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月3 褒光激活细胞 分选议检 测 细 胞

存活的两种不同染色方法的比较

李永锅冷勇林国妹

(IN'J科学院 J~.ìí~细胞生物斗川究所)

失 尤激活细!l包 j扩 ìlli {义 (FACS)的主 安二i)J 注

之-)Ë .fiJ HJ 尖7川省; i己抗体来检测细胞表面 标

，牛、，进行 A8 1][i 类畔的分析反其功能的研沉。在

这类附光中 ， .ìnl市要求所价测细胞为活细胞，

否 WJ ')~ j é: . f'l;记 抗体可能渗入胞内造成假象。为

此(!:妆 iflj lJ细的技 l 向j 扫; ;-i!:~ tfJ 同时，最好能测定开

缸细胞存洁的 'IJIí 况 。

以 {r ÎJ 向散射 ( Forward scatter, FSC ) 为指

Vf;, FACS 可!、). f ;:~测细胞的存活。 但是， 由于

引赳细胞死亡的 i~!: I且不一 ， 它 们的 FSC 灼 义

化也 Ì:~ft:不 H。尤其" -í J肝测细胞样品中，细胞大.

小 差 比较 大 i "]' ，将严重影响以 FSC 来检测细

胞存i;r~'110 f; '; 果。 另 一类二方ì:Ji法去是)月用干莉i i呆!块在些 o走U与

L染传细胞， I 、」 细)jiQ宵没有尖光来决定细胞存j吕与

否。{L战 1七届 乙 U;j : (Fropidium iOdide, PI ) [1) fl:t ;'，'~ 

光 'i:!N，化台阶一一- 乙 f1n :~，~: 光素 ( Fluorescein 

diacetate , F fJA) [2]是两种常用的唯料。 PI frJ 

FDA r:i~ ! Nfj (i'fl ~0一一如!啤均可):!']可 见， 光 (488

nm)激发，前者使 比细胞有 江巴尖 y( ~ ; I-:~- ;:r.f，~.. í! E 
f舌细胞 fi兰，卫自~ ;.'/~ .)'!=。因此， )IJ ~ì~ )1(: 照料业已?1 :

