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人们早就发现， 哺乳类动物肝细胞核 DNA

含量具有二倍体、 四倍体、八倍体以至十六倍

体等多倍休表现， 并受到体内外多种因素的影

响 [1 沪 ， 3 ] 。因此人们试图通过对肝细胞倍体分布

的研究以确立各种理化因素(如药物等)对肝脏

损伤的程度， 估计肝老化及探讨其与体内其它

过程(如激素等 ) !可关系 [4 ， 5 ] 。

激光流式细胞计(简称 FCM)的 激发光功

率大、 稳定性好， 因而大大提高了荧光检测的

灵敏度。 每个细胞光照时间仅几个微秒， 有效

地克服了荧光猝灭现象，提高了测量精度。由

于每个样品中被检测的细 胞数 可 达 10 5 个以

上， 测定结果各亚群占总数的百分比值统计学

精确度高。因此， FCM 适合进行细胞群体核

DNA含量仍体水平分布的研究 。

材科与方 法

1 . 动物

成年(3 ~ 4 个月 ，休 TIi: 4 0-60 克)雄性昆明种小

白鼠。 呗以木院动物房统供给之饲料。 为了避免昼夜

不同时间可倍体的在响， 均子早上 8 一 9 点处死动物

进行实验研究。

2. 肝级j泡愚H!!的制备

按 Digerns [Ó)7J以加以改良。用 ':'9)中fi 脱，位处死小

鼠后， 立即剖腹，暴得肝脏和!门市，脉， 经出门静脉i11!

注含有1干京的J_j _ JlIl盐水 ， 1豆和泌注 0.25%的!民蛋白酶

溶液。 约 5 分钟川， J[1(丁 .'1干!沪 ， .:;~:ti ，J ; 月 i丁臼肢 ， 把肝切

成 1 mm3 左右之小庆， 洗凉，在入 0 . /'5%的服蛋白酶

溶液， 子 3 7 0C温箱 20 分钟。取出酶消化液， 用八层

纱布过掠， 以冰冻生理盐水稀释， 低速 (6 0 0 转/分〉离

心 5 分钟，去上清液， 得肝细胞悬液。

3. 细胞处理与染色

肝细胞丑:液;它的可后 ， 立即用 95 % 的酒精同右， 放

入- 4 "c冰箱中备用。染色前， 用冰凉生理盐水冲洗

二次，用 0.25 % 胃蛋白酶在室温下消化胞质 ， 5 分钟

后，洗涤， 离 JLJ 二次 ， 然后按 飞rindelv川方法进行染

色z 取 10 6 细胞， 用 o . 1 % Triton-X- 1 00 溶液 .-I ml 作

为细胞稀辛辛液，同时加入 l%RNA 附 0 . 2 ml (中 国科

学院上海生化所 )， 200 ~g/ml 二jj: 1应澳 红 (Ethidium

Bromide , EB , BDH)染料 。 . 1 ml ， 室温下 10 分 钟后 ，

即可在流式细胞计上检测分析。

4. 淋巴细胞的制备

取同样小鼠脾脏， 经过挤压获何脾细胞， 然后用

。 .87%氧化较溶液溶解其中的红细胞 ， 95%酒精固定。

再将牌细胞以 1 :20 之比例掺入肝细胞悬液进行染色。

5. 激光流式细胞计定量测定分析

采用本室研制的 LXJ 型激光流式细胞计[町， 工作

时 ，选用激发波长为 4880λ的氢离子激光为激发光源 ，

激光流式细胞计的工作原理因见文献[ 8 J ，计算机软件

程序出本室编制 [9 ) 。

结果

1. 肝细胞的分寓与制备

用服蛋白酶rol注和消化的方法结合低速离

心分离制备肝细胞悬液， 光学显微镜下者到，

所得到的均为肝实质细胞， 其中有单个核的，

也有双核的。而离心后去除的上清液中， 多为

较小的非肝细胞。

用 95%的酒精固定分离 的 肝细胞悬:液中

几乎无细胞团。

2. 关于酶消化的时间和染色的特异性

采用胃蛋白酶和 RNA 酶消化 后用 EB 染

色细胞 DNA 的方法， 得到肝细 胞倍体分布图

如下(图 1 ) 

