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方法，当细胞死亡时，它能通过变性的细胞膜

与解体的细胞核 DNA 结合，而令其着 蓝色 ，

活细胞不着色。 此外我们还分别测定了培养细

胞在不同时间缺氧条件 下 LDH 和 K+ 流出 量

的变化。 LDH 和 K+ 广泛存在于动物各组织细

胞及神经细胞的胞浆内 ， 缺氧后神经细胞膜通

透性增高，导致 LDH 和 K+ 从胞内流出增加 。

木实验结果稳定， 重复性好， 为我们进一步研

究神经细胞缺氧损伤后的恢复及药物的保护作

用提供了一个较好的实验模型。

摘 要

用培养 12 天的新生大鼠海马神经细 胞，

;可.于 90%N2 和 1 0 %COz 条件下，分别 观察缺

氧培养 4 、 8 、 12 和 24 小时-后神经元的形态

变化，细胞死亡率的变化以及缺氧损伤后细胞

内 LDH 和 K+ 流出量的变化。 结 果表明 : 缺

氧后， 神经细胞肿胀， 继而细胞膜破裂 ， 细胞

死亡率增高， LDH 军n K+ 流出虽增加 。 神经元l

缺氧的损伤随缺氧时间的延长而加剧。
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红细胞低温显微动态图象处理技术的建立和应用研究

柏乃庆许亚勇 秦兰击手徐澄清马庆

(上海市血液中心输血研究所 200003 ) 

Diller[l]首先报道低温生物显微录象系统 ，

其后随着计算机技术、图象记录和冷台技术的

迅速发展，在原有基础上作了进一步的改进。

如用 IBM/PC 计算机取代了单板机， 结合图象

处理来研究哺乳动物细胞的形态、 物理和化学

参数的变化。目前该系统已成为低泪生物学与

组织器官保存研究的必备条件。虽然国内姚柯

敏[2]等首次报道了应用该类型系统对红细胞和

白细胞形态以及冰冻过程进行初步观察，但不

能实时记录红细胞在冰凉和复温过程中的实验

参数(如年、 月 、日、时、温度和降温速率等)、

红细胞伪彩色处理和测量红细胞的面积及体

积 、 红细胞结晶变化的动态规律 、 冰冻损伤机

理。为达到上述 目的， 故开展本题研究。

材料和方法

-、材料

〈一)红细胞低温显微动态图象处理系统 本系

统由显微镜、 摄录像机、 计算机控温和图象处理等四

部分组成。

(二)低温保护剂的处方 计六种甘油红细 胞保

护剂， 除每 100 ml 含有甘油量不同以外 (分 别为 0、

20 g、 30 g、 40 g、 50 g、 60 g ) ， 其它均添 加乳酸铀

3g, Na2HPO, '12H20 O.2g , KCL O . 03 g。

(三)样品制备
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1. 实时记录红细胞冰凉保存的动态图象样品制各

