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瑞 4 姬氏混染在

>% F! H诱导的

16J=- 细胞微核试

验中的应用

边寰锋 * W安飞云 * W钟才高 * !! W廖春华 -

F *& 中南大学公共卫生学院卫生毒理学系，湖南

长沙 P*BBGQ；-& 江西省疾病预防控制中心，

江西 南昌 EEBB-+H

【摘要】背景与目的：将瑞 4 姬 FX%97@M4=96TI$ H氏混染法用于 >%F! H诱导的 16J=- 细胞微核试验，探讨瑞 4 姬氏混染配比浓度和不

同染色时间对染色效果的影响。 材料与方法：以瑞 4 姬氏混染对 16J=- 细胞进行染色，采用不同的染液配比和染色时间，观察其对染

色效果的影响。 结果 N E Y * 瑞 4 姬氏混染 E Z R T93 可以获得较瑞氏或姬氏单一染色更好的染色效果。 结论 N 瑞 4 姬氏混合染色法

可应用于微核试验中的细胞染色，并可获得良好的染色效果。

【关键词】瑞氏染色；姬氏染色；瑞 +姬氏混染；双核；,-./0细胞
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微核是在细胞分裂过程中由于纺锤体功能受损，在

有丝分裂后期滞留于子细胞胞质中的染色体或染色体

断片，微核的检测可用于评价化学物质对染色体的损

伤。在微核的检测过程中，细胞染色的质量对微核的观

察有重要的影响。目前常用的是姬姆萨 F=96TI$H 染色

法，虽然胞核着色清楚，但胞浆着色较淡，有时细胞边界

不清，不利于微核的正确辨认。考虑到瑞氏 FX%97@M H 染

料对胞浆染色较好，能否结合瑞氏、姬氏染料的染色特

点，控制适当的比例与染色时间，获得满意的染色效

果。为此我们在评价六价铬 ‘>% F! H a 诱导肝癌细胞株

16J=- 细 胞 c,0 损 伤 过 程 中 ， 采 用 瑞 4 姬

FX%97@M4=96TI$H 氏混染法用于微核的检测，探讨瑞 4 姬

氏混染配比浓度和不同染色时间对染色效果的影响。

! 材料和方法

!" ! 材料

!" !" ! 细胞株 16J=- 人类肝癌细胞株，由中南

大学湘雅医学院细胞生物室提供。

!" !" # 主要仪器 \d;4*BG.F,H型双目生物显微

镜 F宁波永新光学股份有限公司 H；11>e4* 型二氧化碳

培养箱 F上海一恒科技有限公司 H；\c4*B* 型倒置生物

显微镜 F f,<S> 公司，美国 H。
!" !" $ 主要试剂 重铬酸钾 Fg->%-<G，基准级，上

海浦江化工厂 H；细胞松弛素 .Fd97T$ 公司，美国 H；
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表 + 染色时间和混染液配比浓度对染色效果的影响

