
2.1 细胞生物 γ 杂 志 199 0 年

特点。

MK-8till 细胞iU上 ;在初) J9 J ， 采用延长作

代时间和 Z8 "C 、 3 7 0C 交替1}/ þ的 方法。 ~I )J包

通过延长 fU {\: 时间，制: 一 -些抗， j- 退变 、 夜老的

细胞被 i句汰而保留了形态均一、 生命力较强的

极少数细胞，再由 i主-些细胞 jl'~~lll发展而成细胞

系。这样既提高丁细胞群体的纯度， 同时又可

筛选出能够在校长时间内不传代而仍保抖正iz

形态的细胞，克服丁很多 1t代细胞二11"::特异性退

化出现快， 生rH!} 1E常形态时 r~ij 饨的缺，I! 〔 ， 有利

于各种敏感病毒的分町， 特别对 F 一些j怜刑缓慢

的病毒可提问分 IA机会。

MK-8fìll 细胞系对 多种病毒具有 较 高的

敏感性。按种脊灰、 柯萨奇、 ECHO， rfH雪等

病毒后，病变速度快且典型， 接来11 乙型流感病

毒， 24小时 后即可观察到细胞病变，并且有明.

显的 rÛl. 球版|咐现象。接和l ' 流行性出血l 热病毒

后， 中途不需要换液， 一般 7 一1 0天 C!i]可用免

疫荧光或酶联免疫试验检测出病海抗踪。布:示l'

轮状病毒 wa 和 SA jj 株后， 不l~:第 3 天 l'tjl可 ~H

现典型病变。 对这些病毒的研究和分内珩养提

供了一株新的敏感细胞。 实验表明该细胞系是

有较大的JSv_用前景， 为病再t:t5言及研究提供了

户一个很好的细胞实验模型。

摘 要

/从人 f健建 };;占JU:捕雄H在削:1升'1机jI♂

EDTA 二纳?液夜 i消肖 化， 获得的细胞悬液， 采用延

长传代时间平1:1 28 0C 及 37 CC交替单CiJí} 'îi'，:培养 ，

í1:ï'[. 一株能妇在传代的细胞系 ， 命俨!为 MK-

8 G .L1细胞系。该细胞退/JEf差 '1业 、 f(ì: H'd:: 币'形态

I1 ;J 问 长， 未发现细菌 、 在菌 、 艾肌体甘;微生物

j亏飞lh 对异种 j";)J 物无致癌性，经 i式阶对汗灰 、

麻痊 、 腺加'']":!_年 、 ECHO、 COXB、 乙 )\'~ if;E 感 、

轮状病毒、呼吸道合Jj~Q 、 流行性出 lílL热乎病毒

敏感。
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角膜内皮和角膜上皮的细胞培养研究来

林宁

u l ' l LJ!!i仆大学中 li l f!良科中心眼科研究所 )

Dalc R Meycr James P. McCulley 

(美国德克萨斯大学达拉斯健康科学rl-' 心 II民利)

近年对角膜病研究的一个重要方而是角膜

内皮细胞和角膜上皮细胞的培养，并在此基础

上进行一系列的实验研究。早 在 50 年代末

句oçker 等 [1) 已进行兔角膜内皮细胞的组织培

养 ， 1974 年 Perlman 和 Baum(2)改进了珩养方

法，获得具有兔角膜内皮细胞形态学特点的培

警 本实验在美国德克萨斯大学达拉斯陪底科学中

心眼科完成。
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如 12 :t全省\ 1 !可] 细胞 I!ë {匆 γ: 为号 :忙
-. 
」 υ