从图中可以看出， 4 C 、 8C 、 1 6 C 的道数

之比为 1: 2 :4 ， 这与理论上 是吻合的，也说明
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图 1 成年鼠肝细胞 C 值分布

细胞的 DNA 染色是化学定量的。

细胞染色如前不用胃蛋白酶消化处理， 其

核内荧光弥度显著降低( 荧光道数提前 ) ， 这与

文献报道是一致的。 但胃蛋白酶消 化时间于

37 CC维持 15 分钟 ，贝Ij 多数细胞成为碎片， 无法

作进一步分析。

如省!略 RNA 酶处理而进行染色，则各 C

值与道数之线性关系发生改变( 图 2 ) 。 同时 ，各

正态峰已经变形， 各峰之间有较多的重叠。

3. 淋巴细胞作为二倍体棕;筐。

为判明 DNA 分布图上三群肝细胞的 C值

水平 JrJZ同一样品肝细胞悬液， 一式二份， 一份

加淋巴细胞 ( 作为 2 C 标准)，一份不加淋巴

细胞， 分别进行测定。 从图 3A 、 B 中可以吾

出 ，前者表现出四个细胞群， 四个 UI*:ì草数之比为

1 :2:4 : 8, 而后者仅表现出三个细胞群。把前
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DNA 含泪( 荧光道 ~~ )

图 2 未用胃蛋白酶和 RNA 酶处理的鼠肝

细胞 C 值分布图

各 C 值峰难以分开， 与道

数的线性关系发生改变

DNA合 tïl < ~走光道 ~~ )
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图 3 同-样晶鼠肝细胞不同处理后的 C 值分布

A.加淋巴细胞(L ) ， B.未加淋巴细胞

毅
且
白白
如

图 4 为 3A 中不显示 L 的肝 C 值分布图

注意其分布与图 3 B 一致

者图中第一峰去除而重新打印后三群细胞，则

其图形与后者几乎一致(图 4 ) 。比较图 4 与图

3 B 三群细胞所占的百分比，几乎完全相等。 由

此可知， 成年昆明种小白鼠肝细胞 ，主要为四、

八、十六倍体细胞， 而几乎无二倍体细胞。

4. 成年昆明种小白鼠肝细胞倍体分布情

况。表 l 为十二个小鼠肝细胞标 本 测定 的结

果。
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讨论

1.采用服蛋白酶消化法 fl\IJ备肝细胞悬液

以及胃蛋白酶消化与 RNA 酶预 处理后 EB 染

色的程序， 可以得到良好的 DNA 荧光染色的

细胞标本。

2. 采用淋巴细胞作为二倍体参考标准 ，证

实成年小鼠肝细胞主要由四倍体细胞、八倍体

细胞以及十六倍体细胞组成(二倍体细胞比例

占 1%以下 )。它们在总细胞数中分别占 6 1. 6 士

5.67%. 23. 4 5 士 4 .50 % ， 14 . 9 士 2 . 27% 。这与

Digerns 等问的报道是接近的。由于小鼠的种

系不同，存在一些差异是必然的。 Inamdar [l J

用组织切片丁去研究成年小鼠肝细胞 DNA 倍体

分布， 发现二、 四 、 八倍体的比例分别为 15 % 、

63%和 20%。我们认为由于细胞在组织块中的

位置及切片的取向， 有可能将一部分双核细胞

切成单核， 这可能是二倍体细胞比例增高的原

因之一。

3. FCM 测量肝细胞 DNA 含盐具有速度

快 、 检测细胞数多 ， 测定结果百分比统计精度

高等优点。由于 FCM 检测中缺乏形态学并面

的信息，因此无法区分双核二倍体细胞与单核

四倍体细胞等不同情况。 ，1皮 如有 条 件. FCM 

应尽可与细胞分光光度计等技术一起使用。

4. FCM 从测定到打印记录结果完全由计

算机自动控制 ，避免了可能的人为因素的干扰，

因而测定结果更为客观可靠。
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