
一种简单的微量滴足法用于评价细胞培养用的血清*

姜if.栓

( It1 国医学科学院医学生物学研究所， 昆明)

体外培养细胞成功与否常取决于所造用 I缸

洁的质量。因不同批号 的血洁其质量也往往不

同， 在用于培养细胞之前必须进行质量鉴定。

血请原量的鉴定可采用定性法， [1 )或定 量法[川]

以及放射性核苦酸掺入法[6 J。这些方法需要高

度精细的技术操作， 或者较昂贵的仪器设备，

不宜在一般实验室推广。本文报道-种新的微

量i商定法 JH米评价胎牛血清促进细胞生长的活

性。

材料 和方法

1. 细胞

澳大利亚联):1) lÚL 7i占实验室 (CSL川、存的细胞 ， 't.l 

j古人胚月ili二f体细胞株 M只C…5 和I Vero 细胞 以及原

代猴肾细 1]包 ( PM í( )( Cynomo1gus )o m 0.25%)民主臼
酶消化 ítiU备 细胞:兰、议。

2. 培养液

!j!r有试验都使 )4] 含有' ~I"必~K;氨基酸， 10%胎牛血

洁和 20 mMHEPES (pH 7 . 5)的最低必需成份 Eagle

液(MEM NE) 。

3. 胎牛血清(FCS)

商品生产的不同批 弓 的I1白什 血洁和一批对照lllLì肖

相比较。 该3比对J!~血泊能支揭 MI主C-5 细胞相 人或其

他动物多种细胞的生议。

4. 评价血清股温;的方法

( Il ) 三次连线传代试验: 同一批 MRC-5 细胞以

2 x 10 'jcm2 的细胞数j主种纠生长面积 25cm2 的 TZ5 塑

料瓶中。培养液中合 i式捡剧请或对照血沽， 每f比血j击

使用两个 T25 瓶。 所有应养;全月 :í'Ï培养子 37"(; ， 以 72

小时的间闸 ， 1: 4 的分种率iI续进行 3 次传代。每次都

使用一个 Zß， 组细胞计数器进行细胞计数。累积 3 ?欠

连续传代所获得的细胞群体二倍数， 计算出生长率。

〈生长率 二试验血挠的细胞群体二倍数/对照血洁的细

胞讲体二倍数)。

(b) 二川的去飞 1('(lJ )i ì,V:: , ~Ull Pye 戍边的方法〈未

发 炭资料 J 。 该万 次;足以flI1. U 自 lf1l<l )豆 J业的 元'法 IJ] 元j 基

州的。 j妾 仲细胞数 是 Z x 10勺子L ( MRC- 5 相 Vero) ，

1 0 5 /孔 (PMK)。每批血泊使用 4 个孔 ， 3 7 0C培养 5 -

6 天后计数细胞， 计算出生长半和变异系数。

( c) 数量泊在:试3年 : J巴 75 μ1 il'è1 J ，，!养液 加到 96 孔

平j点微 :~: Ì'商Æ板上的每一孔中， :f.i-Jjl~ 75μi 的 MRC-

5(2 x 105/ ml) , Vcro (l o s / ml ) 或 PMK (1 06jml) 细胞

，让液加到滴定板的左面第一礼中 ， )l~分混 合后转移

75μl 泪合 液到第二孔中 。 然后从左王|同:1 依次1P~细胞

总液进行示列二怡'稀样 ， 直 5 %C02 Ýi1~ ;îi;j l l l 培育 3 --

4 小时， 在此期间细胞附着到板孔上。其后倒去培养液

并加i入 O . 1 m1 含 10 %试验血情或对照血洁 的新鲜J;f;­

J在液 ，母 titJU1 11寻用两排孔。细胞子 37 0C地养 5 -_ 6 天 ，

然后除去培养液，洗涨 ， 加 n时 5%结品紫乙陈 液染

也细胞 5 分钟 ， 创去染J夜 ， ~l 米水冲洗. 在ij干后用!勾

H民成 tt:显微镜 F判断终λ号 。 以产生 50 %细胞在盖面积

的细胞，层浪桥释度 ìog 2 的且对敛， 米表 示该批号血

清促进细胞生长活性的滴度。

结果

1.三种试验方法的比较

5 批试验血?甫平日一批对照血清， 按三种方

法所获结果捆住H图 1 )。

2. 微量滴定和细胞数增加试璋的比较

MRC-5 细胞的试验结果 表 明，以两种方

法评价 FCS 的质量， 其结果相似(图 2 )0 Vero 

细胞和 PMK 细胞的试验 结果与 MRC-5 细胞

相似。

3. 微量;商定试验的重复性

使 用 MRC-5 细胞 对 1 0 批 FCS(包括对

照血清 )在不同日 期进行了三次独立试验，其结

果列于表 1 。 由表 1 可见， 二二 U; 试验结果具有

良好的重复性。

· 本试验是在澳大利亚联邦血清实 验室进行的。在
Irn~~ i:t币1 巾 ld抨 击iJ Mr A JJamp$on , Mr , D . Pye. 

