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为了计算更加 方 便，将 对 照与 实 验 的 

O．Dim同时分别 × × 10’。lll~： 
，O 

对照组 O·。拄正一 O·。翔 × l
F。

× 1 

一 Q： 薹基× 10’ 
F。 

实验组 O·。拄正一O·。翔×FF__Ao ×1
F。

× 1。’ 

一 Q： 塞叠×1O 
F 

二、结 果 与 讨 论 

采用 H33258与 DNA特异性结合的方法 

进行细胞的计数与校正 ，结果如下 ： 

(一)不同浓度的 DNA 及其荧光强度的 

数据(见表 l和图 1) 

由表 1和图 1的结果可见，随着 DNA 浓 

表 1 小牛胸曩 DN▲ 的浓度与荧光强度 

DNA 0
．O5 0．1 O．2 0．4 O．8 1．6 3．2 6．4 I2．8 p

g／ml 

荧光强度 
F 0．13士0．06 0．●士0．0 0．9士0．36 2．1士0．3 4．43士0．57 13．9+0．1 29．1士0．29 58．14-1．2 115．8士0．8】 

图 1 小牛胸腺 DNA 的浓度与荧光强度； O： 当 DNA 

的浓度X0．1时的荧光强度 F； A：表示当图中F值xlO 

时的荧光强度 F。 

度的增加 ，荧光强 度 有 一 线 性 增 强 ，表 明 

H33258的荧光测定法能很好地反映 DNA 含 

量的变化。 

表 2 U937的细胞数与荧光强度 (F) 

细胞数 F 细胞数 F 
(rod (m1) 

lO’ 0．9+ 0．07 lO’ 10．3+ 1．8 

2．5×lO’ 2．O士0．56 2．5×lO’ 25．34-3．8 

5．0×l0‘ 3．3+ 0．27 5．0×l0 5 52．2+ 2．5 

7．5× lO’ 5．0+ 1．1 7．5×lO’ 76．6+ 2．8 

105 6．5+ 1．0 l0‘ 100．2 4．7 

图 2 U937的细胞数与荧光强度， O：当细胞数 

为 0x10’／ml时的荧光强度(F)； A-当细胞数为 

x10’／ml时的荧光强度 (F x 1O)。 

(二)细胞数与荧光强度的数据(见表 2和 

图 2) 

由表 2和图 2可见，在 104-6／ml范围内，细 

胞数与荧光强度的线性关系很好。说明在一个 

非同步化的较大的细胞群体中，细胞数与其总 

DNA 量成正 比， 由荧光强度可 以正确地反映 

细胞数的多少。因此，通过事先对某一细胞反 

复地精确计数，绘制出标准曲线后，就可方便地 

在以后的实验中，用荧光法对这种细胞进行比 

较精确的计数与校正。 
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(三) 细胞数与实验数据的校正结果(觅表 

寰 3 MAF对 U937细胞的激活作用 

U937 对 照 实验 

(NBT 还原) O．D￡ 0．2l3+0．O36 0．201十0．019 

(H33258) F 66．8 46．9 

( x ) D 3．I9 4．29 

由表 3可见，对照的荧光强度大于实验组， 

说明在 MAF作用于 U937细胞的同时，伴随 

有对细胞生长的抑制作用，因而实验组的细胞 

数少于对照数，使荧光强度值下降。这样在细 

胞数不相等的情况下来评价 MAF 的活性，就 

不能客观地反映实际情况。从表 3可见，实验 

组的 o．D 值与对照无显著差异，似乎 MAF 

对 U937细胞并无激活作用，或 MAF无活性。 

但当对细胞数作一校正后，实验结果就不同了。 

实验中选用小牛胸腺 DNA 作标准样品， 

是因为考虑到它和哺乳类 DNA有类似的碱基 

组成。在实际测量中，各种样品均可有各自的 

标准曲线，或分别以各自的对照来校正。 

本法的计数范围较广 ，约从 1O 一1O。／m1个 

细胞数 ，正处于通常使用和计数细胞的范围。当 

细胞数 在 10’以下时 ， 荧光强度与细胞数的线 

性关系不太好，可能此时细胞的 DNA 总量较 

微，不易测准。但有文章报道，可测至 2—3×1 0 

个细胞踟。 

由于 1#g／ml的 H 33258能产生相当于 

0．6#g／ml DNA量的试剂对照值。因而在 DNA 

总量<1~g／ml时，即约 104-5／m!个细胞时，宜 

加 0．I#g／ml的 H33258(依哺乳类二倍体细 

胞的 DNA 量约为 6pg来估算) 。但此时每 

单位 DNA 的荧光值会略低 于 加 入 l g／m! 

H33258时的数值。 

当细胞处于周期的不同阶段，其 DNA 量 

会发生变化。就单个细胞而言，G。期含 量 为 

2C，S期介于 2c一4c 之间，G2期为 4C，M 

期 由 4C 回复到 2Cm。那么，这是否会对实验 

结果带来影响呢?我们经反复多次的实验证明 

荧光强度确与细胞数成很好的线性关系。并且， 

从理论上讲，在一个非同步化的混合的细胞群 

体中，真正进入周期，并且 DNA 含量为 4C的 

细胞数并不多，因此可以认为群体的 DNA 总 

量与其细胞数在统计学上是成正比的。当然，如 

果是一个同步化的群体，周期因素应该考虑。 

H33258能通过细胞质膜与核膜和 DNA 

相结合。用低渗法破碎细胞的目的在于加速这 

一 过程，缩短测定时间。当细胞不经低渗处理， 

加入 H33258后 2．5小时，亦可取得同样的结 

果。如能将细胞简单的超声，再加 H33258，则 

荧光强度迅速达到最大值。经低渗 处 理 加 入 

H33258后可立即进行测定，但若在室温下温育 

约 1小时左右，荧光值会略有升高。但在其后 

的至少 l6小时内荧光值是稳定的(注意避光保 

存)，因此这一方法也较方便，可选择方便的时 

间来测定。 

本法对于生物材料如： 组织匀浆中 DNA 

含量的定量测定特别有用，并且 RNA 和蛋白 

质的存在对测定几乎没有影响m对于有酶标荧 

光计的实验室，可在 96孔培养板中进行测定。 

本法除有一定的优点外 ，如同细胞计数仪一样 ， 

尚有不能区分死活细胞的缺点。但仍不失为一 

个好的计数方法，特别对相对测量和实验数据 

的校正很有用。 
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