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·技术与方法· 

丫啶橙 一碘化丙啶双染色法观察大鼠 

耳蜗基底膜毛细胞活性 

原红艳 张淑香 李兴启 李树华 

【摘要】 目的 探讨大鼠耳蜗基底膜毛细胞活性鉴别的实验观察方法。方法 采用丫啶橙一碘化丙啶(acri— 

dine orange—propidium iodide，A0，P1)双染色法，荧光显微镜观察 ，检测经组织培养后新生大鼠耳蜗基底膜毛细胞的 

活性。结果 在激发光下染色后的活细胞核是亮绿色，失活细胞核呈橙红色。当染液 pH为 6．5，A0浓度为 0．1‰ 

时，细胞染色不足，浓度超过 1．5％o时，出现“过染”，最适染色浓度为 l％。；当 1％oAO的 pH值低于 5．0时毛细胞蒙上 

红晕，背景模糊，当pH值高于7．4时，不能区分死亡细胞与活细胞，pH值 6．5～7．0时，染色效果最好。结论 用 

pH为 6．8的 l％。AO、0．1％oPI染色，可清晰分辨死／活细胞。 
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Observation of the Role of Acridine Orange—-Propidium Iodide in the 

Identification of Hair Cell Status in a Laboratory Condition 
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【Abstract】 Objective T0 investigate an experimental method of the identification of the viability ofthe hair cells of the basilar 

membrane of the rat cochlea．MeII10ds A method of acridine ora／ige—propiditrm iodide。AO／P1 was utili~ in this experiment。with 

which analv d was the viability of the newly regenerated hair cells of the basilar membrane of the rat咖 hlea．ResIIIts Various colors 

ol~erved in this relay were related to the different s,tatus ofhair cells under different mdy conditions．These were discussed in the paper． 

Conclusion The status oflive and dead cells can be distinguished When pH values are 6．8 in 1％o AO and 0．1％。PI． 
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在耳蜗基底膜的形态学研究中，如何准确鉴别 

细胞活性是至关重要的。对失活细胞染色计数，目 

前大多数实验室采用曙红染色或台盼兰染色法，这 

些方法较适于单离细胞或单层组织的染色，而耳蜗 

基底膜组织块较厚，结构致密，细胞分布复杂，用这 

些方法完成细胞计数，其准确性受到一定影响，因此 

本研究采用了丫啶橙 一碘化丙啶(AO／PI)双染色法 

进行耳蜗基底膜染色，观察染色液浓度、pH值对染 

色效果的影响，摸索出最佳染色条件，以期提供一种 

准确、快速、简便的鉴别细胞活性的方法。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 l％丫啶橙(AO)母液：丫啶橙原粉 
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100 nag，加 pH为 6．8的磷酸盐缓冲液(phosphat buff— 

er，PBS)l0 ml，充分溶解后贮于棕色玻璃瓶中，置冷 

暗处保存(可连续使用 1年以上)。碘化丙啶(PI)母 

液：PI原粉 10 rng加蒸馏水 10 rnl，贮存方法同AO母 

液。不同浓度的AO染液：取母液用 pH为 6．8的PBS 

配制成 0．1‰、0．5％。、1．0％。、1．5％。、3．0％。试验用染液。 

不同 pH值的 AO染液：用不同pH值(4．5、5．0、6．5、 

6．8,7．4、8．0)的PBS配 1．0％。的 AO染液。分别取不 

同pH值及不同浓度 AO于 EP管中，每管中分别加入 

100 PI，3O％ H202(北京化工厂产品)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 基底膜的分离与培养 采用显微解剖技术 

分离新生大鼠耳蜗基底膜组织，采用组织贴壁法在 

无血清培养基中培养，其中培养液含 0．05 mmol／L 

H 0'，以诱导部分毛细胞死亡。 

1．2．2 基底膜毛细胞活性鉴别 吸于培养皿内培 

养液，加入含 100 mr~l／L丫啶橙及 l0 mmol／L碘化 
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丙啶的 PBS，染色 6分钟，再用 0．1 M CaC]2溶液分 

