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牛蛙血细胞核酸和脊髓运动神经细胞的显色观察＊
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　　摘　要：目的　建立牛蛙血细胞核酸及脊髓运动神经细胞显色方法，更好地服务教学和临床。方法　制备

临时装片，用福尔根反应和甲基绿－派洛宁对细胞内的核酸进行显色，用甲苯胺蓝染液对脊髓运动神经细胞进行

染色。结果　福尔根反应后，细胞核呈紫红色，细胞质呈绿色。该反应的最适条件为室温水解２ｍｉｎ，６０℃水

解８ｍｉｎ，再室温水解２ｍｉｎ，复染４０ｓ。甲基绿－派洛宁染色后，细胞核呈蓝色，细胞质呈粉红色。甲苯胺蓝染

色后，脊髓运动神经细胞被染成深蓝色。结论　福尔根反应中亮绿复染的最适时间为４０ｓ。甲基绿－派洛宁能

够对细胞内的ＤＮＡ和ＲＮＡ同时进行定位、定性分析。该研究方法对实验教学、科学研究和临床实践具有一定

的理论和实际意义。
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　　核酸的细 胞 化 学 染 色 是 利 用 化 学 试 剂 与 核 酸 分

子反应生成带 颜 色 的 产 物，从 而 达 到 对 细 胞 内ＤＮＡ
和ＲＮＡ定位和定性的目的，是细胞遗传 学 研 究 的 重

要手段。１９２４年 有 研 究 者 发 明 了ＤＮＡ显 色 的 经 典

方法———福尔根反应［１］。该反应还可用于ＤＮＡ的化

学计量测 定［２］、区 分 肿 瘤 性 质 和 判 断 病 变 程 度 等［３］。
甲 基 绿－派 洛 宁 染 色 已 被 广 泛 用 于 细 胞 内 ＤＮＡ 和

ＲＮＡ的显示［４］。

牛蛙具有血细胞大［５－６］、肌肉发达、性情温和等特

点，是了解肌肉、呼吸系统、心脏和循环系统［７］结构特

征的良好材 料。本 研 究 对 牛 蛙 血 细 胞 中 的 核 酸 和 脊

髓运动神经细胞进行了显色，对实验的注意事项进行

了分析，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　一般材料　健康牛蛙 数 只，染 色 缸，载 玻 片，盖

玻片，镊子，剪刀，香柏油，擦镜纸。
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１．２　仪器与试剂　仪器：普通光学显微镜，恒温水浴

箱。主要试剂：甲基绿－派洛宁混合液，９５％乙 醇，１％
亮绿 染 液，１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ，Ｓｃｈｉｆｆ试 剂，１％甲 苯 胺 蓝

染液。

１．３　方法

１．３．１　牛蛙血细胞ＤＮＡ的福尔根反应显色　具体

实验步骤包括：（１）取材。麻醉牛蛙，将其置于一白瓷

盘中，腹面朝上，沿 着 尾 部 向 头 部 方 向 依 次 剪 开 皮 肤

和肌肉，找到 心 脏。剪 开 心 包 膜，使 心 脏 完 全 显 露 出

来，然后在 心 脏 上 剪 一 小 口。（２）涂 片。取 一 张 干 净

的载玻片，轻轻蘸取心脏血，以４５°夹角在另一张干净

的载玻片上轻轻向前推，即可做成血涂片，自然晾干。
（３）水解。将血涂片置于室温下的１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ中水

解２ｍｉｎ，然 后 置 于６０℃的１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ中 水 解８
ｍｉｎ，再在室温下的１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ中水解２ｍｉｎ。（４）
染色。将 血 涂 片 用 小 流 量 的 水 冲 洗，除 去 多 余 的

