
3H-TdR 测定人胚造血组织的功能

~涛马祥王起精作仁王洪云

〈苏州医学院〉

关于人胚胎时期的造血组织巴有许多研究

[1-町，其造血功能随胎龄不同有着特殊的时相

变化.我们从动物实验[4]得知，胚肝是旺盛的

造血器官，利用标记化合物的参入证明胚肝细

胞的造血功能是非常活跃的.但是对人类造血

细胞的生理特性和代谢功能特性了解得仍不

多.胚肝和脾脏都是造血器官，而且与骨髓有

类似的增疆能力.不同来源的造血组织的细胞

具有各自的功能性质和生理特性.为了认识造

血细胞的生化代谢和生理功能，用放射性核素

进行标记探索是一种比较理想的手段.

本文利用S氢-胸腺嘈院核苦 (8H-TdR) 参

入胚肝、脾脏、骨髓、胸腺以研究它们的代谢

功能，并通过形态学和放射自显影方法对其中

造血细胞进行了观察和比较.

材料和方法

人体胚胎的选择z 选用自然流产( 1 例〉、剖腹产

(1例〉、前列腺素 F2t.1 (ONO-802 Vaginal Supposi

tory , Osaka ， Japan) 引产的人胚( 8 例)，经妇产科

确定其胎龄为 4 -5 月。

胚肝、胸腺、脾脏、骨髓细胞的制备，在无菌条

件下，取出胚肝、脾脏、胸腺，用虹膜剪剪碎，加 10

毫升 Eagle 培养液，以 6 号、 4 号注射针头冲打，制

成单细胞悬液。骨髓细胞从股骨取出，用注射器吸

10-20 毫升培养液，冲出全部骨髓细胞。上述几种细

胞悬液静置 5 分钟后，去掉凝块，用血细胞计数器进

行计数。

人胚胸腺细胞条件培养液的制备s 取胸腺细胞悬

液，用 Eagle 培养液稀释成 5 X 106 个细胞/毫升。培

养液含有植物血凝素 (PHA)200 微克/毫升、青、链

霉素各 100 单位/毫升、 AB 血清 15%、谷胶院肢

。 .03%。细胞分装于平底培养瓶中， s 毫升/瓶， an:; 

温育 7 天，上清液转入离心管中离心 3000 :转/分， 15 

分钟，取上清液保存于冰箱待用。

3氢-胸腺嗜咬核苦 (3H-TdR) 参入及液体闪烁计

数器测量条件[4.6]. 3H-TdR (比活性 14 居里/毫克分

子，放射性强度 60 ;微居里/毫升，中国科学院理化所

生产〉用生理盐水配制。每瓶培养物注入 3H-TdR1. 2

微居里(2Q 微升)， 37"C孵育 4 小时，终止培养后制备

成纸片样品[4.6]0 运用 FJ-353 型液体闪烁计数器测

量，其条件为，电压 1400V、上道 5V、中道。 .5V、

下道 0.5V、分析选择 "1" 、 A道 1/2 x 1/町、 B道

1/2 x 1/4 、 A 道和 B 道的计数/分比较接近，分析样

品按 B道减本底之后进行计算。

体内血浆凝块扩散盒培养方法，收集胎儿心脏血

及腹腔血液用肝素抗凝， 2000 转/分离心 10分钟，取

上层血浆。胚肝细胞悬液按 1 X 10 5 个细胞/盒/0.15

毫升，用 Eagle 培养液稀释， 10 毫升细胞液中加入

。 .5 毫升胸腺细胞条件培养基，制备成工作溶液。用

。 .25 毫升注射器，取细胞工作液 0.15 毫升及血浆

。 .05 毫升，经扩散盒侧壁小孔在盒中冲打均匀，用熔

化的右腊封口。在埋扩散盒前 24 小时，小白鼠腹腔内

注入环磷酸膀(300 毫克/公斤)，理扩散盒时，小鼠在

乙酷麻醉下，腹部用酒精消毒，于腹中线剪开腹壁

1.2-1. 5 厘米，埋入扩散盒，用小钉书机缝合腹部

伤口。

根据胚肝细胞培养的不同时间，分批用颈部脱臼

方法杀死小鼠，从腹腔取出扩散盒，用单面刀片切去

微孔掘膜，将血浆培养物从盒中转移到玻片上，用

10%甲睦固定 10 分钟， H.E 染色，以前法进行集落

计数['，5] 。

放射自显影技术a 用前述同样量的 3H-TdR 进行

细胞标记后，以前法 [6] 在培养终止时将细胞转移到离

心管中， 1500 转/分离心 15 分钟，弃培养液，用生理盐

水反复洗涤两次，于沉淀中加入少许血清，打匀，用注

射器转移到玻片上制片，甲醇固定 10 分钟，涂布核 4

乳眩，曝光 3 天，显影、定影后，用姬姆萨染色观察.
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学分析各组之间差异非常显者。

