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人胎臆岛分离与培养的研究

梁志成黄永昌陈j队群刘思远 林诚斌

(撰南大经生物系医学遗传室)

从人胎儿膜腺分离纯化膜岛和培养膜岛细

胞， 对糖尿病患者进行移植治疗，以及通过细

胞工程大量增磕膜岛细胞，常IJ备人的膜岛素，

已为国内外学者广泛关注[1， 2 J。我们用胶原酶

fj1iJ解 ， Ficoll 梯度离心分离膜岛，进行细胞培

养， 激动因子刺激细胞的生长和分泌，测定膜

岛京含量 ， 并以细胞杂交研究膜岛细胞传代增

殖， 为膜岛细胞移植治疗与生物制备膜岛素探

索新的途径。

材料与方法

一、服岛的分湾与细胞培养 13 ， '1

取 I- I:! 止在吸 、 早产或水囊引产的胎儿 20 例，胎

龄为 18→38 周 ， 胎儿首先放入 0 .1 %新洁而灭溶液中

10 分钟灭雨， 在无阳窍用腆酒 ， 洞精局部消毒， 解剖

取脐眼， 离休后除去膜腺外胆 ， Hank's 液清洗两次去

除血球， Ji J H阳斗剪不剪碎组织成 1 mm 大小， 然后按

每 0.5 克 !jitj!原组织加入含有胶原酶1 500U/3 mI(Sigma 

XI )或 2000 U/3 mI (上海医工院 ) Hank's 液中， 充分

打匀， 放到13 7 0c水浴中快速攒动，使胶原酶与组织充

分接触， 温育 15 分钟至组织酶解完全后，随即加 2 mI 

RPMl j640 培养液中止酶解作用。 150 0 rpm离心 10-

15 分钟， 去上请液， 沉淀物用 Hank's 液洗两次， 再

充分打匀， 将悬浮液轻轻地沿离心管壁注在预先做好

Ficoll /100 ( Pharmacia 产品)梯度分离层的上层 ， Ficoll

的梯P:t J:J 1 . 刊 5 ， 1. 07 5 , 1. 045 ， 1. 035 0 以 3000 rpm 

离心 ]0 分钟，因IJ 见梯度各界面清晰层次， 分别取各

层，睽 j尿样，品观察.选择底岛合居多的一层，用 Hank's

液洗两()\_放 Jr'f养液洗一次，将 Ficoll 洗涤干净、 分离

的月夷岛按 -TriJ J ~y养。

J;气养议;/丑 RPMI 164 0 ( 日本株式会社)，或 Ham

F 10 加 20%胎牛~_ì育和 10 mmol/ L Hepes , pH 7. 。一

7.2 ， 每瓶 5 ml 培养液程种 150-200 个月类 r:iJ进行培

养。膜岛接种方法: 先滴入网j商小牛lffl请在培养瓶的

接种亩， 均匀接种胶 JEj ， 于 37 0C培养 2 → 3 小时后 ，

才加入培养液， 使!民 f~易于贴壁生长， f{ ,t",1'F CO2 培

养箱内 ， 3 7'C静百培养 l7Tl天开始换J;';~宁市 ， 每次换出

3/ 4 培养液，密封贮于 一 20 0C冰箱内待汩!lff~~ 岛素。

二 、 脯岛细胞传代与冷冻保有:

月夷岛培养 7 -12 天，细胞生伏在:布ij; 养瓶 . 用器

械直接舌阳胞或用 EDTA二0 . 2圳是酶 (DE?co

产品)消化脱落细胞， 转移到新培养瓶继代培养。 j民

局细胞冷冻贮存，是在细胞生长旺盛密布时， 用 EDTA

旅酶消化脱壁， 31刊、(J击 养?如'f'脱细胞 ， r!l J1:: 股~~的作

用，离心去上 市液，然 Y_î- 加入合 1 0% 二 甲亚枫

(DMSO ) , 2 0%小牛血市. 庆大写去 ，101、在位/mI 的:培

养液， 轻轻吹打成细JJfg悬浮液 ， 分装在 1 ml 安 .~fL瓶，

按常规逐步降温， 最后放到- 1 96 0C液氮 rl l保存。贮

放两个月的细胞取向迅速放入 :J 7 0C水浴巾复苏，加入

适景培养液 ， li1~心去J吗?育液， 前复- -伙 ， 再用斩由于培

养液进行培养观察。

三、激动因子对艘岛细胞的作用

培养 10 天的肢，岛细胞，加入葡萄糖激动 因子，

以促进膜岛细胞的生长与分泌，其浓度为 5.5 mmol/L , 

11.1 mmol/ L , 16.7 mmol/L , 7同 究其剌激效

)\;ï_ o 

四、细胞杂交 [51

月夷岛细胞传至三代， 细胞就迟化二(. íîg继续传代，

为了宜补这缺点 ， 我们选用具有生长增殖快的人良性

瘸 Hep 细胞进行杂交。 细胞融 合 剂 PEG 的分子量

400 0 ， 灭商后与 RPMI1640 培养液配的 50%的 PEG

溶液。 用以杂交的两种细胞各 合盖约 5 X 1 0 6 ， 两种细

胞充分jff匀，离心-i"U育液， 即加入] ml 已 1I1IJ备温热

. 本研究 ')-9 中国科学基金资助课i理 .
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的 50% PEG 融合剂， 1)&管吹打 1 分钟使细胞ig合 ， 然

