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子注射 ，及神择细胞核团的注射等实验中，使用

效果非常理想。由于这种仪器结构并不复杂，

造价也很低(不足 200 元)，价钱相当于国外同

类产品的 1 /5一1 /10。因此依靠自己的现有条

件， 完全可以装配一台既纯济又 Jr 月1 的磨H i史

来代替手工的加工方法。

ny睫橙荧光染色法和 Giemsa 染色法对微核的比较观察

孔志明

(南京大学环境科学研究所环境生物研究室)

大石英 恒

(日本国爱知县发达陪害研究所细胞遗传研究室〉

微核试验是筛选环境诱变物和化学 致癌物的一种

快速、 经济的测定方法。到目前为止， 只有小鼠骨髓

细胞微核试验发展为标准的试验方法。 并为国际环境

致突变物和致癌物防护委员会所肯定。

近年来 ， 日本国立卫生试验所林真等人研究了能

与 DNA 结合而发出特异性荧 光的 叮咬 橙(Acridine

Orange) .并首先将叮咬橙荧光染色法 (A.O 染色法〉应

用于微核试验。在他们的指导下， 我们也应用 A.O 荧

光染色法进行了微核试验。 现将做法与结果介绍如下2

用 DDY 9-10 周龄雄性小白鼠( 日本静同县实验

动物农业协同 组合)。按 3 mg/kg 体重一次腹腔注射

MMC， 每组设 6 只小白鼠，分别在 12 小时， 18 小时，

24 小时 ， 30 小时和 4 8 小时后 ， 以颈椎脱日处死动物 ，

取出股骨 ， 用少量小牛血清(约 0.6 ml) 冲洗骨髓细胞，

离心 (1 000 rpm , 5 分)后，弃去上清液，留 少 量血清

悬浮后进行涂片。分别用 A.Oj法和 Giemsa y去进行 染

色。另设一组阴性对照。

Giemsa 染色法

1. 涂片后的标本用甲醇固定 5 分钟。

2. 2 . 5%Giemsa 染色 20-30 分钟 (Giemsa原液

用 pH 6.8 的 Sörensen 缓冲液稀释) 。

3 . 染色好的标本在缓冲液中洗涤后，在 0.004%

拧橡酸中浸数秒钟。

4. 用去离子水洗涤后，凉干， 然后 用显微镜观

察。

荧光染色法

1. 涂片好的标本用甲醇固定 5 分钟。

2. 将 O .I %A.O 原液用 pH 7.0 McIlvaine 缓冲

液稀释成 20 倍后 ， 染色 15 分钟。

3. 用缓冲液洗涤 3 次 ， 每次数秒钟。

4. 用同一缓冲液封片后 ， 在荧光显微镜下观察。

对每只小白鼠作成的标本， 分别用 A .O 法和

Gicmsa 渎 ， 观察 1000 个嗜多染红细胞 (Polychromatic

erythochte , PC酌，求出有 微核 的 嗜多染红细 胞

(micronuleated polychromatic eryth ochte，孔1NPCE )

出现的频率 (MNPCE%) 。

作为对骨髓增殖抑制的指标， 再用二种方法， 求

出嗜多染红细胞在全红细胞中的百 分比 (PCE% ) 。嗜

多染红细胞，随其成熟的稳度，颜色 !主l灰兰色 ，慢慢过

渡到淡红色， 且形状不相同 ， 大小也不一致， 而正染

表， A.O 法和 Giemsa 法染色结果比较

类别

微核

11吉多染红细胞

正染红细胞

「工豆副二 I Giemsa 染色法
绿色荧光 | 

桔红色荧光
ν
「
]

荧无

深兰色

灰兰色

淡红色

红细胞 (Normocchromatic ery thocy te , NCE 大都皇

圆形，大小亦较均匀(表 1 )。

实验结果均表明 ， 小白 鼠经 MMC处理(3 mg/ kg 

体重)后 ， MNPCE 的出现频率， 随时间的增加而增加

24 小时频率最高， 但 24 小时后 ， 逐渐减少 ，经统计学

处理. MNPCE 的出现频率， 与对照组相比，有高度

显著性差异 (P< O.OO l)。嗜多染红细胞在全红细胞中

所占的比例 (PCE %) ， 随时间的增加而减少(表 2 )。

两种方法所测得的结果， 对照组之间以及在同一

时相实验组之间的 MNPCE%, PCE %均无 显著性差
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襄 2 DDY 雄性小白鼠经腹腔-次注射 MMC(3 mg/kg)后有微核瞻多综红

细胞的出现频率及晴eu是红细胞在全红细胞申所占比例

MMC 处理 岛1NPCE(%). PCE(%).. 

后时间〈小时〉
Giemsa A.O. Giemsa A.O. 

。 0.23 士 0.07 0.20 :t 0.06 57 .67 土 4 .66 58 .16 士 5 .1 6

12 1. 75 士 0.33 1.50 土 0.13 55.83 土 4.30 57.16 士 4.30

18 3.15 士 0.67 2.75 士 0.33 49.00 士 11.89 55.00 士 6.66

24 9.33 士 0.25 8.83 士 0.76 44.00 士 7.13 4 6.67 士 2.78

30 7.83 士 1.84 7.63 士 1.84 39.00 士 1.59 41 .67 士 2 .98

1987 每

48 3.00 士 1.42 2.80 土 1.11 35.00 土 7.76 38.17 土 10.31

• MNPCE( %): 有微核嗜多染红细胞的出现频率。

•• PCE(%): 嗜多染红细胞在全细胞中所占比率.

异。>0.05).

根据上述结果，可见 A.O 染色对 PCE 的判别较

容易，能避免来自肥大细胞颗粒所造成的假阳性。 这

些都与国内已发表的同类工作所得的结果相似.

介绍-种用警通计算器的累加功能进行细胞计数的简便方法

将计算器打开后 ， 先按C口 ， 再按[十J ， 注意 g 有些型号的计算器(如SHARP)只需按一次[十J ， 另一些型号

计算器(如CASIO )则需连按二次H斗。现在计算器上已显示出计数的"1" ， 以后从数第二个细胞开始， 每计数 一

个细胞按一次[= J ， 直至完成 一次细胞计数。有少数型号计算器在第一次按[=J时数字显示为 " 1 气 以后每按一

次[=J递增 1 。由于不同型号计算器的功能不完全一样， 读者在应用时应根据具体情况， 或许你能找到更好的计

数方法。

用计算器计数细胞有几个优点: (1)计算器的使用已很普遍，对于手头一时没有手彬:细胞计数的人来说，计

算机无疑是一个很好的替代工具 I (2) 计算器复位快I (3)可以直接在计算器上进行一些计算， 并且可将结果暂时

贮存。

上海医科大学

张雷

r时….时….…w…-旷….町…-……时…-时…-……时…叶~..，归-…………M叫-叫-""^…，…时…--..，卢._..，…-…气

; 更正2 本柯押干币刊IJ川j
; 密度脂蛋白受体的酶标和免疫酶标的定位研究。J" ; 
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