’,-./ + $01.2/03/ 41 5611/7/08 98,60 86:/ ,05 ;76<=8>?6/:9, 5@/ A74A4786409 40 98,60 /11/38

FNJN 培养基 5OL><@4/ 公司 ! 美国 6；类标准胎牛血清

5中美合资兰州民海生物工程有限公司 6；姬姆萨染料

5北京化工工厂 6；快速瑞氏染色试剂 5迈克科技公司 6；
其余试剂均为国内市售，分析纯。

!" # 实验方法

!" #" ! 染料的配制 姬姆萨染液：称取 8P 7 * 姬

姆萨染料于乳钵内，逐渐加入 && 0< 甘油研磨均匀成悬

浮状，7Q R水浴 $8 0)4，加入 && 0< 甲醇充分摇匀后，

普通滤纸过滤，室温保存备用。临用前取姬姆萨原液 #
份，加 $ 份磷酸盐缓冲液 5 ?O S QP T6，充分混匀后即可使

用。瑞氏染液：采用快速瑞氏染色液 5即用型 6。
!" #" # 胞质分裂阻断 $%&’()*+,-*-./0(1)*+2，%34 微

核试验 参照 U2,2(2V24 等 W# X 所介绍的的方法，稍加改

进。将处于对数生长期的 O/?.% 细胞接种于 %7 0< 培养

瓶，接种密度为 7 Y #87 Z0<，置 &[ R、含 7\ >M% 的培养

箱内培养过夜后，加入终浓度分别为 8、%P 7、7、#8
!0@< Z 9 的 >(5" 6后继续培养 %] +。染毒结束后，吸出培

养基，加 8P 7 0< 8P %7\的胰酶消化细胞，收获的细胞经

离心、^=3 洗涤后，重悬于含细胞松弛素 =5终浓度为

7!* Z0< 6的 FNJN 培养基中继续培养 %] +。最后按常规

收获细胞，用新鲜配制的甲醇 - 冰乙酸固定液 5 & _ #6 固

定后，取细胞悬液滴于预冷的玻片上，室温自然干燥后

备用。

!" #" 5 染色 瑞氏和姬氏单染按常规方法进行，

瑞氏法和姬氏法单染的时间分别为 & 0)4 和 7 0)4。瑞 H
姬氏混染，首先配制成不同比例的瑞 H 姬氏混染液，配

比范围在 & _ # ‘ # _ & 之间，同时在 # ‘ #7 0)4 内设置不

同的染色时间点。

!" 5 统计学方法 采用#% 检验进行统计分析。

# 结 果

#" ! 不同染色时间及混染液配比的染色效果

为了观察瑞 H 姬氏混染配比浓度和染色时间对染色效

果的影响，我们选择了瑞 H 姬氏混染液 7 个不同的配比

浓度，分别染色 #、&、7、#8 0)4 和 #7 0)4，从胞核、胞浆

颜色深浅、鲜明度以及细胞轮廓等方面评价了不同染色

条件对染色质量的影响。由表 # 可见，不同的染色时间

对染色质量和微核的观察影响很大，# 0)4 的染色时间

过短，染料未充分粘附到细胞上，染色偏淡；#8 0)4 及其

以上时间的染色，胞核染色过深，胞浆与胞核对比度差，

且玻片底色不易洗脱；而染色时间在 & ‘ 7 0)4 之内，胞

浆和胞核着色清晰、对比好，便于微核的观察和辨认。

瑞 H 姬氏混染液的配比浓度为 # _ &，# _ % 和 # _ # 时，染

色偏淡，胞浆与胞核的对比不明显；而 % _ # 的配比浓度

虽胞浆与胞核易于区分，但着色不太鲜明，对比度也不

甚理想，当配比浓度为 & _ # 时，胞浆与胞核对比适中，

边界清晰，着色鲜明，轮廓清楚，微核易于辨认。

#" # 不同染色方法染色效果的比较 取对照组

细胞制备的玻片，分别用瑞氏、姬氏或 & _ # 的瑞 H 姬氏

混染，观察不同染色方法对染色效果的影响，瑞氏、姬氏

单染的时间依次为 & 0)4 和 7 0)4，瑞 H 姬氏混染的时间

为 7 0)4，由图 #2 可见瑞 H 姬氏混染的细胞胞核呈紫红

色，胞浆呈半透明状，整个细胞着色清晰，对比鲜明；细

胞边缘明显，微核清晰可辨；姬氏单染胞核染色较深，呈

深蓝紫色，胞浆着色模糊，胞核边界不清晰，细胞边缘较

清楚 5图 #B6；瑞氏单染虽可见到较明显的细胞轮廓，胞

核和胞浆对比亦可，但鲜明度不够，且细胞边界不甚清