来?括 ;~lri IJ 细胞存?t!:;. .1'1' I J}应免 l二1. FSC 为 指标 ]'; ~)j

浊的的点。问时， 已经 ~Í-:! ! ~ì，豆叶!于细胞表面标志

研究用的兴7日 1飞休 的-，; ;~. j [j r'I川~YL:京丰r JT.M~氨酸

岁:: )巳贵 ( FJuo rescein isothiocyar丁 a te ， FITC ) 、

罗 达明 (Rhodamine ， Rho ) 平Il i:j;~~nF i' i ( Phyco ­

ery thrin , PE ) ，卢 11 j 1 '(;以 14 尤以' 长 I j PI ;rn 

FDA 相近 ， 均可用 188 nm ì'é来激发 ， ;反射光

分 J}I J :/:J 绿色〈如 FlTC) 和 ::1色 (如 Rho 矛íl PE) 。

- 因 此， 对 比 町、 FDA 和 Rho 、 PE 、 FlTC 的

上述特性，两者结合起来， 拙，可以达到 fl'iJ 时检

测同一个细胞的表面标志 反其存活悄况。本文

比较了用 FACS 检测细胞存活平 (j( ; PI 和 FDA

两种染色方法 ， 以进-一步肯定其可行性。

材科和方法

1. 细胞样品的制备

以小~b~牌脏，以机械λi 法制成)jJf细胞忌、液 。 n年细

胞悬浓的洛被为含 2 %新生牛'iUl清的碗面豆缓冲!:i:息:盐

水 (BS-PBS ) 。调整细胞忌;阳l让浓度为 2 x 10; 1m] ， 以

准蓝除外试验浏IJ立细胞的存活斗< Jj 9 5%左右， 以 lr(; 作

为活 ;mfi包 ~G: 液 。 另外 ， 将细胞忌、液宜于 56 'C水浴 1~I )m

f品 ~) O j j i: ' !; ，行1i i~主除外试验农 Ilfj约 98 %细胞死亡 ， 以

此为7;已细胞:忌、液。;际上述两种细胞息，放 i泣不同比例混

合， i!J U备成存活率不同的细胞样品。

2. 细胞样品的染色

1 í斗、有!细胞 n~ ， fti )J iI ， i 川、在 ( BS-PBS ， 1:- 1; 后 ))11入 5

•+: {:.\ PI 丘X: FDA i'备以。1'1 1衍 生妇农 t玉 为 0 . 05 mg/ ml , 
FDA r' 1甘终浓L~)j 0. 5 r / m! , : ìü在于~jqii必 也 1 0 分钟 ，

后者于 37 'C谊L育 妥"包 :~ O 分 钊"然 )L:i J!.t 斤 FACS 分

析。

3. FACS 的分析

所采用的荧光激活细胞分边仪 J二 Rec ton-D ickin­

son 公司的 r;: ~/ 一→-FAÇStar !J 11刊 。 !l J !) W 门包恒杰:) - j唱以

jC; ， 以 ~.Q i& L'-:: ) j J 削 nm
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身VC; !皮长， 测iA时 FL 1 ， 加 53 <Y nm ?， :j通 磁片; FLZ 能穿越Jl~iLi !ìpl膜 )11:入细胞，与 DNA 结 合 。 这

力ll585 nm l可jill ì虑、片。 测量结果以单参数自方 图有i双 样死细胞'比 上红色尖)'[::( FL :n o FDA 是: …- ÆI11 

参数点i问:因弓之五、。我 }~Z.采柔和 1处Jlt~用的计算 机:)) HP 荧光生成化合物， 本身'不会发生失光。它能穿 ，

9000 Series 300 0 ï出细胞!模进入细胞内部， 受到 Jj旨酶7}(解产生jÎfí

离荧光素。游离的失光素不能穿透活细胞膜，

但能穿越死细胞或垂死的细胞膜而也漏到细胞

外。因此ìl-细胞显示}_r班主i包去光 (FL 1) ， 先

f让1)]包却不J"l{ :1~f 0~1 Y-2 Yé 。

i;fj i辜!是 FACS 检出II ~~;呆的 」虽 :)j l划。 |冬! 中 A

)j PI 染色洼的结果， 可'沾楚地看到 -JJ WJ !\ - }..'<­

死活细胞的 iJJj个 GI手 ， 占::19!1J !:(I III辛代表活细 胞(刁二

;再拉夫光) ， 右侧的峰代杀死细 胞(显不如尖

和讨论

1.两种染色方法的可靠性店，一强性

jfj jr号细 jJ[11 ~号:液 刊 ! ;~t i~rn il也经被以体布l J立 90 :

10 、 '1 0:30 、 C)O : 50 iLι台 ， ;!ì1i Þ\i>f、 Il，{J 1'干 jLE半 l:l :j

细胞样品， 然)二 j)扑IjJ豆:JJ ì去PJí :ì主 进行去色和

FACS 分析。七1 知 ìt( ， PI 是一不:吉它与 DNA

结合的主r~ )'C: 化合物，匕不 'ff与穿 ill~ ì8细胞献，

结果

i 
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光 ) ，这些峰的大小随着细胞样品中死活细胞

的比例而出现相应的变化。 巴i t:丰l B 是 FDA 染

色浊的结果，右侧出来代表活细胞 (显示强、荧光) , 

左侧峰代表死细胞(不显示强交光) ， 峰的大小

也随着样品中细胞的存活车而发 生 相应的变

化。我 1 是!到的西方 ftl统计计算的结果。 结果

农明两种不同 ~'+L 色工川、): j'}j 求得的存活 在之 (同无

明盟的主JJ异 ， 归 r们、)下i

比例变仕化t存干扩布在1γ1:丁1莉芮 相应(白阳的l甘向f斗j 头主: {化七。 因此， 可以认为

用两种不同班仨力法来价~X'll]细胞存活二千:是能正

确反映料'品细胞实际情况的 ， [r'2 r l-) 也表明两种
不同的染缸 }ji:t JVí'何结果是一 致的。

费 1 不同荧光染色检测细胞存活率的比较
-呵-帽...，.，.，，....，_唰---‘例"、.，..._r......~田凹'电~"..........，..盲'咱_.蜀"明，同啊"'"'~_..-. . .，‘A町

