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C一岛lITOTIC EFFECTS OF COLCE岛日D (COM) ON MOUSE 

BONE MARROW CELLS 

SHI Qing Hua et al . 

(Nanjing Nonnal University , Nanjing 210097) 

ABSTRACT 

Colcemid (COM) was tested for induction of increase of mitotic ind ices (MI) and c-mito
t ic effects in bone marrow cells of male (101 / E 1 x C 3 H/ E 1) F 1 mice post single injection 
(i.P.). The doses of 1 mg/ kg of COM were used and sampled at 2, 6, 10, 14 and 18 hour. At 2h 
post COM treatment. the MI and c-mitotic effect reach巳d the h ighest. then decreased from 6 h 
to 18 h. At 18 h , the MIs decrεased to (1 mg/ kg) or significantly below( 3 mg/kg ) the control 
level respectively; whereas , the corresponding frequencies of cells in cl ass C-E were still 
significantly higher than in the controls . Th巳 possi ble mechanism by which COM induces 
increase of MI and the correalation between c-mitotic effects and induction of aneupoidy were 

discussed . 

Key words: Mitotic Index(MI) C-mitotic effect CoJcemid Mouse bone marrow cells 

人胎盘滋养层细胞培养与体外 hCG 释放的研究

郑伟 后一复

(浙江医科大学附属妇产科医院 杭州、I 310006 ) 

胎盘滋养层由两层形态不同的滋养上皮细

胞组成，即细胞滋养层 (Cytotrophoblast)和合

胞体滋养层 (Syncytiotrophoblast) ， 参与胚胎

发育过程中营养、代ì%Í 、 内分 泌 和免疫等功

能。绒毛膜促性腺激素 (hCG)是由滋养层细胞

合成与分泌的主要激素之一 [ 1 ] 。已有研究表明 ，

合胞体滋养层细胞分泌和释放 hCG， 但对于细

胞滋养层细胞是否参与hCG的合成与分泌以及

细胞滋养层细胞是通过有丝分裂或是通过细胞

融合过程转化为合胞体滋养层细胞， 至今看法

仍不一致。 我们采用酶消化和 percoll 密度梯

度离心对胎盘细胞滋养层细胞进行分离、纯化

与培养。观察细胞滋养层细胞和合胞体滋养层

细胞的生长与转化， 并测定培养上清液 hCG

的含量。现将实验结果报道如下。

材料 和方法
1. 细胞分离、纯化与培养

本实验取材于足月正常饪娓孕妇剖宫产和正常分

娩的胎盘组织。无菌条件下， 将胎盘小叶剪成约 1-

3mm3 的组织块， 分别用 PBS 液和 Ham's F10 培养

液(GlBCO 产品)漂洗两次， 用 0 .125% 膜蛋白酶和

0 . 1%肢原酶 A (Sigma 产品)混合液消化，并置于
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37'C恒温振荡水浴箱中 30 分钟。 用吸管轻轻吹打绒

