
、f

4 t 
E
轧

一种快速简便的完整淋巴细胞傲核制片法

y 
• ~守

4 马国在 薛开先

(江苏省肿瘤防治研究所)

. 6 . i应尽上请液， 船上述固定液数滴(视沉

淀量的定， ←般 4 -- 8 滴约 0. 4. ml)充分打匀，

用此组胞悬液沿破片-~端向另一端 均 匀滴片

1二广 2 张。 、

\ ';', " 1， . 气干。 用 1: 10' Giemsa (pH 6 .8 磷酸盐

缓冲液稀释〉染色， 镜下观察， 细胞核染成 紫

红色为止，1 菜馆水冲洗。

. 蜻鼻时间与微搭车

肿瘤病人外j司血 4 份， 两份样品培养前用

v 々? ?日寄:线非理。另外两份作为对照，如上
法培养 2 - 6 天， 勾天制片 l 次。古IJ片编码、

盲读。 每天每份样品计数淋巴细胞 10000 个，

结果如困所示L

微核测定是常用自;短期测试ìi 之--' ， 可)ìJ

来评价各种理化因子的访安和潜 在民致启效

应。 为了发展人类细胞的检测东统， Heddle 等

首先研究了辐射对体外培养人外周血淋巴细胞

微核的影响 [ l.]，由于采用染色{京市:j片技术， 故

细胞膜破裂， 精确计数微核有困难， 后来一些

作者采用改变低渗液或培和如耳'按i tdk 等 方
法，能IJ备完整淋巴细胞微核片IZ-41，但仍常因

有过多的细胞破裂、 絮状沉淀笆衷细胞影响染

色或红细胞挤压淋巴细胞等原因， 而不能稳定

地获得高质量的制片 。 为此H我们ZE以推工4年
的基础上[ 5]进)步改良， 建立了更为简便的完

整淋巴细胞微核制片法， 经一年多的应用，和IJ

片重复性良好。

1. 新鲜肝素抗凝血 。.3 ml ，. 加入 4 .7 ml I! 

含有 10%小牛血洁、 0.2 m12%PHA 的 RPMI

1640 培养液中。 37 "(;培养 72 小时〈或视研究目 ，\，
的而定〉。每天摇匀 1 次。 ， 飞

2 . 培养物摇匀， 移·入 10 ml 离心营 l离 心

800- 1000 rpm 5-8 分钟(以下离心的!转， 1主和
时间与此相同〉 。

3. 摇匀沉淀，加入 3 mlO ，. 35-0. 4% I<iCI

低惨;在(视细胞完整性以选择)， 立即力I}~入 2 ml;': 1 

0 . 9 % NaCl , ìLt匀， 离心。

4. 吸弃上消液， 保留 0. 5 mI (含祝淀) ，. ..';; 

充分摇匀后加入新鲜自己制的 } :1 5 冰 醋酸 : 甲 x

醇固定液 10 ml，打匀后离心。

5. 移去上j雨夜， 沉淀物继续用宦i定液-国
直至沉说:且乳白色为止 (一般固定 :~ ~比即 -\
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气 i 入\气

F 

1 

'l141 
云 4

' lI! 

o 

;1 

. 

程序片制

淋巴细胞培养天触与完整细胞撒核率(MNF)

的虽是系

第 1 、 2 例为对 R~组 第 3 、 '! 1:列为实验组

图 1
定，

可)。
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14 4. 细胞生物学杂志 1989 年

从上图可见，对照组和实验组均在培养第

3 天微核率最高。这样看来，人外周冉带有林

巴细胞制片时间以培养 3 天为宜。 平'

注意事项

本制片法简便、快速， 1 小时内可完成 6

:-12 份样本制片， 每 {lÌ样本可计数 10000 个

完整转化淋巴细胞。镜检细胞分散均匀，背景

清晰。作为观察的转化细胞被涨大，胞质丰富

被染成淡蓝色 ， 主核和$1!核染色紫红色，易于

鉴别。 本法应用于化学因子处理的人淋巴细

胞，结果良好。 根据‘本实验经验，为了获得质

量良好的制片，应注意2

1.低渗操作要快，否则会出现过多淋巴

细胞破裂。

2. 首次固定前， 低渗后的沉淀应充分混

匀，防冉固定后成块。 ，

‘ 3 .滴片前，细胞悬液要充分混匀 〈动作要

轻柔，亦可用旋涡混合器，防止滴片时局部细

胞堆积，影响染色与阅片。
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一一-
… ，二一

第三届超微结构讨论会召开
4 ‘ 

中国细胞生物学学会第三届超微结构讨论会于 1989 年 5 月 15 日 一 19 日 在南京市南京大学召

开。 参加讨论会的同志来自全国 30 个单位，共 50 余人。这次会议是由超微结构专业委员会筹备

的。 去年在武汉举行的全国电镜学会上，有不少同志提出希望能组织一次超显微结掏专业组的小

型讨论会， 其后经过多方酝酿、协商并得到中国细胞生物学学会和南京大学生物系同志们的支持

而得以召开的。 JK 飞 , 

为了能进行集中而深入的讨论，本次讨论会选择:了 4 个专题: (川染色质 (2)细胞器 (3) 

核骨架和细胞骨架 (4) 间隙连接和胞间连丝。会上有 18 位同志作了专题发言， 其中有汤苔'明的

"高尔基体研究进展飞郝水阳门刻玉染色质的结构与功能飞 崔巾tif口的"核片层相细胞剖'架" ; i前他

钩的"染色体端粒的结构♂功能和爱制机制"F 曾弥白的"勺间i隙连按和胚胎发T商￥ ，飞，气、 郑国销的 "次生
胞间连丝7形巳成的帘机L理

讨论会上学学♂术气氛浓厚，川飞无论是细1胞包生物学界老前辈或是年轻同7志ι， 都非常认真， 自始至终

参加 会议。在会间同志们利'用休 息时间进行个另IJ交流，交流工作经验和研究.技术，彼此建立了联

系。

总之这次讨论会大家一致反应内在丰富，收获很太，它反映了 自第二届超微结构讨论会以来，

在细胞生物学领域内，我国在超微结构研究方面又有了很大的进展F 同时·又一次证明耍对任何?

个细胞生物学问题进行研究，单凭形态学显然是不够的，只有和功能结合起来才有可能得到更深

入的了解; 另外从方法学来说电镜技术当然重要，某他技术也是必不可少的。这次会议不足之处

是犬家感到时间比较紧，讨论还不够充分， }:不irn下届会议加以改进。

(庞 t!j- 直 〉
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