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皮细胞。

本文方法所分离的肺动脉内皮细胞，细胞

活力 、 纯度和贴壁率都较高，培养 中生长 良

好，已传 6 代，生物学特征仍保持正常 ， 冻存

后复苏率较高，经鉴定是内皮细胞， 可以作为

肺动脉内皮细胞的体外模型进行研究。

由于肺动脉的内皮细胞与肺小血管的内皮

细胞形态和代谢方面有所差异[14]，因此用肺

动脉内皮细胞的实验结果在多少程度上反映肺

小血管内皮细胞的改变，尚难判定。

摘 要

以新生小牛JJm动脉为材料，采用灌流抽洗

一0.1% 胶 原酶消化法分离出小牛肺动脉内皮

细胞。以 199 培养液培养并已传 6 代，生长率、

分裂指数、 对数生长期群体倍增时间均与国外

报道近似，冻存后复苏率为 84 .2 土 8.3 %。通

过形态学特征和凝血回因子相关抗原检测证实

是内皮细胞。纤维连接蛋白或鼠尾胶原作培养

基质可显著提高该细胞的贴壁率。牛下丘脑和

牛视网膜来源的促生长物有显著促内皮细胞生

长作用。该细胞体外培养方法的建立， 为体外

研究肺血管内皮细胞的功能、 代谢及病理变化

提供了可靠模型。
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G 显带人体中期染色体亚显微结构的扫描电镜观察

郑高飞应建华宋颖曾 锋

(衡阳医学院超微结构研究室)

高岳生阳冬玉杨新

(衡阳医学院附二医院遗传室〉

应用扫描电镜(SEM)和光镜 (LM)对 比观

察技术研究人体中期染色体的带纹亚显微结构

国外有一些报道[I-3]，他们从各个不同的角度

阐述染色体的带纹的某些结构。 但至今对其精

细结掏及其变化规律尚未彻底了解，许多问题

有待进一步研究。本实验室用一种简便有效的

染色体G显带 SEM 技术(改良 Harrison [1 J方

法)制出 G带型纤维结构明显的染色体样品，曾

初步报道， 认为染色体的纤维结构较国外报道

的更为明显[4 J 。 现根据观察到 200一300λ 染

色质纤维结构水平描述λ体中期染色体 G 显

带各部分的亚显微结构，并对某些问题进行探
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讨，以便为 SEM 染色体的精细鉴 别和染色体

病的准确诊断提供依据。

材料与 方 法

由一病例外周血培养，经 LM 技术处理后 的正常

染色体核型用 Olympus 光镜检查， 选择理想的染色体

核型标志、 摄影，再将此核型作 SEM 技术 处理后在

S-570 扫描电镜下观察和拍照。

中期染色体的制备 按本室常规步骤在盖玻片上

制备样品[4) 。

扫描电镜样品处理参考 Harrison 等的方法[ 1 1 ，

但未用戊二隆、四氧化饿硫糖液( Osmiun-TCH)固定 ，

丙嗣脱水和 C02 1恼界点干燥等一系列步骤， 而是将正是

酶处理时间较长、显117明显的样品在光镜观察 拍 照

后， 作好标记， 用乙酸乙醋洗去香柏油， 取同一核型

的玻片样品用导电胶粘在铜制样品台上， 离子镀膜仪

溅射镀金。

结 果

染色体核型的 LM 和 SEM 比较 LM 与

SEM 样品对照观察发 现z 两者的 G带型、 着

丝点、随体都有明显的界限和 相同的位置。

LM 图像上染色体呈黑色， 背景白 色 ， G带型

是以染色的深浅区分为深染带区(阳性带区)和

浅染带区(阴性带区或间带区， 见图版图 A);

SEM 图像上染色体呈白色， 背景是黑色， G带

型是以纤维结构的排列区分为隆起带区(即LM

的深染带区)和凹陷带区(即 LM 的设染带区)

