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蟾蜍血细胞内 ＤＮＡ显示的孚尔根反应

侯艳香，任来峰

（山西医科大学汾阳学院检验系，山西 汾阳 ０３２２００）

摘　要：目的　熟悉并掌握孚尔根反应的原理及实验操作方法，观察ＤＮＡ细胞的形态和结构。方法　取蟾蜍血细
胞涂片，６０℃１ＮＨＣＬ水解后，用Ｓｃｈｉｆｆ试剂染细胞核，亮绿复染细胞质。结果　显微镜下观察到细胞核被染成紫红
色，细胞质为绿色。结论　ＤＮＡ细胞的核质红绿染色鲜明且清晰美观，让学生对生物学研究有了初步的认识。
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　　ＤＮＡ（脱氧核糖核酸）是生物遗传的物质基础，
主要存在于细胞核中。ＤＮＡ的分子结构中带有醛
基－ＣＨＯ，在６０℃１ＮＨＣＬ水解作用下，糖苷键断裂，
在脱氧核糖的 Ｃ１位置形成游离的醛基，醛基和
Ｓｃｈｉｆｆ试剂结合，形成紫红色的复合物，这是ＤＮＡ特
有的显色反应，为孚尔根反应（Ｆｅｕｌｇｅｎ）［１］。蟾蜍的
红细胞较大，具有细胞核，是一种显示细胞核内

ＤＮＡ的较理想材料。亮绿复染后细胞质呈绿色，核
质红绿对比染色，便于学生认识、区分、观察和研究

生物细胞。［２］

１　材料与方法

１１　材料
活蟾蜍、麻醉缸、剪刀、玻片、水浴箱、解剖盘、镊

子、酒精灯、乙醚、１ＮＨＣＬ、Ｓｃｈｉｆｆ试剂、１％亮绿染液、

显微镜、擦镜纸、吸水纸等。

１２　方法

１２１　取材　用乙醚将蟾蜍麻醉后置于解剖盘中，
腹面向上，用镊子夹起腹面后部中央的皮肤，用剪刀

剪一丁字口，自后向前将皮肤剪开。用同样的方法，

将肌肉从后往前剪至剑胸骨处，用手分开左右肩带

部分，露出心脏，再用剪刀将心包膜剪开，在心室部分

剪一裂口，用玻片的一边蘸取少量血液，进行涂片。

１２２　涂片　将蘸血的玻片以３０°～４５°角置于另
一玻片边缘上，轻轻向前推进，制成薄而均匀的舌状

血膜，将血涂片在酒精灯上微烘干燥。

１２３　水解　将已干燥的血涂片放入小染色缸中，
注意在血涂片的正面做好标记，切忌正反搞错。加

入１ＮＨＣＬ在室温中水解２ｍｉｎ，然后再换到６０℃的
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１ＮＨＣＬ中继续水解 ８～１２ｍｉｎ，再放回到原来的
ＨＣＬ中，室温下再水解２ｍｉｎ。取出后用细水冲洗
去除涂片上的ＨＣＬ。同时另取１张血涂片，不进行
水解，作为对照观察。［３］

１２４　染色　将水解后的血涂片和对照片一起置
入Ｓｃｈｉｆｆ试剂染色缸中，染色３０ｍｉｎ，再用细水冲洗
后，甩去水珠，放入１％亮绿染液中复染１ｍｉｎ，细水
冲洗后用吸水纸吸干，置于显微镜下观察标本。［４］

２　结果

取制备好的标本先用低倍镜观察，选择染色良

好、细胞分散均匀、无重叠的区域，转换油镜下仔细

观察分析。镜下可见，蟾蜍血细胞的细胞核被染成

紫红色，说明ＤＮＡ存在于核中；细胞质被染成绿色，
核质红绿染色鲜明而清晰美观（见图１）。［５］对照组
血涂片细胞核无色，说明血涂片不经１ＮＨＣＬ水解，不
会出现游离的醛基（－ＣＨＯ），故不发生孚尔根反应。