泊 、 y~ 2m !!包 ，t: ;，(-沪
~[:'t~:ì!YJH'f句 ( 川 )

:丁1')拉1， ';-{. i占斗~(~.~)

3{1丁!气6 U PI 

100 。

J唱宇ιa. ~ _‘ 

92 . ] 

90 J 0 79 . 8 

70 ;~O 65 . 6 

50 50 '\5. 2 

。 100 1. 3 
啕F喃喃-庸，明--..".'用-寸时­

• j川用i目斗 +铺古 :t咔创:t旺阳!t扪T计|除夺东气 伊外外1 ，、 iνj人、\ !价J阶!扫阶?企). ~. 1兰二 !盼y闪j ，

F 

FDA 

92.6 

82 . 3 

66 . 4 

;(7 . 8 

1. 9 

二率辛苹3吆乡约~ 9臼5 ~' ö ， ~，已细胞恙汩的细胞存活率约 2 % 。

2. 两种主任色万法的稳定性

吉lH ，~8.ri'; 品 X: PI 豆I~ FDA 染色和 FACS 才企

测 . 再置冰浴放置 2/]'\1时 ， 然后再进行 FACS

分析。分析f占 ~R5:ij 干玩儿经比较表 1 丰n表 2

的结呆表 fF1 : 虽然料'品毡，{在 ;在中放置 2 小时以

上， 但它{门!不:存活车没有发生明显 EI~ì 变 化。 因

此，可以认为 检}:~杉fß Jj也有~ i2:i 翠的这两种不同的

提色万法是十分怡、定的。

3. 两种染色方法的互不干扰性

为了说明 PI ;j'f] FDA 附轩染料， &+~iæ p，包时有

否相互影响 ， 同 ~Fì胞们:品先 Fll PI 染缸 ， 再 11']

FDA 染色， 或者反之。实验结果 列于表 3 。

结果表明两种染料均不相互干扰对死、 活细胞

的染白 。 i!t ïílî i;i~ lUJ [!Jj 利j ì~1叫，+ l归贝1] ;y巳 、 市汩的是

特 ;; I (，<)。

表 2 不同荧光染色后 2 小时位

诩细胞存活率的比较

活、 YG细胞悬液 a

j昆台的比例<% ) 
细胞存活卒 < %) 

活 5ìE PI FDA 
十一 ←←一一一←一一}一一一

100 。 90. 2 92 . 6 

90 10 78 . 1 84 . 7 

70 ;1 0 61 . 4 67.5 

50 50 4 :1 . :J 49 确 7

。 100 l.7 4 . 4 

. 见以 1 ~1解。

表 3 两种荧光染料袋色细赖的

荧光检测结果

荧光l)~ït1:('甘细胞 I~i ")'~牛~(% ) 
γL . ì)~' 纠1j1J('1去、波 ‘

~:主中IJ的比例(% ) 首次 ~l，~t色 f了 . jiJ 次?:i'.:色飞; · ·

占百i 3'G FL 1来毒、 FL Z 絮' 事 FL l ' 按 'FL 2 喉 *艇

. 100 , 0 97. 2 9.1. 7 4.9 

5. :; !)2 . 5 7 . 2 

o 100 0. 7 0.9 98 . 8 

97.5 3 . t1 96 . 2 

.见表 1 iJ二解。

"细胞*羊品首先用 FDA 染色 ， f1j 用 PI :1二色;

