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8. 远射 电镜观察培养细胞在 电镜下可

见明暗两型细胞，细胞大小形态不一， 核大，

不规则， 核仁明显， 细胞表面可见微绒毛，月包

浆内游离核糖体及线粒体较多 ， 并见分泌空j包

〈图版图 4 ) ， 裸小鼠移植瘤在电镜下除见以上

结构外，尚可见到瘤细胞间的细胞连接，如桥

站立等( 图版图 5 )。

9. 扫描电镜观察 将在盖片上生长旺盛

的细胞， 经国定、 喷镀 后， 在 H-500 型扫描

电镜下观察细胞的表面特征z 见胞核大， 有的

胞浆呈膜状铺展， 可见微绒毛及丝状突起，有

的细胞表面有成簇较大的泡状突起， 可能是该

细胞的粘液泡(图版国 3 )。

讨 论

以上各项实验结果表明 ， AP-213 细胞系

是共有恶性生物学行为和形态芋特征， 并能产

生癌胚抗以(CEA)的腺癌细胞， 其封二物学特征

与该细胞JW来自的人阑尾+I~ii夜腺屈相似，但分

化却较体内肿蜡为差 p 如细胞异形性较明显，

大多不形成腺官结构等， 这种差异的出现， 既

可能与肿瘤的异质性有关，也不排除较长时 间

的体外培养促成细胞发生变异的因素 ， AP一213

人阑尾柏液腺癌细胞系的建立， 为肠癌的7iJf究

提供了-个实验材料。

摘要

AP-213 细胞系是从一例阑尾 ;h' i液腺届尸

检病例取材培养足系的， 已历时 2 年余，传代

135 次，细胞生长稳定， 多次冻存， 复苏生长

良好， 细胞培增时间 35.4 小时j 分裂指数

29%0' 染色体为超 3 倍休， 井有二巨大具顶端

着丝点的标记染色体， 异种动物接种致癌率为

100 %，并具有产生 CEA 的能力 ， 其生物学特

性与体内肿瘤相似，但分化较差， 该细胞系的

建立， 为肠癌的研究提供了一个实验材料 。
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去运赖氨酸与版原对培养的鸡胚大脑皮层细胞的影响

王天佑 l司军采实居 俐

(~仁}~{-rlJ 丰Ij1经外科研究所)

随着细胞1击手'r技术的发展， 现在巳能做到

由中枢神经组织选择性地培养某一类型细胞 ，

称为单一型培养(Monotypic Culture) [l)。通常

有两种方法可以得到以神经细胞为主的培养

物。一种是用胶原做支持物，但因胶原有利于

星形细胞增植，所以须用抗有丝分裂药物JCP制

其增殖 [2) 。 另一种方法是j il 养前用聚赖氨酸处

理拍J;" Jm~ lit i ， IIJ 捎回J细胞贴 IVj，j 而不利于星形

细胞增殖[ 3 )。 本文拟比较这两种方泌的优缺点 ，

从而了解它们的实用意义。

材料和方 法

1. 组织米源 : 8 天来亨鸡胚， 取双和!II大脑半球

本工作得到军事医学科学院赵林酱 、 !ljι华 ， 北

京医科大学吴希如 ， 中国药品生物制品价在所徐锡浆

等同志指导 ， q:j此 !cy: ì射。
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主t侧脑室外上方的脑组织， 包括灰质及少量白

