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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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分离大麦糊粉层原生质体的方 法 基 本上按照

Jacobsen 的方法 [J ] 。 取大麦种子， 切除胚音il和尾部。

' 再沿种沟切开，获四分之一的大麦种子， 经 0.25%
次氯酸纳泊毒， 在 50 mmoljL 精氨酸溶液中浸泡 2 4

小时 ， 然后除去胚乳， 得到连种皮的糊粉层组织。移

去细胞堕酶解ii2 : 将糊粉层组织放在原生质分离液中

48 小时，中间更焕一次溶液。原生质体分离液是改良

的 Oamborg's Bs 配方， '不合 2 ， 4-D ， 加有 1 %聚乙烯

口比咯炕酣 K 2 5 和 1 4 . 5%的纤维素酶 (Onozuka R一10) 。

然后J巴酶处理过的阳粉层组织移入原生质休培养 液

中 ， 轻轻洗 F原、生质体 ， 取出大麦种皮。原生质体培

养:被是不合 2 ， 4-D 的 民 浴液 ， JJn 二在( 0.6 5 moJjL 的甘

露醇和 5 μrnol /L 赤军酸(GA3 )

原生民体在 20二-25 'C条件 Fj吕养 9G /J 、 II{ ， 在分

泌 α- 淀粉酶的同时 ， 原生ID1体形态发生一 系列的变

化。此间取材用 FDA-PI 染色 ， 鉴定原生肢体活性。

染料的配制和染色

)1斤用的{t ~￥ i式齐IJ FDA (Fluoresccin diacctate)和

PI(Propiclium iodidc) 部是美国 Sigma 化学试剂公司

的产品。

5 mg FDA i容 {f 1 ml 丙刷 ! I:I ， ì应光贮存在 { 'C 的

冰箱中。使用时取 0 . 4 ml FDA 贮存液加入到 5mJ

0.6 5 mol j L 甘露辞中 ， 获 FDA 染色 浴液。 2 mg PI 

溶解在 5 ml 0 .6 5 moljL 的甘露醇中配成 PI 染色溶

液。

染色HJl仅 0 . 2 mJ 原生质休;宗、浮液 ， FDA 染色溶

液和 PI 染色溶液各 0.1 rnl，轻轻混匀。

观察和照相

染色后 1 - 2 分钟lT:史少量混合液加在载玻片上，

加盖片， 用 Zeiss 标准荧光显微镜观察、 计数和照相。

用蓓射荧光照明，光滑、为 100 W 的水银灯泡。用包括

450-490 nm 激发滤片 ， 51 0 nm 双分 色镜和 520 nm 

阻挡滤片的 FITC 滤片组进行观察。胶卷用 Kodak

Ektachrome ASA 5 0 灯光型彩色反转片和 Kodak

ASA 400 黑白负片。

用 Nikon MicropJex UFX 显微摄影仪进行两次

曝光摄影，第一次曝光用绿色激发光 ，激发滤片 510.-

560 nm ， 双分色镜 580 nm ; 第二次曝光用蓝色激发

光 ， FITC 滤片组再加上 Kp 560 滤片。

结果与讨论

刚制备接得的大麦糊粉J:? U;(生质体呈椭圆

或形圆形，直径平均 20-30μmo '在培养的 96

小时期间， 随着 α一 淀粉酶的合成和 分泌， 原

生质的细胞结构发生一系列规律的变化， 特别

是细胞质的内液也形态的改变。用 FDA-PI 染

色，有活力的原生质体发出黄绿色荧光，仔细

观察可以发现荧光只从细胞质发出，液j包中没

有荧光。没有生活力的原生质体呈淡桔黄色，

其细胞核发出强烈荧光。

FDA 即荧光素双酣股酣是一种非极 性的 .

