
因而不适宜于研究
。

为 J比将 氯 l匕蛋雷 (
, 2 ` R a ) 3 ] SB q

放入干燥器中
,

研究了山
, , 。 H a 衰变所生成 的氧 ( 与

子体处于放射性平衡状态 ) 和径迹密度的关 系
。

在干

燥器 ( 容积8
.

5升 ) 内还放入了灯
,

离灯 5
.

5厚米处放

置了硝酸纤维素薄片
。

为使薄片能够出入
,

在千 燥器

盖子上装了一个不漏气的插入口
。

将此干燥器 放在恒

温室 ( 20
O

C ) 内
,

将薄片暴露 2小时
,

求得镭 生 长氧

的不同时间的径迹密度` 结果与计算值十分一玩 确

定了氧浓度与径迹密度成正比
。

,

由于灯表面捕集了空气中的氧子体
,

而氛子 体放

出的 a 粒子能射到硝酸纤维薄片上形成径迹
,

因 此 使

本法径迹增多
,

灵敏度比以前的
a 径迹法提高 5 ~ 6倍

,

民大部分径迹蚀刻在薄片的一定深度
,

蚀 刻 直 径 一

致
,

易于计数
。

由于灯的保温作用
,

在湿度高 的地方

进行测定时
,

薄片表面不易附着水滴
,

因 而不会使径

还密度下降
。

妙` i还征实了在灯的表面 有
: : : R 。 ,为

子侠
, , . p o 、 ’ “ p b

、

” `
B i

、 . “ p o 。

但 是
. ` ’ p o 以

下这些子休的捕集效率如何
,

为什么会被 捕 集 在 灯

上
,

尚不清楚
。 ’ . , R n浓度与径迹密度的关系是 在干

操器内的特定条件下厕走伪结熟 情况不同
,

未 必一

样
。

因此
,

要利用本法测定空气中的
吕 . ’ R n 浓度

,

今

后必须把这些问题摘清楚
。 一

〔强亦忠摘译 章仲侯审校)

用密度梯度离心法从 X射线

照射过的大鼠胸腺细胞悬液中分离出死细胞部分

Y a m a d a T e t a l : I n t J R a d i a t B i o l 57 ( 6 ) : 6 9 5~ 6 , 9
,

1 9 5 0 ( 英文 )

引 ,

大白鼠胸腺的小淋巴细胞
,

通常称为胸腺 细胞
,

它是间期死亡的生物化学研究的方便的材料 源
。

胸腺

细胞受到中等剂 毗的辐照以后
,

随着照后 的 时 间 推

移
,

死细胞部分逐渐增多
。 “

死亡细胞部分” 的 逐渐

增多
,

意味着 一些被照射细胞的死亡比另一些 细胞要

早一些
,

也就是说
,

所有被照射的细胞
,

死亡过 程并

不是同时进行的
。

因此
,

细胞悬液受电离辐射 作 用

以后的任一时刻
,

细胞悬液的一部分已死 或 正 在 死

去
,

而其余部分则仍然活着
。

当我们考察伴随间期死亡事件时序的 生 化 变 化

时
,

通常是分析从整个细胞悬液制备而来的提取 物
,

其中的一部分是死的或正在死去
。

这样测得的 生化变

化代表着正在死去的和仍然活着的细胞的正 常生化变

化的总和
。

所以仅在死去细胞中发生的微小的 生化变

化将很难被渺到
。

如果能研究出一种从正常的活细胞中分离 出死细

胞或正要死亡的细胞部分的方法
,

那么
,

就可为 研究间

期死亡的生物化学提供一种实用的手段
。

但 至今还未

曾试验过在生化检测之前
,

从活存细胞中分离 出死细

胞部分
; ,

本研究详细地介绍了用改进的胶体二 氧化硅

梯
’ `
丈离心法

,

从照射过的大白
’