或者先用 PI 染乡再用 FDA ~哀 。

…FL 1 : 绿荧光。
FL 2 ， 红荧光。

结

从上述实验结果可以认为z

1, PI 扣 FDA :f}j 利l ~H: 色法均能 正确地反

映细胞存活的'i'ï'Í'况 ， 而且间 ，耐力' i-}~ tÁ~g!Ù Ø~i 结呆

是一致的。 这样有Ælj " J 根据正验 以 计边;二手使

用。

2 . PJ HJ FDA 两种染色方法-互 不干扰，

分析前不需去除细胞fi:品中游岗的染料， 方法

十分简便。

3 . PI 丰I1 FDA 两种染缸)] 11二 十片稳定，

这为实验i二日';， u : 1~γ(充裕的 1 10]' r~lJ 。

.，1 . 更值1'.1 t{ tU (i '0朵 PI fi[ FD八 λJ 细 胞存
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iν.;;.汀(ì巾〈V忱j川f习々专 f川沟伯叫句!iυ兰 ]刀1.二;与 丑: L负!U白的i川向(斗jυ， -L也.~ ~击讥:卡ν让，1，士'L;J:是~ì兑 Pl15使l史走 5'七 f纠细iH旧i口1 
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的实验设计有了充分的选择余地。

总之 ， ;(,1 FACS 的应用来说，检测细胞存

活的 PI 和 FDA 两种染色法是十分有用和必要

的裴本方法。

描 要

本文比较了 }I] P1 1，门 FDA 两种不同染料，

j才1i二t FACS 米;生出'i~ffl rlr( I构 Ui，\ ， ，h:明[饲料不同

染和!所得结果均能岳矶j lμIj~Hn 哇! 存活的情况，

而且的者的结果是一 业丰rl ~主定的。并讨论了这

两种方法应用于 FACS l金测中的优点。
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介留一种显示小型寄生线虫染色体的方法

一利用马来丝虫虫卵制备染色体

王花花 x~ 珊新

(浙江省医学科学院寄生虫病研究所 )

在利用 马来丝!.tl. 生在l腮 il ílJ备染色 休的同 卵染色体图象(见囚 ) 。

时，以该跄虫子宫内虫卵为材料， 对 Imai i去 [ 1]

加以改动~ HJ~:探索j!J I J 备丝 :p，染色休的方法，

获得较满意的效果。 操作步骤如下:

1. 将马来丝虫雌虫置于培养液 RPMI

161\ 0 + 20%小牛归清( 含 4 ~lg/ml 秋水仙 r&ì. )中

37 'C培养 4-G 小H宁 ， IfR I{" !É.休置解剖镜下，

用解剖针'取出血体子宫的前面部 分J 2. 放入

0.6 % 拧核酸't i斗中低j参 30 分钊1 ; 3. 置实验材

料，干一千古洁的技玻片上，稍微倾斜玻片， 在玻

片上滴约 0 . 5 ml 珩鲜的罔定液 1 (冰醋酸 · 甲

醇 : 菜馆7]-\. = 3 : 3 :4) ，使!预定液缓慢地流过材

料， 由下端排出; <1置玻片于解，剖镜 下， 开!

?商 管力n ?， 滴上述 |η定液于材料上，并迅速撕破

子宫，虫 91') 迭出而分散J 5. 在材料干前， 加

3 1商新鲜的固定液1I (冰醋酸 : 印醉 = 1: 1), 

3 0 秒1百将收j t倾斜除去固定液J ô . 立即力l1 ì*

醋陵 3 1商 ， 约 30 秒后除去冰酣酸， 平放玻片 ，

空气自然干燥; 7 用 1 0%姬氏液染色 15-20

分钟 (pH 6 .8 磷酸缓冲液)， 即可获得丝 虫虫

图 示马来丝m受精卵分裂r，~期相当秘色体
(2n ", 10 ) 

i亥方法较?在Ki~方法[ 21简易 ， 由于省去了离

心过程，从而避免大量细胞丢失。因而，此法

尤其适于 1111J备小型虫休U~色休。
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