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【摘要】 目的 探讨细胞培养法检测微核过程中培养温度对人血淋巴细胞微核率检测结果的影响。方法 将
每份血液标本同时接种于四瓶淋巴细胞培养液中，一支放置( 37 ± 0． 5) ℃培养箱培养作为对照组;其余三支分别放置
( 33 ～ 39) ℃的不同温度进行培养作为实验组。培养 72h后同时收获细胞，制片染色，分析细胞微核率、微核细胞率、转
化率，结果进行统计学分析。结果 经统计学分析，实验组的细胞微核率和微率细胞率明显高于对照组，差异有统计
学意义( P ＜ 0． 01 和 P ＜ 0． 05) ，实验组的细胞微核率和微率细胞率各组间比较差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ; B 组和
C组的淋巴细胞转化率明显低于对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0． 01) 。结论 体外细胞培养过程中温度的升高或
降低可引起淋巴细胞微核率升高，提示细胞增殖期培养温度的变化对人血淋巴细胞遗传物质有损伤作用。
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微核作为染色体损伤的一种标志，目前广泛用于

放射损伤和诱变剂检测［1］。其检测方法也由初期的外
周血液直接制片法进展到目前的细胞培养法，检出率

和准确度也大大地提高。由于其检测方法操作简便、

快速、经济实用，适用于大批量的标本检测，对职业性
放射工作者所受辐射损伤的评价有非常重要意义，很

多职业性检查实验室都开展此项检查。在用普通培养
法检测淋巴细胞微核率过程中，由于外界各种条件因

素的影响，如细菌污染、溶血、培养温度的变化等等，有
时会碰到培养液混浊、溶血或有凝块现象，制片后镜检
可见到有核细胞数量明显减少，转化率偏低，细胞生长

不良。本报告是通过改变体外细胞培养过程中的温
度，观察培养温度对人血淋巴细胞微核率的影响情况，

为今后微核检测技术的准确诊断减少误差提供科学依

据。

1 材料与方法
1． 1 仪器与试剂 电热恒温培养箱，普通显微镜，淋
巴细胞培养液( 由市场购买，5． 0 mL /安瓿瓶) ，有效期
内使用。
1． 2 试验标本 本市医疗放射单位参加职业健康体
检的放射工作人员，随机选取 22 人( 男 19 人，女 3 人，

年龄 26 ～ 55 岁) ，早上空腹抽取静脉血液。
1． 3 方法
1． 3． 1 接种培养 通过无菌操作技术，用注射器分别
接种 0． 3 ～ 0． 4 mL 血液标本于四支淋巴细胞培养液

( 预先解冻至室温) 中轻轻摇匀，分四组培养。一支放

置( 37 ± 0． 5) ℃的培养箱中培养 72 h，每日摇匀两次，

为对照组;实验组 A:放置( 38． 5 ± 0． 5 ) ℃培养箱培养
72 h，每日摇匀两次;实验组 B:放置( 33 ± 0． 5) ℃培养

箱培养 8 h后，移置( 37 ± 0． 5) ℃培养箱培养 8h，再移

回( 33 ± 0． 5) ℃培养箱培培养 8 h，然后又移置( 37 ±

0． 5) ℃……如此交替变化温度培养至 72 h，每日摇匀

两次;实验组 C:放置( 33 ± 0． 5) ℃培养箱培养 72 h，每

日摇匀两次。

1． 3． 2 制片镜检 培养至 72 h 后收获细胞，经低速

离心( 1 000 转 /min) 、低渗、固定、制片、染色后镜检，

每支培养液标本观察 1 000 个胞浆完整的淋巴细胞，

计数细胞微核率、微核细胞率和转化率。

1． 3． 3 微核判断标准 游离于胞浆中，呈圆形或椭圆

形的核小体，边缘光滑整齐，染色质结构与主核相似，

无折光点，直径为主核的 1 /3 ～ 1 /12 之间，与主核分离

或相切，染色与主核一致或略浅［2］。

1． 4 统计学处理 多组间比较用方差分析，多组间两

两比较用 Bonfferonit检验。

2 结果

由表 1 中可见，细胞微核率和微核细胞率:实验组

高于对照组( A组 t值分别为 2． 69 和 2． 23; B组 t值分

别为 3． 45 和 2． 53; C 组 t 值分别为 3． 66 和 2． 47 ) ，差

异有统计学意义，实验组各组间比较差异无统计学意

义( P ＞ 0． 05 ) 。细胞转化率: B 组和 C 组低于对照组
( t值分别为 4． 33 和 9． 40 ) ，差异有统计学意义( P ＜

0． 001) ，A 组与对照组比较差异无统计学意义 ( P ＞
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0． 05) 。实验组之间转化率比较，A 组高于 B 组、B 组
高于 C组( t值分别为 5． 7 和 4． 7) ，差异有统计学意义
( P ＜ 0． 001) 。此外，镜检时可见到 C 组片中的有核细
胞数明显少于对照组和 A 组，细胞体积也较小。A 组
的裸核细胞增多。