(图版图 B) 。

SEM 黛色体的形态在 SEM 下观察， 染

色体都是纤维结构，由直径 200-30 0 λ 的纤

维丝构成。染色单体彼此靠近。染色体周边呈

锯齿状(与膜酶处理有关) ， 并有许多松散包装

纤维丝向外伸展[10 J。隆起带区的纤维丝较密

集，并有较多的颗粒状物质。凹陷带区的纤维

丝基本上是纵向排列，也有呈 网 状排列，如

x、 y 和各号染色体的短臂。 尚有少 量颗拉状

结构。

各号染色体的 G带型 根据我室制备的染

色体的 SEM 图像，从 7 组染色 体中各组选 1

条(C 组 3 条)及性染色体 x 和 Y 共 11 条进行

分析。 A组 2 号染色体的隆起 带(↑箭头指

示)， 短臂可见 4 条， 中段 1 条较宽且明显;长

臂可见 7 条，中段 2 条较宽且明显。 B组 5 号

染色体的隆起带， 短臂可见 2 条，其中 1 条明

显且宽F 长臂有 7 条， 近侧段有 2 条较平坦，

中段有 3 条明显，远侧段有 2 条较窄。 C 组 6

号染色体的隆起带， 短臂近侧段有 1 条，远侧

段有 2 条， 中段有 1 条宽阔的凹陷带F 长臂有

5 条，近侧段 1 条紧贴着丝点， 中段 3 条较明

显， 远侧段末端 1 条较窄。 C组 7 号染色体的

隆起带，短臂有 3 条， 中段 1 条较 窄 且不明

显， 远侧段末端 1 条稍宽且非常明显; 长臂有

3 条 ， 都很明显， 第 2 和第 3 条比较接近。 C

组 8 号染色体的隆起带， 短臂有 2 条; 长特有

4 条，远侧段 2 条较明显。 D组 1 4 号染色体

的隆起带， 长臂可见 5 条，近中段 1 条和远侧

2 条 很明显， 近侧段和中段各有 1 条较平坦。

E组 16 号染色体的隆起带，在短付中段有 1 条

且不太明显F 长臂有 3 条， 近着丝点 1 条明

显。 F 组 19 号染色体的隆起带在着丝点有 1

条很明显， 长臂中段有 1 条不明显。 G组 22

号染色体的隆起带，在长臂可见 2 条，近侧段

的 1 条紧贴着丝点。 x 染色体短ff中段和远侧

未端各有 1 条明显的隆起带z 长ff可见 4 条，

第 1 、 第 4 条较窄， 第 2 、第 3 条较宽，以第

2 条最明显， 与短臂中段的隆起带对称。 y 染

色体的长臂远端有 2 条隆起带。

按照上述观察程序分析其余染色体的隆起

带区即可识别各号染色体的 差异。 例如 B 组

4 号和 5 号染色体的形态与隆 起带的数目相

同， 但从长臂来看， 5 号染色体中段有 3 条明

显的隆起带，而 4 号染色体则在近侧段有 1 条

明显而宽的隆起带， 可供识别。

着丝点 各号染色体的着丝点都是纤维丝

构成(如各图A箭头指示的部位)。有些染色体

在这个窄区内纤维丝是平行于染 色 体 纵轴排

列 ，粗细相当 ， 数量较其他部位少，向外伸展的

纤维丝也极少。如 1-1 0 、 1 6 、 17 和 X ， Y 等染

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



36 细胞生物学杂志 1991 年

色休。 有些染色休的着丝点纤维丝较多，排列

紧密，向外凸出，并有少量颗粒。 如 7、 11-

16、 1 8-22 号等染色体。在 2 号染 色体的中

央着丝点的纤维组成 4 条束状， 彼此有明显的

间隙。

随体 在 13 、 1 4 、 1 5 、 2 1 、 22 号染色体

的随体呈现无规则的球状，直径差异很大， 但

较染色体的宽度小。纤维丝的排列无规则或呈

纵形，有向周围伸展的纤维丝，也有少量颗粒。

随体与其他染色体之间常有纤维丝连接，如图

