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锥虫蓝直接染色法鉴定人羊膜细胞活力方案研究 

杨文贤 朱富军 詹球 吕礼芳 王磊 刘亮 辛海明 童亚林 

【}商要】 目的 摸索锥虫蓝直接染色法在人羊膜细胞活力快速鉴定中的适宜浓度及染色时间。 

方法 取健康剖 宫产产妇 的胎膜 6张 ，浸泡 后分 离羊膜并 剪成 1 cm x 1 em备用。 (1)取 部分制备好 

的羊膜 分别 浸泡 于 1、2、3、4 g／L 4种浓 度的锥虫 蓝溶 液中，每个浓度下各 浸泡 1、3、4、10 min后取 出， 

在 PBS中漂洗 3O s，更换 PBS，继续漂洗 30 S。在光学显微镜下选取 4个视野拍照，每个视野计数 

1000个细胞，同时计数蓝染细胞计算细胞死亡率。(2)另取部分制备好的羊膜浸泡于 0．5 L氯己 

定 1 h后行锥虫蓝直接 染 色 ，锥 虫蓝 溶液 浓度 与染 色时 间为前 一实 验结 果选定 的浓 度 、时 间，并 与 

1 g／L锥虫蓝染色 10 min对比。后续操作及检测同前一试验。对数据行两因素析因设计方差分析 、 

Duncan多范 围检验及 LSD检验 。 结 果 (1)1、2、3 g／L锥虫 蓝染色 1、3 min后细 胞死亡 率相 近 

(P值均大于0．05)，染色 4、10 min后细胞死亡率明显高于 1、3 min(P值均小于 0．05)。4 g／L锥虫 

蓝染色 l、3、4 min后细胞死亡率相近(P值均大于 0．05)，染色 10 min后细胞死亡率显著高于 1、 

3 min(P值均小于0．05)。锥虫蓝浓度为2、3、4 g／L时，各时相点细胞死亡率都显著高于1 g／L(P值 

均小于 0．05)。(2)对经 0．5 g／L氯己定浸泡 1 h羊膜染色显示 ，1 g／L锥虫蓝染色 1 min细胞死亡率 

[(72．6±7．4)％]显著低于预计死亡率 (100．0％，P <0．05)，染色 3 rain细胞死亡率 [(95．3± 

5．6)％]、染色 10 min细胞死亡率[(99．8±5．0)％]与预计死亡率相近(P值均大于0．05)。 结论 

锥虫蓝直接染色法鉴定人羊膜细胞 活力 的适 宜方案 为浓度 1 g／L，染色时间 3 min。 

【关键词】 锥虫蓝 ； 着色剂； 羊膜； 时间因素； 浓度因素 

随着新鲜与保存人羊膜在眼科、烧伤科、神经外科等领 

域被广泛应用 。。 ，人羊膜 细胞 活力鉴 定也 日显重 要。鉴定 

羊膜细胞活力可以从细胞活性和形态、酶活力及分泌功能等 

不同方面进行判断 。锥虫蓝拒染试验仍然是较为经典而 

简单有效 的方法 。 

许丽英 等 采用单个悬 浮细 胞锥虫 蓝染 色排除法 的改 

良方法 ，将羊膜直接置人锥 虫蓝溶液 中染 色。此 方法笔者简 

称为锥虫蓝直接染色法，但其提出的染色方案(锥虫蓝浓度 

1 g／L，染色时间 10 rain)因染 色时 间过 长 ，可能 导致 正常羊 

膜细胞亦被蓝染出现死亡率增加的假象。笔者拟采用析因 

设计 筛选 出锥虫 蓝直接染 色法 在鉴 定羊膜活力 时，锥虫蓝 的 

适宜浓度及染色时间，为规范此鉴定方法提供相关依据。 

1 材料与方法 

本研究经解放军第一八一医院医学伦理委 员会批准 ，以 

该院剖宫产产妇弃用胎膜为试验对象，产妇均签署知情同 
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1．1 羊膜制备 