质。

2 . 培养基 ; Eaglc 氏基本培养基 (MEM)加 10 %

灭词小牛lÎIÜI自成马血洁。往j 升内加葡萄糖 5 g ， 谷氨航

胶 300 mg , )快岛京 5 mg ,HEPES 5 g ，庆大每京 40000

单位。

3 . 文f~f物 = 大鼠 )-[.U战l导L按 Borns t ein 氏法 [ 4J ;sti备 ，

涂于盖玻片上，氨水茧， 蒸馆水充分洗去残余氨， 然

后用 MEM 或完全培养液浸泡待用。

架左旋赖氨酸 (Sigma) ， 分子是 3 00 000 ， 用不合

铅手IJ锐的 Dulbecco 氏磷酸缓冲盐水(PBS )配J& 1 mg/ 

100 时 ， 冻存 ， 月3前融化以浸泡盖玻片 ， 37 "C过夜 ，然

后换 MEM 浸泡一天。

4 . 培养: 将~~i组织切!队加 0 . 05%肤酶， 3 T"C 

下孵育 15 分名中 ， 用细1-1 1内管吹打 15 下(约 1 分钟) , 

使细胞充分分散， 过 200 1:"] 尼龙网， 将细胞浓度调五

0 .8-1.0 X 10 6 细胞/m1 0 每个 60 mm 直径平皿 l书 ( 内

有经胶原或聚赖氨酸覆盖的盖玻片〉 核J种细胞君;液 5

ml ， 祀 95% 空气和15%C02 的泪 合气中培养，温度

37 0C。先用合 10 %小牛血清的 MEM 培养 5 夭。聚赖

氨酸组， 第 5 天各nIl内 1 / 2 培养液挨以 主 10%马 I缸洁

的 MEM， 第 6 )(全 部换为台 1 0 %马血洁的 MEM ，

~ 8 1丸 9 大用 ;:-;- 1 0 %马皿洁的 MEM 作半量换液， 此

J，斗斗~i出矢液。)战国组， 第 5 天加 Illlj 糖胞tr 3μg/ml ，

写~~rl(尿咆~在 1 5 μg/ml ， 作m 24 小H才 ， 第 6 天后每 2 -

3 天用合 1 0 %斗血泊的 MEM í矢浓一次。用相差显微

镜观察。

5 . 允疫荧光法 : 采用破伤风南京免疫 :t(光法 [ 5J 

显示州经细胞。 I吕养物用 PBS 洗后加被伤风运ij:-j在:< (5 

mg/ ml ) , 40C f í'1二用 2 小时 ， PBS 洗， 加异而L (乳白支欠

光豆豆' ( FITC )标记的马抗1政伤风毒素 Ifn. i育 ， 3 7 "C温育30

分钟 ， PBS 恍 ， 荧光显微镜下观察益放片上生i二长的神

经细胞的表现。

衬1经细胞计数2 将J主养细 )j包户H 0.25 % )J如每 ( 含

0 . 02 % EDTA )泊化 ， 使绝大部分细胞国块分散， 此后

步骤同上述破伤风主导二支兔援荧光沽 ， 只是因细胞为，弘

液， 加浪孵育与洗涤均ú:1式管LjJ用同心法进行。最/口

将细胞悬液j内'于较玻片上，加盖片后， 在显微镜下对

每个高倍视野先用相差显微镜术计细胞数， 随后将柑

差光源议为紫外光(加比片 ) , 对同一视野'内的荧光细

胞进行 ~I 放。按骨髓细胞计数的原则 ， 运纭j2:\j取多个

视野， 直至相差计数总景达 200 个， 求得该样品中荧

光tUIJI山所占百分数。

另外， 用胶质纤维酸性蛋白 (GFAP ) 免授荧光

法[6J显示星形细胞。

6 . 神经细胞染色2 用 Holmes 氏镀银染色川显示

神经细胞内及突起内的神经跟纤维 (Neurofibril ) ， 用

焦油紫染色[7J显示神经细胞)j剧本内的也氏体。

结果

聚赖氨酸处理组， 接种后半小时内几乎全

部细胞已贴附于皿壁。 此时细胞分散，少数细

胞带有小突起， 此后大部分细胞逐渐出现神经

细胞的特点， 5 - G 天时呈现强听光的胞体，

核不可见， 细胞伸出细丝状?有干ï 5Ì枝的突起，

小的细胞团今~与丰富的夹起交 2二~jJ川，可 ( 图 1 ), 

每团内主fHiI包数逐渐增多而团块数逐渐减少。上

述形态变化于 第 12一1 4 天达肖峰(囚 5 ) , 

18- 19 天开始退化，细胞折光性下降 ， 抱浆内

颗牙立增多，夹起松弛并逐渐白盖破).; 附着点脱

落。 接手中后有少量:细胞呈现另一类形态帖 点，

即逐渐伸展成多角形或梭形的扁平状细胞 ， 紧

贴玻j斗 ， 乡位于神经细胞回块的下方。它们不

表现明泣的增出 ? 在神经细胞退化脱落Ki 仍活

存。

)}立后{主1 1.， f主手中 JÜ 2 小时细)j也 31岁的!占的子 ， 此

时 已形成数个细胞聚集的小团块。 24 小 H才完全

贴 i时 ， 有些细胞巳伸出短突起。在j皮原上， 突

出的特点是 2 天后有大量的扁平状细胞增殖，

5 天时可形成单细胞层。与在聚赖氨酸J皮片上

的扁平状细胞相比， 形态相似，{JJ数量多 ， 分

裂活跃。在这层细胞上方有许多分散或成|型的

神经细胞，与聚赖氨酸破j t上的神经细胞形态

相似， 但团块较为松散 ， IJI块夕|、细胞较多〈图

3 , 7)。阿糖胞音9Ji: ~~U卫 l毡 l庭作用后， 扁平

:jj;: 细胞的增毡，二歪IJ暂时抑制，们不影响神经细

胞的生长。约 21 天后出现神经细胞退化 ， Jj包浆

颗粒增多 ， 突起松弛 ， 23一24 天大部分神经细

胞死亡脱落，而扁平1犬细胞仍元好。

在上述两种支挎物上， 培养 5 天后经染色

均可显示神经细胞内的神经以纤细，与尼氏体

• Ijl 因在j川 乙l二物:ijti品位μ所赂汕。
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表 1 不同培养条件下破伤风霉素宿舍细胞所占百分散fl (N = 4) 

