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　 　 【摘要】 　 目的　 将传统的骨髓采集方法与改良的方法进行比较ꎬ明确两种方法在细胞数量、组织污染情况和

涂片染色背景的差异ꎬ为以后微核试验的应用提供参考ꎮ 方法 　 将处死小鼠的胸骨取出ꎬ一部分ꎬ使用传统的骨髓

采集方法ꎬ将小鼠的骨髓挤压于含胎牛血清的载玻片上ꎬ常规涂片ꎻ另一部分ꎬ用 １ ｍＬ 注射器抽取胎牛血清 １００ μＬ
刺入胸骨中ꎬ将骨髓冲出ꎬ涂环形薄片ꎮ 结果 　 两种方法均能达到实验要求ꎬ但是改良骨髓采集法ꎬ采集的细胞数

量更多ꎬ组织污染细胞少ꎬ制片背景更加清晰ꎮ 结论 　 与传统的骨髓采集方法相比较ꎬ改良的骨髓采集法更具优

势ꎬ使微核试验的细胞计数简易ꎮ
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　 　 微核是存在于细胞核以外的异常染色体或染

色体片段ꎬ与细胞核的染色一致ꎬ直径小于主核的

１ / ３ꎬ能够被光学显微镜观察ꎮ 当外来有害因素(物
理ꎬ化学ꎬ生物)作用于细胞后ꎬ染色体发生断裂或

丢失ꎬ细胞胞浆中出现一个或多个小核ꎬ这些微核

是检测遗传毒的一种重要的手段ꎮ 微核试验是一

种检测基因染色体断裂或丢失的一种基本的遗传

学毒性试验ꎬ它主要是应用于检测药物和化学物质



对基因的损伤ꎬ明确这些物质的遗传毒性ꎬ目前的

微核试验已经应用于环境卫生、临床疾病和病毒的

遗传毒性的检测[１]ꎮ 对于能够引起染色体断裂和

有丝分裂紊乱的药物、射线、疾病均可以使用微核

试验进行检测[２]ꎬ微核试验是最为公认的遗传毒性

检测方法ꎮ
在药物临床前期的遗传毒性检测过程中ꎬ推荐

使用的动物为啮齿类ꎬ以大小鼠最为常用[３]ꎬ以骨

髓染色计数微核细胞数为公认的检测手段ꎬ但是小

鼠的骨髓腔较细ꎬ无法直接抽取ꎬ因此骨髓的采集

成为实验成败的关键性的一步ꎮ 如采集的细胞存

在较多的杂质或其他的细胞如脂肪细胞ꎬ将会为后

续的细胞计数增加难度ꎬ或是无法进行计数ꎮ 目前

推荐的两种方法ꎬ一种是胸骨[４] 取材ꎬ使用钳子将

胸骨中的骨髓挤出骨髓腔ꎬ另为一种采集股骨的骨

骺段[４ － ６]ꎬ用 １ ｍＬ 的注射器吸胎牛血清将骨髓冲

出ꎬ反复吹打过滤或离心制成悬液ꎬ涂片ꎮ 但是两

种采集制片方法均容易受到杂质和其他细胞的污

染ꎬ对于操作者的要求较高ꎮ 我们在进行微核试验

的过程中ꎬ为了克服污染问题ꎬ探讨了一种新的骨

髓采集方式ꎬ骨髓的采集部位为胸骨ꎬ使用 １ ｍＬ 的

注射器改带 ５ 号钢化针头吸入胎牛血清后穿刺入骨

髓腔中ꎬ冲出骨髓ꎬ涂环形薄片ꎬ显微镜下评估细胞

数后ꎬ自然干燥ꎬ甲醇固定ꎬＧｉｅｍｓａ 染色ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 动物

清洁级的昆明小鼠 １２ 只ꎬ体重 １８ ~ ２１ ｇꎬ１􀆰 ５
月龄ꎬ购于甘肃省中医药大学动物实验中心【ＳＣＸＫ
(甘) ２０１１ － ０００６】ꎬ饲养于其屏障动物实验设施