取 10 ml 肝素fri:1:疑血液，离心 (3000 rpm/ min ) 15 

min ，弃上清;夜 Jß'用 生理盐水洗涤 2 次 (2 50 0 rpm/ 

min )各 15 mm ， 然后用生理盐水 1:9 稀释 ，再用 40 %

甘油保护剂以 1 : 1 比例添加到红细胞中，在室温下静

置 30 min。

2. 不同浓度甘油红细胞的制备

1)浓缩红细胞的制备每次取正常人血液 18 ml 

置于 5 ml ACD-B 方保养液中混匀， 分成 6 份， 分别

离心 (2500 rpm / min ) 15 min ， 弃血浆， 即为浓缩红细

胞。

2 ) 不同浓度甘油的 50%红细胞制备将上述的

6 份浓缩红细胞分别加入 0% 、 20 % 、 30% 、 40% 、

50 % 和 60%六种保护剂，按比例 1 : 1 7昆匀.子室温静

罩 30-6 0 m in ， 备用。

3) 不同浓度甘rnl的 5 %红细胞制备 将上述的 6

份浓缩红细胞先用生理盐水洗涤 2 次 ， 每次离心(2500

rpm/ min ) 15 min , 分别按 1: 9 的比例添加生理盐水

混匀， 即为红细胞悬液， 再分别加入 0% 、 20 % 、

3 0 % 、 40 % 、 50%和 60%六种保护剂 ， 按比例 1: 1 ì昆

匀 ， 于室温静置 30-60 mln ，备用。

二、 方法

( 一 ) 红细胞低温显微动态图象处理 系统的联络

方式见阁 1 。

7、 图象处理器 8、 打印机 9.IBM/PC.计算机， 10 . 控制器

6、监视器

2、 摄像机

乙一 - - 丁，，-;cIC - ，- :~ ll、 A/D转换器

12、温度控制电路

13 、 测温电路

14 、 加热阀

图 1 红细胞低温显微动态圈'民处理系统示'回

(二)红细胞在冰冻过程中的实时记录 包 括计 开一窗口 ， 按用计算机图象处理方法测位冰凉过程中

算机、 图象采柴卡与摄录象机的联接见图 2 。 的红细胞面积、 体积中的方法， 处理窗口内的细胞。

图 2 计算机、 图象采集卡与摄景象机的
联接示意图

(三) 红细胞伪彩色处理 将存入计算机内的红

细胞图象进行去I噪声处理 (平滑边缘增强，中值滤波 ，

二值化 fn灰度变换)而呈现伪彩色。

(四)红细胞的面积、体积测量 在原始图象上

测出细胞所占区域的象索， 并与标尺所占象京进行比

较， 计算出细胞的面积绝对值， 再根据细胞的立体几

何特征建立体积计算模型 ，计算其体积(见图版图 3 A . 

B ) 0 

(五) 不同浓度保护剂的红细胞在降温过程中的

相变点温度变化。

吸取 20 m l 样品置于冷台载玻片上. 斗fJ-液氮输通

管插入冷台通道内， 以 -l"C /min 的降温速率从室温

降至一 30 .C ， 平衡 5 min ， 然后迅速升至室温。其记

录方法是用图象采集卡将摄录象机的视频信号转换

成数字信号， 并与讨算机中的控制参数〈数字信号〉混

合， 经编码器转换成视，烦信号输出到录象机， 录制实
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褒 1 用标准电势校正商次仪表结果

-旦度的 J 显示温度 ( 'C) t且度m EI昆度 ( OC) ! ì昆度 ( OC) ! 在示巴了C)

c I 一 70 l - 70 . 03 I 一 川 - 1 LIO. 14 

- 10 | - 10·03 | - 80 ! 一 川5 ‘ 一 1 50 : 1川2

-20 I -川 I . - 901 - 9川 I - 160 I - 159.98 

-30 I -30 . 01 I - 100 I - 9994 I 一 170 j 一肌97

一二f 一 -'_-40 ω I - 110 个110 ·Jτ二liL一上-一旦旦一
一 50 • , ( • -全 93 i - 120 I -119 . 90 I -1立 I -巴兰

裴 2 5 段降温动态温度精度测试

设:J::Ì\~t度( OC) 刊附注( OC ) 设定温度(OC) ， 哪恤度(OC) 设四度( OC) ，女测tæ.. J:F[( "C ) 

10 . 6_8_1~_:____10 . 72 ( -20 . 27 I 一川j
4 . 00 I 4 . 18 J - 25 . 08 I - 25 . 14 

一τJI丁丁37士JE5\「- 3018
-0.03 j 0 . 15 I -川3 , - 35 . 75 

一川5 I -川3 I - 45 . 21 I 川5

验过程， 并同时可以从监视器中观察实验过程中的各

种图象，也叮存入计算机内供随时分析备用。

(六)叫察红细胞在冰冻开始、 冰品形成瞬间和

复温后的图象，方法同(五) 0 

(七) 低温保护剂对红细胞冰冻保存损伤的影响 ，

方法同(五)。

结 果

-、红细胞低温显微动态图象处理系统

在低温显{殷红细胞动态图象处理系统中温

度测量精度将直接影响样品的肮度测量和陈冻

过程动态~'fIl度的精度。使用由上海市计量局标

定的瓶度计， 静态温度精度的标定和动态瓶度

精度测试结果见表 ]和表 2 。

以上结果，温度精度为士 O . 5 "C ， 符合设

计要求。

二、实时记录红细胞冰冻保存的动态图象

图版图 1 为图象采集卡记录的红细胞图

象， 从图可以看出本系统能记录实验 日期(年、

月 、 日 、 时间)和l瞬时温度 (T )及降服速率 (R )

等参数，从而实现了红细胞样品图象与实验参

数的实时记录要求。其精度明显高于现场录音

报告的记录方式， 不受人为因素的影响。此结

果也可存入计算机内， 长期备用。

三、伪彩色处理

对图版图 1 的红细胞图象进行去噪声处理

后，再进行线性彩色处理而呈现伪彩色，结果

见图版图 2 。

四、红细胞面积和体积测定

图 3 为根据红细胞图象处理获得的平而形

态所建立的四种商积 、 体和、计算模型 : ( a ) 旋
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Rt 