选取 6张足月龄胎膜 ，产 前检查 梅毒 、人类 免疫 缺陷 病 

毒 、乙型肝炎病毒 、巨细胞病 毒等 均为阴性 ，剖宫产后 15 l~qiIl 

内取材 。取出的胎膜置 于无菌 容器 中冰浴运 送至无 菌实 验 

室。无菌生理盐水洗净胎膜后放入抗生素溶液(50．0 mg／L 

青霉素 、50．0 mg／L链霉素和2．5 mg／L两性霉素 B)中浸泡 

10 rain，再将 羊膜 与绒 毛膜钝性分离后剪成 1 CITI×1 cm大小 

备用 。 

1．2 锥虫蓝溶液配制 

称 4 g锥虫蓝 用少量蒸 馏水研磨 ，加双 蒸水至 1O0 mL， 

充分混匀后用滤纸过滤 ，4℃保存 。使用 时以 PBS分 别稀 释 

锥虫蓝使 其浓度达 1、2、3、4 g／L。 

1．3 试验方法 

1．3．1 锥虫蓝染色时间及浓度筛选 取部分 制备好 的羊 

膜分别浸泡于 1、2、3、4 g／L锥虫蓝溶 液 中，各浓度 下各浸 泡 

1、3、4、10 rain后取 出，在 PBS中漂洗 30 S，更换 PBS，继续 潆 

洗 30 s。用 BX一51型光 学 显微 镜 (日本 Olympus公 司 )，在 

200倍视野下选取 4个视野拍照，每个视野计数 1000个细 

胞，同时计数蓝染细胞，计算细胞死亡率。细胞死亡率(％)= 

蓝染细胞数 ÷1000×100％ 。 

1．3．2 锥虫蓝染色 时间及浓度验证 另取部分制 备好 的 

羊膜浸泡于 0．5 g／L氯己定 1 h后，行锥虫蓝直接染色，锥虫 

蓝溶液浓度与染色时间依照前一实验结果选定的浓度、时 

间 ，并 与 1 g／L锥虫蓝染色 10 rain进行对 比。后续操作 及检 

测 同 1．3．1。 
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本刊“疑难病例析评"栏 目征稿 

《中华烧伤杂志》已开辟“疑难病例析评”栏 目，结构分“病历摘要”和“分析与讨论”两部分。(1)作者在文题下署名，而非 

仅在文末注明由何人整理 ，作者拥有论文的著作权。(2)“分析与讨论”部分不采用依次发言的形式 ，而由作者系统归纳，形成 

思路清晰、条理清楚、分析得当、科学性强的原创性l临床论文。论文性质等同于本刊“论著”。(3)所分析的病例不一定都具备 

病理检查结果，但必须经科学手段确诊。 

病例选择：(1)疑难病例，特别是涉及多学科、多领域的疑难病例。(2)误诊且有经验教训的病例。(3)诊断已经明确 ，但 

病情危重或有诸多并发症，治疗上甚为棘手的病例。(4)罕见病例。(5)其他对临床实践有指导或提示意义的病例。以 病 

例须最终获得明确诊断或成功治疗，临床资料应齐全，能提供实验室 、影像学和(或)病理确诊证据。 

写作格式：文题可用主要症状、体征或诊断命题，各短语之间用一字线连接。正文分“病历摘要”和“分析与讨论”两部分。 

“病历摘要”部分需交代清楚患者主诉、病史(包括既往史)、作者接诊后的诊治经过等。应提供必要的实证图片。字数以不超 

过 1000字为宜(不包括图片)。“分析与讨论”部分要求逻辑性强，条理清楚，能较好地体现正确的临床思维，对读者的临床_r 

作有实际借鉴意义。重点部分可采用序号标示法，以突出层次。 

写作上应满足以下要求：(1)开门见山，首先说明本病例需要从哪几个方面讨论；(2)阐述诊断和治疗思路，如何发现并优 

先处理疾病 的关键 问题 ；(3)将 疑点 、鉴别诊断要点另行列出 ，指 出通过什么手段排除相关疾病 ；(4)给出病例的最后诊 断和诊 

断依据 ；(5)若为误诊 ，则需总结经验教训 ；(6)若 为罕 见病 ，则 需介绍 目前 国内外 的最新进 展 ；(7)列 出相关 的国内外 主要 参 

考文献 。字数 以控制在 2000～2500字 为宜 。 

本刊编辑部 

关于表图中角码符号标注顺序及文字注释的说明 

《中华医学会系列杂志编排规范》规定，表格中注释用角码 a、b、c、d等应标注在数据右上方，按先纵后横的顺序出现，即 

先标注第 1纵列 ，从上到下 ，再标 注第 2纵列 ，以此类推依次标注 a、b、c、d等 。表格下方对 a、b、c、d等的说 明按 照各字母在 表 

格中出现的顺序(同前，先纵后横)进行相关描述。见表 l。 

表 1 不同材料移植术后各时相点各组小型猪烧伤创面 d平滑肌肌动蛋白阳性血管数比较(条，x±s) 

注：表中数据为每400倍视野下观察结果；F 1、P l值为组问同一时相点比较所得，F 2、P 2值为组内各时相点比较所得；与磺化羧甲基壳聚 

糖支架组 比较 ， P <0．05；与组内前一时相点 比较 ， P <0．05；与油纱对照组 比较 ， P <0．05 

各类 统计 图中注释用角码也采用 a、b、c、d等标注 ；根据 x± 表示 的数据所绘统计 图，需用线段在 图上标 明 s值。 
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