13 、 1 4 、 15 、 21 号染色体。

染色体之间的连结 相互靠近的染色体之

间常有纤维丝连结。如图 3 、 7 、 11-15 、 2 1 、

y 等染色体。纤维丝的粗细与染色体本身的纤

维丝类似。 在 3 、 11 、 1 4 号等染色体还可见到

较粗的连接纤维丝。这些连接纤维丝似乎无固

定位置， 长短不一。

讨 论

应用 SEM 研究人体中期染 色 体经G带显

带处理后的亚显微结构， 样品的处理和核型的

选择是关键。为了获得染色质纤维结柿，适当

延长膜酶处理时间是必要的。 但会使光镜下所

见染色体塌陷， SEM 下松散包装纤 维增加。

LM 和 SEM 的对比观察 也很重要。国外已报

道染色体G带型的 SEM 图像[1-3 ] ， 其纤维丝

较紧密，染色质纤维结构不大清楚。我们则适

当延长膜酶的处理时间，选择染色体较长，带

型较松散， 而获得染色质纤维结构清晰的 SEM

图像， 其隆起带区和凹陷带区明显，这种带型

结构较之国外报道的 SEM 图像更易辨识。

同一人体中月j染色体通过 LM 技术和SEM

技术连续处理和观察，揭示了 LM 染色体的带

型与 SEM 染色体的带型是 相吻合的。由于

SEM 的分辨率和光学性质 的不同，使 LM 只

能看到染色体G带型的大体结 构，而 SEM 却

能显示染色体的精细结柏和三维图像， 因而给

染色体的研究提供了一种新的手段。

在 SEM 下， G显带染色体展现 出纤维丝

结构， 这些纤维丝称为染 色质纤 维。 Bahr ，

G.F. 认为 200 λ直径是人体细胞间期和中期

染色质纤维的正常直径[ 5] 。 染色质纤维的直径

因化学药品处理的影响而发生差别， 正常范围

是 200-300 λ 。根据 Bahr 的纤维 丝 折迭模

型[叫， 染色质纤维可折造成诅路环而形成颗粒

状， 这就是染色质粒。 G 显带人体中期染色体

的隆起带区，由于染色质纤维和染色质粒的积

集而形成凸起状， 而凹陷带区主要是纵向排列

的染色质纤维， 染色质粒稀少，故成凹陷状。

关于凹陷带区中是否存在染色质粒值得探

讨。本文 G 显带染色体 SEM 图像中可见凹陷

带区中存在染色质粒， 这种现象有两种可能z

二种是在样品制作过程中人为地使隆起带区的

染色质粒移到凹陷带区去。另一种是染色体自

身固有的结构。我们发现几乎所有染色体的凹

陷带区都有少量的染色质粒，因此，认为后一

种的可能性大。

在染色体中颗粒有大有小， 表明染色质粒

的直径并非完全相同， 这是由于染色质纤维折

迭迥路环的结构不同或 DNA 螺旋化的程度不

同所致。探讨染色质粒的结构和它在隆起带区

和凹陷带区及其他部位的排列规律，是研究染

色体亚显微结构的关键问题之一。

从本文 24 条中，选出 11 条的 G 带型染色

体的 SEM 图像中 ， 表明了下歹IJ 4 个问题 : 1.

各号染色体都有自身固定方式的。带型，说明

染色质纤维和染色质 粒的排歹Ij是有一定的规

则 1 2. 各号染色体 G 带的数量、宽度和隆起

程度各不相同， 说明每一染色体都有自身特异

的染色质纤维和染色质粒的排列结构，这就为

在 SEM 下精确鉴别各号染色体和准确诊断染

色体病提供依据1 3 . 隆起带区和染色质粒的

凸起形状，说明染色质纤维和染色质粒是以阶

梯形式排列在染色体的外围，无论是长臂或短

臂都是这样，而且两条染色单体都是一致的F

4. 凹陷带区染色质纤维的纵行排列，揭示一条

染色质纤维通过折迭成坦路环构成染色质粒后

又延伸折选成迥路环掏成下一个染色质粒，如
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此连续形成多个的彼此串连着的染色质粒， 这