【ＳＹＸＫ(甘) ２０１１ － ０００２】ꎮ 并按实验动物使用的

３Ｒ 原则给予人道的关怀ꎮ 随机分成 Ａ、Ｂ 两组ꎬ每
组 ６ 只ꎮ Ａ 组使用传统的方法采集骨髓ꎻＢ 组采用

改良的采集方法采集骨髓ꎮ
１􀆰 ２　 仪器和试剂

剪刀、镊子、止血钳、１ ｍＬ 注射器ꎬ钢化针头、胎
牛血清、光学显微镜、载玻片ꎬＧｉｅｍｓａ 染液

１􀆰 ３　 方法

Ａ 组:最后一次染毒后ꎬ在确定时间行 ３％戊巴

比妥钠麻醉小鼠后ꎬ迅速剪取其胸骨ꎬ剔去肌肉ꎬ用
干净纱布擦拭ꎬ剪去每节骨骺端ꎬ用小型弯止血钳

挤出骨髓液ꎬ点在载玻片一端预先滴好的一滴胎牛

血清中ꎮ 混匀后推片ꎮ 长度为 ２ ~ ３ ｃｍꎮ

Ｂ 组:３％戊巴比妥钠麻醉小鼠后ꎬ迅速剪去其

胸骨ꎬ剔去肌肉ꎮ 用微湿润或干燥的脱脂棉签擦

拭ꎬ除去胸骨周围残留的肌肉组织ꎬ以上步骤均在

滤纸上操作ꎮ 用规格为 ５ 号钢化针头、１ ｍＬ 一次性

无菌注射器吸取 １００ μＬ 的胎牛血清ꎬ在近剑突段剪

去软骨段至显露骨髓处ꎮ 从远软骨段的一侧骨骺

端用 ５ 号针头垂直穿刺进入骨膜后水平继续穿刺至

针头微外显ꎬ倒针至穿刺点 １ / ３ 处ꎬ打出针内少量胎

牛血清冲出腔内骨髓ꎬ点在洁净的载玻片上ꎬ用针

头环形涂直径为 １ ｃｍ 的圆形薄片即可ꎮ 对中间段

胸骨ꎬ可剪去每节骨骺端ꎬ将针头直接从骨髓腔隙

边穿刺边回抽骨髓ꎬ然后轻轻打出吸取的骨髓滴 １
小滴在载玻片上ꎬ用针头环形涂直径为 １ ｃｍ 的薄片

即可ꎮ
１􀆰 ４　 染色:使用磷酸盐缓冲液ꎬ将 Ｇｉｅｍｓａ 染液配

成 １０％的应用液ꎬ染色 １０ ｍｉｎꎮ

２　 结果

涂好的湿片可在显微镜下及时直接观察ꎬ分别

在 × ２０ꎬ × ４０ 物镜下看细胞分布及相对密度ꎮ 以尿

沉渣镜检细胞数的标准为参考[７]ꎬ将 × ２０ 物镜下细

胞分布均匀ꎬ细胞数满视野( ＋ ＋ ＋— ＋ ＋ ＋ ＋ )ꎻ
在 × ４０ 物镜下细胞分布均匀ꎬ细胞数达 ５０ ~ １００
个 /视野ꎮ 染色后油镜下细胞数可达到 ３０ ~ ５０ 个 /
视野为制片合格ꎮ 在油镜下按一定顺序进行 ＰＣＥ
和微核计数ꎮ ＰＣＥ 细胞呈灰蓝色、成熟红细胞呈橘

黄色ꎮ 微核多数为圆形ꎬ边缘整齐ꎬ嗜色性与核质

一致ꎬ呈紫红色或蓝紫色ꎮ ＰＣＥ 细胞中微核多为一

个ꎬ也可有两个或以上微核ꎬ此时仍按有微核的 ＰＣＥ
计算ꎮ

３　 讨论

微核试验是细胞基因损伤检测的生物学标志

之一[８]ꎬ小鼠骨髓微核实验是最常用的微核实验ꎮ
美国食品药品管理局( ｆｏｏｄ ａｎｄ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ
ＦＤＡ)ꎬ 欧洲药监局 ( Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ａｇｅｎｃｙꎬ
ＥＭＡ)等部门均要求:基因毒性的检测为药物安全

性评估的必须一部分[９]ꎮ 在过去的几十年里ꎬ此实

验被广泛应用于药品、食品等的遗传毒性的检测ꎬ
以及环境污染的检测、临床疾病的诊断等ꎮ 但是如

何获取满意的骨髓涂片ꎬ进行有效的细胞计数ꎬ仍
有一定的困难ꎮ

我们采用穿刺取骨髓细胞和挤压取骨髓细胞ꎬ
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都能获得满意的细胞数ꎮ 但挤压后点滴采集的骨

髓ꎬ虽然方法相对容易和迅速获得骨髓细胞ꎬ但因

挤压过程中在胸骨上残留很少的组织细胞等也会

一起被点滴收集ꎬ有一定的组织污染ꎬ增加额外的

细胞背景ꎮ 穿刺法或抽吸骨髓法可很好地减少污

染ꎬ相对显示好的细胞染色背景ꎮ 另我们借鉴血液

制片厚滴法[７]和细菌涂片技术中菌落制片方法[１０]ꎬ
采取环形涂直径为 １ ｃｍ 的圆形骨髓细胞薄片ꎬ较常

规推片制片技术ꎬ在获取骨髓细胞量一定的情况

下ꎬ通过减小制片面积ꎬ增加细胞密度ꎬ还可在显微

镜下及时直接评估采集的骨髓细胞数ꎬ对细胞量少

的制片补充穿刺一次增加细胞量ꎮ
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