有机化合物， 它可以 自由进出照生质休膜， 因

为在有生活力的原生质体细胞中酣酶的活性很

高，在醋酶的作用下， FDA 迅速被 分解， 放

出荧光素(Fluorescein) 。 荧光素是一种极性化

合物， 它很难穿透细胞膜，便积聚在 细胞质

内。在蓝色激发光下， 荧光素发出黄绿色的荧

光。在没有生活力的原生质体中 ， 自旨酶活性很

低，虽然 FDA 能自由进出原生质体， 但不会

发出荧光。 因 此 FDA 已被认为是一种鉴定 细

胞活性的特异性很强的指示剂 ， 它已被广泛应

用于花粉、 悬浮细胞和原生质体生活 力的鉴

定 [4. 5 ] 。 王辅德等人用实验室合成的 FDA 测

定植物原生质体的活力，结果甚好[6 ] 。

. PI 是一种腆化合物，它不能自由穿过有生

活力的原生质体的细胞外膜，但它能穿过受损

伤的细胞膜进入没有生活力的原生质体中 。 PI

在细胞内与 DNA 和 RNA 相结合，在 蓝色激

发光下发出桔黄色的荧光。在荧光显敝分光光

度术中常用 PI 作为细胞核染料口，3J。我们也

观察到 PI 能很好地显示出死亡的原生质体和

细胞碎片中的细胞核。

在以往的研究中，人们只是分别 利 用了

FDA 和凹的荧光染色特性 ， 而 1985 年 Jones

等人首次将这两种染料结合起来，用于动物组

织培养细胞的活性鉴定， 这是一次成 功的尝

试。我们对大麦原生质体的试验研究，同样证

实 FDA-PI 双色荧光法是适用于植物细胞。 在

糊粉层原生质体活性鉴定的研究中，活性高的

原生质发出强烈的黄绿色荧光， 活'I~I:低的稍显

黄绿巴，没有生活力的死亡llS( :i- 1三肌体和l细胞碎

片是桔黄色，特别含有大 量 DNA ，' r(_j细胞核发
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出强烈的荧光。在所用的 FITC 滤 片组的光学

条件下，桔黄和绿色可以在视野中同时显现出 '

来， 这不但可以使我们一目了然地估计出在群

体中有生活力和没有生活力原生质体的大致比

例，而且使于计数，在彩色照片上可以看到鲜

明的色彩对比效果。 实验证实 FDA-PI 对培养

细胞毒性很低，平时;常规的光学颜色染 料(如

Trypanbl ue ) ， 细胞必须在数分钟内完 成观察

和统计， 否则大是有活性的细胞会被染料毒在

致死， 而 FDA-PI 具有毒性很低的优点， 有助

于有活tl:细胞的准确计数(2]。因 此， 我们认为

FDA-PI 是一柿很有效的原生肌体活性鉴定的

方法。

为了出所拍1Il H?;\片不 I[，j 活性的原生质体有

更好的色彩区分效果。我们建立了一种两次

曝光的技术z 第一次 曝光用 Rhodamine 撼

光片组( 即激 发 惊片 51 0-560 nm， 双分色镜

580 nm )在绿色的激发光下， 这时只能看到没

有生活力的原生质体，它的细胞核染成鲜艳的

红包( 因 3 ); 第二次曝光月-J FITC 榕片组加上

Kp 560 ， 这阵的光学条件下只能观察到有生活

力的原生质体，其细胞质发生亮绿色〈图 2 ); 

两次曝光的结果见 r1J 4 。图 1 则是同…视野的

透射光相差显微照片。在进行两次曝光摄影时

必须注意底片曝光时间的掌握， 因为摄影中所

用的底片刘红、 绿两种颜色反应的敏感程度有

较大的差异， .在进行拍照时如用自动曝光控制

摄影装置 ， 需经过预先的测试以达到最恰当的

曝光， 在具体操作时，曝光系数调整按扭可以

帮助我们达到预期目的。

摘 要

为鉴定大麦糊粉层j京生质体的活性，应用

了荧光染料荧光素双醋隘醋(FDA )和普罗皮览

腆(PI) 。 在 FITC 滤片组合条件下用荧光显微

镜观察， 有生活力的原生质体发出绿色荧光，

而没有生活力的原生质体细 胞 核呈桔黄色。

FDA-PI双色荧光法具有色彩对比鲜明的效果 ，

从而为细胞计数和活力测定提供了方便。本文

还介绍了一种在同一张底片上进行两次曝光的

彩色摄影记录新技术。

圈版说明

国 1 - 4 . 用 FDA-PI 染色的大麦刷刷二:原住民

体。 同一视野在不同光学条件下拍摄的照片。 x 350 

因 1 相差显微照片。

因 2 蔼射荧光，用 FITC !iω; 组十 Kp G60 滤也

片。显示有生活力的j)j(生肢体 ， WI J也民 :Jl 山绿色必

光。

图 3 *得射荧光，月j Rhodamine ì虑片组。 . 没有

生活力的原生质体细胞核发出红色荧光。

图 4 两次曝光技术拍的照片。同时显示有生活

力的原生质体〈细胞质绿色) 丰~I:JC生活 力的原生 质体

(细胞核红色)。
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