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有关。有人[8 ]观察到大蒜根尖细胞， 在M期的

早前剧，染色线的螺旋结构并不紧密， 晚前期

才进一步螺旋化，前中期则比晚前期更加紧密 ，

形成染色体。

形态定 iE测量是集先进的计算机、 图像处

理 、 模式识圳和定量测试为一体的新技术[l ] ，

具有客观性强、重复性好等优点。 本研究采用

该技术对马 1!11I 1 !H.受精卵细胞分裂各期的形态特

征进行切i!IJ fit和计算， 建立了 8 个参数组成的细

胞二维形态计-E 参数数据资料。统计学处理结

果， 有 5 项参数的显著差异率在83% 以上。这

5 项参数从不同角度反映了M期各期细胞的异

型性。选择这些参数进行观测，将有助于分析

分裂各期的形态特征变化。 目前， 有关细胞分

裂各期的形态定量测定报道尚不多见， 缺乏反

映细胞分裂各期形态异型性的定量指标。我们

拟进一步根据这些参数， 选取其他细胞进行分

裂各期的观测，以建立细胞分裂各期的形态定

量指标，从而从量的角度进一步分析细胞分裂

各期的形态特征变化。

摘 要

川、白色 I组像分析仪， 对马 蜘| 虫受精卵有丝

分裂各月J Jfr行形态学测量， 每期测量 50 个细

胞。从细胞水平测量计 算了 8 项形态计 量参

数， 其中 5 项参数的显著差异率在 83% 以上 ，

反映了分裂各期的卵细胞的异型性。这些形态

计量参数， 为分析细胞有丝分裂形态变化的定

量指标提供了参考。
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一种快速简便检测 TGF-ß 生物活性的细胞光度比色法来

吴军 季闯行

(中国科学院上海细胞生物学研究所 20003 1) 

转化生长因 f是一类影响细胞生长和表型

的生物活性多!比[ 1] 。它在不同靶细胞和微环境

下， 不仅具有剌激或抑制细胞生长、 诱导细胞

分化和其它多种生物学效应[勺 ， 还能引起一些

正常细胞失去接触抑 mlJ ， 转化成为锚着不依赖

生长。通常利用这种特性使长在软琼脂上的成

纤维细胞形成细胞集蔼来检测TGF-ß活性[3] 。

此法操作繁琐，周期长'Ë一周以上。 另一种检

测 TGF-自 ì&性jj陆是利用 TGF-ß 能抑制招肺

上皮细胞 ( CCLj 6 4) 生长的特性[4]，结合放射

性同位素 8H-TdR 标记技术 ，测定 3H-TdR参入

细胞的脉冲数，计算出 TGF-ß 押市IJ CCLj 64 细

胞生民的抑制率。 但此法需要放射性同位素实

验设备，操作也不简便。

最近， 我们实验室在分离纯化人血小板的

T GF-ß 1 和测其生物活性过程中，利用最新发

· 施1同康老师对本文实验 tAi出了安贵的意见 ， 并
对本文作了多次修改， 特表谢意。
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展的 9 6 孔板光度比色法[5J测定了 TGF-ß 1 活 的孔内 ， 50-1 0 0μ1 /孔 ， 所有检测样品至少一式三

份。 37 0C ， 5 %C02 培养箱中培养， 48 小时，从培养

箱中取出 ， 将 96 孔板倒置倾去培养液，并用 DMEM/

A/H液轻洗-次， 要避免细胞脱落。

性， 效果甚好。此法同样运用 TGF-ß 对 CCLj

64 细胞生长的抑制， 用细胞 染色 代替放射性

同位素标记， 具有操作简便， 实验周期短、 所

得结果满意等优点。本文介绍这种方法的具体

程序。

3 . 细胞的固定与染色 板孔经轻洗后 ， 用 10%福

尔马林溶液固定 ， 10D μ1/孔 ， 室温， 30 分钟。接着用

pH 8. 5 10 mmol/L 砌酸缓冲液配制贱的 1% 甲烯蓝

材料 与方法 (methy lene blue)溶液进行染色， 1 CO μ1/孔。在未加

1. CCL/6 4 细胞的 96 孔板培养 将 CCL/ 64 细 细胞的 9 6 孔板周围孔内同样加入染色液，作光度比色
胞培养在含有 15%小牛血泊( BS ) 的 DMEM 培养液 时板的空白对照测试用。置室温 ， 30 分钟后 ， 再用同
中 ，接种在沁养瓶里(接种丑 5 x 10 5/ 5 ml) 0 3- .1 天后 ， 上的棚酸缓冲液洗涤 4 次 ， 10-15 秒/汰 ， 每次洗涤
用 0.5%膜酶消化细胞， 5-1 0 秒， 离心 ，收集 ， 用由 都应用缓冲液填满板内所有孔，将板翻转去除缓冲
DMEM、 0 . 5% 牛血清白蛋白 (BSA) 、 10 mmol/ L 液， 并放在吸水纸上轻拍干。每批实验的 9G 孔板洗涤
pH 7. 4 Hepes、 10 0 U/ml 青霉索、 100μg/ml 链霉素 应注意包括洗涤次数等操作条件一致性，否则会忌日向
组成的培养液(简称 DMEM/A/H 液 )洗涤 1 次后 ， 结果。
将细胞悬浮于 DMEM/A/H 液中 ， 滴种入 96 孔 培 4. 溶解组胞及光密度(O.D) 值测量 甲烯蓝染
养板内， 1 . 25X10'-4X 1 0 ' 细胞/20 0 μ1/孔 ， 放入 液染过的 96 孔板内加入以 0 . 1 mol/L 盐酸:乙醇
37 'C、 0 . 5%C02 培养箱内。每批实验种入每孔的细 = 1: 1 配制成的酸溶液， 200μ/孔， 溶解细胞，溶液