后jJ~1入 9 ml 1 54 0 培养1f-:打匀 ， 离心去上请液以除去

PEG ， 再加l入 10 ml 培养液接种在 2 - 3 个培养瓶内

培养及观察。

五、 放射免疫测定膜岛萦

版岛细胞培养液， 采用同位素 1 2 51 双抗休标 i己抗

原t放射盒为上海生物 ;!îU品所生产)冷冻离心放射免疫

饱和分析法， 与待测物的非标记抗原对特异性抗体进

行竞争性结合反应， 在 LKB 1260 型 Y 液闪计数器测

定服岛素的含量。

六、遗射电子显微镜观察

取培养的j民岛细胞，经 Hank's 液清洗，用 2 . 5%

戊二百室及 1 %饿酸固定， 乙醉、 丙嗣分级系列脱水，

Epon 81 2 包坝，在 LKB-V 机进行 60 nm 超薄切片，

置于铜网用i-lfr' ~发双氧铀及中主拧自主 铅染色 ， JEOL-

100 CX 1I 型洁如jr也下显微镜观察与照相。

结果

一、眼岛的密度梯庭分离及细胞培鼻

经胶原酶及服酶消化的)民腺组织悬浮液离

心后，观察到四个清晰的界面层 ， 最上层为乳

白色匀浆及少量细胞; 第二层 (1 . 04 5)为 白 色

微粒服岛层，展岛 呈圆形和椭圆形，膜岛内细

胞结构清楚(图版图 1 ) ， 由 于不同胎龄服腺发
育分化不同 ， 而所含的膜岛有不同 ， 在一个膜

腺 可收 集 :) 00 多至 ，1 00 多 个膜 岛 ; 第三层

(1 .0 75 )为细小组织碎块及少量膜岛夹在其中 ;

