
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
。
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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 P H A刺激剂对 淋 巴
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细胞摄入 ’ 。 ,

H g的影响
。

10 0万个淋巴细胞首

先在含有 P H A o
.

0 5微克 的 M e C O y s ` S A 的

培养基中孵育 7 2小时
,

并不断地振荡
。

然后

加入
’ “ 7
汞在37 ℃孵育 2小时进行细胞标记

。

在同一条件下 (但不加 P H A刺激剂 ) 进 行对

照实验
,

然后测定淋巴细胞摄入标记物的数

量
,

并比较对照样品和含有 P H A刺 激 剂样

品的结果
。

结 果

温度的影响
:
将 2微居

’ 。 , H g C I :
加到含

有 1 00 万个淋巴细胞的 1毫升混悬液中
,

分别

在 0℃
,

25 ℃和 37 ℃孵育 2小时进行标记
。

与

0℃或 25 ℃的标记率相比较在37 ℃的标 记 率

稍有增加但不显著
。

所以以后的全部实验都

是在 37 ℃下进行的
。

培养时间对标记的 影 响
:
将 2 微 居 里

, . ,
H g C I :

加到含有 10 0万个淋巴细胞的 1毫

升混悬液中制备样品
,

每一个时 间 间 隔取

四个样品分别在 37 ℃在不同时间间福中即 30

分
、

1小时
、

2小时和 3小时进行孵育
。

平均结果

说明了在孵育 1小时以上时标记率即不 再 呈

现明显增加
。

标记物浓度的 影 响
:
将 不 同 含 量 的

, . 7 H g C I
:
加到 1毫升细胞悬液中 (含1 0 0万个

淋巴细胞 )
,

37 ℃孵育2小时
。

结果表明
,

淋

巴细胞摄入
’ 。 7 H g量随加入的放射性量在到

达 3微居里前都呈线性增加
,

但是当加 入 放

射性量大于 3微居里时则不呈线性增加
。

淋巴细胞浓度对标记的影响
:
淋巴细胞

浓度介于 10 “
到 10

7

个细胞的样品分 别和 2微

居里的
’ . 7

H g在 37 ℃孵育 2小时
。

淋巴细胞摄

入
` . ,

H g的量随着细胞浓度的增加而增加
。

P H A刺激剂的效应
: 比较正常淋 巴 细

胞和受 P H A刺激的淋巴细胞对
’ 。 7

H g 标 记

率的效应时
,

三个实验结果表明受 P H A 刺

激的淋巴细胞的
` . 7

H g摄入量为77 %
,

正常

淋巴细胞摄入
’ 。 ,

H g的量为 51 %
,

P H A 刺

激的淋巴细胞摄入
` “ 7 H g的量要比正常人淋

巴细胞摄入
` 。 7

H g增加 5 0写
。

标记的牢固性
:
标记细胞用生理盐水清

洗三次
,

并测量标记细胞的和清洗液的活性
。

漂洗出来的清洗液的活性每次不超过 3 %
。

淋巴细胞和红细胞摄取
` 。 7 H g 的比较

:

每 10 0万个淋巴细胞或红细胞分别用 2微居里
, ’ 7

H g在37 ℃孵育条件下进行标记
。

发现淋

巴细胞摄取
’ . 7

H g相当于红细胞的 1 0 0 0倍
。

亚细胞分布
:
用 D e m us 方法 研 究 了淋

巴细胞标记的亚细胞水平的分布
。

取 2微 居

里
’ “ 7

H g标记净化了的淋巴细胞
,

然后在 4℃

将其悬浮 于 l毫 升 10 毫 克 分子 T r i s 一

H C卜

o
.

1 5 M N a C I缓冲液 ( p H 7
.

4 )中
。

悬浮 液 用

0
。

1毫米间隙的匀浆器匀浆
。

然后将匀 浆 液

在 7 0 0 9离心 10 分钟沉淀细胞核和 细 胞 膜
。

再将上清液经 7 0 0 0 9 2 0分钟离心
,

沉淀 的为

线粒体部分
,

微粒体则存留于上 清 液 中
。

测量各个部分的放射活性
,

并以占总活性的

百分数来表示
。

发现示踪剂的 60 %集中在细

胞核和细胞膜中
,

而有 15 %和 8 %分别定 位

于线粒体和微粒体
,

清洗时丢失 17 %
。

讨 论

采用上述方法用
` 。 ,

H g标记人淋巴细胞

是完全可能的
。

当将 2微居里
` 。 ?

H g加到 1 00

万淋巴细胞的生理盐水中
,

在 37 ℃培养 2 小

时所获得的标记率为48 %
。

标记率随着淋巴

细胞数的增加而增长
。

用 F i e o
l l

一

H y p a q u e

方法
,

淋巴细胞和红细胞不能完全分离
,

混

有约 10 % 的红细胞
。

由于
’ 。 7

H g标纪红细胞

的效率仅是淋巴细胞的千分之一
,

所 以这种

沾染不影响标记淋巴细胞的临床应用
。

当加入的放射活性量超过 3微居 里 时
,

标记率随着加入放射活性的增加而相应地降

低
,

这可能是由于稳定性的汞原子数随加入

, 。 ’
H g时一起增加

。

在我们的实验中使用的
, “ 7

H g 的比放射活性为 10 到 15 微居里 /微 克

汞
。

因而在 3微居里
` 。 7

H g中
,

稳定性汞的含

量约为0
.