ＨＣｌ，然后在血 涂 片 上 滴 加 一 层Ｓｃｈｉｆｆ试 剂，染 色３０
ｍｉｎ，再用小流量的水冲洗，然后放入１％的亮绿染液

中复染３０～６０ｓ，小流量的水冲洗后晾干。（５）镜检。
先在低倍镜下找到符合预期实验结果的区域，然后在

高倍镜下观察。（６）拍照。拍照记录不同放大倍数的

实验结果。

１．３．２　牛蛙血细胞ＤＮＡ和ＲＮＡ的甲基绿－派洛宁

染色　具体实验步骤包括：（１）取材，同上。（２）涂片，
同上。（３）固定。在晾干的血涂片上滴加一层９５％乙

醇，室温固定５ｍｉｎ，然后吸去乙醇再放置５ｍｉｎ。（４）
染色。在血涂片表面滴加１层（３～４滴）甲基绿－派洛

宁染液，染色２０ｍｉｎ后 用 小 流 量 的 水 冲 洗 掉 多 余 染

液，再用吸 水 纸 吸 去 多 余 水 分。（５）镜 检。先 在 低 倍

镜下找到符合预期结果的区域，然后在高倍镜下仔细

观察细胞核与细胞质的颜色。（６）拍照。拍照记录不

同放大倍数的显色结果。

１．３．３　牛蛙脊髓运动神经细胞的甲苯胺蓝染色　具

体实验步骤包括：（１）取材。取小段高位脊髓，置于载

玻片上用镊子或牙签将其捣碎。（２）染色。滴加数滴

甲苯胺蓝染液，染 色５ｍｉｎ左 右，然 后 用 小 流 量 的 水

洗去多余染 液。（３）压 片。盖 上 盖 玻 片，用 拇 指 挤 压

使脊髓压为一薄层。（４）镜检。先在低倍镜下找到符

合预期结果的区域，然后在高倍镜下仔细观察细胞形

态特 征。（５）拍 照。拍 照 记 录 不 同 放 大 倍 数 的 染 色

结果。

２　结　　果

２．１　血细胞ＤＮＡ的福尔根反应显色　结果显示，福
尔根反应后细胞核呈紫红色，细胞质呈绿色（图１Ａ）。
随着复染时间的延长（５０～６０ｓ），细胞质呈暗绿色（图

１Ｂ）。当复染时间为３０ｓ或更短时，细胞质变为浅绿

色（图１Ｃ）。在显 微 镜 下，还 经 常 可 以 看 到 有 些 细 胞

核是 红 色 的，有 些 细 胞 核 颜 色 很 浅 或 几 乎 没 有 红 色

（图１Ｄ～Ｅ）。这是 由 于 局 部 水 解 不 充 分 或 不 完 全 造

成的。另外，当复染时间大于６０ｓ时，可以 看 到 部 分

细胞质颜色变为浅海绿色，细胞核的紫红色也被一定

程度覆盖了（图１Ｆ中 的 黑 色 箭 头）。因 此，福 尔 根 反

应显色 血 细 胞ＤＮＡ的 最 佳 条 件 为 室 温 水 解２ｍｉｎ，

６０℃水解８ｍｉｎ，再室温水解２ｍｉｎ，Ｓｃｈｉｆｆ试剂染色

３０ｍｉｎ，亮绿复染４０ｓ。

　　注：Ａ为亮绿复染约４０ｓ（×４００）；Ｂ为亮绿复染５０～６０ｓ（×４００）；Ｃ为亮绿复染约３０ｓ（×４００）；Ｄ为亮绿复染约３０ｓ，并且部分水解不充分

（×１００）；Ｅ为水解不充分（×４００）；Ｆ为亮绿复染６０ｓ或更长时间（×４００）。

图１　　牛蛙血细胞ＤＮＡ的福尔根反应显色结果
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２．２　血 细 胞ＤＮＡ和ＲＮＡ同 时 显 色　血 细 胞 中 的