养 ~r[!胞 。 1 96;:; ~T- Mannagh 等 [ 3 ]成功地 ι 养了

人 1U JJ且 l hJ )立细怡 ， J! Li丘 Li n 丰! I McCullcy. 等 l ,1, G J 

在不用任何促细胞分裂刘的条('\:T' J;,; :fi:' JJ)?.J )J人

的角膜内皮细胞， ){用于穷J J盟内 j立移懂的实捡

研究。由于细胞在j音养时的条件容易控制 ， 受

各种因素影响较少，没有活体眼内实段时干扰

因素多的弊病.所"['U古辛苦细!!也被广泛应用于各

种实验研究 rl=1 ，大大丰富了人们对角膜内皮细

胞和1角膜上皮细胞的认识 。 随着研究的深入 ，

对细胞培养技术亦提出丁更高的要求 ， 以 j的 尼

各种实验研究的需?耍。 女I I细胞E骂的渗透件，细

胞转运功能试验及进行半l~ryi~.'ltl::物质( Viscoelas

tic Substances)等药物的毒性实验， 传统 的培

养方法就显得不足了 。 本研究的目的就是建立

一种新的盯养方法 . I~P带塑料环 的 Ij[]胶培养

膜， 并与f{?纯的j已荠方法(塑料培养皿1)进行比

较研究。

材料和 为 这

-、材料

实验动物为新西兰气白兔、 兔角}~~取 11::: Jj=; 保存于

McCarey- Kaufman Medium CM-K i夜 ) 1:11 。人角脱米

自 1I民库 ， 取门作死的组*-I}儿 ， 年龄在 1 岁 半以下，还

有ffJ )民移杭术盯剩下的成年人纠胶片的周ill. NI分l!jJ f(J

j肢]不 ， 均保 1子 l[: M-K 、沪、吃 K 液 tK-Sol ) rl1 0 M-K 

液[ 6 ! 'f口 K ì夜 [ 71均为 f可 }j究保存液。

二、方法

, .带塑料环的明胶培养膜
明胶膜的 ; iJlJ作是以 Jumblatt 的方法 [C !为基础改进

而成。 简介如下: 配制 3%的明胶水溶液 ， 每 5 ml 加

1 滴 Kodak P hoto-Flo 200 溶液 ， 35 "C放 7号t半小时 ，

再于 2 9 j三 33 0C 巾加'I!ìí，半小时!ljJ可用于薄膜制作。 i[:

微孔屹股~U'I 11: 23 mm ， 才 Lî~: 0.15μm ) 的 I1 1 央 钻 出

13 mm 的礼.然后才巴比 ;:1:状峰、膜漫于明胶溶液中 。 líT(

出 Ì};[{膜放于 l6 mm 直径的塑料困环士 ， 向 ý，k，干燥后 ，

于感有 5% )戈二隘的街闭乡7· 器内半陌|定 1 小时 ， 再子

5% 戊二.Ö董 i容液中固定 2 小时， 经灭i着蒸缩水漂 ðt数

次 ， 保存在 EMEM II. ! 。这种培养腆厚约 ]-3μm ， 堪

韧透明， 可通透水和溶质 ， Jn干细胞生长。在种植细

胞之前， j~ 暗养膜移至盛有 2 ml 培养 液的 35mm 直

íi:培养Iml~l 、 细胞种ifI干妇料J不内的可JjjfcJf.:J .0 

2. 培养液

。 f'l W，~ il~ [1，ι flH JJÊl 1，'，平液 ， 'j J lI J11 blaLl '斗 的1'1 1

似 [9 ] 。 住1 EME.M， 双仙浓尘的何'H.:东 、 在基 酸 号::占~l

)J飞 ， ，jll}Jn 入 1 5 % 的 lìfì -'. I 二 JJÍ.l ì ，'i 。

2) j ,'j }j;.~上 ))d!1 lljf~ J ，丁沫 ìf(~ 吗 / j J lImbla l t '~.! ; i'i<J IU 

{CJ,[I O!O r:l l DMEM {n H a ms F J2 (J))，j '，\比例:') 1: 1). 