鼠胸腺细胞悬液中 分离

出死细胞的方法
。

材 料 与 方 法

一
、

胸腺细胞悬液的照射和制备

如前曾介绍的那样
,

用4 00 伦 x 射线 ( 200 K命p
,

20 m A , 。
.

s m m铝 + 。
.

s m m铜滤片 ) 在有机玻璃盒中

照射年轻的W i时 ar 雄性大白鼠
,

照射后 2或 d小 时 杀

死动物
,

并将胸腺细胞悬浮于单纯 的K r

eb : 一

iR n ` e r

磷酸盐溶液中 ( 2 x 10
.
细胞 /毫升

,

p H 7
.

4 )
。

二
、

用 P er
c ol l梯度分离细胞

使用 P e r o ol l

— 一种细胞的密度梯度离心 介质

— 连续密度梯度分离这种悬浮的胸腺细胞 ( P h ar m
-

a e i a
, `

U p p泞居l a , S甲 e d e n ) , P e r e o l l于勺胶 状 的 二

氧化硅外包被聚乙烯毗 咯 烷 酮 ( P o l y v i n y l p y r r o -

d o n e ) 所组成
。

由于介质中粒子 大小 的 不一致性
,

篆器默粼
批自然稗形成密度梯 度

。

当 天

亡e b s 一 R i n g e r
磷酸盐溶液 ( p H

7
.

4 ) 和 5
.

15克 P er
c ol l混合制备 梯 度 介 质

。

在 16 义

, nI , 聚碳酸酸离心管中
,

用梯度介质与2司 的细 胞

悬液彻底混和
,

然后在 日立离心机上用角 转 子 (35
。

)

R P R 18
一

2将混合物于 4
O

C
, i 1 0 0 0 r 、

P
、

m ( 管 的 ` }
,

部为 1 1 000 9 ) 离心 30分钟
。

Zo
O

C日寸混荟i物起 4)] 1辛勺密

度为 1
.

0 5一g /m l
,

p H s 一
。

混和物 与 K r e b s 一

R i n g e r

磷酸盐浓液 一起准确地调至等渗
,

可用冰点下降 和蒸
,

见压 丁衡技术测量法来确定
。

当 P er
c ol l梯度在 原 位

15 4



形成时
,

细胞在它们的浮力密度上分成带 (图1和 图 2)

和甲所孔 根据产生的可见带
,

可分为 4 个部 分
。

用

思斯德吸管分别收集之
,

先收集表面最轻的部 分
,

而

后逐渐收集较密的部分
。

从 Per c ol l梯度中回收 的 胸

腺细胞
,

用过傲的 K er b舒 R i n g e r 磷酸盐溶浓温租 地

离心洗涤
,

重新悬浮于同一溶液中
,

并用四碘荧 光黄

或称藻红B ( E r yt h动 is 皿 B ) 计数和测定存活率
。

密

度梯度离心并不影响存活率
。

用阿贝折射率仪在 20
O

C

下测定拆射率
。

分区数
j

瓜盛私ō |司

离弯月面的距离

下!J!
J

ll
.

|
.

111
Oó悦叭呼认

.

山阂或巧月面的距离

0 f 2 3 今 5

龟

嘛石亩从ǎ

弃丫尸b八U内U

溉
à

叨10记

折射少
.

1
.

1牛

顶确 分区数
. 1

.

含 P e r c ol l细胞分离介质离心所产生的 密度

梯度
,

用阿贝折射率仪测量取自离心管底部

的部分离心介质的折射率
。

绝 .

一
、

用 P er
c ol l梯度分离胸腺细胞

用上面所说的方法制备和离心 P e r c ol l溶浓 的 密

度梯度见图 l
。

由图可以清楚地看到该梯度的 特 征
,

这就是顶部和底部有相对较陡的梯度
,

而其余居 间的

, 一个较大的部分
,

梯度小
,

这表明密度上仅 有微小差
.

