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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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性问题，我们进行了这方面的实验观察工作。

现将有关研究结果报告如下.

材料和方法

为了考察细胞微核指标稳定性问题，我们在同年

度间隔半年时间，进行了两次总体设计完全相同的实

验。按照辐射遗传学要求，将所选取的 6 名健康男性

个体分作两组: 1 (ABC), 1 (ADEF) ，其中A个体在

两次实验研究之中都有。以离体血作为研究样本，在

恒温 (37 士 0.5"C)条件下，以江苏省肿瘤防治研究所

Canada 60 钻点源治疗机，源距瓶底血膜 100 厘米作

表 1

垂直照射，剂量率在第一次;tJ;:!应为 70.05 拉德/分，第

二次实验为 64.59 拉德/分。问次实验条件中除受照时

的剂量率略有差别外，其它均相同，所有培养用液体

均系一次配定的。实验中，采用微量血细胞培养方法

[101，经 0-500 拉德、不同剂量照射的血样本各自分装

入下列统一的培养体系g

RPMI-1640( 日本产) 4.0 毫升

pH 调tD!ti至 7.3!i

2% PHA (广州医药工业研究所) 0.1 毫升

小牛血清〈上海市食品公司) 1. 0毫升

肝素抗凝全血 0.3毫升

组 受照剂量|观察淋巴

别 . (拉德) I 细胞数 「1丁 1斗斗叮?rl了叮?寸「f甘坦i[-平Z 
Y琳

丁 l丁(川 ih川0川1牛 038 1川-11l门I I川|01J3臼J8;20川0~:-I山飞豆…→
2 I 10 

9100 

10000 

I 0川川川56阳山6盯7 77 

| 飞0 [ 5↑|尸2 I川I I尸川1川I 1. 3 … 0盯7 1. 200:: 

21 
2.546: 

0.642 :1: 0.073 

166 

1:om 「可 |1 I 1 I 

295 
2.878 土 0.168

|5 • ii1
25
1I I丁 4.11 士 141 494 

l8.1ι。o I 叫 7|1l i l996:10331 

|J20ω1323 1 叫 211||J20492
丁『l50川0川I 7川J
*微核出现数中 L、 1.….川..….川...….. ~咂[ ，表示每个淋巴细胞中查见的微核数分布。统计项 Yr.、 Y总品、 Y琳中所列

百分率土泊松标准误，表 2、表 4 均同此例说明。

l;I 表 1 中 "1" 为淋巴细胞胞质中含有一个微核的细胞数。

"9" 为 8000 只淋巴细胞中见到含有一个微核的细胞 9 只。

lo~土;土i豆豆孟二| "叮川川川0川川山1口山川12"土 0ι.0ω38俨"为标J准佳误.
0.112 士 0札.038 I 

制 A、B、C 每份样本计数细胞达 4000 个为限。对照组培养物缺 C，因加液不慎翻倒。
制*除 500 拉德照射组A样本只观察计数到 800 个淋巴细胞外，其它均计数至 2000 个以上。 23 瓶培
养物中计数淋巴细胞达 4000 个的共 17 瓶，占 73.91% 。
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混句后放入 37"(;<隔水虱〉温箱直立静置培养 50

