
对于放射性药物的应用
,

必需考虑一些

其他因素
,
其中之一是放射性药物保持完整

性的时间
。

药效学评价没有绝对标准
,

但医

用示踪剂必需只在完成研究的这段时间在体

内保持稳定
。

例如
,

如果锡标记红细胞或人

血清白蛋白
,

在注射后 30 分钟期间能精确反

映血管池的大小
,

那么这些制剂就符合衍生

物在体内稳定性的标准
,

在这段时间里是有

效的
。

。 . m T 。
的化学

选择
, , m T

。
用作核子医学 扫描 是 由 于

它的有利核素性质 ( T
, / 2

一 6小时
, 丫发射能

量 14 0千电子伏
,

无日衰变 ) 和来源方便
。

从

吸附于氧化铝柱的
。 “

M O
发生器用盐水 洗 脱

。 , M 。
的衰变产物 ” m T c 。

核 衰变中生成 褥

的稳定化学态 T
c O ` 一

水溶液
。

但这一高得酸

盐发生器产物不与警合剂结合
,

也不吸附于

骨
、

肺
、

肾扫描所必须 的微粒
。

因而要完成这

些研究必需生产一种不太稳定
,

带正电荷的

还原态
. ’ rn T e 。

和各种鳌合剂结合 的
。 “ m T 。主 要 是 还

原态的 T e ( 1 ) T e ( W ) T e ( V )
,

它们可用各

种还原剂处理而得
。

最常用的还原剂是 ( 1) 亚

锡离子
,

(2 )氯化铁和抗坏血酸
,

(3 )亚铁离

子
, (4 )硼氢化钠

,

( 5) 浓盐酸
。

高得酸盐也

可用电解还原
,

虽然用错电极时会存在其他

还原品种
。

还原态的得容易与鳌合剂结合生

成用于诊断扫描的化合物
。

褥的氧化物
、

硫化物
、

氛化物受到相当

注意
,

关于氧化物
,

在高价氧化态中以氧代

化合物为主
,

常见的是 T c
O

Z

和 T
c : O

, ,

二氧

化得 ( T e O Z
) 水合物由 T e C I

。 , 一

或
.

T
e
B

r 。 ,

等T o vl 溶液加碱而得
。

也 可在 H C I中用 Z n

还原 T c O
` 一
制备

。

蒸发高铸酸盆的酸溶浓产

生 T
e : 0

7 0

简单的得卤化物曾有报导
,

虽然它们是

不稳定的
,

在碱存在时 水 解
。

T 。 ( VI )氟化

物的复合物对水解稳定并被制备作为可能的

骨扫描剂
。

但与磷酸盐标记物比较 并无 优

点
。

用浓H C I还原高锡酸盐也制 得 六 氛化

物
,

在稀酸中缓慢水解
。

得在 H
Z
S或硫代硫酸钠存在下生成硫化

物
。

2一 6N H C I “ 。
T

e
O

` 一

溶液用 H
:
S饱和 得

到 T 。 :
5

7 。

用此法元素硫以胶体析出往往不

完全
,

因此临床用制备较易的硫代硫酸钠酸

溶液作为肝闪烁照相用的胶体硫的来源
。

除锡本身的化学外
,

必需考虑金属还原

剂鳌合物的化学
。

有关最常用还原剂氯化亚

锡的资料较少
,

但焦磷酸盐和D T P A亚锡鳌

合物的平衡常数是已知的
,

这些常数决定在

中性p H维持该金属溶解度必需的鳌合 剂 浓

度
。

由于金属氧化物竞争干扰并抑制所需要

的褥的结合
,

还原剂必需是鳌合物形式以防

止副反应的发生
。

( 未完待续 )

〔 E e k e
lm

a n
W C等

:
I
n t J A p P I R a d I

s o t 2 8:

6T
.