毛组织，以便分散细胞。加入 Ham's F 10 培养液(含

15%胎牛血清)中，将细胞洗两次。 参照 Kliman 等 [ 2 J

方法并加以修改，即配制 22 . 5%和 45% 两 种不同浓

度的 Percoll 细胞分;离液 (Sigma 产品)。分别加

10 ml 离心管内，形成两层 Percoll 密度梯度溶液， 缓

慢将消化后的细胞悬液加在 Percoll 密度梯度溶液之

上层， 离心 (2000 rpm) 20 分钟。 取三层分离液中的细

胞在显微镜下进行鉴定。底层为红 细胞和多核巨细

胞， 中层以单核细胞为主， 上层则为细小绒毛片段及

小血管等。吸取全部中层细胞， 用 Ham's F1 0 液洗

1 次，离心(1000 rpm) 10 分钟， 弃去 上清液。 用

Chang 氏培养液(购自德国 Laboserv 公司 ， 含 8%胎

牛血清，青霉素 100μjm1 和 链霉素 100μgjm!) ， 将

细胞悬液浓度调整至 1-3 X 10 5 细胞/时， 置于 6 孔

培养皿(Nunc 产品)和 37 'C 、 5 %C02 培养箱中培养，

采用 OLYMPUS 倒置显微镜观察并 记录 细 胞生长情

况。

2. hCG 的旅兔测定

隔日更换并收集细胞培养上请液， 将收集的细胞

培养上清液 1000 rpm 离心 1 0 分钟， 吸取上清液， 置

于- 20'C冰箱中待测。采用放射免疫分析法(RIA ) ，

对细胞培养上清液中 hCG 含量作定量分析。 hCG 放

射免疫分析试剂盒为德普(DPC )公司产品 ， 按 试剂盒

说明书操作，质控均符合要求。

桂
tμ 果

1.细胞滋养层细胞体外生长的观察

我们采用膜酶和胶原酶混合消化及 Percoll

密度梯度离心法，分离和纯化胎盘细胞滋养

层细胞。在光学显微镜下鉴定经上述方法所收

集到的细胞的形态。结果表 明 ， 中层 Percoll

分离液所收集到的细胞以单核的细胞滋养层细

胞为主，多核的合胞体滋养层细胞则较少。 经

Chang 氏培养基培养 24 小时后， 细胞贴壁 生

长，并呈延展状。部分细胞可见分裂相(图版图

A )。培养 72 小时后，具有多核和共同细胞膜

的合胞体滋养层细胞增多 (图版图 B) 。 培 养 6

天后， 合胞体滋养层细胞明显增多并相互融合

(图版图 C) 。 培养 10 天后， 合胞体滋养层细

胞退变，细胞核固缩。成纤维细胞呈优势生长

(图版图D ) 。

2. 滋养层细胞体外释放 hCG 的变化

为了解体外培养所形成合胞体滋养层是否

具有功能性， 我们采用放免分析法测定了细胞

培养上清液中 hCG 的含量。结果表明(图 1 ) , 

滋养层细胞培养 4 → 6 天， hCG 含量迅速增

高， 并与合胞体滋养层细胞的形成相吻合。 培

养 6 天时 ， 培养液中 hCG 含量达峰值，随后

逐渐下降。 培养 12 天时， hCG 含量甚微。剖

宫产和正常分娩胎盘滋养层细胞培养上清液中

hCG 含量的测定结果相似。
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讨 论

胎盘滋养层细胞是参与体内多种生殖内分

泌功能的细胞 ， 其中合胞体滋养层细胞发挥尤

其重要的作用 [ 2归。 虽然目前已有不少有关滋

养层细胞体外研究的报道，但仍缺乏较为理想

的培养和研究技术。 对合胞体滋养层形成的确

切机制尚无定论。 Kliman 等 [2] 认为细胞滋养

层细胞通过细胞的移行并相互靠拢，形成聚合

体， 并进一步融合成为合胞体滋养层细胞。本研

究观察的结果表明， 细胞滋养层细胞在体外培

养过程中 ， 通过细胞分裂和相互融合形成合胞

体滋养层细胞 。 此外，本研究采用酶消 化 和
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Perco ll 密度梯度离心方法， 分离和 纯化细胞

滋养层细胞，并采用 Chang 氏培养基进 行细

胞培养。结果表明上述方法较适合细胞滋养层

细胞的分离、纯化和体外生长。

人绒毛膜促性腺激素 (hCG)属 糖 蛋白 激

素， 具有延长饪振黄体寿命和调节胎盘简体激

素合成的功能[4 J。免疫组化结果显示， 合胞体

滋养层抗 日-亚单位 hCG 抗体呈阳性反应， 细

胞滋养层则呈阴性反应[5J。本研究观察合胞体

滋养层细胞的形成与 hCG 含量变 化之间的关

系， 表明合胞体滋养层细胞具有分泌 hCG 的

功能。但对于正常饪振和某些病理任振过程中

hCG 变化的机理，至今仍不清楚， 胎盘病理

学研究表明，先兆子桶和胎儿宫内窘迫可引起

合胞体滋养层细胞结节明显增多，可能与缺氧

所致合胞体滋养层反应性增生有关[7， 8J 。因此，

本研究以及进一步的滋养层细胞生物学研究将

有助于了解其反应机理。

摘 要
本研究的目的是了解细胞滋养层细胞和合

胞体滋养层细胞体外分化和生物学特性。方法 z

采用酶消化和 Percoll 密度梯度离 心 法， 对人

足月胎盘细胞滋养层细胞进行分离、纯化和体

外培养。采用放射免疫法 (RIA )检测细胞培养

上清液 hCG 含量的变化。结果2 经分离 和纯

化的细胞滋养层细胞在体外培养中生长良好，

随着合胞体滋养层细胞的生长，细胞培养上清

液中 hCG 含量显著升高。我们认 为从 胎盘中

分离和纯化的细胞滋养层细胞在体外培养中可

优化和融合形成合胞体滋养层细胞，体外 hCG

沓莹的增加与合胞体滋养层细胞生长有关。

关键词 = 胎盘 滋养层细胞 hCG 体外

培养

图 版说明

胎盘细胞滋养层细胞的体外培养( x 200) 
A. 细胞培养 24 小时，细胞滋养层细胞贴壁生长，

并可见细胞分裂，形成多个细胞核(如箭头所

示)。

B . 细胞培养 3 天， 细胞滋养层细胞相互融合形

成合胞体滋养层细胞(如箭头所示)。

C. 细胞培养 6 天，合胞体滋养层细胞明显增多。

成纤维细胞亦开始生长。

D. 细胞培养 10 天，合胞体滋养层细胞核固缩、
退变。成纤维细胞呈优势生长。
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STUDY ON TROPHOBLASTIC CELLS FROM HU岛'lAN

TERM PLACENTAE AND RELEASE OF 
HCG IN VITRO 

Zheng W ei SHi Y i Fu 
(Women's Hospital A ff iUated to Zhej iang Medical University, HαngZhou 310016) 

The objective of this study was to determine the different iation and biological characteri
zation of cytotrophoblastic cel1s and syncy tiotrophoblast ic cel1s in v itro . Methods: We purified 
cytotrophoblastic cells isolated f rom h uman term placentae by enzymic digestion and percoll gra
dient centrifugation , hCG f rom culture media has been detected by RIA. Results: Cytotrophob
lastic cel1 s isolated and purified from human placentae growth in vitro and transformated into 
the functional syncytiotrophoblast ic cel1s through a process of differentiat ion and cel1 fasion . 
hCG RIA of the culture media revealed asignificant increase in secretion . paralleling the gro
wth of syncytial cytotrophoblasts . We conclude that cytotrophoblastic ce l1s isolated from human 
term placentae may differentiate and fuse to f orm functional syncytiotrophoblastic cell s in vit
ro. The increase of hCG secret ion is related to t he growth of syncytiotrophoblasti c cel1s , 

Key Words; Placentae Trophoblast hCG In yitro 
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