二、胚胎肝脏、脾脏、骨髓和胸腺的不同

细胞藏量与 3H-TdR 参入的关系

4-5 个月人体胚胎的上述几种器官，以

5 x104、 1x106、 5x105、 1x106 、 5x106 个细

胞/毫升进行培养，标记 4 小时，制成纸片样品，

用液体闪烁计数器测量，发现骨髓、胸腺、肝

脏、脾脏细胞在 5 x 104-,--1 X 106 个/毫升之间

3H-TdR 的计数/分，随细胞量的增加而明显增

高， 5 x106 个细胞/毫升时 3H-TdR 参入量的

增长速度已经相应减缓(图 1) 04-5 个月胚胎

的骨髓、胸腺 3H-TdR 参入较高，胚肝细胞的

参入计数/分低于骨髓和胸腺细胞。脾脏细胞的

参入最低.

三、人体E肝细胞培养的动态观察

人体胚肝细胞加入上述人胚胸腺细胞条件

培养液，以相同的细胞数量在血浆凝块扩散盒

中进行培养，以 1x106 个细胞/盒，分期分批进

行观t察细胞集落的动态变化(图 2 ).实验发现

1983年τt 
JD' 杂学物

-、 3H-TdR 参入胚胎骨髓、肝脏、脾脏、

胸腺细胞的差别

取胚胎肝脏、脾脏、胸腺、骨髓细胞悬液

配制成 1x106 个细胞/毫升， 2 毫升/瓶，加

入 3H-TdR 20 微升(1. 2 微居里)， 37"C培养

4 小时后，制备纸片样品，用液体闪烁计数器

测量。结果(表 1)表明 4-5 个月的人胚中，骨

髓、胸腺组织的造血功能旺盛， s自由TdR 参入

很高，肝脏的参入低于前两者，牌脏的计数与

前几种细胞计数相比几乎低 7-17 倍.经统计
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脾脏中 3H-TdR 参入的放射性计

数 (CPMj1 X 106 个细胞/毫升〉
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红细胞集落(CFU-E) ，在 2-6 天时明显增加，

从 90 上升到 190 个左右随后下降，至 12 天时

为 70 多个。粒细胞集落(CFU一C)在 4一8 天内

不断增加， 8-12 天增长速度变缓， 12 天时

人体胚胎骨髓、胸腺、肝、脾各种组
织的不同细胞戴量组加入 3H-TdR

1.2 微居里，培养 4 小时后放射性计

数的变化
〈每个点为 5 个祥品的均数，重复三批，规

律一致〉
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图 3 4-5 个月人匪骨髓、胸腺、肝、脾细胞用 3H-TdR 标记的放射

自显影特征

a. 胸腺中标i己的小淋巴细胞。 b. 骨髓中标记的粒细胞， C. 肝脏中标记的早幼红细胞z
d. 脾脏中标记的有核红细胞。

(3H-TdR 1. 2 微居里/瓶标记 4 小时，曝光 3 天〉

CFU-C 达到 100 个左右。在 6 天后 CFU-E

周围有许多成熟红细胞堆积，逐渐变成血红蛋

白团块，最后消失，而 CFU-C 的数量迅速增

加，故 8-12 天时，样品中粒细胞占优势.

四、人胚肝脏、骨髓、胸腺、脾脏造血细

胞的分化及踉射自墨影观察

3H甲TdR 1. 2 微居里参入人胚肝脏、骨髓、

胸腺、脾脏 4 小时后的放射自显影图像〈图 3 ) 

证明胸腺淋巴细胞〈多为小淋巴细胞〉被浓密的

黑色银粒覆盖，标记较强，标记指数达 40%.

骨髓有核细胞标记指数达 45%; 胚肝为 38%;

脾脏 30%。在几种标记图像中亦可见到有被标

记的分裂相.