197了 (英文 )邹正国节译 谢毓元 张永令校 〕

根据
’
H
一
T d R标记核分裂细胞的液闪计数

确定细胞周期时间

对于哺乳动物巳建立的常备组织培养需

要定期测定细胞周期时间 ( T
。

)
,

以确证细

胞动力学各参数保持稳定
。

除了需要烦琐而

乏味的采样外
,

应用标准的标记核分裂百分

数的方法 ( P L M ) ,

放射自显影以 及应用

显微镜来确定标记核分裂的百分数
,

一般需

要 7天或更长时间
。

C a r v e r 和 M e n d e l s o
h

n 以及 G r a y和

M e n d e l s o h n
等最近 ( 19 7 5 ) 报告 T 关于应

用连续采样
,

S期 细胞电子分类和液闪计数
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进行快速的细胞周期分析的技术
。

本文报告一个简单的
、

准确和快速的技

木
,

它在实脸结束后一小时就能确定细胞周

期的各个参数
。

其步膝包括非同步单层细胞

培养
,
H

一
T d R瞬标记和连续收集核分裂细胞

的掖闪计欲云
_

材料和方法

细胞系

全部实验用 中 国 地 鼠 卵 巢 细 胞 系

( C H O ) 单层生长在许氏改良的 M c C O y 氏

加 2 0%胎牛血清的 S A培养基中
。

生长分值为

95 %
。

细胞群体双倍时间为 16 小时
。

电镜常

规检查有无支原体 ( nr y 。 。 p l a o m a
介于病毒

与细菌之间的一种微生物— 校者注 ) 从来

没有看到过污染
。

细胞周期测定

培养瓶或培养皿单层培养生长的细胞用
名
H

一

T d R ( 1微居里 /毫升
,

1
.

9居里 /毫克分

子 ) 瞬时标记
,

37 ℃ 10 分钟
。

然后细胞用温

暖的含有 7
.

5毫克分子没有标记的 T d R培养

液清洗
,
并且在新的温暖的培养基 里 再 培

养
。

用于细胞周期测定的细胞用以下三种方

法获得
: ( A ) 整个实验中核分裂细胞均取

自一个单个培养瓶 , ( B ) 每次取标本 时
,

核分裂细胞取自不同的细胞培养 瓶 , ( C )

复制许多个60 毫米培养皿
,
每隔两小时从一

个培养皿中取出细胞标本
。

标记核分裂百分数方法 ( P L M )

当应用 P L M的方法时
,

先将 5 x 10 “
细

胞接种在含有 5毫升生长培养基的复 制 培养

皿里培养 18 小时后
,

再用
. H

一
T d R瞬时标记

。

这样可以保证在实验开始时细胞群已处于完

全指数生长阶段
。

每次取标本时
,

从每个培

养雄得到的培养基移到离心管
,

并且用胰蛋

自酶消化 ( 0
。

0 2 5%
, 5分钟 ) 收集细胞

。

离

心并用生理盐水冲洗后
,
将细胞固定 在 C

。 -

r n o y 夕s溶掖里
,

用 2%醋酸地衣 红 ( a e e t o -

O r e e i n ) 染色
,

片子用于放射自显影 ( K o d a k

N T B
一
2液体核乳胶 )

,

暴光 7天
,
在 K

o
d扭k

D
一

19 里显影
。

每次取的标本计数其 标 记 核

分裂百分数 ( P L M ) ,
并确 定细 胞 周期各

时相的持续时间
。

这就是用来确定细胞周期

各参数的标准方法
,

并且用来作为这些实验

中所应用的其他方法的对照
。

单个培养瓶核分裂细胞的获得
一

液 闪计

数法 ( M S C )

6 x lo 。
细胞接种在含有25 毫升生长培养

基的 32 晒 ( 0 2 ) 培养瓶里培养 18 小 时
,

再

用
3 H

一

T d R瞬时标记
。

按照 T
e r a s i m a 和 T

o -

l m
a 。 h ( 1 9 6 1 ) 描述方法的改良方案

,

在 整

个实验中从同一个培养瓶收集核分裂细胞
。

每次取标本时培养瓶用力振荡 15 秒以移去贴

附不牢的间期细胞
。

弃去培养基换上新鲜温

暖的培养基
,

细胞再培养
。

1 5分钟后
,

培养

瓶再振荡巧秒
,

并且收集悬浮的核 分 裂 细

胞
,

离心和再混悬于生理盐水中
。

计数细胞

数和核分裂指数
,

用吸量管直接吸取 1 0` 细

胞加到含有萤光素 ( f lu or ) 的小玻 璃 瓶里

作液闪计数
。

由核分裂闪烁计数法 (M S C )

