脂糖包被的磨砂载玻片

上。 立即加盖盖玻片，注意使载玻片尽可能保持水

平，４ ℃、１５ ｍｉｎ。 染色后通过荧光显微镜观察凝胶

中细胞密度。
１． ２． ５　 碱性裂解时间的优化　 将包埋有细胞的载

玻片置于染色缸中，加上碱性裂解液，４ ℃下避光、
裂解。 对不同裂解时间（１ ｈ、过夜裂解）进行筛选，
观察细胞在琼脂糖层中的拖尾情况。
１． ２． ６　 阳性对照实验 Ｈ２Ｏ２ 浓度的筛选　 Ｈ２Ｏ２ 处

理 ＨＬ⁃６０ 细胞 ２０ ｍｉｎ， 对不同 Ｈ２Ｏ２ 作用浓度

（０. １％ 、０. ０１％ 、０. ００１％ 、０. ０００ １％ ）进行筛选。

２　 结果

２． １　 制胶方法的优化　 本研究对传统制胶法进行

了优化，即只包含底胶和含细胞胶层。 制备底胶时，
采用镀膜法，制备包埋细胞胶层时采用压片法。 实

验结果显示，镀膜法制备的底胶表面光滑，可以解决

脱胶问题，且易于学习和操作，在后续实验中没有发

生脱胶。 使用浓度为 ０. ８％ 和 １％ 的正常熔点琼脂

糖进行镀膜时，浓度为 ０. ８％ 的正常熔点琼脂糖制

胶效果佳。 凝胶能较好的吸附于载玻片上，胶面光

滑，在后续实验中凝胶没有发生脱落。 根据实验结

果，选择 ０. ８％ 正常熔点琼脂糖溶液制备底胶。 结

果显示，采用浓度为 ０. ５％ 、０. ７％和 １％的低熔点琼

脂糖包埋细胞时，０. ７％包埋效果最好。 此时凝胶与

正常熔点琼脂糖膜的黏附性较好，在后续实验中凝

胶没有发生脱落（制片操作流程见图 １）。

图 １　 彗星实验制片流程

２． ２　 琼脂糖溶剂的选择　 将未经 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＬ⁃
６０ 细胞包埋在低熔点琼脂糖中进行实验，结果显

示，当琼脂糖溶剂为超纯水时，ＨＬ⁃６０ 细胞出现拖尾

（图 ２Ａ）。 当琼脂糖溶剂为 ＰＢＳ 时，ＨＬ⁃６０ 细胞没有

拖尾（图 ２Ｂ）。

图 ２　 琼脂糖溶剂对彗星实验结果的影响 × ２０
　 　 Ａ：超纯水溶解琼脂糖对彗星实验结果影响；Ｂ：ＰＢＳ 溶解琼脂糖

对彗星实验结果影响

２． ３　 合适细胞密度的选择　 在荧光显微镜下观察

未经 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＬ⁃６０ 细胞电泳结果。 结果显

示，当凝胶中细胞密度为 ２ × １０５ 个 ／ ｍｌ 时，视野中

细胞数量较多（图 ３Ａ），视野内细胞过于密集，不利

于图像分析。 当凝胶中细胞密度为 ６ × １０４ 个 ／ ｍｌ
时，可观察到适量细胞，约为 ７ 个（图 ３Ｂ），视野中细

胞数量适宜图像分析，选择 ６ × １０４ 个 ／ ｍｌ 作为凝胶

中的细胞密度。

图 ３　 不同细胞量在视野中的显示情况 × ２０
　 　 Ａ：细胞密度为 ２ × １０５ 个 ／ ｍｌ；Ｂ：细胞密度为 ６ × １０４ 个 ／ ｍｌ
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２． ４　 细胞裂解时间的优化 　 将未经 Ｈ２Ｏ２ 诱导的

ＨＬ⁃６０ 细胞包埋在低熔点琼脂糖中进行实验，结果

显示，过夜裂解细胞，ＨＬ⁃６０ 细胞 ＤＮＡ 存在拖尾（图
４Ａ）。 裂解时间为 １ ｈ，ＨＬ⁃６０ 细胞 ＤＮＡ 在电泳中没

有拖尾（图 ４Ｂ）。

图 ４　 裂解时间对彗星实验的影响 × ２０
Ａ：过夜裂解；Ｂ：裂解 １ ｈ

２． ５　 电泳电压的优化 　 结果显示，电压为 ０. ６ Ｖ ／
ｃｍ 时，０. ００１％ Ｈ２Ｏ２处理 ＨＬ⁃６０ 细胞 ＤＮＡ 在电泳

中形成刺猬状。 电压为 １ Ｖ ／ ｃｍ 时，此时 ＤＮＡ 在电

泳中形成的彗星尾清晰，容易判读。 电压为 １. ５ Ｖ ／
ｃｍ 时，ＤＮＡ 在电泳中形成的彗星尾清晰度较差，不
易判读。 电压为 １. ７５ Ｖ ／ ｃｍ 时，ＤＮＡ 在电泳中形成