小时，每瓶培养物中加入 0.5 微克秋水仙素溶液后，

继续恒温 4 小时，应用本实验室建立的细胞经低渗膨

胀的微核制片观察法，进行细胞微核的制片操作 [11] 。

其要点为g ①加入培养底物约三倍量的 0.06M KCI 

〈经37 "c预温〉的溶液，混匀后在37 "c水浴中 8 -10 分

钟，作低渗处理。@低渗结束时即滴入 1:3 的甲醇冰

醋酸固定液约1. 0 毫升，轻吸均匀后低速离心。③留

取沉淀下来的培养物，在加入上述新鲜配制的固定液

后，适时打散培养物细胞，使其均匀分布。制得的细

胞微核片经 Giemsa 染色后， 11由镜下顺序检查，观察，

分析，记录。统计资料用百分率土泊松标准误标出，

数值列至小数点后三位，进位法参考有关文献，所列

分析项目均用最小二乘方加权回归配线法作实验研究

配线 [12旧]。

表 2

1 I 0 1 15100 

2 1 10 1 15500 

3 1 30 1 16000 

47I 16000 

5I 80 I 川
6 1150 1 16000 

7川川 lJ;357
8 1500 I 丁iJCJE356

YI 

1194 

结果和讨论

实验资料以在淋巴细胞中查见一个微核的

出现率(Y 1) ，并把同剂量组所观察到的总的

微核出现率(Y总〉及出现微核的淋巴细胞率

(Y时， 共列作三项统计指标， 且以其统计值

作实验配线"实验 1 (ABC)与实验][ (ADEF) 
各自作为样品总合的统计资料及三项主要指标

的配钱方程比较，见表 1 、 2 、 8 所列.对间插在

两次实验之中的个体A的观察资料，以同样的

三项主要指标作了统计分析比较，见表 4、 5 所

列.此外，实验中的 B 、 C 、 D 、 E 、 F，作为分开

的个体，我们也作了观察资料的统计及其对三

项主要指标的配线方程比较.

结果具有相对地稳定性。以 50 小时培养物

出现率

出现微核的淋

巴细胞率

p
h
d
-

向
H
u

nxu-anaz nHU-4·A 
--­

nHMW-an"'nHU 
l
-
-

、
.
，
，
·

|1. I I t I Y~总|

2」川 I 2 1 I 1 1 I 0.272; ~ωl 
9MJ4J;; 阳 1 ] I I 1 I I ;.406 ;~051 1 

7刊gMJ4二ι?
1 」 080川I 8 I尸2 I I I Ih1J 寸
2 」 m !尸叫0川1 3 1_ I 1 I 3-.150 ~ !? 

| 

7462… 

Y淋

39 
0.258 :1: 0.041 

62 
0.400 土 0.051

128 
0.800 土 0.071

173 
1. 081 士 0.082

468 
2.925 土 0.135

1346 
8.412 土 0.229

*注同表 1 。

树 A、D、E、F 每份样本计数细胞达 4000 个为限。此栏中，实验 1 (ADEF>，淋巴细胞观察数均计数
达 2000 个以上。 32 瓶培养物中计数其淋巴细胞达 4000 个的共 24 瓶，占 75.00% 。

制*此剂量组A观察到有一个淋巴细胞胞质中含 8 个微核.
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襄 5 两次实瞌三项主要指标的E线方程比艘* Y=a+bD 

细胞微核!
实验 1 (ABC) 微核指标的统计分析 实验 1 (ADEF)微核指标的统计分析

表 4 两次实验中 A 样本细胞徽核观察中三项主要指标统计*

Y琳

i盯1- ~--I川i卢…叫i…叫…叫[…=ιiιr:λ~:1:10.17!ι;;斗λiL二i二5;0 冲0ω0川I 0川0川30ιI~-~r:ιI豆函:~-7-1山王豆k2…
=二函!7一7… |川……叫i斗! L孕iιi L￡忑:二12… 5 ?20 冲0ω0们I 0.5 刊JAι?工丸0川12划201
巴!吐?哩丛d占ι」妇二兰主翌1旦些?可?|iJ0 沁 425品 1叶89柑9扣栏一…~I_o~丛Jι一也d
4斗I 5刊0|叽 6ι川

5t!:丁一土些一 J阴!吧……叫，00…叫0…叫h!1l
斗山…臼川0 l←川0ω叫~0斗[
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为例，在 0 、 10 、 30 、 50 、 80 ， 150 、 300 、 500 拉德各

剂量照射条件下，对我们选定的三项主要指标

(即 Y r ， Y.tI., Yρ 采用最小二乘方加权回归

法配线，结果反映了在实验中所列辐射剂量范

围内，均与受照剂量呈良好的正比线性关系，

表 3 、 5 所列各自己钱方程的配合适度均相当满

意，对系数 bf乍 u 检验也明确地肯定了这一

点.