府养天数 o 1 :3 6 9 14 

~~赖氨酸 57 . 5 土 1. 4 6 8 . 4 士 3 . 7 7 5 . 5 土 4 . 5 83 .1 土 0. 8 8G . 4 士 0 . 8 80 . 0 士 1. 1
胶原 57 . 5 土 1. 4 62 . 6 ::1.:: 2 . 俨 6 6. 6 士 1. 8 " 6 9.6 士 2. 4*** 5 4 . 9 土 1. 7* 摩 拳 40 . 5 ::1.:: 7 . 7 UO

A 平均值士标准差

• P< 0 . 0 5 ， … P<O ‘ 00 1 ， 同→天的肉'组柑 lt

<m 2 、 6 )。破伤风毒素免疫荧光法能使大部

分神经细胞显示Jl莫荧光而不能显示扁平状细胞

(图4. ) 0 GFAP 免疫荧光法可在培养 7 天后显

示扁平状细胞)jéL~主内荧光 ，不能显示神经细胞 。

培养 1 4. 天时大部分扁平状细胞对 GFAP 呈阳

性荧光反应 (因 8 ) ， 说 IY J 扁平状细胞中大部分

为星形细胞。

m破伤风毒京免疫荧光反应对培养细胞进

行分类ti 数， iJJ 见{:(聚赖氨酸玻)';"上荧光阳性

细胞比例于第 9 天达高峰 ( 86 . 4 % ) ， 第 14 天已

下降。在胶原上第 6 天达高峰 ( 6 9 . 6 %) ， 然后

明显下降。培养 1 天后 ， 5在赖氨酸破片上荧光

细胞的比例显著高于胶原上者 (我 1 ， I到 9 -

1 2) 。

讨论

用普i国染包 fll Ti皮伤风碍东免任荧光 712刘两

~I IJ 支拍物上的神经细胞所显示的形态学特征没

有明显差别。在胶原上神经细胞较早聚柴 ， 在

j古 :;~~过程 中 l主 |块内细胞松散 ， 细胞为证。较长。

因生长在大革扁平状告u胞的背罩 上， 形态观察

较困难。 在聚赖氨酸肢川上神经细胞往往形成

大而紧沓的团;快 ， 较早迫化 ， 但背景:洁楚 ， 在

易观察。

分散细胞卓岛;i 聚集成 l却是神经细胞培 ::j-卜的

一个特点 ， 鸡 j坯大 )J自纠H4也较鼠胚的史为尖出。

这一特点可能与细胞表面的 一种，惦蛋白有关 ，

称为神经细胞和l阳分子 (Neural Cell Adhesion 

Molecule ， 简称 N-CAM)[町 ， 与胚胎 Li j(l ll经组

织的形态发生有岳切关系。

神经细胞 Jt面普遍存在有破伤风 寄本 J豆:

体 ， 化学成分为神经节苦)J旨。在培养时 ， 神经

细胞与傲。Ij)A 二\j;东的站立能力 |也培养时 间延长

而逐渐成熟[9 J 。 我们观察到少数细胞具有典型

的神经细胞特点 ，但破伤风毒素免疫荧光阴性。

因此， 用这种方法所做的神经细胞计数只是对

神经细胞所占比例的一种保守的估计，或用来

在同样条件下比较不同支持物上神经细胞比例

的差别 。 结果表明 ， 聚赖氨酸破j t 上神经细胞

比例可达 86 %以上， 基本上实现了单-类型的

神经细胞培养。

在两种支持物上培乔的突出差别是扁平状

细胞的贴附与增姐。这些细胞以星形细胞为主 ，

可 能还有内皮细胞和成纤纯细胞。它们在胶j桌

上迅速增殖 ，药物仅能对其增植起到暂时抑制。

因此， )段际上的培养物适合于研究 冲经细 )j ~_;. i. .i 

星形细胞的相互关系 。 在赖氨酸玻片上扁平:快

细胞很少贴附， 即使贴阳 ， 展开后也不增值 .r/l:.