而底层(l ‘ 0 8 5)为未消化好的股腺组织块和絮

状结缔组织物。 用膜酶加胶原酶或单独胶原酶

处理比较， 服岛的分离前者稍好些， 但无显著

差异。 倘若胶原酶浓 度 2000 U/2 ml 处理 20

分钟， 就会造成膜腺组织成絮状团块， 而膜岛

粘附在内分离不出来。

培养:'\ - L1 天的膜岛，边缘出现分生细胞，

5 - 6 天形成生长晕(图版图 2 ) ， 并有些细胞

散落在远离膜岛的周围 。 膜岛细胞呈棱7~或三

角形等形态，有别于成纤维细胞，胞浆内含物充

实 ， 结构致密(图版图 3) ， 8-9 天细胞生长最

好，密布瓶壁，就及时传代，但我们的实验只能

传至第三代。若原代继续培 养至 1 4 天以后，

细胞逐渐老化，内含物稀少 ， 出现空泡与成片细

胞脱落或凝集成团， 呈灰色溶解状态(图版图

4 ) ， 这现象一直延至一个多月无多大变化。

我们把培养 8 - 10 天生长旺 盛 的膜岛细

胞， 在液氮保存两个月，经复温培养 5 -7 天，

有部分细胞贴壁生长较好，但复苏的细胞生活

力较差 ， 测培 养 液 的膜岛 素含量;只有 54 土

510 uu/ ml , 8 天以后细胞生长趋于件滞。

二、 葡萄糖激动因子对膜岛萦释放的影响

培养 1 2 天左右的膜-岛细胞，膜岛素分泌下

降，这时分别加入葡萄糖对激发细胞生长与分

泌是有效的，观察到 5.5 mmol/L浓度诱导作用

与对照水平相近， 而 11 . 1 mmol/ L , 1G. 7 mmol 

/L浓度均有较好的诱导作用 ， 但以 11 .1 mmol 

/L最佳， 膜岛素含量可达 3010 u u / ml , 将在

各为种诱导因子作用比较的另文报道。

三、细胞杂交

Hep 细胞与膜岛细胞在 PEG 作JR 下，两种

细胞开始粘连 ， 随后细胞融合， 大多两个细胞

融合， 但也有三个或多个细胞融合现象， 杂种

细胞的染色体为 四 倍体或亚 四 倍休 ( 8 6-92

个) ， 细胞体和、较大(图版图 5 )。经 PEG 处理

的细胞生长较好，杂种细'Ij包经 6- 7· 次传代，取

其培养液检测仍含有 550. 36 (l-565 . 672 uu/ ml 

的膜岛素，说明通过细胞杂交来建立具有分泌

膜岛素而又生长快的细胞系是可探索的途径。

四、培养液的服岛素含量放免测定

膜岛细胞培养 4 - 2 天肌岛素含量持续递

增， 到第 9 天含量就逐步下降趋势， 随着培养

时间越长， 膜岛素含量越低， 在 20 例胎儿膜

岛培养 4 -3 0 天的膜岛素水平统计结果如下z

人胎'费岛培养的培养液中艘岛萦含量(立土S)
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五、遗射电子显微镜观察细胞的结构

