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两栖类且将蚓个体小，难以用通常在成体中

使用的方法来能IJ备染色 体。 Di Beradino 曾采

用峭斟尾尖压片NdílJ备染色体[l ]，但用这种方

法获得的染色体中期分裂相较少， 染色体分散

程度常不理想，易受人为因素影响。 考虑到朋

斟期坚硬的骨路系统尚未形成，许多组织的细

胞都处于旺盛的分裂时期，这就为用整体蚓斟

制备染色体提供了条件。我们的体会是，整体

解离ä7简便可靠，一般能得到大量的分散适度

的中期分裂相，适用于无尾和有尾两栖类蜗虫斗

染色体组型的研究。为了制得较理想的染色体

分裂相，有以下几点需引起注意:

1. 为了减少匀浆时细胞破裂，利于制备

单细胞悬液， 应在秋水{ill素处理的同时，处死

虫f!f蚓 ， 置无 Ca++ 、 Mg++ 的两栖类分离液中培

养，促使组织细胞间粘着松散。抽动匀浆器时

应轻绥， 不要用力挤压。

2. 如所取材料为发育较早 时期的蚓斟

( 36 期一40 期 ) ， 最好将其腹部含大量卵黄的

细胞除去， 以免影响细胞匀浆和悬浮。

3. 蚓虫斗期肌肉已分化形成，呈纵长纤维

状，匀浆后、， 肌纤维通常不易悬浮，而其他细

胞经低语处理后， 细胞体和、胀大， 女n有相互缠

结的粗糙肌纤细;存在，在随后的离心、固定过

程中 ， 细胞与这些粗大纤维摩擦，极易破裂 ，

导致中期分裂相大大减少。因此， 在低渗前，

需将不悬浮的肌纤维除去。

--1.由 于本实验是用整体材料培 养 ， 市!J备

染色体时， 秋水仙素处理时间需较长。另外，

低渗处理直接关系到染色体制片的成败，一定

要掌握适当的低渗时间， 既要使细胞得到充分

膨胀， 又要使细胞不至于破碎。

摘 要

长期以来，两栖类蜗斟细胞染色体标本的

制备一直沿用压片法， 该法可靠性较差。 作者

根据蚓斟期细胞分裂旺盛的特点， 用整体蚓斟

为材料，在秋水仙素处理的同时，利用两栖类

分离液解离并辅以匀浆器离散组织，使得一次

操作能获得大量分散适度的中期分裂相染 色

体。整体解离法简便可靠， 能制得质量较好的

染色体玻片标本。
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测定粒单系集落剌激因子的 3日-TdR掺入的微量培养方法

张明伟黎羔唐佩弦

(军事民学科学院基础医学研究所}

随着许多造血细胞增殖、 分化 、 生长因子

的纯化及分子重组克隆技术的发展，人们希望

能在较短的时间内 ， 用较简单的方法对造血细

胞生长因子的活性进行定性和定量分析。以往

许多实验室多采用琼脂或甲基纤维素的半固体

培养方法 [IJ 1 ， 对造血生 民因子的生物活性进

行定性和定量测定。 本文采用 吼一TdR 掺入的

微量培养方法[町，通过培养中粒单系祖细胞增

殖时 DNA 合成量的变化 来观察 CFU-GM 的

增殖状态。并与琼脂半固体培养结果相对应，
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以便在较短时间内j壮较简单的方法确定所筛选

的各类造血调扣洁性物质。

句~ 10 卷第 3 j叼

6 

不同培养时间骨髓细胞增殖与 3H-TdR

掺入的关系

(实验均重复三次以上)
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一、实验动物 LACA ;jr!，系成年小鼠 ， ♀戎 8 。

二、 3H-TdR 比放射性 32 mCi/mmo1; 放射性

强度 1 mci/ml ; 注射量 25 μCi/ml 。

三、问烁液配方 PPO 2 g, POPOP' 0.1 g 溶解
在 1000 ml 甲末中。

四、小鼠肺组织条件液的制备 按 [4]的方法 。

五、培养jßi RPMI1 640 培养液(GJBCO) ， 合青

霉素 100 u/m1 ， 链霉素 100μg/ml 。

六、血清 小牛血清， 批号 86 10 22，购于浙江，

马血清， 904番，购于北京。

七、骨髓细胞制备 断颈活杀小鼠，取 j监骨用

RPMI1640 培养液冲出全部细胞，过 4 号针头1!川备!在

单细胞悬液。

八、培养体系 10% 肺条件液， 4 0 % 小牛 l位

清， 骨髓细胞浓度为 2 . 5x10s /m1 细胞， 总体积为

2 m1。 充分泪匀后加入 40 孔或 96 孔 培养板 rl:T , 

200μ1/孔 ， 37 0C5%C02 培养。 f污养第 4 天加 3日-TdR

0. 2 μci/孔 ， 6 小时后终止培养。将细胞收集 在珉'琅

纤维膜片仁，用 10 % 兰氮酣酸固立，反 复用 1:1:: J:!í1 r.r.. 