所得的结果以每分钟计数 /细 胞 与
3
H

一

T d R

标记后的时间作图
。

在每分钟计数 /细 胞 第

一次峰的最大值的一半处测定所有的细胞周

期时间
,

细胞周期各时相持续时间用改良的

P L M方法计算
,

即在每分钟计数 /细胞初期

上升 ( 在50 %值 ) 和初期下降的时间间隔为

S期
。

T c
是在每分钟计数 /细胞第一个 初 期

上升峰和每分钟计数 /细胞第二个上升峰 (在

50 %值 ) 之间的时间间隔
。

其他时相的持续

时间是用 H
o w a r d

,
P e

l
e
( 1 9 5 3 ) 描述的方

法计算
。

用这种方法收集的细胞群体中核分

裂指数总是大于90 %
。

除液闪计数外
,
所获得的相同核分裂细

胞的其余部分也作了放射自显影
,

并用 P L M

方法进行细胞动力学计算
。

多个培养瓶核分裂细胞收集
一

液闪计数

法

在这一步骤中
,

核分裂细胞的收集和液

闪计数方法都和前面相同
,

只不过是为了确

定哪个过程对正常细胞进行性动力学影响最

军Za



小
,
在每次取标本时是从不同的培养瓶获得

核分裂细胞
。

结果和讨论

为了测量细胞周期各时相的持续时间
,

我们曾试验了一个快速的方法
。

这个方法需

要
. ( 1) 一瓶非同步生长的细胞培 养 用

3
H

-

T d R作瞬时标记 , ( 2) 瞬时标记后 20 ~ 24 小

时内
,

每隔 2小时从培养瓶中收集一 次 核分

裂细胞 , ( 3) 在液闪计数器中测定每次 所 取

得标本的
3
H

一

每分钟计数 /细胞数值
。

B os t -

o c k
,

P
r e s C o t t和 H a t e h ( 19 7 2 ) 在他 们 关

于 S at e n iet 和主链D N A复制时间的研 究中

应用过一个类似的技术
,

然而据我们所知
,

未曾像本文所描述的这样用于对完整细胞周

期的测量
。

图 1 表示的全部资料来自同一个 24 小时

内同时完成的五组实验的结果
。

在
3

H
一

T d R

瞬时标记后不同时间分 别 由 各个 培 养皿

( P L M 方法 ) 收集细胞作成标 本
。

实 验结

束后 7天放射自显影观察到的 P L M 资料由图

1 ( C ) 表示
。

图中在核分裂 50 %标志点上进

行细胞动力学计算
。

可看出
: T c = 15 小时

,

T G : = 4
.

3小时
, T s = 8

.

6小时
,
T G : == 1

.

6小

时核分裂指数为 3
.

5%
,

因 为生长分值接近

1
。

0
,

所以 T M是由公 式 T M 二 M l 又 T c计 算

的
,

’

大约为0
.

5小时
。

在实验中的其 余 部分

都采用这个 T M值
。

应用单个或多个分开的培养瓶
,

由M S C

方法所得的曲线见图 1 ( a
)

,

并且是在实验

结策后 l 小时内就可以得到
。

细胞周期各时

相的持续时间是在每分钟计数 /细胞 处 在第

一个峰最大值的 50 %点时计算的
。

由单个培

养瓶观察的 T c
值为 14

.

7小时
。

每次 取 标 本

时
,

从不同的平行配制 的培养瓶里收集核分

裂细胞者
,

T
c延长 4% ( 1 5

.

3小时 )
。

最大变

化是发生在 G
:
时相的持续时间的 计 算上

:

在单个培荞瓶里是 4
.