增殖极慢。 这种培养物以神经细胞为主 ， 基本

上排除了其他细胞的影响 ， 适合于单独研究神

经细胞。 至于要市IJ 备纯星形细胞的原代培养，

则应取胚龄史大的胚胎材料 ， 在胶lE(上培养 [ I J 。

摘 要

将 8 天鸡胚大脑皮)云~#tIJ )或单细胞;~y夜 ， 进

行静止培养。 若按种于鼠尾j眩原上， 并于第 5

天力n用药物以抑制有丝分裂，叮见仍有大量)!交

质细胞生长。神经细胞在总细胞数叫!不足70 % ，

三间后开始返化。 二(;接种于发赖氨酸处理过的

破片上，则胶ríJl细胞很少出现， 衬:经 ~l8JJ包占总

细胞敖的 80 % 以上 ， 但两周 )3开始退化。 因后

一方法可以基本上排除版质细胞的干扰， 故适

用于单独观察神经细胞的w， 究工作。

图版说明

怪1 1 骂是赖~~友j皮!'r土地养 G 夭。 拙1 1径 tlUJI包 JJí")ï;
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强 ， -% f'. :I， t;f l ， 究起安织成网。 rj] 见…个扁平状细胞(箭

头 ) , ,j ì'lj!径 ~li lJl包 ，{~ 手\..间 '一水 γ ， 战小}市H忻。 1 目名二 x 400 

佟I 2 Jl;~赖氨酸 胶片J 培养 6 夭。 神经原纤维穿

过~n lJ也 ill J_k '11 (!<J ~fH J!包休，进入突起 rj10 Holmes 氏镀w

~色 x 1000 

阴 3 胶Jl0: _I工 ti'ï养 9 夭。 神经细胞成罔(在三个

箭头之间) ， 下方有一扁平:伏细胞层。 相差: x 400 

[?{] 4 r亏|到 3 为!可一视野 ， 破伤风毒素免疫荧光。

神经细胞胞休及突起的膜荧光阳性， 背景中的扁平状

细胞则 II)j忡 u 失光.tW微镜 x !JOO 

|刻 5 '时句氨酸现 )JîJ工 j科举" 14 夭。神?毛细胞闭快

加 7-: ， fJj l}才准以分辨咱，个细胞， 时!快问负起相连， 背

景时1石山子状细胞。相举 x 400 

l丸i G 袋如íQ氨酸 破) '1" _ I ~_ J;~' 芥， 14 夭。乐胞浆内JÊ

氏休。焦汹l紫染色 x 1000 

怪1 7 胶j桌上培养 14 天。:f中经细胞自j j夫趋于分

散， 但如11i!毛细胞仍可分辨 (箭头 ) , 背景扁平:快细胞高

度jpi剧。 十~I )二 、: 400

!毛1 8 勺 1~17 、'JJ 同一视野， GFAP 免疫荧光。 大

量扁平状细胞胞浆荧光闪ltL 而神经细胞 (罔 7 ~j-l 箭

头t!i示学n阴性。荧光显微镜 x 400 

因 9 、 10 为同一视野 ，聚赖氨酸玻片 1:tff养 6 天

后 ， 消化分版，破伤风毒素免疫荧光染色。 相差镜下

可见 25 个细胞(图 川 ， 其 r↓1 23 个荧光阳性 〈因 10) , 

2 个阴性 (阳 9 中箭头指示，吝〉。 、: 400 

因 11 、 1 2 为同一 视野 ， 胶l京上到;养白天后消

化分散，做伤风毒京免疫央光染色。 \11差显微镜 T有

11 '1 个细胞( 图 11) ， 凭 11. 1 31 个荧光明显阳性 ， 8 个荧

光，快;ttJj( 怪1 12) ， 另外 8 个失光阴性( í到 11 11 1 的土JH示

者[) o x ,too 
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应用图象分析仪及显微分光光度计分析

转化细胞的一些生物学特性

陆寿J女韦正

〈复 旦

转化细胞和正常细胞在生物学特性上存在

一系列差异 。 Dipaold ， J. A. 等[IJ提出细胞恶

性转化的标准 ， 李申德[ 2 J等总纣过细胞培养中

区别正常 的;纤Í'~1:gil l H包及恶性转化细胞的常用指

标， 1984 年谣:卡娟 [3 J总结的，人的恶性 肿瘤

连续性细胞系 ( 株)的建系 (株)标准的建议及鉴

定指标， 为细胞培养中正常细胞恶性转化的鉴

定提供了依据。以上作者给出的正常细胞与恶

苏兆众 罗 祖玉

大学)

H:传化细胞的鉴定指标包括: 细胞表而、 形态

结构、 生长!同性 、 *-1殖速Z'}; 、 细胞化学、 生化

指标和核型 主的差异， 而鉴别这些差异的测

试仪器， 最常用的是:光学现微镜丰i! 电 子旦微

镜。

图象分析作为一门现代化技术可应用于生

物学和医学研究。 我们从 198 5 年以来， 用西

德 Opton 公司生产的带有图象分析系统 IBAS
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