ＤＮＡ和ＲＮＡ经 甲 基 绿－派 洛 宁 染 色 后，可 以 看 到 细

胞核变成了蓝 色，细 胞 质 变 为 粉 红 色（图２Ａ）或 深 紫

色（图２Ｂ～Ｄ）。

２．３　脊髓运动神经细胞的染色观察　牛蛙的高位脊

髓经甲苯胺蓝 染 色 后，可 以 看 到 单 极 形（图３Ａ，以 及

图３Ｂ右上角的黑色 实 线 箭 头）、双 极 形（图３Ａ，以 及

图３Ｂ左下角的黑色实线箭头）或多极形（图３Ａ，以及

图３Ｃ～Ｄ的黑色实线箭头）分枝且具有神经纤维的形

态较大的运 动 神 经 细 胞（深 蓝 色）。还 可 以 观 察 到 呈

圆形、数目 较 多、形 态 较 小 的 细 胞，为 神 经 胶 质 细 胞

（图３Ａ、Ｅ，以及图３Ｂ～Ｄ、Ｆ中的黑色虚线箭头）。此

外，在运动神 经 细 胞 中 还 能 看 到 染 色 很 深 的 核 仁（图

３Ｂ～Ｄ）。

　　注：Ａ、Ｃ、Ｄ为×４００放大倍数下的视野；Ｂ为×１００放大倍数下的视野。

图２　　血细胞ＤＮＡ和ＲＮＡ的甲基绿－派洛宁染色结果

　　注：Ａ为×１００放大倍数下的视野；Ｂ～Ｅ为×４００放大倍数下的视野；Ｆ为×１　０００放大倍数下的视野。

图３　　牛蛙脊髓运动神经细胞的甲苯胺蓝染色结果

３　讨　　论

　　细胞化学 是 研 究 细 胞 内 化 学 成 分 及 其 在 细 胞 活

动中的变化 和 定 位 的 学 科。核 酸 定 位 和 细 胞 化 学 染

色是生命科学，特别是遗传学研究的重要手段。ＤＮＡ
细胞技术在评估肿瘤侵袭性方面发挥着重要作用［８］，
可以为肿瘤病理分级和临床分期提供有价值的信息。
细胞化学染色不仅有助于研究细胞的代谢活动、生理

功能，而且对生理和病理情况下血细胞化学成分的变

化，各种类型血细胞的鉴别，某些血液病的诊断、治疗

及发病机制的探讨均有重要意义。
福尔根 反 应 是 一 种 经 典 的 ＤＮＡ 显 色 方 法，是

ＤＮＡ的特异性反应，核染色质和染色体能够被显色，
而含有核糖核酸的核仁和细胞质福尔根反应为阴性。
本研究首先利 用 福 尔 根 反 应 的 原 理 对 牛 蛙 心 脏 血 细

胞中的ＤＮＡ进行了显色 分 析。结 果 显 示，血 细 胞 核

呈紫红色，亮绿复染后细胞质呈绿色（图１Ａ）、暗绿色

（图１Ｂ）或浅绿色（图１Ｃ）。通过对亮绿复染时间的优

化，确定了牛蛙血细胞ＤＮＡ显色的最佳条件：室温水
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解２ｍｉｎ，６０℃水解８ｍｉｎ，再室温水解２ｍｉｎ，Ｓｃｈｉｆｆ
试剂染色３０ｍｉｎ，亮绿复染４０ｓ。多 年 来，关 于 福 尔