胞数应该相同。由于 96 孔板边缘孔内的培液易受到蒸 呈蓝色， 混匀， 用酶联免疫分光光度计测定波长 630

发而影响细胞生长，因此在板四周 36 孔内填满无细胞
m 的 O.D 值。

的 DMEM/A/H 培养液，并作光度比色时板的空白对 5 . 细胞数与 TGF-ß 对细胞生长抑制率的计算

照用。
细胞数/孔= (A630 - 0. 102) X 1. 20 X 105 

2. 加入 TGF-ß 1 样晶 CCL/ 64 细胞在 96 孔板 AÓ30 表示被测孔在波长 630 nm 的 O.D 值。 0 . 102
培养 2 小时后 ， 将含有不同 浓度的人血小板米源的 表示无细胞而被 染色的孔的 O.D 值平均值 ， 1. 20 X 

TGF-ß 1样品的DMEM/A/H培养液直接滴入种有细胞 10 5 表示 O.D 值为 1 时的细胞数。
一(不加 TGF-ß 对照组-加 TGF-ß 实验组 )O. D值或细胞数

CCL/ 64细胞生长抑制率( % ) = 不加 TGF-ß 1对照组的王汇6亩荒茹胞敖-_

结果 和讨论

为了确定生长的 CCL/ 64 细胞数与光密

度 (O.D 值)的线性关系 ， 在 做 TGF-自 活性测

定前， 应将 CCL/ 64 细胞准确计数， 并做系列

稀释后再进行 96 孔板培养。 在 37 'C， 5% COz 

培养箱中培养 6 - 8 小时，待细胞完全贴壁后

直接用甲烯蓝染色，测其 O .D 值，作出 CCL/64

细胞数与光密度关系 |型(见图 1 )， 可得出 CCL/

64 细胞数与 O.D 值呈线性关系 ，简化成计算细

胞数的公式(见材料和方法 5 ) 。 在此实验中我

们在 96 孔板内接种细胞数为 1.2 5 x 10'-20 x 
10' /孔。对于测试 TGF-ß 1 活性而言， 最佳接

种数为 2 . 5 x 10'/孔细胞。 若按示11 细胞基数过

多，则不加 TGF-ß 1 的别照组因增殖而使细胞

数也相应地过多 ， 致使所 得 O .D 值往往不与

" 
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) 
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。
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CCL/64细胞数/孔

图 1 染色的 CCL/64 细胞敏与 AÓ30 光密度值的
关系
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工作， 经过摸索和改进，用异硫氧酸肌-苯酣

氯仿抽提及两次异丙醇沉淀，可信IJ备到较纯的

真核细胞 RNA， 能满足各种实验的要求。此

j去简便、快速、 无需特殊仪器要求， 现介绍如

下。

率也增加(图 2 )。

多孔比色法除了测定 TGF-ß 活性 外，同

样也可用作测定其它细胞生长因子对靶细胞生

长抑制或促进的活性[6J 。我们曾应用这一方法

测定了人或动物一些贴壁生长细胞系的生长曲

线， 结果表示比常规手欺式计数器计数更精

确、 方便(未发表资料)。这种甲烯蓝染色法预

期将可用于检测化疗药物、细胞毒素等对肿瘤

细胞或其它靶细胞生长影响研究中。
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一种快速分离真核细胞RNA的方法来
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RNA 的 ;lliJ备和纯化是分子生物学研究中

极为重要的一环，在 cDNA 文库的建立、 细胞

基因表达研究等方面都是不可缺少的。 大量

RNA 的取得通常是采用氧化艳超速离心方法 ，

这个方洁的缺点在于需要长时间的超速离心，

且需要昂贵的试剂与仪器设备。为了克服该方

法的缺点，找们参考了 Chomczynski 等人[1]的

第 14 卷第-1 j饲

细胞数呈线性关系(见图 1 )。

我们在测试 TGF-ß 1 生物活性的实验中 ，

加 TGF-ß 1 浓度范围为 0.1-10 吨jml。每组

作三孔测定，取其 O . D 值的平均值， 然后计

算出 TGF-ß 1 每一浓度时的 细胞数， 计算对

CCLj64 细胞生长抑制率。结果明确显示， 随

着 TGF-ß 1 浓度增加， CCLj 64 细胞生长抑制

胞

不同浓度TGF-ß 1 对 CCLj64 细胞生长

的抑制。

细胞拔和11是 2 . 5XI0 4j孔

门
门
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细
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