!rJ F!4 的l.m ， 在'?，L !{j宏 、 j民 l;~ .~在 、 二 [ Ii -11' 1川'f:门)~大得采

纠j坑 ， jfl 仅有)Jr1入 ，-民:/-! :.I .~ 因子。

3. 细胞的收集

1) -(:'1 盹!人JIι ~fl:J H也

免 :IR g二 1 i J , OO O Lugol 氏腆溶液 ì~j样后 ， ~~1 下情

. 2 mm 巩)民味的f(J ，~t~片 。 rk l i=i f巴内 !之 ?IH}!lg I:.! 中I1 Ir~' ~VJ 

!l英 →起从基lffl儿u 剥离!lJ /长 ， 放在 0 . 2 % )决否 1':-1 I'j;'~ q~ 

78化 ， 室温-r S 分钟 ， !E j央 Jj 0 . 2% f川 I-{，i}比 bji，酶扣

。 . 05 %透明原酸略浴液 ， 于 35 0ci肖化 90 分 f'll ， r ;::j' ;:;币

力j快变成很小的碎片， 内皮细胞亦从盯 ;;'1".]) }]壳上分离

出来成为细胞团。离心除去陆民液， !互换为细胞 Jff养

液，[史最后的细胞密尼达刑 10. 个 jml "

人 jij)民内皮细胞的收集17兔的丰11例。 ffj )j!::内 j妇二

和后却力膜剥离 1.8米后 ， 经膜蛋 !士1 酶m化 ， 肉心后，

用胶厉、部和透明l贡酸酶溶液在 35 "C条 「liJifi化 3 0-4 S

分钟 ， 离心后力11入细胞 附养液 ， 1' 1， 1 个 [l'j胧 J ml ìj-tl 

加入 屈。

2 ) 角膜上皮细胞

兔H民的负脱]仅 lU.l日，除 tl ;i 内比jJ 斗:11Fi ,]"(1. j J il览 ， 才3

jlJ J煤而朝上放.{E J:占养 ml lj l ， 力 11入适 !片的 0 . 25% J民蛋白

酶jHanks 平衡jjt溶液(不-:\' Ca ++) , T IloCljl ;ztJfJ! H • 

16 小时 ， 然后把 fiJJI史，上皮细胞 ;~Il下 ， ;n可c í9\f ，I; !~溶液 ~i~

洗， ;'1';心)斤按 1 个j(J )g~ 10 ml ]'I<JII-，科ilJ 1J ìl 入 f斤的 ?I II JI也 j 厅

养液。

4. 细胞培养

1 ) 明胶培养膜

何个培养膜)J!l入兔旬出主内皮细胞戎 f(J )J克上皮细胞

忌液 0. 5 ml ， 2 4 ;J 、时后第一 句次换液 ， 以盯勾两天换液

1 次。 人知 Jl史内 j花细胞 旦、液贝IJ 为 1 ml , n两天换液 1

次。换液时培养肢内外的溶液均~~;:5r'::j矢。

2) 塑料培养JTIl

我们选用 Costar 24 :(L塑料珩养 ，以 Cfj: TL]J 径

16 mm)作对照 ， )m液币及换?夜时间同 fVj胶 fJT养膜。

主、观察·

用倒置相差显微镜观察细胞的形态及 丰F长繁殖情

况 ， Kodak 黑 I~I 胶卷摄影记录。
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26 细胞生 物 学杂古 1 990 倍