图１　蟾蜍血细胞形态结构

３　讨论

（１）实验的成功与否，每个步骤都很关键，必须
认真严谨。首先取材非常重要，应选择好动健康的

蟾蜍，确保心室血液充盈，血细胞形态饱满，颜色鲜

艳，能提供满足学生的实验需求。乙醚麻醉蟾蜍时

用量要适宜，麻醉过深心脏会停止跳动，血液凝固，

无法推片；麻醉过浅，操作中蟾蜍会动，影响学生的

动手操作技能和实验教学效果。

（２）涂片过程中，动作要快稳准。剪开蟾蜍心
室，蘸取血液推片时要快，尽量多推几张血片，充分

利用资源，防止血液流失和凝固。推片时力度、角

度、速度要协调配合，推出的血片厚薄均匀适度，细

胞不重叠，易于观察细胞结构和形态。酒精灯烤片

时要掌握好温度和时间，血涂片干透后方可水解，否

则血细胞尚未牢固地吸附在玻片上，水解过程中容

易脱落。

（３）用ＨＣＬ水解时，要注意 ＨＣＬ的浓度、水浴

箱的温度和水解的时间，以保证血细胞充分水解。

１ＮＨＣＬ要新鲜配制（因ＨＣＬ挥发性强，在６０℃的水
浴箱中挥发更快），水浴箱温度要保持在６０℃以上，
保证充分水解，染液才能够正常着色。适当的水解

时间一般为８～１２ｍｉｎ，不宜太长或过短，如水解时
间不够，反应就会变弱；如水解时间过长，或水解得

过于剧烈，则脱氧核糖也易掉下来，反应也会减弱。

（４）染色时，试剂的质量要严格把关，染液的浓
度和染色的时间要控制到位。Ｓｃｈｉｆｆ试剂是染色成
败的关键因素，需密闭放入 －４℃冰箱保存。［６］在使
用前应提前拿出冰箱接近室温再染，温度过低会造

成氧化不全，影响染色效果。最好用１：６００甲醛的
溶液验证一下是否失效，若试剂变浅红色则失效，可

以加亚硫酸氢钠复活后再染片。新配制与作用过的

试剂不同，新配制的作用短，以后逐渐延长，试剂可

反复使用，每次用后须放回冰箱保存。倘若受热或

见光或露置于空气中过久，试剂中的二氧化硫易失，

就会造成试剂显色而失效。此外，亮绿复染的时间

不能太长，宜保持在１ｍｉｎ以内，以避免细胞核也被
染成绿色，影响区分细胞核和细胞质。

（５）显微镜下观察细胞时，先低倍镜下选则细
胞分布均匀，不重叠，染色鲜艳的区域，再滴香柏油

换高倍镜观察分析。细胞核中的 ＤＮＡ呈鲜亮的紫
红色反应，不但可以反应出ＤＮＡ存在的部位及其分
布情况，而且还可从颜色反应的深浅，来判断 ＤＮＡ
的相对含量。［７］

参考文献：

［１］扬建一 医学细胞生物学［Ｍ］北京：科学出版社，
２０１２：１９２－１９６

［２］傅松滨医学遗传学［Ｍ］北京：北京大学医学出版社，
２００９：１５－２７

［３］查向东，余凤安对孚尔根染色法的改进及讨论［Ｊ］生
物学杂志，１９９７，１４（７７）：３７－３８

［４］李桂萍，李瑞，杜雪玲植物ＤＮＡ的Ｆｅｕｌｇｅｎ染色法研究
［Ｊ］安徽农学通报，２０１２，１８（１３）：４４－４６

［５］焦红丽，冶亚平，夏潮涌两种染色方法在细胞核 ＤＮＡ
含量检测中的应用及比较［Ｊ］中国体视学与图像分析，
２００７，１２（３）：１８０－１８１

［６］陈小辉，胡乐，马宁，等 洋葱内表皮细胞中 ＤＮＡ和
ＲＮＡ染色方法的改进［Ｊ］山西医科大学学报，２０１５，０７：
７０２－７０３

［７］赵惠玲孚尔根整体染色法在动物组织学研究中的应
用［Ｊ］晋中学院学报，２００５，０６：５６－５７

［收稿日期　２０１５－１０－１５；责任编辑　徐文梅］

０１

第１３卷 延安大学学报（医学科学版） 第４期