表 1 实验组和对照组微核率、

微核细胞率、转化率结果比较

组别 例数
微核率

( x ± s，‰)

微核细胞率

( x ± s，‰)

转化率

( x ± s，% )
实验组 A 22 2． 68 ± 1． 321) 2． 27 ± 1． 221) 83． 8 ± 6． 23)

实验组 B 22 2． 96 ± 1． 342) 2． 41 ± 1． 311) 72． 3 ± 7． 12)

实验组 C 22 3． 09 ± 1． 402) 2． 47 ± 1． 271) 62． 5 ± 6． 72)

对照组 22 1． 68 ± 1． 14 1． 50 ± 1． 06 81． 2 ± 6． 5

注: 1) 与对照组比较 P ＜ 0． 05; 2) 与对照组比较 P ＜ 0． 01; 3) 与对照组

比较 P ＞ 0． 05。

3 讨论
有关细胞微核形成的机理，许多学者认为有两种

途径:一是诱变剂( 生物、物理和化学等外界因素) 随
机打断 DNA分子形成小分子断片，该断片由于没有纺
锤丝连接，在随后的细胞分裂过程中无法移向两极而

随机分到子细胞中，不能参与形成子核而凝缩成独立

于核之外的微核;另一是纺锤丝造成细胞纺锤体功能

紊乱和结构伤害，由此产生滞留染色体，在有丝分裂后

期不能分配进子核而形成微核［3］。但也有学者认为，

微核除可来源于细胞分裂后期的染色体断片和落后染

色体外，还可以在细胞间期的各阶段直接形成［4］。本
实验通过改变细胞培养过程中的温度可引起淋巴细胞

微核率升高，差异有统计学意义，提示人血淋巴细胞在

体外培养过程中培养温度的升高或降低可诱变微核形

成，其原因可能是人血淋巴细胞长期习惯适应于人体

37℃恒温中增殖，当期在体外培养时温度高于或低于
37℃时可导致细胞纺锤体功能紊乱或结构伤害，在细
胞分裂时产生滞留染色体而形成微核，或者是培养温

度的变化对间期核有损伤作用，其形成的方式如何有

待以后的研究进一步探讨。

淋巴细胞转化率在 ( 33 ～ 38． 5 ) ℃之间随着培养
温度降低呈下降趋势，差异有统计学意义。在 33℃培
养的 C组细胞较化率最低，只有( 61． 6 ± 6． 7 ) %，细胞
体积也偏小、胞浆较丰富、胞核位置偏离，多核细胞
( 有 3 ～ 6 个细胞核，每个胞核直径大小相差大于 1 /3，

细胞体积比未转化细胞略大) 增多，提示培养温度降

低时细胞生长不良，细胞增殖的速度较慢。而 A 组的
细胞较化率最高( 84． 6 ± 6． 7 ) %，但片中见到无胞浆
的裸核细胞较多，可能与培养温度较高时细胞受到伤

害或易老化有关。

本实验表明，人血淋巴细胞除了在 37℃恒温中生
长外，在( 33 ～ 38． 5 ) ℃的恒温和变温中仍然可生长，

只是生长过程中遗传物质的稳定性较差，变异频率较

高，不同于其他变温动物那样，其细胞可以在环境和体

温的不断变化中生长，并能保持遗传的稳定性。

目前已有许多学者研究过影响淋巴细胞微核率的

各种因素，如稀土金属的氯化钇和氯化镨［3］、空气中的
二氧化硫［5］、有机气体甲醛［6］、重金属砷［2］、抗癌药物
长春新碱［4］、农药敌百虫［7］、香烟烟雾与烟焦油［8］等
都能致使微核的形成，但是对培养温度的变化能引起

淋巴细胞微核率升高的相关研究，这方面还未见有学

者报道。因此，我们认为在今后的微核检测工作中对
培养箱进行双重温度的监控，确保培养箱温度在 37℃

的相对恒定，对提高人血淋巴细胞微核检测结果的准

确性，为临床诊断提供准确的诊断依据非常重要。
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