2小时
,

在多个分 开 的

培养瓶里为5
.

6小时
,
这表示 G

,

时相 持续时

间相差1
,
4小时或25 纬

。

0 乳 节半节甲石丫石
J

、

崎

心C )

O
ó口内éOÒU

月,,入

执记挑刁
内

裂教
八
飞
,

O 又 6 『o
一

I件 招 次久
,

卜 畴

圈 1 各种方法所一的细胞周期时间的比较

(
a
) 核分裂收集

一
液闪计数方法

,

口
,

单个瓶; T c
= “

.

7

小时
.

T GI = 4
.

2小 时
,

T s 一 8
.

0小时
.

T
G : = 2

.

0小时
.

T M 一0
.

5小时
。

二 多个分开瓶
: T 。 ~ 1 5

.

3小时
,

T G : =

5
.

6小时
,

T s = 了
.

5小时
,

T
e Z二 1

.

7小时
.

T M = 0
.

5小时
.

( b ) 核分裂收集
一
放射自显影

.

x .

单个 瓶
.

cT 二 15
.

0小

时
.

T G I二 6
.

6小 时
,

T s 一 8
.

4 小 时
,

T oZ ” 1
.

4小 时
.

T M = 0
.

舀小时
.

▲
,

多个分开瓶
,

T 。 = 1 6
.

6小时
,

T G 、 ~

6
.

2小时
,

T s 一 8
.

2小 时
.

T G : = 1
.

4 小 时
.

T M 二 0
.

5 小

时
,

(
。
)单个培养碟

一
放射 自显影

,

. T
。
~ 16

.

0 小 时
.

T e l 二 4
.

3小时
,

T s
= 8

.

6小 时
.

T G :
= 1

.

8 小时
.

T ; , =

0
,

5小时
。
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同一细胞标本剩余部分作放射自显影
,

P L M变化曲线如图1 ( b ) 所示
。

由单 个 和

多个分开的培养瓶观察到的细胞周期数据之

间比较
,

可以看出是很接近的
。

因为在求取细胞周期数 据 时
,

P L M方

法是最常用的技术
,

所以在这一组实验中用

它来作为对照
。

表 1是 由单个或多个培 养 瓶

( M S C方法 ) 获得的细胞动力学参 数 与用

P L M技术得到的数据相比
。

此表可以 看 出

由单个培养瓶M S C技 术观 察到的数据与标

准的 P L M方法得到的数 据 只有很小 的 差

别
。

细胞周期 持 续 时 间只 有2% ( 0
.

3小

时 ) 差别
。

G ,
期持续时 间 只 差 0

.

1小 时
,

而 S期持续时间相差 7% ( 0
.

6小时 )
。

虽然

G
:
相差 20 %

,

但实际时间只差 0
.

4小时
。

在

每一个采样时间点
,

用取自不同培 养 瓶 的

核分裂细胞所获细胞周期数据
,

与P L M方法

比较
,

波动范围较大
: T c : 和 T c

的估 计 值

是好的
,
但是 G :

时相持续时间延长 1
.

3小时

( 23 % )
,

S时相持续 时 间 缩 短 1
.

1 小 时

( 13 % ) ( 表 1 )
。

因此
,

这个资 料 表明在

衰 1 M S C和 P L M 方法之间相对公别

方 法 T e T e ,
T

,
T 。 :

单个 培养瓶 2 % 2 % 7 % 20 %

M SC / p L M ( 0
.

3 )
.

( 0
.

1 ) (0
.

6 ) ( 0
.

6 )

多个分开培养瓶 2% 23 % 13 % 6%
M S C / p L M ( 0

.

3 ) ( 1
.

3 ) ( 1
.

1 ) ( o
·

1 )

括弧内数字为小时

整个实验中从同一培养瓶收集的被
3
H 标记

的核分裂细胞液闪计数 与 P L M 方 法 最接

近
。

在不同天中完成了 16 个其他实验
,

这些

结果见表 2
,

平均结果是很相似的
,

但 是 数

值的范围较大
,

大概是因为这些实验是在一

年多期间由不同的人在不同的日子里作的
。

衰 2 利用不目标本和浦定技京所一的平均细脑周翔时间和范口
’

T e
(小时 ) T G ,

(小时 ) T s
(小时 ) T M

(小时 )

ù勺ùó口舀ó勺.0
..