2~ 0
.

3微克
,

这对 100 万个细胞来说

巳达到饱和量
。

为了要标记从 10 毫升人血液

中获得的 2 0 0 0万个淋巴细胞
,

要用的最大放
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射量
’ “ ’ H g是 60 微居里

。

假设标记率为50 %
,

那么可以获得
’ , ’

H g标记的淋巴细胞至多为

30 微居里
。

这个数量是比较小的
,

或许是本方

法的主要局限性所在
。

G il le s iP e
等人也 发现

了当放射活性介于。
.

3到 2
.

5毫居里时
,

8 0 0 0

个 I型肉瘤细胞摄入
。 。 !U T 。 的量呈 线 性 增

加
,

而当放射活性超出上述水平时
,

则标记

率与放射活性量不呈线性增加
。

用
’ . 7

H g标记淋巴细胞的机理尚未阐明
。

因为温度对标记的影响最小
,

标记的机理可

能是一个被动过程
,

G le
n n
等人 指出

。 . rn T c

标记淋巴细胞是细胞膜现象
。

我们的亚细胞

定位实验表明了约有60 %标记物是定位于细

胞核和细胞膜
,

而有 23 %的量则集中在线粒

体和微粒体部分
。

因此
,

至少有23 % 的
` ” H g

示踪剂主动地通过细胞膜而其余的示踪剂进

行细胞标记或者附着在细胞膜上
。

汞和细胞

的任何成分的化学结合的性质还不明睐
。

但

是
,

汞能和
一

S H基呈牢固的结合
。

而在淋巴

细胞的不同成分中存在着含有各种
一

S H基的

蛋白质
,

所以人们设想
’ 。 , H g示踪剂能和 淋

巴细胞牢固地结合石

P H A刺激之后淋巴细胞摄入示踪 剂 的

量增加50 %是可以充分预料到 的
。

P H A 刺

激作用增加细胞的增殖能力
,

从而可使细胞

摄入量增加
。

M e r z
等人也进行了类似的 观

察
,

他们以
“ 7

G
a
标记 P H A 刺激 的 淋 巴 细

胞
,

发现其标记率比未受 P H A 刺激的淋巴

细胞增加达 60 %
。

近年来
,

用放射性核素标记淋巴细胞来

研究淋巴细胞移动形式的兴趣有了很大的增

长
。

在用
“ ’ C r 、 。 。 “ T e和 “ 7

G
a
标记 淋巴细胞

的实验中存在许多问题
,

譬如结合不牢固
,

混

有红细胞
,

放射性核素的辐射特性不合适等
。

M a r c h 1
0 in s

等人用乳酸过氧化酶和过 氧 化

氢酶的方法使
` “ “ I碘化正常细胞和淋巴样肿

瘤细胞
。

在本文中我们介绍了用
` “ 7 H g标记

淋巴细胞的简单方法
。

此标记方法容易而且

与核素呈牢固结合
,

加上放射特性的适宜
,

因

此用
` . 7 H g标记淋巴细胞在临床研究中具有

很多优点
。
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放 射 卫 生

03 1 液体放射性班物的娜级绷分

从事放射性物质和其它电离辐射源工作的现行

卫生规章 ( O C n
一 7 2) 没有对液体废物按照放射 性

水平加以分类
,

只是给出了归属放射性废物的定义
,

该定义是以不超过为水体水所制订的废物的年平均

容许浓度为根据的
。

治理放射性废物的任一阶段首先需按照放射性

的水平对废物作出明确的分类
,

这在目前还是非常

困难的
。

在颁布O C n
一

72 后已失效 的 和4 7 7
一

6 4 放

射性废物的收集
,

排除和埋藏卫生规章中曾把液体

放射性废物分为两级
:

比放射性在 1。“ `
居里 /升以下

的弱放射性废物和比放射 性 大 于 1。
一弓居 里 /升 的

高放射性废物
。

在地 1 0 1
一

7。国际标准中把液体放射

摘

性废物按照放射性水平划分为五级
:

l 。
“ ’ 居里 /升

以下为第一级
, 1 -0

“
~ 1。一居里 / 升 为 第二 级

,

10
一 “

~ 10
~ `居里 /升为第三级

, 1 0
一 召` ,

10 居里 /升为

第四级
,

大于 10 居里 /升为第五级
。

该标准中还列

举了 l 。个国家有关液体放射性废物的非正式的分级

资料 ( 见表 )
。

由表可见
,

各国根据本国的特点制定了不同的

划分液体放射性废物的比放射性水平
。

例如
,

低放

射性液体废物水平在波兰
、

印度
、

捷克斯洛伐克定

为10
一 7居里 /升以下 , 在日本

、

瑞典和法国的 二个

原子中心则定为 1。
“ “
居里 /升以下 , 同时

,

在 日本

还引用了 t’f 民低放射性
”
的概念

,

在法国的二个原

子中心则提出了
“
非均 ( 相 ) 废物

”
(
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