结果

' 1.角膜肉皮细胞

士1斗 斗.;， 1!: I i)j lV(:!ì~ 养膜上的兔角膜 Ijf皮细胞在

7 至 10 天 l ! !1 ï 'f达到牛年长需集状态， 而 JtH;~ JI1l 

jp-养的细胞则需 10 烹 1 4 天达到同样吠态。问

织的细胞和1 I相后 ， 有活性的细胞很快阳.j 膛，向

四周展开， 移行牛-长。可见细胞胞体 交 平增

大 ‘ 向周围伸出胞突。培养艇的细胞胞突细长，

甚军在 膜上tfz f走 H~迹。培养膜的柔韧性易使胞

突伸出并沿 H: 方向伸展。培养皿的细胞 JJél突较

短小。 [!}J 刽 i 细胞 ;[J ~形态上均为扁平多角形的单 ·

层细胞 ，中央区的细胞较密集 . 里较规则的多角

形， 胞体校小. 有F形态学上与正常眼内的角膜

内皮细胞较类似; 而周边区的细胞较稀疏，大

部分为新生的细脆， 或是从中央区移行而来，

里不规则的多角形、 星，形等，胞体较大，为申

央区细胞的 2 烹 5 倍。随着这些细胞的增殖，

数 目 m 多， 何个细胞的生存面积逐渐减少，胞

休在J : 变小‘与中央区的细胞无明显差异 ( 烬|版

!到 1 )，不T fI才 阱养膜会出现倒小皱j斤 ， 周边部

校 ?;1 儿 ， 把;二IJ1\ :.}牛 J[fl j)! IJ没有这 -缺点 。

人角 )j贞 l片片:纲 J1Êf /:仁长繁殖的 'l'n况与免角膜

内皮纠i! JJEi类似 。 但达到生长密集状态的时间比

免角膜内皮细胞要长， 需 2 杰 3 j;昂 ， I两种方法

机 ;牛的细月{川形态和:' [ 二长繁陆方面l均没有明显

差异。刚和j !植的细胞呈团块状分布， 然后二田胞

相继分散、 [Sí.J X哇，向阳周移行。 达到生长密集

状态 flJ ， 5111胞旦扁平多角形， 与正常眼内角膜

内皮细胞类似， 但排列不很规则。 周边区的细

胞比中央区细胞较大， 但不象兔角膜内皮细胞

那样相差旦二卉。周边区的细胞常有短 小的胞

突，细胞旦旦状， 稀疏区的细胞胞突交叉形成

网状 ， 而Jl(，!休不象兔角膜内皮细胞那样明显J，J'"