根反应的影响 因 素，虽 然 已 有 多 个 报 道，但 笔 者 根 据

自身经验，提出 了４点 注 意 事 项：（１）血 涂 片 的 制 作。
以４５°夹角在另 一 张 干 净 的 载 玻 片 上 轻 轻 向 前 推，夹

角过大或过小，都 会 影 响 血 细 胞 在 玻 片 上 的 分 布、数

量和形态。切勿来回多次推片，防止玻片之间的切割

作用造成血 细 胞 破 裂，影 响 后 续 实 验。（２）ＨＣｌ水 解

的时间。福尔根反应的一个关键步骤是ＤＮＡ经弱酸

水解，释放出 游 离 的 醛 基。如 果 水 解 不 充 分，嘌 呤 碱

与脱氧核糖之间的糖苷键未断裂或断裂不完全，导致

形成的游离醛基变少，进而反应变弱（图１Ｄ～Ｅ）。另

外，如果水解时间过长，则可能使ＤＮＡ和组蛋白过度

降解，也 会 导 致 反 应 变 弱，甚 至 出 现 阴 性 结 果。（３）
Ｓｃｈｉｆｆ试 剂 的 质 量。Ｓｃｈｉｆｆ试 剂 的 质 量 直 接 影 响 着

ＤＮＡ的呈色反 应，应 选 用 质 量 好 的 碱 性 品 红 来 配 制

Ｓｃｈｉｆｆ试剂，并 注 意 避 光 保 存，防 止 因 氧 化 变 红 而 失

效。（４）复 染 时 间。亮 绿 复 染 的 最 适 时 间 为４０ｓ（图

１Ａ）。若复染时间太短，则亮绿着色太浅，导致细胞质

呈现浅绿色（图１Ｃ）。如 果 复 染 时 间 太 长，细 胞 质 的

颜色就会变成浅海绿色，细胞核的紫红色也会被一定

程度覆盖（图１Ｆ）。福尔根反应有助于人们理解ＤＮＡ
在生物学和遗传学中的 作 用。此 外，Ｓｃｈｉｆｆ试 剂 在 组

织化学研究中被引入，为其他醛基染色剂的开发打下

了基础。
核酸的定量检测在研究细胞生长、肿瘤生物学和

系统发育关 系 等 方 面 具 有 重 要 意 义。甲 基 绿 是 一 种

单组分的核染料，其染色机制涉及静电作用和非离子

相互作用［９］。这 种 非 离 子 反 应 可 能 是 由 于 染 料 嵌 入

了ＤＮＡ的嘌 呤 和 嘧 啶 碱 之 间 造 成 的［１０］。由 于 具 有

阳离子性质，甲基绿被认为可与带 负 电 荷 的ＤＮＡ结

合，能够实现对组织或细胞内ＤＮＡ含量的可靠评估。
派洛宁Ｙ是一种阴离子染料，不仅能够染色ＲＮＡ、弹
性纤 维 和 肥 大 细 胞 颗 粒，还 能 对 硫 酸 黏 蛋 白 进 行 染

色［１１］。本研究通 过 甲 基 绿－派 洛 宁 染 色，对 牛 蛙 血 细

胞中的ＤＮＡ、ＲＮＡ进 行 了 定 位 分 析。结 果 显 示，细

胞核呈蓝色，细 胞 质 被 染 成 粉 红 色（图２Ａ）或 深 紫 色

（图２Ｂ～Ｄ）。本实 验 有３个 需 要 注 意 的 地 方：（１）固

定时间。一般情况下用９５％的乙醇固定１０ｍｉｎ。实

际操作 时，先 固 定５ｍｉｎ，然 后 吸 掉 乙 醇，再 等 待５
ｍｉｎ。（２）染色时 间 以２０ｍｉｎ为 宜。（３）多 余 染 料 的

清洗。多余的染料要用小流量的水冲洗，水流速度不

宜过快，否则细胞质的颜色会变浅（图２Ｃ）。甲 基 绿－
派洛宁染色法 还 可 用 于 评 估 癌 前 和 癌 变 过 程 中 细 胞

核和核仁的 变 化［１２］。此 外，也 可 作 为 常 规 苏 木 素－伊
红（ＨＥ）染色的辅助手段来诊断恶性肿瘤［９，１３］和检测

细胞凋亡［１４－１５］。
甲苯胺蓝染 色 显 示 脊 髓 运 动 神 经 细 胞 具 有 特 异

性强，无背景着色，结果稳定的特点［１６］。本 研 究 用 甲

苯胺蓝染液对 牛 蛙 的 脊 髓 运 动 神 经 细 胞 进 行 显 色 观

察，在视野中可 见 许 多 染 色 较 深 的 呈 单 极 形、双 极 形

和多极形分枝的运动神经细胞（图３Ａ～Ｄ）。这 些 细

胞个体较大，细胞中央较膨大，称为胞体。此外，运动

神经细胞还具有细长的纤维状结构，能够接收和传导

刺激，称为神经纤维。运动神经细胞中也可见深蓝色

的核仁（图３Ｂ～Ｄ）。还 可 以 看 到 许 多 染 色 较 深 的 小

细胞，即神经胶质细胞。本实验有两个需要注意的地

方：（１）取材。取牛蛙高位脊髓，因为高位脊髓中的运

动神经细胞数目较多，而低位脊髓中几乎看不到运动

神经细胞，只 能 看 到 数 量 较 多 的 神 经 胶 质 细 胞。（２）
压片。一定要确 保 脊 髓 被 捣 碎，然 后 压 为 一 薄 层，否

则，只能看到很少的细胞或者几乎看不到细胞。
综上所述，牛蛙是研究核酸在血细胞中的定位和

显示神经系 统 特 性 的 良 好 材 料。在 福 尔 根 反 应 中 引

入亮绿复染并优化染色时间是一种较好的方法，提高

了细胞核与细胞质颜色的对比度，有利于进行后续的

核酸定 量 分 析。甲 基 绿－派 洛 宁 染 色 能 同 时 对 ＤＮＡ
和ＲＮＡ进行定位和定性分 析。１％的 甲 苯 胺 蓝 染 色

能很好地显示牛蛙高位脊髓中运动神经细胞的形态。
本文系统地分析和讨论了这３个实验的影响因素，对

实验过程中可 能 出 现 显 示 不 佳 的 结 果 也 进 行 了 呈 现

和说明，并提出了操作过程中的注意事项。本研究结

果可靠，可重复性好，对实验教学、科学研究以及临床

应用都具有一定的理论和实践意义。
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