A 仅捡 A 布开了防

图 3 红细胞的四种计算模型

转回环体; (b) 双凹扁平旋转体 ; (c) 旋转圆

环体加内接球体 J (d) 旋转罔环体加内接阅柱

体。

图版图 3B 为计算机测量得到的结果， 其

中 SMM 为红细胞正俯视截面的外周面积，

SMM j 为内周围积 ， R j 、民 对应半径， V h 

V h V3 、 V. 分别对应上述四种红细胞计算模

型的测量值。除上述测量值外还可以测量冷冻

过程中红细胞的体积，并证明红细胞的体积随

鼠度的下降而逐渐收缩(结果见图 4 ) ， 最大收

缩率为 1 0.5 % 。

台 1 .仅lO

:。阂。
莓 0.960
斟

iil> 0.940 
2量

Eom 
209∞ 
剔。 880

3.300 3.400 3.~00 3.600 3.700 
温度 (10 - 3E I / K) 

-'-3.800 3.900 

回 4 冰凉过程中红细胞体积(相对值)与温
度变化的关系

五、不同浓度保护剂和红细胞在降温过程

中相蛮点温度变化

图 5 结果表明，当降温速率↑亘定时 ( - oc l 

。∞

-3.00 

也J

革 -6.00

鸣

2 -900 

- 12.00 

‘_50 ~ 虹饱饱
ι=再 6~ 缸细胞
cn . :U 
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图 5 不同浓度保妒剂和血细胞在降温过程
中相变点温度变化(降温速率 -l "C j
min ) 

min )低温保护剂的相变 点温度与保护剂浓度有

关， 并随浓度的增加而呈线性下降，即冰晶点

向后推移， 而细胞浓度的高低对相变点温度则

无影响，但冰晶形状有较大差别。高浓度细胞

样品以网状.冰晶生长 ， 且速度较快，而形成较

窄冰道(见图版图 4A、助 。

六、低温保妒荆对红细胞冰冻保存损伤的

影响

实验结果表明 ， 未添加保护剂的红细胞在

复温以后红细胞全部破坏，而添加保护剂的红

细胞在复温以后仍呈完整形态， 这说明低温保

护剂的作用 。
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讨 论

Diller 、 姚柯敏等报道的实验系统， 可以

从显示器上观察细胞样品在冰冻过程中的细胞

形态随温度、 保护剂浓度的变化的句，但无法

实时测量温度、降温速率和细胞形态变化之间

的定量关系。 Dietz 和陈蔚等借助图象处理仪

分析细胞形态与实验参数的变化，弥补了上述

不足， 但又不能达剑实时测量的 目的 [ 3 - 5 ) 。本

研究工作综合并改进国内外现有同类设备性

能， 根据国内的加工工艺特点， 集程序 |海瓶 、

ïijJ态图象与实验参数的记录 、 数字图象处理和 1

分析等技术为一体，建立了低温显微红细胞动

态图象处理系统，并用于研究红细胞在冰冻时

热力斗.' 变化规律与冰冻损伤之间的关系。 经实

验应用和运行结果表明，本系统能够达到以下

要求z

(1)实时测豆怕度与控温 *占 j主达到热电偶

瓶度计测温的最佳值 C< 士 O . 5 0C)。系统建立

的红细胞回象处朋方法能对红细胞进行去 l噪声

伪彩色处理，使民糊不洁的图象变得清晰。

(2) 实时记录红细胞在冰冻过程中的实验

参数与细胞形态，只千百!芷明显高于现场报告录

音记录方式，并且能将细胞图象转换成数字文

件便于存入计算机，长期备用。 这对于分析冰

冻过程中的红细胞热力学性质与变化规律、 进

一步探讨红细胞的冰冻损伤机理提供了精确 、

快速、 直观的实验手段。

-

( 3 ) 从图版图 2 、 3 的结果可见，系统建

立的微机图象处理方法-是可行的， 提出的红细

胞休积计算模型可用于体积测量、 判断保存红

细胞质量的好坏。该方法也可J在广应用于立体

结构更为复杂的其它细胞。

摘要

本文报道了一种新型的低温生物学实验系

统一-红细胞低温显tiX í;Jj态 |多|象处理系统，该

系统将先进的计算机控泪 、 图象处理技术和低

肮显微镜及愤录象机有机地联/;~一体。将此技

术应用于红细胞的低混冰冻保存实验，具有能

实 |时 记放 lÚl细胞在冰冻过相巾的实验参数 (如

H才间 、服度 、 降泪速卒等)与细胞医| 象， 能对

其图象处3:}l1及面积、 体积测量，也能使细胞呈

现伪彩色及测定红细胞冰冻损伤程度。该系统

是一新的综合性的低温生物学研究仪器，对研

究器官保存与移植具有明显意义。
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