的彗星尾和彗星头部已经分离。 见图 ５。
２． ６　 阳性对照实验的筛选　 本研究通过优化后的

彗星实验检测不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ （０. １％ 、０. ０１％ 、
０. ００１％ 、０. ０００ １％ ）处理的 ＨＬ⁃６０ 细胞 ＤＮＡ 损伤

情况，验证优化后的实验体系是否可靠，并建立

ＤＮＡ 损 伤 模 型。 结 果 显 示， ０. １％ 、 ０. ０１％ 和

０. ００１％ Ｈ２Ｏ２ 处理细胞 ＤＮＡ 都出现拖尾，但 ０. １％
和 ０. ０１％ Ｈ２Ｏ２ 处理组 ＤＮＡ 拖尾较大，彗星头和彗

星尾已分离，不易判读。 ０. ０００ １％ Ｈ２Ｏ２ 处理组细

胞在电泳中形成刺猬状，不易观察。 见图 ６。

图 ５　 不同电压大小对彗星实验的影响 × ２０
　 　 Ａ：０. ６ Ｖ ／ ｃｍ 电压；Ｂ：１ Ｖ ／ ｃｍ 电压；Ｃ：１. ５ Ｖ ／ ｃｍ 电压；Ｄ：１. ７５
Ｖ ／ ｃｍ 电压

３　 讨论

　 　 彗星实验是一种灵敏、快速的实验方法，用于检

测真核生物单个细胞中 ＤＮＡ 双链和单链断裂以及

碱不稳定位点［３］。 近年来，该方法已广泛应用于遗

传毒理学、环境生物监测和细胞凋亡等研究［４ － ５］。
本研究探讨了影响彗星实验结果的可能因素，为稳

定可靠的彗星实验提供理论依据。
　 　 传统彗星实验存在操作复杂，胶面不光滑和易

脱胶等问题［１３］。 底胶不均匀和脱胶的原因主要是

制备底胶时采用压片法，需要将盖玻片揭去。 本研

究采用镀膜法制备底胶克服了胶体不均匀和脱胶的

图 ６　 不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 对 ＨＬ⁃６０ ＤＮＡ 损伤影响 × ２０