水洗掉游离的 3H-TdR， 80 QC :将干膜片。放入-;';;- 5 m1 

闪烁液的闪烁瓶中， 在 LKB 闪烁仪 UV!ú }'哀 。同时月3

0 . 4% 台盼蓝染色计数fi;细胞 ， 最后计算 cpm/l0气细

胞。

材料和方法

加，细胞数继 续 增加到 20 X 10 5 个 细 胞 Iml

时， 3日一TdR 掺入电反而下降〈 罔 2 ) 。 说明微

量培养体系中细胞数量超过 15 x 10 " 个细胞

Iml 时直接影响其增殖状态。

三、 3H-TdR 掺入量与播入时间的关系

为选择一个能正确反应出细胞增殖状态的

3H-TdR 掺入时间，本实验在培养第 4 天加入

3H-TdR 后的不同时间内部1) 定 3日一TdR 掺入。

图 3 表 明随 着 3H-TdR 掺入时间的延长，

3H-TdR 掺入量也呈线性关系增长。说明掺入

时间从 3一24 小时都能正确反应出细胞 的增

殖 ， 为实验方便， 我们在实验中均选择 6 小时

掺入时间。

3H-TdR 掺入剂量在 0 ， 2 μCi-O ， 8μCi! 10 5

果

-、骨髓细胞不同时间内的增强变化

图 1 表明忏髓细胞 2 .5 x 105/ml , 小牛耳Il

j百 40 % ， nni条件液 10% 的培 养体系，在培养

第 3 天后细胞呈钱 i~lê 关系增长 ， . 第 6 天时 ， 活

细胞数量明显减少。微量培养体系在一定时间

内能适应骨髓细胞的增归。 因此我们选悻培养

第 4 天做 3H-TdR 掺入，通过细胞 DNA 合成

置的变化来观察细胞增娟情况。

二、细胞浓度与 3日-TdR 掺入的关系

随着培养体系 中细胞浓度的增加， 3H一TdR

掺入量也增加， 但当细胞数增加到一定程度时

(l5xI0 5 个细胞Iml) ， 3日一TdR 掺入量不再增
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写血清不同浓度对 3H-TdR 掺入的影响， 图 B

个细胞的范围内与样品中 3H-TdR 计数值之间

有一个较好的线性关系(图 4 )，根据以上实验

结果， 在 CFU-GM 增黯状态的测定中，孜们

选择 3日-TdR 掺入剂量为 0.4μCijl05 个细胞。

四、不同血清和血清浓度对 3H-TdR 掺入

的影晌

实验中我们分别把马血清军口小牛JfiL清按不

同浓度加入到培养体系中，小牛血清浓度在

10%-40% 时， 3H-TdR 掺入没有明显变化(图

5 )。马血清浓度在 10%-30% 时也无明显差

别(图 6 )，因此培养体系中lfIl清浓度一般选捧

范围为 10 %一30% 之间 。
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3H-TdR 掺入的 cpm 与掺入的剂量关系固 4

不向浓度肺条件液下 3H-TdR 掺入与

琼脂培养中 CFU-GM 生成的比较

10 5 7.5 
l附刷'lif'üIU'l: ( ;; ) 

2. 5 

图 7

五、不同浓度肺条件液微量培养咱一TdR

惨入法与琼脂培养法的比较
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为了证实微是培养方法能否正确反映出

CFU-GM 的增殖状态， 本实验在不同浓 度 肺

条件液作用下，用微量培养方法测定 3H-TdR

掺入值与琼脂培养法测定的集落数 加以比较

(图 7 ) 。 结果表明，两组实验数据 几 乎 平 行

(相关系数为 r = 0 . 98) ， 微量培养方法能够反

应出 CFU-GM 的增殖状态。 .

讨论

3H-TdR 掺入是利用细 胞在增 殖 过程中

DNA 合成原理实现的， 3H-TdR 掺入量的多少

取决于细胞增地程度。与琼 脂半固体培 养

CFU-GM 方法相比较后， 其优点: (1) 培 养

周期短. 琼脂培养 7 天，此方法只需要 4 天.

被筛选的造血调控物质活性可较快地 得 到测

定。 (2) 操作较简单，可ω节省l(ll清 、 培养液

和被测样品的用 量。 (3) 测定效果好， 在琼脂

CFU-GM 培养集落计数时， 5 0 个以 i工细胞团

为一个集落， 上千个细胞的细胞团也计为一个

集落， 这就给正确反应造 l(U 调控物质活性的高

低造成一定误差。利用微量培养的咽-TdR 掺

入计数值， 反映 DNA 合成的多少 ， 从而正确

反应出造血细胞的增撞状态。而且还可以克服

不同实验室或不同操作者在计数 CFU-GM 时

的主观误差。

摘 要

在小鼠骨髓细胞体外微量液体培养中，通

过观察 DNA 合成时 3日-TdR i盎入 -E的变 化，

来测店拉单系祖细胞的增舶状态。实验结果表

明 : 此方法具有培养周期短， 操作较简单， 节

省培养材料和l被测样品量少等优点。在与体外

半固体琼脂 CFU-GM 培养法相配合中， 能正

确反应出被测样品又、j 粒单系祖细胞的增更fl状态

平1 :1 增 1fl能力。
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用 FDA-PI 双色荧光法鉴定大麦原生质体活性*

黄纯 ;fZ

(杭州大学生物系 )

大麦糊粉)去原生质体是研究 α- 淀粉 酶合

成和分泌基因主是达的好材料。在分离原生质体

和进一步的实验研究中，原生质体活力鉴定是

一个重要环节。 Evans 等人对测定植物原生质

体活性的方法进行了综合评述[ l ] ，各种常规的

染色方法各有特色，但都存在一定的局限性。

1 9 85 年 Jones 等人介绍了他们在动物培养细胞

中应用 FDA-PI 双包 ;J巳'(:在喉切!细胞活力，效

果良好 [ 2 ]。这项技术在植物细胞学研 究上向

无报道。这里我们介绍用 FDA-PI 法鉴亢大麦

糊粉j主原生质体活性的方伞法和原理，以及我们

创造的一种两次睬光摄影技术， 它可以使照片

色彩更加鲜艳。

材料和 方法

原生质体的制备和麟育

‘ 木lVf)'Eii:采用伯克利jJn州大学植物学系进行
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