…
ó”甘.UC甘八甘nù单个培养瓶 M S C 1 5

.

9 ( 14
.

7~ 26
.

5 )
.

6
.

5 (吐
.

2~ 7
.

5 )

多个分开培养瓶 M S C 15
.

2 ( 1 5
.

2~ 2 5
.

3 ) e
.

i ( 5
.

6~ 6
.

6 )

单个瓶放射自显影 15
.

4 ( 1 5 ~ 2 5
. 。 ) 5

.

5 ( 5
.

6~ 6
.

5 )

多个分开瓶放射自显影 16
.

2 ( 15
.

5~ 26
.

5 ) 5
.

9 ( 5
.

2~ 6
.

5 )

P L M 2 5
.

0 ( 1 5
.

0~ 1 5
.

1 ) 4
。
2 5 (峨

.

2~ 4
.

5 )

7
.

4 ( 6
.

8~ 8 )

T e :
(小时 )

1
.

6 ( 1
.

2~ 2 )

7
。

0 ( 6
.

4~ 7
。

5 ) 16
.

5 ( 1
.

6~ 1
.

7 )

7
.

9 ( 7 ~ 8
。
4 ) 1

.

2 ( 1
。
0~ 1

。
4 )

8
。
5 ( 8

。

2~ 8
。
8 ) 1

。
3 ( 1

。

O~ 1
。

6 )

8
.

8
一

8
.

6~ 9 ) 1
。
5 ( 1

。

4~ 1
。

6 )

不同日期完成的 16 个试验

括弧内数字为所观察到的最大波动范围

在这些实验中的实验方法各有优缺点
。

当每次从好多份培养皿或培养瓶平行样品中

采样时我们必须假设所有细胞所处的环境是

相似的
,

但是可能也并非如此
,

因为细胞是

来自不同的培养瓶
。

在整个实验中都由单独

一个培养瓶采样时
,

细胞是从同一细胞群中

得到的 , 然而更换培养基
,

单层细胞的强烈

振荡和在每次取标本时取出 了 3~ 4% 的 细

胞
,
这就很可能改变了细胞群体的进程动力

学和时间
,

尽管如此
,

P L M和 单 个培养瓶

M S C方法之间比较表明细胞周期测 量 结果

是接近的
。

在每个采样时间点把核分裂指数

也考虑进去
,

也就是计算每分钟计数 /分裂细

胞
,

则有可能提高M S C方法的精 确 性
。

在

这些实验中我们还没有这样做
。

M S C方法最大优点是速度 快
,

用 这 种

方法在最后一个标木制备后 1小时内 就 可以

得到细胞周期各参数
,

对比 P L M方法 则 需

7~ 10 天
。

事实上
,

就分析速度 而 言
,

此方

法 与应用流体显微荧光光度术和电子细胞分

类术进行细胞周期分析技术相比
,

有过之而

无不及
。
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结论
:
由这些实验得到的资料表明

,

利

用核分裂细胞
一

液闪计数技术可以求出 细 胞

周期各时相的持续时间
,

这个技术与标准的

P L M方法比较
,

是精确的和更加快 逮 的
。

〔B a r r a c o S C等
: C e

l l a n d T i s s u e K i n o t 10

( 4)
: 3 35

,

19 7了 (英 ) 赵乃坤译 高凤鸣校 张卿西审 〕

用
` ” 7

汞 标 记 人 淋 巴 细 胞

近年来关于用
。 . ”