异的细胞群
,

是可以相互分离的
。

如图 2所示
,

用这种分离程序
,

可将胸腺细 胞密

度不同 的亚群得以分离
,

它大致上可以分为
`

4 ;

层
,

分

别称 为表层段
、

上层段
、

中层段以及密集段
。

从 对照的大白以分声来的正常的胸腺细胞
,

主要

收集在 中层母和上属承仁即左管 )
。

显微镜 观 察可

以辨
`

认出中间结集的细脚多数是大小均一的小淋巴细

胞
。

其余中等至大的细脚撼分在上层段
。

还发现
,

分

布 在表层段的是细胞碎片和少坛的大细胞
,

污染的红

口2 照片表示大白鼠胸腺细胞在 p e cr ol l密度梯

度中的 分层
。

左管 , 对照
、

未受照射的细胞 , 右管
:

40 。伦 全身照射以后 4小时的胸腺细胞样品
。

如同图的

左边栏所 示
,

分出的细胞带从离心管顶部到底部顺次

定名 为 1
、

2
、

3
、

4号
。

细胞沉 没在密集段
,

它明显地可与其它细胞群分开
.

40 。伦 全身照射以后 4小时制备的胸腺 细 胞 的离
J

合
,

显 示出 完全不同的细胞带型 ( 图 2
,

右管 )
。

聚

集到密集区 段的细胞数明显增加
,

而上层和中层的细

胞则明显减少
。

藻红 B排斥试验 ( e x e l u s i o n t e ` t )证

明
,

除污 染的红细胞外
,

密集段的多数细胞是死的石

相 反
,

上层和中层细胞很少被染色
,

也就是沁 这两

段的 多数细胞是活的
。

-

二
,

分段细胞群之间死细胞的分布
一`
:

图3
、

表示从未照射的对照大白鼠和全身4 o Q伦照射

后 2 小时和 4小时分离得来的活细胞和死细胞在四个区

段之间 的分布
。

对照组
,

原初加在梯度液上的细胞约
.

有 65 %收集 在第三层 ( 中层 )
,

25 % 的细胞 在 第二

层
,

两层中的细胞全是活的
。

在第四层
,

仅见 到百分

之几的活细胞
,

包括污染的红细胞
。

图 3右边图说明照射后 4小时制备得到的细胞的相

对分布
。

与未照射的对照细胞相反
,

最显著的 特 征是

第四 层回收的细胞数明显增加
,

这部分可占所加细胞

的40 %
,

而且这些细胞大多数是死的
。

与密集段 细胞

增加相对应
,

较轻层的细胞数量减少
。

第二层的细 胞
`

降 至 对照组的半数以下
,

第三层的细胞从65 % 降蛋
. 。%

。

样品中的死细胞几乎都被收集在第四层
。

照射 后 2小时分离的细胞分布 ( 中间的图 ) ,

表现

出介于 左图 ( 对照 ) 和右图 ( 照射后 4小时 ) 之 间的

图象
。

第 三层的细胞开始减少
,

同时第四层增加到对

照值两倍多
。

在照 射后 2小时和 4小时两种情况下
,

分离之前死

场 5



对照
`

办卜时 4小时

队介
门 6040动

细胞乃刀
`

水叩 (界à

口盈 3 略 ` 之 J 4

分区教
, 之 3 4

目 3 功。伦全身照射以后 2和4小时
, “ 活 的

”
和

“
死的” 脚腺细胞在 p er

c ol l密度梯 度 中分 布 的 变

化
。

〔二力
:

活的细胞 , 廷么么
:
死的细胞

。

左边 的 图

代表 正常的
、

未受照射的大白鼠制备得到 的 细胞 分

布
。

中间和右边的图表示大白鼠40 。伦全身照射后 2和

4小时制备得到的细胞的分布;

细胞 的百分率分别为 23
。

5%和37
.