取培养不同时间的膜岛细胞进行亚显微结

构比较， 生 !乏旺盛的细胞， 细胞核长圆形，核

内缘异染包质乡 ， 核周围线性体多，山青结构清

楚，内质网 良好， 分布很多核糖体， 细胞质致

密 ， 有许乡高电子密度大小圆形胞浆颗粒。而

培养 14 天以后者化的服岛细胞， 线粒体较少，

峭结构不情楚， 内质网呈解体状，核糖体较稀

少， 高电子密度的胞浆颗粒极少，并有大小不

等的空白( I到版图 6 ) ， 整个细胞呈现代谢障碍

解体退化的状态。

讨论

当前拙尿病药物治疗， 是应用描牛j庚腺生

物提取j民岛右， 但不如人的膜岛京高效，因为

猪牛和人的服岛东在肤链结抽上有 3 个氨基酸

不同 ， 到有些糖尿病患者产生免疫反应。因此，

有必要探索制备人的膜岛素的新途径。 自 从重

组 DNA 技术发展后，就用基因 工程方法生产

1夷岛素 ， 但工艺复杂、难度大、 成本高，尤其

是人膜岛基因在工程菌中表达不稳定，展岛素

原 (Preinsulin ) 有毒-性，不能直接用于临床。故

通过人胎脱岛培养大孟增殖膜岛细胞， 进行对

糖尿病患者细胞移植治疗或提取膜岛京是一种

新方法探索。 近年来国内外学者一致认为膜岛

移植是治疗柑尿病较理想的措施，但还存在膜

岛的纯化和l活性问题，以及由于供体与受体的

基因型不同 ， 组织移植引起免疫排斥反应，而

经过服岛纯化和培养膜岛细胞移植， 就可以降

低免疫作用。据 Lafferty 等 [ 6 ] 认为膜岛细胞

不带 Ia 抗!束 ， 但)民!尿中的白细 胞、 淋巴细胞

与树状细胞则带抗原，能诱发异种组织移植的

排斥。若经E夷岛培养处理 ，去除非膜岛细胞，就

能减弱或淌除受体对移植物的免疫排斥反应，

达到移植有效的治疗效果。同时，若把膜岛细

胞以注射方法引入患者体内 ， 可免受组织移植

开刀手术之背租不受人胎膜j血来源限制。

人胎j民岛细胞培养 12 天以后，细胞老化，

胞浆出现空泡， 内质网与线粒体逐渐解体，胞

浆的酶原颗粒减少， 膜岛素分泌下降和难于继

代培养，这可能膜岛细胞有内在特殊机理。但

细胞过密的接触抑制，以及培养时间长而培养

液中服岛素含量多对细胞反馈作用有关。因此，

保持一定细胞密度和 较好 的分泌力 ， 适时传

代，加激动因子的剌激是必要的 F 葡萄糖是调

节膜岛京分泌和剌激膜岛素释放的圭要生理性

底物[7] ， 因自细胞膜上有特定的葡萄糖受体，

葡萄糖本身作为信使， 它既是:促进肤岛东的合

成， 又引进钙离子 ， 从而激活微小官系统，把

分泌颗1世转到细胞表面， 通过细胞吐溢作用 ，

释放膜岛素。我们加入 11. 1 mol/L 葡萄糖培

养比对照组细胞在生长与分泌肤岛东均较好，

说明适当葡萄糖对 日细胞有促迸)快岛东的合成

与释放作用。

j民岛细胞至今仍没有能解决细胞传代建株

的问题。为了探索既能延续服岛细胞~二长而又

具有分泌膜岛素的新细胞系 ， 我们选择生长快

的人 HeP 细胞与膜岛 主íllJl包杂交， 观察到杂种

细胞能延续传代至 6 一 7 代以上， 仍然分泌一

定量膜岛素，而展岛细胞则只能传 3 代就生长

停捕，所以进行细胞杂交来 探 讨快岛细胞传

代， 这种方法可能有成效的。尽管在细胞移植

临床治疗现在不一定能应用 ， 但这种探索研究

是有意义的 。

冷冻保存细胞是避免由于长用j培养过程导

致细胞退化的重要手段， 我们进行脱岛细胞在

液氮保存 ， 复苏后仍能生长， 证明这种方法对

难于传代的j民岛细胞保存是有效的。

摘要

取人胎儿膜腺经胶原酶酶解 ， Ficoll 梯度

离心分离膜岛， 培养 í" - 8 天的膜岛细胞生长

最旺盛， 膜岛素分泌量最高。此后随培养时间

的延长， 细胞老化， 胞浆出现空白 ， 内质网 、

线粒体等量解体状 ， Jl虫岛 东分泌;崖: T降 ， 这时
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l 吕 1 细胞生物学杂志 1991 年

加入葡萄糖激动因子对细胞有激动作用。采用
生长快的 Hep 细胞与膜岛细胞杂交， 获得杂

种细胞传多代仍含有一定量的膜岛素 ， 用这种

方法探索研究膜岛细胞延续 传代可能是有效

的。且夷岛细胞经过两个月冷冻保存， 复苏后仍

有部分细胞生长较好。
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人 体 骨髓细胞长期培养的建 立

陈志告'李觉民洪华山 丰尤生

(福建省血液病研究所)

Z Berneman M. P eetermans 

(比利时安特卫普大学血液学中心)

骨髓细胞长期培养 (Long-term culture of 

bone m a rrow , LTCBM ì是指骨髓细胞在体外

培养体系中造Jm. it;. 性能维持 2- 3 个月以上。

16 '( 9 年 More 等报告在人体骨髓细胞培养中，

集落形成细胞的活性可维持一个月 [汀 ， 此后对

人体骨髓细胞的民期培养进行了许多深入的研

究 [2叫。国内迄今报告的多为小 鼠 LTCBM。

本文介绍我们建立的人体 LTCBM 的培 养体系

及方埠，并就人体 LTCBM 方 ?去学的有关问题

作了探讨 。

材料与方法

一、 骨髓组袍的采集与市j备

1 1'例'同 f!r;' ~ ~Hi;也均以惚 13上峭销 也11ï 穿刺|吸取。 抽吸

'íJ o皑的 [0 ml 针筒合 1 ml 的 RPMI-1 640 有] 5 % 小牛

l[lLT古以及在含|约腐剂 il\J )J-f京 16 6 Ilj mI。

5 例 jE常供者的'昌.tMí.(_f采院后， jJ!1入等量 RPMI-

1 6刊 i":o ! : 1 稀释 ，然后再加入预先 37 "C温浴的 2.25%

甲主主纤才L素。 H]o mI R2MI 稀释的髓液加 0 . 45ml.

申基纤维素 ìWfi l 后 ， 征主tó\1.巾静li 30 min。吸取上层

能浓以 RPMI-1G ，10 rt涤两次盯)m 入小牛Jin. 消制备骨

缸细恤，巳、液.计草。

5 例新鲜户体(因户页脑 夕|、 伤丰~IPßi内出 lúlYE亡半小

时内)的髓液加入等 量 RPMI一]64 0 作] : 1 稀释，在

5 ml 淋巴细胞分离液中(比重 1.077 ) 轻轻加 入 8 mI 

RPMI-1640 稀释的髓液 ， 400 g 离心 3 0 min 。 采呆交

界面的J在个核细胞层， ι( RPMI-164 0 洗涤三次后 ， 加

， 入小牛1，1l洁自己制成骨榄细胞:E液 ， 计数 。

二、培养液

l scove' s modi fied Dulbecco's mecl ium 3ü% 

小牛Jmj清 10% 

马血清 10% 

氢化考的松 5X10-1 M 

三、培养方法

5 例正常供者的骨 髓 细胞 培养于 25cm2 T J音养

瓶中 ， 将 20 X 10 6 骨髓有核细胞植入 8 ml 上述Ja养

液，宦于二氧化碳孵箱中， 5% C02 , í'包 Í' II i显 ;_')~ ， 33 'C 

恒温。 5 例新鲜尸体霄'髓细胞置于 6 .fU~;:j: 板叫 1 ， 细

胞浓度为 2 x 10 6j mI ， 每孔惶入 2 m1 0 

囚、培养的维持

培养开始后每周更换培养液。先将培养瓶轻轻摇

动，使非粘壁层的细胞均匀分布， 吸取 4 ml 含 向非粘壁

细胞的上层培养液 ，而后注入 4 ml 新鲜冶养液。吸也含

有非粘壁细胞的 J寄养液 ， ff-~fA;!包 ìl' 苦k tj: i~l!J 71:: CFU­

GM。 细胞离心涂片可作细胞分类、 细胞化学、细胞
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