是符合 Bahr 的染色质纤维折造原理[6] 。

在 SEM 图像， 染色体周边呈锯齿状， 并有

许多纤维丝向外伸展。这种现象与膜酶处理和

冰冻滴片有关系。因为膜酶处理时间稍长， 蛋

白质成分较少，结构不紧密，加上冰冻滴片，

使染色体处于铺展状态，因此产生锯齿状和散

出的松散包装纤维丝。

Mace ML 等用扫描电镜技术报道着丝点

是平行于染色体纵轴的紧紧地捆在-起的染色

质纤维结构[7]。我们观察的结果与他们报道的

相符。但这个区是否有染色质粒或简单的染色

质纤维折洼的迥路环尚未肯定。在本文 1 、 3-

8 号染色体中可见到染色质粒。在 2 号染色体

中，中央着丝点的染色质纤维分成 4 束， 彼此

还有明显的间隙，这可以证实姊妹着丝点。根

据 Stubblefield ， E. 等报道[8 J : 中央着丝点染

色体呈现 4 个密集体，其间保留一个中心孔。

末端着丝点染色体只有两个密集体。本文 2 号

染色体中央着丝点染色质纤维分成 4 束， 可能

是 4 个密集体松懈和延伸的结果。

随体染色质纤维的排列是无规律的，变化

较大，纤维丝直径的变化也大， 而且此处的染

色质纤维与邻近染色体相连接。在随体中也有

稀少的染色质粒，并非完全是纤维结构。

染色体之间常有纤维连结， 纤维丝的直径

通常与染色体内部的染色质纤维相似， 也有稍

粗的。这种连接一般是染色体之间近距离才存

在的，有时也可见到染色体之间远距离的连接

纤维丝，其长度比染色体的 长度大几倍。

Golomb 和 Bahr认为前者是染色体之间纤维丝

状的联系，后者是染色体连接纤维丝，它可分

输出纤维丝和输入纤维丝， 这种纤维丝常出现

在染色体的端粒上[9]。本文 14 号染色体的随

体有两条较粗的纤维丝， 这种粗大纤维丝可能

是该染色体自身几根染色质纤维组成。也可能

是 Bahr 等所说的连接纤维丝 (只是较短)，由

14 号染色体的输出纤维丝和 1 6 号染色体的输

出纤维丝共同组成。但是 Elspath 等认 为染色

体周围散出的纤维是松散包装纤维，与样品的

处理有关[ 10 ] 。

纤维丝结构是 SEM 染色体的主要特征，深

入研究与掌握这种精细结构的规律，有利于精

确鉴别各号染色体及其正、异常结构，从而提

高临床诊断染色体带区异常的准确性。

摘要

经 G 带常规显带处理的人体中期染色体，

通过光镜(LM)和扫描电镜(SEM)的对比观察 ，

各号染色体的带型、 着丝点和随体都是一致

的。在 SEM 下， G 显带人体染色体显示亚显

微结构， LM 所见的深染带区(阳性带区)呈现

隆起状F 而浅染带区(阴性带区)呈现凹陷状，

分别称为隆起带区和凹陷带区。 各号染色体都

是由直径 20'0-300 Å 的染色质纤维掏成，这些

纤维丝在凹陷带区是纵向排歹IJ ; 在隆起带区是

折迭环绕后形成许多颗粒状的染色质粒;在着

丝点是纵向排歹IJ; 在随体的排列是不规则。染

色质粒在着丝点、随体和凹陷带区也可见到。

染色体之间有长短和粗细不同的纤维丝互相连

结。 SEM 图象表明 : 各号染色体都有自身固

有的染色质纤维和染色质粒的排列结构，可为

在 SEM 下精细鉴别各号染色体和准确诊断染

色体病提供依据。
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胞质分裂阻滞细胞的微核检测j及方法学初步研究
j尤宗 丽 薛开先

(南京江苏省肿瘤防治研究所)

