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细胞和培养的 C-41 细胞经酸处理后，除去了

虫 色 ，体的细雪白，使 DNA 结合的染料更多 ，

从 ïfii增肖荧光强度， 证实了 pH {直对测定结果

的影响。 Iversen [l ]也指出， 月3 胃蛋白酶处理过

的细胞， 其主~2 :Yc:强度可增高。

测定 DNA 时常见的误差是 由于 RNA 8'0 

同时着色。克服的办法是加入 RNA 酶。但要

注意由于 RNA 酶不纯而导致对 DNA 的部分

破坏， 或者自得 ìí5 t!:不高而使 RNA 不能全部被

消化。

了巨样矶市Ij 备 :Ì --J:程中 ， 标准细胞与样品细胞

及时汗l{::!而重要性也引起人们的茧视 。 Ivers

en川特别强阴 ， 如果标准与样品细胞不及早汩

介， fl Jl不同时而 l 个试管内进行同定及染色，

则r:Jj T 标准与中:'(:. l ~~l!细胞在不同时间对荧光素的

着色力 ( stainability) H0差异，使 DNA 的测定

发牛 íih罢，现对其倍性的过号:估计[ 1 ， 8 ] 。 即使

标准细胞和样品细胞在混合以前平行地分另IJ 进

υ [ilil 'í1:: 、 ì): 包吁:过和.也会产 !tfJ20%的人为

民羔 [81 0 闪此 ， 内芳在考标准与样品细胞混合

起阴32 、 染色 、 测 昂 ，可以肖 接i卖出 自为因 j二

两个峰比值， 又 iif j:}纠正瞬时光强的波动和液

流速度的 /~2 HJi斤产生的民差。

标准及 ii 品细胞都应制备成PJ敬良好的_~1.

细胞:去液，使用膜酶消化丰IJ 橡皮俨 (rubber

policeman) 的效果是一一:样的 [5 J 。

WOlley[5]报告人培养的胚胎组到 WI-38

细胞更适宜作 DNA 内参考标准 。

总之， 在 FCN 测定细胞 DNA 时，如能正

确使用参考标准，选好染料 ， 并且重视样品细

胞的制备，测定误差将大为减小。

摘 要

本文介绍了流式细胞术的两类参考标准。

外参考标准是作为仪器调整的标准，包括各种

微球和戊二醒固定的鸡红细胞。内参考标准中

着重介绍了 DNA 标准细胞包括罔 内常用的人

淋巴细胞及国外常用的虹蹲鱼红细胞等。本文

较详细地阐述了 FCM 测定细胞 DNA 或倍 性

的各种误差来源，包括仪器、 染和| 及样品 1fjlj 备

等。强调了标准与样品细胞在 1I11 j备过程中应早

期混合的必要性。
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家鸡联会复合体的制备

刘冬梅 张传善

(习孔t师范大学生物芽、)

联会复合体(Synaptonemal Complex , SC) 

是减数分裂时，同源染色体配对过程中形成的

一利1~1二永久性的复合结构，与黑色体配对、 遗

传交换以及染色体的分离有密切关系。大量的

研究表明. SC 分析是进行核型分析和鉴别染

色体畸变的一种新的有效手段。目前，已被广

泛应用于细胞遗传学的研究[1] 。

早期观察 SC 的方法是通过电子显微 镜对

超薄连续切片的观蕉，以构成 SC 的三 维空间

结构[2 ， 6] 。然而， 超薄连续切片的制作费事耗
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时，观察的细胞数有限。近年来，由于界田纪i

展技术的应I'I-J 和发展，进一步推功了 SC 的深

入研究及抖在各方丽的实际应用。不同的作者

\I]IJ备 SC 标本所采用的方泣虽然不元全相同，

但主要程序包括: 1. 从生陷腺 ilj! J备细胞悬浮

Ylk ; 2 . 将悬浮液j由主 合 白就膜的钱，叫 _b 3. 

