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仍然存在着各种受体，对。-肾上腺素能激动

剂和拮抗剂，以及中平药提取物均有反应。另

外也表明体外培养的心肌细胞是一种可以应用

于生理、病理及药理研究的较好的实验细胞模

型，值得进-步推广。

结语

本文报告体外原代培养 Wistar 种手L鼠心

肌单层细胞，在适宜条件下可长期维持搏动达

106 天。 长期培养的心肌细胞在功能及形态上

有某些老化的表明，但仍保存对日-~体激动

剂、拮抗剂及中草药提取物的反应性，并能反

映出不同药物的相互影响，说明体外培养的心

肌细胞是-种较好的实验材料，可广泛用于细

胞或分子水平的生理学、病理学、药理学及生

物学研究。
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快速制备小跟外周血细胞染色体x

杨丽君王天宁 向毓JI顶用素华

(南京医学院)

在实验研究中，选择和建立适当的功物模

型是-项很重要的工作。我们在急性辐射损伤

的有关实验中，从细胞染色体观察的需要出

发，常选用小白鼠。由于应用外周血细胞体外

培养一般费时较长(需 3-5 天) [1. 2] ，加上培

养条件要求较高，因此带有一定局限性。同

时，由于人为培养条件常引起一些不应有的染

色体变化，如间隙、断裂和其他结构异常等;或

由于培养过程中细胞死亡，有1随后生长过程中

自然修复，而使某些染色体畸变丢失，会影响

一些研究的真实性。我们参考部分资料[1.2 ， 3] , 

并结合实验室中具体条件，在操作上作了→些

改进，仅需 7一-8 小时，即可从小鼠外周血细胞

中 ;IJIJ备细胞染色体:并同时制取骨髓细胞染色

体以作平行比较。本文着重介绍快速制!备小鼠

外周血细胞染色体方法以及讨论与分析实验中

观察到的有关问题。

材料与方法

一、实验小鼠的选挥

从南京生物制品厂引入的繁殖鼠，休王为17.5 克

至 25克。挑选毛色光泽，表现灵活，体表健底，无肿

瘤结节的正常小鼠( ~ 10只，♀ 18 只)。

二、绿色体制备方法

每只小白鼠按每克体重腹腔注射 5 敝克/:tl t'秋水

仙素(配制浓度为0.6毫克/毫升)。在注射秋水仙宗 5

小时后，行眼球摘除术，从眼窝内吸取 0.5 宅升全血

(加肝素抗凝)。然后加入经 37'C 预蝇的 O.05-0.06M

KCl 溶液至 8 毫升。混合后， 置子 37'C 水浴rl~ 低渗

处理20分钟左右，即可加入 1 毫升新鲜配制的甲醇冰

醋酸固定液，待充分 j昆匀后低速离心(转速对 700-

800rpm) 5 分钟，弃去上清液，留沉淀约0.5宅升。此时

滴加 3:1 的甲醇冰醋酸固定液4.5毫升，固立30 分钟。

*文中照片尽本院摄影宗朱玉在同 "tq白;ljIJ ，在此
表示感剧。
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以 1200-HOOrpm 离心 10 分钟，弃去上清液，留沉

淀 0.5 毫升。重复固定一次，时间约 20 分钟， 经离

心后留ú- O.:! 毫升沉淀物。反复轻吸j昆匀后，制成细

胞悬液，滴在经冰湿的载玻片上，!并在空气中自然干

燥制得细胞染色体标本。 Giemsa 染色后，挝1镜镜检。

结果

实验小鼠按顺序观察和计数 1 万个淋

巴细胞， 28 只小鼠共计数 284050 (2.8 X 105 ) 

个淋巴细胞，其均值为: 10144.61. 

二、在上述计数淋巴细胞中共查见 979 个

中期分裂相细胞，其出现率占计数淋巴细脏的

0.343 士 0.044%。每只小鼠观察到的中期分裂

相细胞为计数淋巴细胞的 0.020 ::1:: 0.014% 至

1. 019 士 0.101%(百分率土泊松标准误一一以

下同)。

三、在计数中期分裂相细胞中，其中分散

较好并可供分析的染色体细胞数为 381 个，占

计数淋巴细胞的 0.134士 0.023%。每只小鼠

所观察到的可分析的中期分裂相细胞占所计数

淋巴细胞的百分率(士泊松标准误〉为 0 至

0.490士 0.070% 。

四、可分析的中期分裂相细胞占计数的细

胞染色体的 34.77 士 3.35% ，其范围为 2 。至

60.46士 11.86% 。

五、 28只实验小鼠中，每只鼠查见可供分

析的染色体细胞占染色体细胞总数的百分率在

25 以上的有 23 只实验小鼠，为 28 只实验小

鼠的82.14士 17.13%.