张 ( 阁版图 2 ) 。 从角移术后剩下的角膜环获取

的内皮细胞数量较少 ， 培养细胞常常不能形成

生长密集状态。从.摔死婴幼儿f共体获取的角膜

内皮细胞数量多， 生长繁殖快，易达到生长，密

集状态，其排列亦较规则。

2 . 角膜上皮细胞

免角膜上皮细胞平I : ~I IJ梢1: 24 小时日 ， 具有

活性的细胞均贴培生长 ， 其牛长分裂速度较

快，两种方法培养的细胞均在 7 -- 10天达到生

长需集状态。它们之间在形态学上没有差异 ，

与正常眼中的上皮细胞类似， 呈多角形，排歹IJ

不规则 ( 图版罔 3 )。位于中央区的细胞密集，

细胞较小，排列较规则， 而位于周边区的细胞

数量较少，故细胞较大， 约为中央区的 2 -5

倍。培养超过 20 天后，有时会出现大 片 的细

胞坏死脱落，裸露出培养皿底部或培荠)民 a 但

周围残存的细胞可继续往长繁殖， 3 一- 5 天后

即可重新覆盖裸露区城， 形成新的;有集状态 。

两组标本均未发现纤维母细胞污染 。

讨论

角膜内皮和角膜J三皮的细胞培乔为角膜病

的基础研究刃 拓了新的领域。军ilf专仰的培养方

法相 比， 我们创立的带塑料环的明胶培养膜方

法，其优点 在于使培养液有机会接触细胞的

顶丽和底前 ， 使细胞吸职养分的方式更接近正

常 JJ~内的环境朵件。利用 iff养肢可分隔细胞顶

丽和底面的培养环境， 分另ILìl!:E独立的研究。

在进行药物毒性试验肘， 如 Viscoelastic Subs

tances，除去塑料环内的培养液，使细胞 顶面

暴露于试验药物 ， 1111细胞的底面可继续从膜外

的培养液中吸取养分， 维持细胞活性，比较接

近体内试验'情况 [11]。培养膜上的细胞易于制

作电镜标本。 在形态和生长繁殖方而， 培养在

明胶培养膜上的细胞与培养于塑料培养血的细

胞没有差异 ， 形态上与正常~~内角膜内皮细胞

和角膜 tJSZ细胞相类似[， 并以正常速度达到生

长密集状态，而兔角膜内皮细胞则可快 3 - 4

天。

目前，人角膜内皮细胞培养仅少数实验室

有成功的报道，有的需要加入促细胞分裂剂才

能使细胞达到生长密集状态 [3 ， 1 2 ， ! 3]。我们从猝

死婴幼儿供眼中获取角膜内皮细胞， 不论是培

养在明胶膜上还是培养在塑料皿上，均能达到
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第 1 2 在市 1 ft~ 细胞 '1:物 学 杂志 。7

生生. 长 "儿t

f细旧 JJl扫2υJ ~ (; h μ(白'!山j ~L七:长 忖草裂1}讨i 1?七V-飞')jμ， r引 t此七t J戊 j斗l~ι/人人 fiJ

Jj览 |内句切J~立; f细10 I)í也仙|川L仙í:J J川川i川jυ)1比七 j力方}j右J川e)jυiiιi当L J 品 ; 卡λX对{住归[1'、 jυ、" )J戈 J)jμ， 绍细i川川j)归包 刁不4 白能E 
达 3!rJ .密骂:状态 。 J飞 (1' ) ，.:， ;，. 将 bfi养的人角膜内皮~1n

III忡忡肖干除共内皮细胞的兔角膜他片上，再将

此梢 j '1'移 f~f 平IJ兔 rj~ 叫'1 ， 获得成功[ 4 ， 5 ] ，恪植的角

)院内皮细胞具有正常的形态特征和!生理功能 ，

能价抖角膜的正常厚度夜透 11月度。

摘 要

水文机有~' T )t:j 带:对H、 : 1 环的明胶tt1养膜附养

角 Ij克内皮细胞和开l膜上皮细胞的结果。 Wî种细

，也在达到生长密集状态后，均具有正常眼内角

膜内皮和角膜上皮细胞的形态特征。此方法可

用于各 N1Ji'~'养细胞的研究， 特别是需分隔细胞

层顶面军11底而培养环境的实验及药物毒性等研

究 ， 使'实阶条件更接近于正常眼内的环境条件。
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夜苓紊对人白血病细胞系 HL-60 的诱导分化作用

;也 另杜德林李: 秀品/是佩弦

(军事医学冽学院基础民午'研究所)

夜苓素是从1犬苓多梢的粗提物中得到的一

细小分子化合物。它的抗肿瘤活性已被吕丁等

和我们以前的工作所证实 [1]。在体外，夜苓素

可以 日JJ 1二l地问 市!)小鼠 LI210 和人白血 病细胞系
HL-60 的增殖。 才 J'， 才λ文 rj l ，我们以 HL-60 细

胞 h模型， 对:庆写在京的诱弓分化?iEi生进行了研

究。结 'A~ :h-~~坷. ， 在培养体系 rl-I 加入 12.5一100

μg/ml 的在苓素 ， HL-fìO 细胞分化为鸟~!.核一一

巨!览细胞。{íì'j )L~ j匠四附 ( NBT ) 阳性不明显高于

对照组， 细胞形态 、 细胞化学染色及吞噬功能

均发生刃，著变化。

材料与方法

1 . 细胞

由中国医学科学院药物研究所韩锐教 授提供 HL-

60 细胞系。 RPMI 1640 j者养液 jJ日 20 %经 56 0C30 分钊1

灭活的小牛JÍIL7育， 再加入青霉素 、 链霉素、 卡那每素

各 100 Ujml ， 在 5%C02 、 370C饱和温度条件下培养 。

每 3 -4 天传代 1 次。 实验时 』仅对数生长期的细胞，

离心 1500 rpm , 7 分钟 ， 齐上请， 细胞 l号:毯子新鲜战

养液内，力u入 12. 5 一 100 μgjml 在苓素进行培·养。

2. lÇ~何与试剂

在苓素由中国民学科学院医药生物技术研究所生

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志