[占u立在 i (ù'j 酷似染色 ; ，1 . 将铜网放 罩在楼膜的

载片上， j萄眩，电镜砚奈。在兴验过程巾 ， 我

们发现;I~í 材料滴在含有就膜的载片 æil 定和染色

时， )快易漂起，也.E材料丢失，而且不易着色。

我们轨:- Messier 等人观察饭染的批仁组织 者的

超微结构 i i;j 所使用的方法 5 : ， 用于 SC 的 iljlJ 1\

过程，收到了良好的效果。

材 坷， 和方法

将↑'f: )J义主!\ X_(& (1(_! 陆可: ，~tHIJ孵化 11 j 3 J~ !f ii 天的鸡 (':J 卵

巢取出 ， -tl: 0.0 5 mol / KCI ; ;i:i'仅r.j:1 JjjH '(; ìí: ;i ， iJ各细胞Jt: ?孚

液 ， 精巢细胞低渗处朋;; ?F- ，1 小时， 卵 i巨细胞低渗处

理 10 分钟。 f.~i司将 tki孚液直接滴在iE片J ， 用玻璃楝

涂平， 主气干燥 ， 再用 ，j %的多聚甲削、 (pH: 8…-9) 固

立 10 外钟， )'1];共偏水 ì'jJj先，空气干1号 ， 硝酸银染色

( 4 滴 50 %硝酸侬+ 2 淌 2 % fyg胶 ) [3] 0 Lt:J'é镜!二冽察、

SC 分散良好IFJ细胞 ， 1己 我坐标。

:民已 i己录坐标 fl(J &主片插入 0. 3 % (léJ~乙烯自主 结 I扫

除氯仿 /-#;1支 (0 . 3 克聚乙~i:~'醉综 甲国在← 1 00 ~汪 Jl 再仿 )

内 ， 漫j思后以 Ll_1 ，出 i豆叶U蒸友 jt5" , 载片上即结成一层

薄膜。 在光镜下， 按所以录的坐标找到j需要的像" 主义

置 50 目铜网。 JFj t十尖沿铜网边t\?将脱 UJ ìJ!;k:并淌加 0.1

N 氮~(酸[" ' ]。 有)民:1飞起胆 ， 将裁片慢慢浸 tiJ去t白水

中，使带有铜网的快izi浮在水而上， )刊;f~;宣纸捞起铜

闷， 自然干燥 ， J权下就有材料的铜网用于电 镜观察

(H-600-Z 型，也Bi 60 kV) 。

结果和讨论

家鸡染色体数 j::-12 n = 78 ， ;.但均期 可观察

到 39 条 SCs (见 |型 ) 。 由于鸟类组型 中有许

多以小染缸休 ， ~2光'子'显 1;t~ 4:克分辨率的 限lIjlj xl

鸟类的结1型分析往往灿限于几条较大 的 染色

休，而使用 SC 介 1Ji- ,if il~i iljJ[地观察到小 SC。 民!

此 ， SC 分析尤) :;- iá台 J -ι有小二壮 年 体的鸟类

的细胞遗传学研究 ， 21: 鸟类的组型分析提供了

一个新的方法。

运用这一方证 ;\i1j 备 SC，可直拉i 1J 战片 上

进行固定、 染色和观察 ， 找 王IJ J开高:爱的细胞

后，再镀膜，力11铜闷，不肯半先大 lli， jfjlJ 膜，节

省了时 f!IJ 手n ì x\: 开11 0 's':i. 片 j 氢 :ii式防 !r - " 钱膜很容易

从载片上脱注υ 对染也{木 、 SC J{;.态没有影响，

因此口Ji'!J- X; '跪下观察到自~: 材料 r'i:l民牛1; 移到 旧|树

上1'1~ ~E'.挠观摇。这← jj;') : - '可以广泛!业)干F):二鸟类

和其他动物的 SC 部，细~~~分析礼| 染色体附立的

研究。

圈 家鸡精母细胞粗峰期联会复合体电镜照片

2 n =' 7 8 ， 街头指者主主点

摘要

本文以家鸡:13例介 tr~ ( 联会主i合休 i':() ~;11 备

方讼 ， 改进了以有界丽i铺 h~~)τ :liiJ备联会复合体

的程序 ， 易于将光读下观察到 ø~)材料直接转移

到铜网上f"þ' ì且镜观察， 为分析鸟类有! 其他功物

的组型提供了一个新的)ji}i 。
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月3 褒光激活细胞 分选议检 测 细 胞

存活的两种不同染色方法的比较

李永锅冷勇林国妹

(IN'J科学院 J~.ìí~细胞生物斗川究所)

失 尤激活细!l包 j扩 ìlli {义 (FACS)的主 安二i)J 注

之-)Ë .fiJ HJ 尖7川省; i己抗体来检测细胞表面 标

，牛、，进行 A8 1][i 类畔的分析反其功能的研沉。在

这类附光中 ， .ìnl市要求所价测细胞为活细胞，

否 WJ ')~ j é: . f'l;记 抗体可能渗入胞内造成假象。为

此(!:妆 iflj lJ细的技 l 向j 扫; ;-i!:~ tfJ 同时，最好能测定开

缸细胞存洁的 'IJIí 况 。

以 {r ÎJ 向散射 ( Forward scatter, FSC ) 为指

Vf;, FACS 可!、). f ;:~测细胞的存活。 但是， 由于

引赳细胞死亡的 i~!: I且不一 ， 它 们的 FSC 灼 义

化也 Ì:~ft:不 H。尤其" -í J肝测细胞样品中，细胞大.