培养人体外周血淋巴细胞的微核检测，是

近年来常用的体外短期检测方法之一， 可用 来

评价被检理化因子对人体细胞的遗传毒性 ， 及

监测环境、职业接触等有害因子对人类的潜在

致癌作用。为了进一步提高该方法的敏感性 ，

根据微核起源于染色体断片与蓓后染色体的观

点， Fenech 等用松胞素-B ( Cytochalasin- B , 

Cyt-B)阻油胞质分裂，计数 CB-双核细胞微

核[1] 。应用这种胞质分裂阻滞微核测试法 (CB­

MNT ) , 检测不同年龄健康人的自 发微怯率

(MN酌， 发现较常规法敏感[2] 。 近 来还用于

生物剂量计的研究[3 ， 4]。进 一步将 CB-MNT

用于动物细胞， 评价化学品的遗传毒性与细胞

动力学效应，发现亦优于常规法[5 ， 6] 。 看来

CB-MNT 是一个有价值的短期检测方法，但国

内尚未见较详细的方法学报告，故现将本实验

室应用此法的体会和一些方法学的初步研究简

报如下，以供参考。

实验程序

, . 检测细胞的培猿人体外周血全血或富集白

细胞层、 分离淋巴细胞均可用于培养， 一般培养方法

与以往报告相同 [4 ， 71。近来有人把啃齿类动物的外周

血淋巴细胞或细胞系作为检测的细胞系统[S刑。

2 . 细胞的处理 各种放射线如 X 线 ， r 线等可在

培养前先行照射全血ih4 ] ， 化学品常与 Cyt-B 同时加

入培养物。在小鼠叫体内给约，体外培养外周血。

3 . 胞质份裂阻断 在全血培养后 44 小时jJ口入终

浓度为 3μg/ml 的 Cyt-B ， 并同时加入不同处理浓度

的化学品， 但不同的细胞测试系统加入 Cyt-B 时间可

不同怡 . 61 0 Cyt-B 阻断入与动物细胞胞质分裂的最佳

浓度亦为 3 附/ml(S ，的

4 . 制片 处理后继续培养 28 小时收获细胞，制

备完整淋巴细胞微核片， Giemsa 染色 (pH 6.8 PB) 。

细胞的处理时间视检测细胞系统而定l川]。

5. 观察与分析 通常每个观察组或观察对象， 在

汕镜下观察 5 0 0→1000 个 CB 双核细胞以计数微核 ，求

出微核率或微核细胞卒(%0 ) 。 由于不同 MNF 出现的

频度呈 Poisson 分布，故可用相应的统计方法进行处

理。如组间平均 MNF 差异的比较可用 μ 检验等.

DMSO 对 MNF 的影响

为了观察加进培养物的 Cyt-B 贮存原液中所含

DMSO 对淋巴细胞 MNF 的影响， 我们在 5 例供血员

的每瓶培养物中加入相当于原液所含E的 DMSO 7.5 

μ1 ， 设置空白对照 (原液用培养液稀释)，结果表明原

液中所含量的 DMSO 对淋巴细胞 MNF 无明显影响

(参见表 1 )。

我， DMSO 对健康人淋巴细胞 MNF 的影

对照 DMSO 

例数 5 。

观察淋巴细胞数(个) 13 , 090 19 ,500 

MNF( %o) 6.187 :t 5.976 5 .699 土 4.721

CB-MNT 与常规法 C-MNT 健康人 MNF 的比较

本实验共在 8 例健脱供血员巾， 比较了常规法与

CB-MNT 的自发 MNF， 结果表购 CB-MNT 的平均

MNF明显高于常规法(参见表 2 )，这与以往报告的相

同问。 但两法检测理化因子诱发蚀核的敏感性， 尚待

进一步研究。

表 2 CB-MNT 与 C-MNT 健康人 MNF

的比较

例数 CB-MNT C-MNT P 值

MNF" 8 8 . 30 士 6 . 00 5 . 71 土 4 . 76 <0 .05 

公 CB 法 MNF = 微核查生/500 个 CB 双核细胞

常规法 MNF = 微核数/1000 个单核桃巴细胞
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