Ａ：０. １％ Ｈ２Ｏ２；Ｂ：０. ０１％ Ｈ２Ｏ２；Ｃ：０. ００１％ Ｈ２Ｏ２；Ｄ：０. ０００ １％ Ｈ２Ｏ２；Ｅ：空白对照组

·１２２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４；５９（２）



表 １　 彗星实验障碍及解决方法

彗星实验可能出现的障碍 原因分析 解决方法

琼脂糖凝胶脱落 １ 琼脂糖溶液与磨砂载玻片没有充分接触 １ 镀膜法制胶时使载玻片在琼脂糖溶液中停留时间久一点

２ 琼脂糖溶液浓度较低 ２ 选择适宜的琼脂糖浓度

３ 环境湿度较高 ３ 预热磨砂载玻片

未经处理的细胞出现拖尾 １ 细胞处于 ｓ 期
１ 通过 ＤＮＡ 含量分析判断受损细胞是否处于 Ｓ 期（单个彗星的荧

光强度与 ＤＮＡ 含量成正比）
２ 细胞裂解时间过长 ２ 缩短细胞裂解时间

３ 细胞受到机械损伤 ３ 操作过程动作轻

４ 琼脂糖溶剂选择超纯水 ４ 琼脂糖溶剂选择 ＰＢＳ
没有彗星尾巴或呈刺猬状 １ 低熔点琼脂糖浓度过高 １ 选择适宜的琼脂糖浓度

２ 细胞裂解不充分 ２ 增加细胞裂解时间

３ 电压太小，电泳时间过短 ３ 增大电压，增加电泳时间

彗星尾巴太长 １ 细胞裂解时间太长 １ 缩短细胞裂解时间

２ 电压过大，电泳时间太长 ２ 选择合适电压大小和电泳时间

问题。 实验表明，包埋胶层的脱胶主要与低熔点琼

脂糖的浓度和涂胶方式有关。 若采用“三明治”法

制胶，每一层胶凝固后都需移去盖玻片，极易导致脱

胶。 经优化后，以 ０. ７％低熔点琼脂糖作为包埋层，
采用“压片法”将其展开，这种“双层凝胶法”操作简

便，较好地解决了脱胶问题。 在制胶过程中确保细

胞完整性也是实验成功的关键点，当溶剂为超纯水

时，未经处理的 ＨＬ⁃６０ 细胞出现拖尾。 超纯水促使

细胞膜破裂，暴露的 ＤＮＡ 与凝胶中存在的水和氧自

由基（ＲＯＳ，ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ）进行水解和氧化

反应，从而导致 ＤＮＡ 损伤［１４］。 以 ＰＢＳ 为溶剂，它能

较好维持细胞结构和生理完整性，有助于细胞保持

在其生理 ｐＨ 范围内，并在短期内保持细胞高活

力［１５］。
　 　 细胞密度也会影响彗星实验结果的判读［４］，最
佳的细胞密度是决定实验成败的关键因素。 一个视

野内的细胞数量应尽可能多，同时又不重叠，这样图

像的获取快速又方便。 结果表明，当细胞密度为 ６
× １０４ 个 ／ ｍｌ 时，视野中约有 ７ 个细胞，细胞分布较

好，适合凝胶中的细胞密度。 同时，细胞密度也需要

根据待测细胞的类型来确定［４］。 当细胞 ＤＮＡ 损伤

严重时，彗星拖尾较长，应适当降低细胞密度。 当细

胞 ＤＮＡ 损伤较轻时，可适当增加细胞密度。
　 　 由于电泳电压和裂解时间会对彗星实验结果产

生影响，因此，每次实验的电泳条件应保持一致，以
避免因电泳条件不同而出现“假阳性”结果。 本实

验中，电压为 １ Ｖ ／ ｃｍ，电流为 ２５ ｍＡ，电泳时间为 ２５
ｍｉｎ 可以将损伤的 ＤＮＡ 泳出。 若电压太小，断裂

ＤＮＡ 不能被泳出；电压太大，则形成的彗尾较大，不
利于图像分析。 因此，选择 １ Ｖ ／ ｃｍ 电压作为该实

验的电泳电压。

　 　 由于彗星实验结果的影响因素繁多，因此在实

验中需要设置对照来确保实验设计的合理性、实验

结果的可靠性和有效性。 Ｈ２Ｏ２ 进入细胞会产生氧

自由基从而造成细胞的 ＤＮＡ 损伤，本研究采用

Ｈ２Ｏ２ 作为 ＤＮＡ 损伤剂诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞以建立阳性

对照。 实验显示，０. ００１％ Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＬ⁃６０ 形成的

损伤图像清晰，彗星头清晰，彗尾长度适中，结果容

易判读，根据实验结果，选择 ０. ００１％ Ｈ２Ｏ２ 诱导作

为该实验的阳性模型。 高浓度 Ｈ２Ｏ２（０. １％ Ｈ２Ｏ２和

０. ０１％ Ｈ２Ｏ２） 诱导 ＨＬ⁃６０ 形成的损伤较严重，彗星

头很 小， 结 果 不 容 易 判 读。 同 时 低 浓 度 Ｈ２Ｏ２

（０. ０００ １％ ） 诱导 ＨＬ⁃６０ 形成的图像为刺猬状，不
容易产生彗星。 因此，在实际彗星实验中要针对不

同细胞选择合适的 Ｈ２Ｏ２ 作为阳性处理。
　 　 综上所述，彗星实验作为检测 ＤＮＡ 损伤的经典

方法，结果会受到多方面的因素影响，这些影响因素

可能出现的原因及解决的方法如表 １ 所示。 在实验

过程中通过实验流程的优化和阳性对照实验的建立

才能保证准确有效彗星实验结果。
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ｍｉｚｅｄ． ＨＬ⁃６０ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ （Ｈ２Ｏ２） ａｓ ａ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｒ ａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ⁃ｓｔｅｐ ｍｅｔｈ⁃
ｏｄ ｔｏ ｔｗｏ⁃ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄ． ＰＢＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａｇａｒｏｓｅ ｓｏｌｖｅｎｔ， ０. ８％ ｎｏｒｍａｌ ｍｅｌｔｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ａｇａｒｏｓｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ
ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｌａｙｅｒ， ａｎｄ ０. ７％ ｌｏｗ ｍｅｌｔｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ａｇａｒｏｓｅ ｗａｓ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ａｓ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｌａｙｅｒ． Ｔｈｅ ｇｅｌ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ， ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅｒ， ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｓａｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｕｍｍｉｎｇ ｐｒｏｂｌｅｍ ｗａｓ ｂｅｔ⁃
ｔｅｒ ｓｏｌｖｅｄ． Ａｆｔｅｒ ｌｙｓｉｓ ｆｏｒ １ ｈ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｔ １ Ｖ ／ ｃｍ ｖｏｌｔａｇｅ， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｅｔ ｉｍａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｅａｓｙ ｔｏ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｖｏｉｄ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｃｏｍｅｔ ａｓ⁃
ｓａｙ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＨＬ⁃６０ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｍｅｔ ａｓｓａｙ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅｒ， ｆａｓｔｅｒ，
ｍｏｒｅ ａｃｃｕｒａｔｅ， ｌｏｗｅｒ ｃｏｓｔ ａｎｄ ｈａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｑｕｉｃｋｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｃｏｍｅｔ ａｓｓａｙ； ＨＬ⁃６０； ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｍｏｄｅｌ
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