六、几项主要指标的比较见表 1 。

襄 1 几项主要指标的比较

| ClementB Sdal | 本实验室
1976 1979 

应用小鼠种系
(生民阶段〉
只数

lþ期分裂相%
(占淋巴细胞计数)
均值
范围

讨论

Cs7BL/6) 
(20-50 天龄)

30只

0.67 
0.02-4. 57 

Prasad 等曾从小鼠外周血细胞中直接制

备细胞染色体[4]. 随后，又有 Bryan 等应用

体外剌激法，从外周血细胞与淋巴结中的淋巴

细胞制备细胞染色体的报道.到 1976 年，

Clement 等提出了小鼠外周血快速制备细胞染

色体方法[31，使原来制备外周血细胞染色体一

般需要 4-5天缩短到 24-26 小时左右.但所

需实验条件要求较高，并带有某些局限性，而

且，其中需要的活性稳定的透明质酸酶不是一

般实验室所常用的.加之，在具体操作过程

中，有一些步骤需要在冷环境〈如冰箱中放置，

以及放置过夜〉中进行. 因此， 给这种方法的

实际应用带来一定的困难.

Albino mice 
(成年)
15只

。 .07
0.007-0.221 

昆明种杂交小白鼠
07.5-25 克)

28只

0.343 
0.020-1. 019 

我们采用了实验室常规制备细胞染色体的

的方法[叫，不用透明质酸酶，并把 Clement

法中 0.7% 拧穰酸纳液改用0.05-0.06MKCl

溶液使外周血细胞低渗膨胀P 然后，在相同条

件下，作两次固定后即可制片，这样不仅大大

缩短了时间(整个操作过程仅需 7-8 小时);

所需要设备、条件也较简单，制片过程可在室

温中进行.同时，统计分析结果表明，应用这

个改进的方法，重复性较好，能获得一定数量

的中期分裂相(图 1λ

我们将实验结果与 Clement 法作了比较

(见表 1)，结果表明，本法所得到的外周血中

期染色体细胞数较多.在大多数对秋水仙素反

应敏感的小鼠中，其中期分裂相多少并不-样，

在计数中发现少则一只小鼠为几十个，多则可
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达 81伪多个。-一般情况下乡每只小鼠可观察

到 BOO-nOO 个。

由 1 以本文方法制备的小鼠外周血细胞捺包体
(的高倍镜下所见。 x 1, 920 
(b) 油镜下所见。 x12 ， 00 。

在实验中，我们还做了骨髓细胞染色体片

作平行观事比较，以反映小鼠对秋水仙素的反

应状况.在 36 只小鼠中，发现以小鼠每克体

重给予 6 微克秋水仙素腹腔注射，其中，就有

6只小鼠对这样浓度的秋水仙素不敏感.另 2

只小鼠因制片丢失未能观察到。从其余 28 只

小鼠的统计分析表明，以此浓度的秋水仙素腹

腔注射， 5 小时后采血制片，只要操作得当，

一般都能得到较为满意的实验结果.

在制备外周血细胞染色体标本中，低渗膨

胀是一重要环节。由于直接从外周血细胞制备

染色体，因此，受着需要快速以及严格的时相

限制; 另外，小鼠只给予一定液度的秋水仙

素，在血液中积聚分裂相细胞，又受到数量有

限的骨髓干细胞量的限制。有关动物的研究资

料表明，正常小鼠骨髓细胞中大约含有 0.5-

1.0% 的多向性造血干细胞[8]，并以相应的百

分率进到外周血;因而，实验中必须尽可能地

不丢失存在于外周血巾可能制得的染色体标

本。一是应用硅油处理实验研究的器llfl，使其

尽可能多地保存中期分裂相细胞，减少其丢

失:二是应用适当的低惨条件，使染色体充分

地膨胀，用以提高可分析具中期分裂相细胞的

比例。在本实验中所应用的低渗条件所得到的

染色体分裂相 p 其中可计数分析的可占相当的

比例。

顺序计数淋巴细胞及具中期染色体细胞过

程中，如何判定淋巴细胞是一个伯得引起注意

和重视的问题。在一般血细胞涂片中，由于细

胞形态正常，比较容易鉴别。而处于低渗膨胀

条件下的外周血细胞形态都发生了相应的变

化。特别是制得较好的染色体标本 ， ri~要求细

胞膨胀得更大一些，这样就给计数淋巴细胞带

来以下几个实际问题z

(1)膨胀的淋巴细胞形态，要有-_.个预试

验的实际观察和比较.

(2) 中性分叶核粒细胞中有少数分叶甚多

的中性粒细胞，在低渗膨胀时，细胞膜破裂

后，会有近圆形或圆形染色质游离出来，这就

容易和膨胀度较小的淋巴细胞混淆，把它误记

为淋巴细胞，应严格地加以鉴别。

(3) 极少数膨胀特别大的圆形细胞核，是

否均应归入淋巴细胞统计。为了有一个比较明

确的标准，我们在实验统计时规定，圆形或近

圆形，在适宜视野(入射光度偏暗〉状况下可见

细胞核外有一环状物的，细胞核中染色质均匀

的细胞归入淋巴细胞.但是，在实际观察中还

难免会出现误差。为此，在计数中我们加大了

统计样本的数量，这样便可相对地使误差范围

缩小。

从我们的实验资料看，随着操作技术的改

进，染色体标本的量和质都会相应地提高，说

明本方法还需不断完善，使可分析的中期分裂

相细胞的比例能更多地增高。在实验鼠中，我

们对雌、雄以及 0.05、 0.06 克分子量的氧化

饵溶液使用作了统计分析，在性别之间和不同

克分子浓度的低渗液之间无显著性差异。
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