Mrs. J. S tanl y li I DI'.LChe)' n t: I ,'rM fJ}j ，特此致谢.
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图 1 三种试验方法的比较(MRC-5 细胞〉

· 微量滴定和细胞数增加试验
。微量滴定和三次连续传代试验
终点=细胞悬液稀释度 log 2 的负对数

生长率=试验血清的细胞群体二倍数/对照
血清的细胞群体二倍数
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伪币tìiXj 应试验的终点

图 2 两种试验方法的比较( '6 批血清，
MRC-5细胞)

终点二细胞悬:液稀释皮 log 2 的负对数

生长率 =试验血泊的细胞群体二倍 数/对照血清
的细胞群体二衍-数

4. 44 批 FCS 的质量鉴定

采用微量滴定j"l~ 对 4 4 批 FCS 的促进细胞

生长活性在 MRC-5 细胞上进行了质量鉴定 ，

结果见表 2 。 表中对 Jm血清的 j商定终点是 5 . 5 。

如果试验血清的终点>5 . 5 ，则该血清的质量优

于对照血清。如果试验血清的终点三3 ，则该批

号血清用于培养细胞不能得到满意的结果。

褒 1 微量涌定试验的重复性

终jγ

试验lrrL洁
试~金 1 i式验 2 试验 8

一一一-一

l 5. 5 4 . 5 
2 3 2 . 5 
3 υ 户 4 

4 6 5 
5 4 . 5 3 

6 5 4 . 5 
7 3 3 
8 5 4 . 5 
9 1 

10 5 4 . 5 

最细胞;悬液稀释度 log 2 的负对数

表 2 4 4 批 FCS 的质量鉴定

血清总Jtt数 血清t比数 终点·

3 6 

21" 5 . 5 

44 9 5 

8 4 . 5 

2 己

·细胞悬:液稀释度: log 2 的负对数
" 包括对照 j'n. i青

讨 论

5 
2 . 5 
4 . 5 

5. 5 
3 . 5 

4.5 
3 
5 

< 1 

4 . 5 

本文介绍τ一种新的评价 FCS 促进细胞

生长活性的微量滴定法。将该法和三次连续传

代法以及细胞数增加法进行比较， 结果表明，

三种方法所获结果相似，均可用于鉴定 FCS 的

质量。但是必须指出，采用三次连续传代法时 ，

如果接种细胞密度>2 x l04/cm 2，传代间隔时

间长于 72 小时，则用于评价某些质量差别不大

的血清批数时，就不能鉴别彼此间的质量差别

(未发表的试验结果)。

本文描述的微量滴定试验， 细胞悬液是以

二倍间隔 (log 2)进行稀释，如果以 1. 5 倍间隔

进行稀释， 预期可以得到较为精确的结果。

在评价 FCS.质量所用的方法中 ， 植板率试

验是评价 PÇS 对非常低的细胞密度的促进生
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长 if1_i' 性， 三次连续传代试验是对高细胞密度，

细胞数增加i试验是对低细胞密度，而j微量 j商定

试验既评价 FCS 对 高细胞密度也评价 对 低细

胞密度的促进生长洁性。

用细胞数增加试验评价 FCS 对 PMK 细胞

的促进生长活性时， 由于 PMK 细胞悬液中含

有许多细胞团块， 难以进行精确的计数，因此

需在接种细胞后的 24 小时，把附着的细胞消化

下来计数， 并把它作为接种细胞数。然而微量

滴定试验可直接fli PMK 细胞悬液进行。

微量 j商定试验的优点是:1. 技术操作简

单。 2 . 不需使用电细胞计数器。 3. 可用肉眼

直接判断滴定终点。 4 . 特别适用于评价 FCS

对 PMK 细胞的促进生长活性。目前作者实验

生:巳 IE. 片l 梅、量 j商定法常规地测定新生牛血清对

恒河猴肾原代细胞和人JJ{肺二的 体细胞 KMB

17 株的促进生长活性。
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植物姊妹染色单体区分染色的简易方法

余其兴

(武汉大学生物系 )

姊妹染色单休区分染色(SCD)是七十年代

中期发展起来的染色体处理技术， 因为它涉及

了细胞动力学 、 细胞周期 、 染色体半保留复制 、

提色体"单线说"以及染色体附变等一系列的细

胞生物学理论问题， 此外还能用于分析姊妹染

色单体互换(SCE)频率，来检测诱变因素和致

癌物质， 所以有关 SCD 的实验技术可作为细

胞生物学实验课的更新内容。 本 文介绍植物

SCD 的一种简易方法，即以蚕豆根尖细胞为实

验材料的 ßrdU-Feulgen i去 [1]。据我们实践体

会， 采用此法开设实验课具有如下优点: (1) 

实验程序少，时间短 ，整个实验可在 2 .5-3 小

时内完成。 (2) BrdU 的掺入是在幼苗悬浮生

长过程中进行的 ， 故不需要进行细胞离休培养

等烦琐的实验准备工作。 (3) 实验条件简易，

凡已开设过"植物根尖孚尔根压片"实验课的教

学单位， 均能更新开设此项实验@

-、浩浩配制

(1) 500 ~lM BrdU 溶液 g

称取 BrdU 粉剂 15. 4 毫克 ，溶于 100 毫升双蒸水 ，

装入棕色试剂瓶， 包粤、纸避光 ， 置冰箱( 4 "C )保存，

(2) 0.05 %秋水仙萦溶液g

称职秋水仙素粉荆 5 毫克， 溶于 10 毫升双蒸水。

(3) 3.5 NHCl 溶液g

取i:t{盐酸(比重 1.18 )288 . 8 毫升 ， 用 2草、馆 水稀释

至 1000 毫升。

(4) 席夫(Schiff'的试剂 z

配制方法与常规相同， -1旦配比有所改变， 即 2 碱

性品红/水/lNHCl/偏重亚硫酸制= 0.5 克/ 100 毫升/

30 毫升/ 3 克。

二、实验步骤

(1)将蚕豆种子埋入潮理的锯木屑中萌发。 待初

生根长 3 - 5 厘米时， 剪去根尖生长点和胚芽顶端，
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