T e 、 “ 7
G a以及

5 ’ C r
标

记淋巴细胞和 白细胞巳有许多报告
。

由于各

种技术问题
,

这些方法中有许多不能作为常

规应用
。

近来由于标记的淋巴细胞在临床应

用的重要性
,

特别是为了研究淋巴细胞的移

动型式
,

从而促使我们试 图用
’ 。 7

H g标记 淋

巴细胞
。 ’ 。 7 H g的半衰期为 65 小时

,

通过电子

俘获衰变
,

并且放出 77 仟电子伏的 Y 光子和

67 一 80 仟电子伏的 K X线
。

这些放射 性特点

以及汞的化学性质提示了在核子医学中汞可

作为放射标记物
。

我们提出了在各种物理化

学条件下用
’ 。 ,

H g标记人淋巴细胞的数据
,

也报导了
` “ ’

汞标记物在淋巴细胞中的 亚 细

胞定位数据
。

方 法

白细胞分离
:
首先从人血液中分离白细

胞
,

以减少红细胞的污染
。

用肝素化试管收

集正常人血液 10 毫升
。

血样品在8 00 9 ( 18℃ )

离心 10 分钟
,

绝大部分红细胞沉降到试管的

底部
。

把血桨和含有白细胞的浅黄色膜层一

起分离出来
,

然后使白细胞重新悬浮在血桨

中
。

这种悬浮液用 5 0 0 9 ( 18℃ )离心 5 分 钟
,

其中白细胞和残留的红细胞沉淀析出
,

而血

小板则仍悬浮于血桨中
。

然后轻倒血桨于另

一试管中并在 3 0 0 0 9离心 10 分钟使血小 板 沉

淀析出
。

把离心过的血桨 4毫升和生理盐水 4

毫升加到白细胞沉淀物中
,

便获得白细胞悬

浮液
。

淋巴细胞的分离
:

分离淋巴细胞 用 B Oy -

u m 的 F i e 0 11
一

H y p a q u e
方 法 略 加 改 进

。

F i e o l l
一

H y p a q u e混合物 ( F H )是取 9写聚 蔗

糖 10 0份和 60 %泛影钠 18 份混合而 制得
。

其

比重为1
.

0 7 6~ 1
.

0 7 5 ,

先吸取 6毫升 F H混合

液于 15 毫升试管中
,

然后吸取 4毫升白细 胞

悬浮液层加在 F H混合液之上
,

用 4 0 0 9离心 1

小时
,

然后吸出在界面上呈现银白色膜层的

淋巴细胞于 10 毫升 F al c o n塑料试管中
,

然后

用生理盐水洗涤两次
,

最后再将其悬浮于生

理盐水
,

使其浓度为每毫升悬浮液中 含 1 00

万个细胞
。

对细胞悬浮液的鉴别计数表明
,

80 % 以

上是淋巴细胞
,

而红细胞和粒细 胞 都 小 于

10 %
,

用 0
.

4% 台酚兰检查了细胞的存活率
,

可在90 % 以上
。

淋巴细胞的标记
:

取已知量的 ” ’ H g C I
: ,

其比活性为 10 ~ 15 微居里 /每微克 汞
,

加 到

每毫升含有 1 0 .
细胞的 1毫升细胞 悬 液 中

,

然后放到含有 95 %的氧 气 和 5% 的 二 氧 化

碳的大气中
,

在予先确定的温度和要求的时

间内孵育
。

孵育完毕后离心
,

取上清液计数

后弃去
。

用生理盐水洗细胞三次以除去没有

结合的示踪剂
,

最后将细胞悬浮于 2毫 升 生

理盐水中
。

用 N a( T l) 井型计数器分别测量全

部的清洗液和细胞悬液
。

确定在体外标记淋巴细胞的最佳条件会

受到 ( 1) 培养温度
,

( 2) 培养时间
,

( 3) 放射性

核素的浓度
,

(4 )细胞的浓度和 ( 5 ) P H A刺激

剂等因素的影响
。

每当研究其中一参数的效

应时
,

保持其他参数不变
。

完成上述所有的条

件试验之后
,

即可确定最大的标记率条件
。

在最佳条件下取等量的细胞作红细胞标

记和淋巴细胞标记对比研究
。

在最佳条件下研究 PH A刺激剂对 淋 巴
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