色 1分钟，最后用 PBS冲洗并封固观察。染色效果 

判断标准及矫正方法：①良好：视野明亮清晰，背景 

墨绿色或淡绿色，正常毛细胞核呈亮绿色荧光，胞浆 

为鲜橙红色荧光。失活细胞核呈橙红色或橙黄色， 

与活细胞区分明显。②过染：背景暗红或鲜红，视野 

混浊不清，毛细胞核蒙上红晕或染成红色，无法与失 

活细胞进行区别，系因染液 pH值过高或过低，染液量 

多或滴染时间长造成。矫正方法是：可从盖片边缘滴 

进生理盐水数滴使盖片浮起，将盖片推向一边，往基 

底膜滴加数滴 0．IM的 CaC12，分色 1小时左右再盖盖 

片镜检。③染色不足：背景暗黑或暗绿，毛细胞核发 

微绿荧光，胞浆不着色。多因染液浓度低，量少或滴 

染时间过短引起。矫正办法：可将盖片向一边，在基 

底膜上滴 1～2滴染液，染5分钟，再盖盖片镜检。 

2 结果 

2．1 不同浓度染液对染色效果的影响 当染液 pH 

值为 6．8，AO浓度为0．1％。时，染色呈现“不足”，亮度 

较低，细胞模糊不清(图 1)，随浓度增加亮度增加；但 

浓度超过 1．5％o时出现“过染”(图2)。死亡细胞与活 

细胞区分不明显。最适染液浓度为 1‰(图3)。 

2．2 不同 pH值染液的染色效果 当 AO浓度为 

1％o，pH值低于 5．0时，毛细胞蒙上红晕，背景模糊 

不清(图4)；当 pH值高于 7．4时，背景黄红混浊(图 

5)，不能区分死亡细胞与活细胞。试验结果表明：染 

液 pH值 6．5～7．0时染色效果良好。 

2．3 最佳染色效果 用 pH为6．8的 1％oAO，0．1％oPI染 

色后荧光显微镜下观察，可以清晰分辨死／活细胞，死细 

胞呈橙红色，活细胞呈亮绿色，细胞边界清晰(图3)。 

3 讨论 

鉴别细胞活性的方法有多种，但各有优缺点，过 

去常采用苔盼蓝染色法，染色的细胞数量随时间的 

延长而增加，细胞计数必须在 3～5分钟内完成，所 

以结果往往不够准确 J̈。伊红染色所需时间更短， 

判断细胞存亡常有很大的主观性 。 

荧光色素染色法与普通染色法比较，突出的特 

点是敏感性高。本研究根据荧光染色法原理及基底 

膜组织块结构特点，选用 AO—PI双染法，该方法简 

单快速，但受浓度、pH值、淬灭剂等影响，这些因素 

相互紧密联系，在一定条件下相互作用。 

浓度对荧光素的发光影响较大，绝大多数荧光 

素在溶液中显荧光。浓度极低时增加浓度，荧光亮 

度增大，到一定程度亮度达最大，再增加浓度亮度保 

持不变，浓度再继续增加，亮度即下降，出现“浓度猝 

灭”，所以配染液时一定要严格把握浓度。 

各种荧光素有适宜的 pH值，它保持色素分子 

与溶剂间的电离平衡，改变 pH值是不可忽视的问 

题。廖元康_3 采用 pH值为 6．5～7．0的、r啶橙染色 

效果令人满意。黄念君等 经不断摸索发现 pH 6．8 

对 AO荧光素最合适，这与本试验结果相符。此外， 

在配染液及用其它试剂、溶剂时应注意避开铁、银等 

金属及有氧化作用的物质的影响。 

目前部分实验室为使死／活细胞的差异更为明 

显，观察计数时更易于判断，减少误差，常采用 AO— 

EB染色法，以荧光显微镜观察计数。AO能快速与 

脂质结合，能通过细胞膜脂质双层，进入活细胞，在 

胞浆内主要富集于溶酶体，因而可以标记活细胞，激 

发后显绿色荧光。EB能与 DNA结合，但不能通过 

完整的细胞膜，只能进入细胞膜 已破损的细胞与 

DNA结合，因而可以标记被补体破膜的死亡细胞， 

而对活细胞不染色，激发后显红色荧光。但 EB是 
一 种强诱变剂，并有中度毒性，取用时必须戴手套且 

用后含 EB的溶液需进行净化处理，较为繁琐b]。PI 

是另一种荧光染料，毒性较小，与 EB有类似的染色 

特点，即只能进入细胞膜破损的死细胞，进入细胞后 

与 DNA快速结合。PI的最大激发波长是 490 Bin 6]， 

可以与 AO在同一波长下激发，激发后显红色荧光。 

它是目前流式细胞仪检测中的常用染料，用于死细 

胞判别 ]，凋亡细胞检测『8]、细胞周期检测『9 等。本 

研究中用 PI进行死亡细胞的染色能够清晰的分辨 

死／活细胞，利于观察。 
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Y啶橙 一碘化丙啶双染 色法观察大鼠耳蜗基底膜毛细胞活性 
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E  NKCC1基因敲除小鼠的饲养繁殖及其鉴定 图2 NKCCI 固敲障小鼠f代PCR结胜 
插图 5--2 
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