8%
。

这些死细胞数

仅比分离 之后的死细胞稍多一点 ( 每部分死细胞百分

率的 总和 ) ,

这意味着分离过程本身不会增加照射细

胞的死亡率
。

从这 些结果可清楚地看到
,

照射大白鼠胸腺细胞

浮力密 度方面的变化是随辐射损伤的发展而发生的
。

随着 死亡
,

细胞变重
,

导致它们在近离心管底部的部

位上集 结
,

从而使死细胞几乎可以完全从活细胞群中

分离出来
。

讨 论

对于 涉及到间期死亡机制的研究
,

曾用过种种实

验的方 法
,

从
“
活

”
细胞中区分出

“
死 ” 细胞来

,

至

今所 使用的方法实质上都是组织化学的方法
,

因此仅

适用于 显微镜观察
,

而不适用于从照射细胞悬液中把

死细 胞部分分离出来
。

本文论述了用密度禅度离心法

从活细 胞中快速地
、

方便地
、

重现性好地分离死的脚

腺 细胞
。

p er
c ol l密度梯度分离法

,

从细胞 放入离心

管至 洗涤被分离的各层细胞
,

前后仅需一个小 时 左

右
。

离心 期间
,

特征性的连续 p et c ol l梯度自然形成

( 图 1 ) 和 细胞的分离同时发生
.

在 间期死亡的细胞生化研究中
,

当死亡的细胞部

分和 仍然存活的细胞部分相比很少时
,

比如低剂量辐

照 后的早期
,

从照射细胞中分离出死细胞 是 很 重要

的
。

而 且离心本身无损伤地回收所有的细胞
,

这是成

功的 技术的必要的先决条件
。

每次实验都仔细地确定

了 不存在离心所致的细胞损伤
。

eP r co ll 梯度离心实

际上降 低了染色的细胞
,

照射后 4小时
,

细胞 的 死亡

串在 分离操作后为34 %
,

而在分离前则为 38 %
。

细胞

的回 收很高
,

实际上所有用于梯度离心的细胞都能回

收
。

几乎所有的死细胞都可与活细胞明 显 地 分离 开

来
,

并收集到密集的区段
。

这种方法对于研究活 细胞

和死细胞组成的胸腺细胞样品的放射损伤时的生化 变

化
,

将是有用的
。

仅管有许多报告论述了根据细胞密度来分离胸 腺

细胞亚群的方法
,

然而原先的设计都没有涉及到 从活

的胸腺细胞中分离出死细胞的问题
。

R ee
v es ( 1 9 77 )

和 S a b o l o v i e 及 D u m o 立 t ( 1 07 5 ) 在他们研究细胞亚

群之间特性差异的过程中
,

注意到离心管底部 有死的

胸腺细胞所组成的小团沉淀
。

这种观察给我们 所发现

的
,

死的胸腺细胞被收集于密集的区段提供了 支持
。

现正在进行与细胞死亡有关的密度变化的 深入探

讨和生物化学研究
,

以便进一步查明细胞间期死亡的

机理
。

(胡夭喜译 袁宝国校〕

用”H e 活化钒的方法生产高纯度同位素
” Z
M n

S a s t r i C S等
; I o t J A p p l R a d i a t I s o t 3 2 ( 4 ) : 2 4 6~ 2 4 7

, 1 9 8 1 ( 英文 )

用 14 M e V 能 t 的
.
H e粒子 照射可生产纯 度 非常

高的
s ,

M n 。

妨碍
` . M n核医学应用的主要放射性核素

. `
M n在上述生产条件下

,

实际上是不存在 的
。

其 他

元素的放射性核素用 8
一

经基喳琳萃取法分离
。

测 定了

各种不同束能条件下该核素的产率
。

引 ,

“ M n在核医学领域里是一个感兴趣的放 射 性 同

位素
,

例如它被用于血液病的诊断和 治 疗
。 5 昌

M n 的

常用生产方法是用质子或者妞核照射铬
,

也可 用与铁

反应的方法
,

但用得较少
。

用这些方法时
,

不仅产 生
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