楚 5图 #;6。
#" 5 %6$! 4 对 7,89# 细胞微核形成的影响 采

用细胞分裂阻滞法 W% X，以 & _ # 瑞 H 姬氏混合燃料染色 7
0)4，观察了 >(5" 6 诱导的 O/?.% 细胞微核的形成。

O/?.% 细胞经不同剂量的 >(5" 6 染毒 %] + 后，再用细

胞松弛素 = 阻滞细胞的分裂，可见双核细胞明显增多，

双核细胞率为 5 [#P % a 8P #&6b，而未经细胞松弛素 = 处

理的细胞仅为 5 &P ] a 8P %76b。通过计数不同 >(5" 6染
毒剂量组的双核细胞微核率可见，>(5" 6 处理的 O/?.%

! " # $
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表 + 六价铬对双核,-./+细胞微核率的影响
’012- + (33-45 63 7-80902-:5 47;6<=>< 6: <=4;6:>42-= ;05- 63 ,-./+
4-22

A(6J$%/K ?735 4(23%() ! !& L C& CB&

图 + 混合染色检测 !;?! @诱导的 ,-./+ 细胞微核的形成 ? A BCC@0：对
照组；1：实验组

D=E>;- + )=4;6:>42-= =:F>4-F 1G !;?! @ 6: ,-./+ 4-22H H50=:-F 1G 57-
<=85>;- 63 /=-<H0 0:F I;=E75? A BCC@ J 0：46:5;62 E;6>.；1：5-H5 E;6>.

图 K 三种染色方法的染色效果 ? A BCC@ 0：混合染色；1：/=-<H0 染色；

4：I;=E75 染色

D=E>;- K (33-45 63 57;-- L=:FH 63 H50=: <-576FH ? A BCC@ 0：/=-<H0M
N;=E75 <=8-F H50=:；1：/=-<H0 H50=:；4：I;=E75 H50=:

细胞，微核形成率明显增加，与对照组比较差异均有统

计学意义 9 & L C& CB< 9图 -，表 -<

! 讨 论

姬姆萨染色是微核实验常规的染色方法，由伊红和

美蓝两种成分所组成，对细胞核的着色较好，但对胞质

着色不理想，染色过浅或过深都严重影响微核的辨认。

而瑞氏染料主要由美蓝、伊红、天青组成，对胞浆着色较

好，而对胞核的着色力相对较差，因此单纯用于微核的

观察其染色效果也不甚理想。A/)7M ND O 以及国内有些学

者 NF O将吖啶橙 9 $4%7K72/ (%$2P/< 染料用于体内外微核试

验，虽然微核容易辨认，但是染色持续时间不长，一般在

染色后几小时内必须阅片和计数，因此实际应用有一定

的局限性。最近国外采用 Q7RRST87M 染色剂 NB O用于微核的

检测获得了较好的染色效果，胞浆和胞核着色都很清

晰，微核容易辨认，但 Q7RRST87M 这种染色试剂比较昂贵，

难以在国内推广应用。周海良等 NE O将瑞氏和姬氏染色液

按 D U * 混染血涂片，用于观察血细胞，获得了满意的效

果，提示瑞 S 姬氏混染具有一定的应用价值。本实验以

./JV- 细胞作用实验材料，采用细胞松弛素 = 胞质分裂

阻滞法观察了 A%9" < 对微核形成的影响，结果显示瑞 S
姬氏染色液以 D U * 比例混合，染色 B 672 可获得满意

的染色效果。瑞 S 姬氏混染后细胞轮廓清晰，胞质、胞核

边界明显，着色对比鲜明，较单纯的瑞氏或姬氏染色其

染色质量有明显的提高，因而有利于微核的识别。根据

我们在制片以及镜检过程中的经验，认为以下几方面应

该注意：玻片需事先用酸浸泡，冲洗干净后，用无水乙醇

擦干；染色时间最好控制在 D W B 672 之内，否则将由于

染色过浅或过深，影响染色质量；如采用 ./JV- 细胞，

制片过程无需低渗，否则将导致胞浆不易着色，影响微

核的辨认。
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