细胞形态观察表明，骨髓以粒细胞为主，

原粒到分叶核均可见到，细胞形态较大，颗粒

粗糙;肝脏和脾脏以红系为主，细胞形态较大，

粒细胞亦大，颗位粗;胸腺以小淋巴细胞为

主，原淋巴及幼稚淋巴细胞可见.

讨论

成人骨髓是制造各种造血细胞的主要部

位，在扩散盒中人类骨髓原始造血细胞可以增

殖分化[7'町，它是造血干细胞移植的重要来

源.采用胚胎造血组织一一一如胚肝、骨髓、胸

腺、脾脏等，为提供更多的造血干细胞来源开

辟了广阔的前景.

为了解人胚造血细胞的代谢功能及生理特

性，我们利用 DNA 的前体物质一_3H-TdR

参入胚胎造血器官的细胞悬液培养体系，结合

闪烁计数器测量，对造血细胞的代谢功能进行

研究，了解造血细胞的增殖分化和代谢功能，

利用 3H-TdR 参入是一种快速测定方法[付。胎

龄 4-5 个月的人胚，骨髓和胸腺细胞的放射

性 3H-TdR 的参入率很高，表明这些组织的造

血功能已经很旺盛.众所周知，胚肝是胚胎期

主要造血器官之一，从 3H-TdR 参入的实验证

明， 4-5 个月时胚肝造血功能已降低，而骨髓

则成为造血功能活跃的器官.但此时肝脏体积

大，细胞多，在胚腊造血中可能仍占有优势。

根据造血细胞来源于原始多能干细胞的理

论[b10]，可知胚胎肝.脾、骨髓、胸腺的造血

细胞也同样由原始造血干细胞发育而来的.利
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用集落形成技术反应胚肝定向干细胞形成集落 应比移植同种骨髓为轻[10-lZ].我们所边的以前

的生理特性，而利用 3H-TdR 的参入实验则表 列腺素 F21.1引产的胎儿与自然流产及剖腹产的

明胚胎时期造血细胞的代谢功能，两者彼此呼 胎儿造血组织的功能相同. F21.1无毒性，安全，

应，相互衬托具有重要作用. 因此可提供胚胎移植的干细胞，如果各个医院

从不同细胞数量对 3H-TdR 参入实验发 都能采用前列腺素 F21.1引产，结合干细胞的收

现，随着细胞数量的增加，其参入活性亦明显 集与冷冻措施，在移植物的来源和细胞数量方

增加.在 5 x 104-1 X 106 个细胞/毫升的范围 面都是乐观的.采用引产后的新鲜组织培养效

内，放射性核素的计数/分与植入的细胞数量之 果则更好.

间呈线性关系.与我们以前的动物实验的规律

是相似的 [41. 其次，从这种线性关系上可以发

现细胞浓度为 1 x106 个/毫升时， 3H-TdR 参

入良好，对选择最适培养浓度是有利的.

一些资料表明 [1叫，在正常生理条件下，

胚肝在红细胞生成过程中发挥较大的作用，在

5 个月以后，代谢率出现迅速下降.其标记指

数分别为 g 骨髓 45%、胸腺 40%、肝脏 38% 、

脾脏 30%. 愚然各种细胞均匀地处于周期的不

同时期，而从形态学和自显影证明 3H-TdR 参

入计数的变化反映了各种造血组织的代谢功能

和生理特性. 8H-TdR 参入计数高的样品，表

明细胞处于幼稚阶段，也提示干细胞的数量较

多，能够合成较多的 DNA，故增殖代谢旺盛，

3H-TdR 参入计数低者，表明细胞处于成熟阶

段，增殖能力差.

在胚胎发育时期，肝、脾、胸腺、骨髓都

是造血器宫，而且大部分淋巴细胞仍处于未成

熟阶段，故对胚胎细胞移植所引起的 GVH 反
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体外辐射对淋巴细胞微核出现率的稳定性研究

王又宇杨丽君

〈南京医学院七O九研究组〉

在辐射损伤、药物筛选、肿瘤防治等有关

题课研究领域内，应用微核率观察其效应，已

经受到了研究工作者的广泛重视[1-8] .我们在

人外周血细胞体外经受 60Coγ-钱不同剂量照

射、不同培养时相观察的微核出现率效应的研

究中[町，从受检对象的实验资料的统计分析看

到，无论是作为总体或是作为分开的个体，在

所选定的评价指标(YI.Y总、 Ym )上，其淋巴细

胞微核率与一定的辐照剂量之间，均呈正比线

性关系.为了更确切地了解细胞微核指标稳怎
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