小 差 比较 大 i "]' ，将严重影响以 FSC 来检测细

胞存i;r~'110 f; '; 果。 另 一类二方ì:Ji法去是)月用干莉i i呆!块在些 o走U与

L染传细胞， I 、」 细)jiQ宵没有尖光来决定细胞存j吕与

否。{L战 1七届 乙 U;j : (Fropidium iOdide, PI ) [1) fl:t ;'，'~ 

光 'i:!N，化台阶一一- 乙 f1n :~，~: 光素 ( Fluorescein 

diacetate , F fJA) [2]是两种常用的唯料。 PI frJ 

FDA r:i~ ! Nfj (i'fl ~0一一如!啤均可):!']可 见， 光 (488

nm)激发，前者使 比细胞有 江巴尖 y( ~ ; I-:~- ;:r.f，~.. í! E 
f舌细胞 fi兰，卫自~ ;.'/~ .)'!=。因此， )IJ ~ì~ )1(: 照料业已?1 :

来?括 ;~lri IJ 细胞存?t!:;. .1'1' I J}应免 l二1. FSC 为 指标 ]'; ~)j

浊的的点。问时， 已经 ~Í-:! ! ~ì，豆叶!于细胞表面标志

研究用的兴7日 1飞休 的-，; ;~. j [j r'I川~YL:京丰r JT.M~氨酸

岁:: )巳贵 ( FJuo rescein isothiocyar丁 a te ， FITC ) 、

罗 达明 (Rhodamine ， Rho ) 平Il i:j;~~nF i' i ( Phyco 

ery thrin , PE ) ，卢 11 j 1 '(;以 14 尤以' 长 I j PI ;rn 

FDA 相近 ， 均可用 188 nm ì'é来激发 ， ;反射光

分 J}I J :/:J 绿色〈如 FlTC) 和 ::1色 (如 Rho 矛íl PE) 。

- 因 此， 对 比 町、 FDA 和 Rho 、 PE 、 FlTC 的

上述特性，两者结合起来， 拙，可以达到 fl'iJ 时检

测同一个细胞的表面标志 反其存活悄况。本文

比较了用 FACS 检测细胞存活平 (j( ; PI 和 FDA

两种染色方法 ， 以进-一步肯定其可行性。

材科和方法

1. 细胞样品的制备

以小~b~牌脏，以机械λi 法制成)jJf细胞忌、液 。 n年细

胞悬浓的洛被为含 2 %新生牛'iUl清的碗面豆缓冲!:i:息:盐

水 (BS-PBS ) 。调整细胞忌;阳l让浓度为 2 x 10; 1m] ， 以

准蓝除外试验浏IJ立细胞的存活斗< Jj 9 5%左右， 以 lr(; 作

为活 ;mfi包 ~G: 液 。 另外 ， 将细胞忌、液宜于 56 'C水浴 1~I )m

f品 ~) O j j i: ' !; ，行1i i~主除外试验农 Ilfj约 98 %细胞死亡 ， 以

此为7;已细胞:忌、液。;际上述两种细胞息，放 i泣不同比例混

合， i!J U备成存活率不同的细胞样品。

2. 细胞样品的染色

1 í斗、有!细胞 n~ ， fti )J iI ， i 川、在 ( BS-PBS ， 1:- 1; 后 ))11入 5

•+: {:.\ PI 丘X: FDA i'备以。1'1 1衍 生妇农 t玉 为 0 . 05 mg/ ml , 
FDA r' 1甘终浓L~)j 0. 5 r / m! , : ìü在于~jqii必 也 1 0 分钟 ，

后者于 37 'C谊L育 妥"包 :~ O 分 钊"然 )L:i J!.t 斤 FACS 分

析。

3. FACS 的分析

所采用的荧光激活细胞分边仪 J二 Rec ton-D ickin

son 公司的 r;: ~/ 一→-FAÇStar !J 11刊 。 !l J !) W 门包恒杰:) - j唱以

jC; ， 以 ~.Q i& L'-:: ) j J 削 nm
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