研究结果表明 z 实验 1 (ABC) 与实验 E

(ADEF)作为各自实验的取样(A 、 B 、 C;A 、 D

E 、 F)总体，其 50 小时培养所观察到的结果是

相当的.也就是说，人离体血细胞经 60Coy-' 线

不同剂量照射后，50 小时培养物，在两次总体

设计完全相同的实验之间，其淋巴细胞微核出

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



42 细胞生物学杂志 1983年

囊 5 两次实验中 A 梓事三项主要指标的E辑方程比较* Y=a+bD 

| 实验 IA 微核指标的统计分析 11 ''Ì~~金 IA 微核指标的统计分析
细胞微核卜一一→一一「一 一一一一一-一一-←→一一一←产一一

1 b 士 Sù 1 配合适度 1\ 土 Sb 1 配合适度

指标 i x 10-' 门二 df I p 一-\\ x10-' x2 一于一
一 Y1ι~o-~~~_[i_.~_~_I_~:~5_~~J~~~~;p>函ITjTtljiJ|!干5~L__~_ 10…0.90 
←千，~ 1- 7 . 0-5剖 .67 I 5 卢丁---To50>P>。刘……;二\…sr----;-- ---1 0-.75二ι…。

ιfUw.可石;才-5-[0 以>0 叫 54 土 0.431 1. 7~_寸。 90>P>0.75
*注同表 3 。

现率，在应用培养物细胞经低渗膨胀的微核制

片观察条件下是稳定的。两次实验中， Y 1 , 

Y，tíJ"Y淋指标相对应的配线方程比较分析，没有

显著性差异。反映了一致的规律性.它们不仅

都符合直线方程 Y == a + bD 的模式，在进一步
统计运算后[12]，实验 1 (ABC) 与实验 E

(ADEF)这两次实验中相对应的统计指标

(Y 1 、 Y总、 Y~)均可以归并为统一的直线回归方

程，方程表式如下z

Y 1 = 0.6M5 + 0.0376D* 

Y，~.= -0.'，口90+0.0678D

Y淋= 0.0805 +0.0508D。

(*D: 表示受照剂量，以拉德计. ) 

本实验研究证实了细胞微核指标〈文中指

Y 1 、 Y队 Yì.件)在群体抽样中，其离体血细胞经

受一次较大剂量率照射后的两次实验观察(时

间相隔半年人与受照剂量之间的关系，具有相

对的稳定性;间插在两次实验研究中的A样

本，其统计资料的分析，也反映了这种相对稳

定性特征。由此，我们认为，在辐射损伤、药

物筛选、肿瘤防治等有关课题研究领域内，应

用细胞微核率观察其效应是应该肯定的，是很

有价值的，也是值得推荐的.

在实验资料的分析中，以 YI ， Y总、 Y辩指

标统计比较，无论作为总体的 ABC 、 ADEF 以

及 ABC 加 ADEF，.或者作为个体的 A 、 B 、 C;

A 、 D 、 E 、 F ，均能以最小二乘方加权回归法配

线，系数 a 经检验均为a = ao = 0，都符合Y=bD

的直线模式方程，其配合适度均相当满意。以

这 30 条配线方程来检验A 、 B 、 C;A 、 D 、 E 、 F

的各受照剂量点的观察值(并考虑其泊;恰标准

误的点漂移因素)的落点在实验配线 b 系数的

95%可信限区内符合数的百分率。我们发现，

从统计资料的分析看到，D 、 E 在六人 7 次实验

样本中所反映出来的符合数的百分率，都处于

较低的状态， A 、 B 的符合数的百分率则偏高。

这种差异性明显地存在于个体之间。从间插在

两次实验中的个体A样本资料统计分析中，我

们也可以看到这种误差问题的实际存在〈见表

4，的.要是我们以实验 I A.的配线方程来估算

1IA.的受熙、剂量，用实验 lT A.的配线方程来估算

I A.f8受照剂量，拿Y总这一指标来说，其剂量

估算的误差变动范围在 99-137 拉德之间〈以

500 拉德点为例k 其误差约在 20% 左右.若

综合 YI 、 Y总、 Ym: 三者考虑，在实验 I A.与实验

1IA.之间，其剂量估算误差约在 20-25% 左右。

基于本实验研究资料，我们认为，在应用细胞

微核指标时，也不能忽视存在着的个体差异因

素和剂量估算中的误差问题.
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