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次， 再用限 mlli将表皮手f]真皮分开， 分离的表皮放入

注营中 ，而〉lfDMdMA液。 8 . 用叹霄'轻轻1盯f 180 次 ，
细胞骂:液用尼龙筛网过他:-， 9. 细胞计放. 台曲也染
色，el萝:t<活细胞在 85% 以上， 10 '. 细胞培养将 l

;Z X 106 缅胞摆;液加入的JIlm 平皿1=1]放入 37 "C COz 培

养箱中培养" 11 、 飞培养后 24 h 更换培养液(培 养液忡

含 10- lOM/m1 1!主乱萄索、 EGF 10 pg/ml、 氧化考拙

松牛?问/时， 快 Ph 京 5 μg/ml ， .;J丁牛i电惰，j5 lmv

loo ~mnf应以自弯h 12 飞(tJ天观察表皮细胞m唯;闷增稳
情况， 13. -HEj言卦 7 -14 天 ， 60 . mm 平 皿l 凸]为灰

皮细胞片所复盖[5J 。

世; 继代培养 我的将白白 川 人的 59 个.'出养品
动时w皮细缸片， 州~J悴 10 天 、 1 4 天或 21 天，用
:5币I:g/ml 'Dispase n 分扭酶在 37 0C - f 35 分钟将表皮细
!胞片从平 llL~i:þ消化厂F米，用 合二抗的 D-Hankl挝柑洗

1 汰，放入 0 .25%腺蛋白酶中，在4."C 问削忆过伎;

?)(.晨在 10090 I民主 / I!lin I冉L、沉淀 10 inin , I叹出滕蛋白鹤，

农皮细胞加入 DMEM ~夜(内含小牛血清 15% " 氢化

二苦地松、 肤白京丰1:1雀乱毒素， 虽虫II Ü~ i 飞 培养 ) , 制成

表皮细胞茬液，经尼龙加i问过i虑 ， ~11i }也讨到( 1 X 106• 

2 x 10 6/ml ， 然后每个平JmC 60 mm )接种 0. 5→ 1 X 106, 

成入I 37tCOz5~i培养箱中， 每日观察记录生长情说，
待细胞联片， 生长侬康， 同 j头?以上方法进行 再 l次传
氏。 1.. "-; ;1 .1 1 

bG 个培养民坊的平皿第 二代传代成功 42
个，成功率为 7 1. 2%(表 1 ) 。

叫‘ 襄 1 ‘ 装皮细胞工代传快成功ÈJ
原代培养时间国关来

、 传f-I;;时间 将 f，\~ 3F 成功成功卒
'原代培养唐-~;j间(夭) 111l数 数 i % ' 
仆 ，一;二IT T二 3γ→ 30 .'78叫1 1

14~16 15' φ 12 ' ,80 .0 . l 
一-4」21-600

-'-----lL.:一一一←→一←一一一一一斗 ←一一-→一~一」一-. ---
，i;'2、 i |4 5942 4 71 ·2 1

，吃
h :. 
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果传代 飞 结

Il I 

表皮细胞的培养和传{.\Ç是扩大表注细胞最
量的主事方法。人表皮细胞属二倍'阿信， 某
墙妇 ，主.要靠其中的基底细胞J 苟且争用尹立
体外培养，不但能增殖联片，而且能向束束绵障

2月颗粒细胞发展，使表皮细胞户:形成军展。培
养的表皮细胞在未成角 化细胞 之前，进行将
代，是钱其增娟的最好时机。过去等们参照丈
献介绍的方法 [1 ， 2] 进疗阳飞13 养 ， !背尿1~， 土高-yi
10 天的表皮细胞片， J司膜蛋白酶消 化;将驱
散的表皮细胞(3xl0 5 细1包〉作第二代和第三

代培养，可以扩大在 10000.倍。以民移植。但

用此法市IJ翻飞的原代培养表皮细胞、与其行传代效
果不好。主要是 表皮细胞集陆户可喜.=1之身耻

壁 ， 基底细院!不容易消化下来， 也而非能达到
传代增殖的目的。 I, 1 , i 、飞、

r应用 Dispase 11 ~每分 马i 产皮去回 jj旷!继手可
膜蛋白酶和 EDTA 混合液分散表鹿和)l包‘作继

代培养共 2 例次，证阴 Disp'ase .~ 睡，对表再

细胞生天无影响。与专皮细1号)-'，冉若用房碍fTP
EDTA 混合液消化传代作比较" 1"无导若l 差
异[3]。我们采用 Dispase II 分芦酶的方法先将

完整的表乓别扭片-JA平皿中3职，出 : 1 t耳目膜酶消
化成细胞思:液进行两次传代，获，得成动。

/ tι， 

传

一、亵皮细胞原代f培斋屏的方法[<，归， 5们J 1 . ，叮， Jf人哥盯j臂、

腋部或包}皮支E坏不 ω取j皮义蚓)t!肤U伏、 2cm内2与j l!μ. 用 1川; 吕ι， ，000 洗庇『必必、司杂旱

浸 3 分♀钟中， 3. 以 H眼良科 召宅弯ë、 反剪J 剪除.，皮艾下组4勿务织3F织-斗l 杭和!宾真;皮E层" 使

皮肤厚度为 ð .μoJmRi 4· )耐用 斗哥?没(内
含青蒂芬t 100 u/叫 ， I~注 :运索 、悦。 μg(~l川ti就』 马次，

5. 将断层!支片 ， ~j成 0.::> )( 0.3 cm2 放入小瓶 l队 6 • 

用 0.3%膜蛋白悔?自 ft，.皮肤与鸭蛋!卦酶 体积 túøu为

1:10 ， 然后放入 4 T~冰箱，消化 12一 18 h , 7. 泊化

后取I.U小皮J犬 ， JiÝ.入 nJ j 斗:î r If[[rl' , ' Jrl Ð-Hank ì夜洗 1

‘ t 
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第二代作 1-\共庆均 6 个。 第 4 科威功 2 胞从平皿中完整分离;F来; 2 . 用 Dispase rr 酶

个。 分内的表皮细胞儿 ， 经 D-Hank j夜冲洗后，再

第二代传代未成功的 1 7 个平皿其原因如 用膜蛋白酶消化，可除去较多的开l化细胞，后

下:1.细胞老化 6 øt! ( 35 . 2 % ) • 2. 霉菌污染 者是细脏传代失败的原因。 3. 经 Dispase rr 酶

6 例 (35.2%) ， 3 . 传代时细胞大少，低于 消化后的表皮细胞中， 基底细脆含量增多，所

1.3x 104/cm~ 3 例(1 7 .6% ) ， 4. 成纤维细胞 以传代在》易成坊， 在怆代后第 2 天就能联片。
增殖的抑制 2 例 (11. 7 % )0 4. 此方法可以避免机械震荡法和 刮剥法所引

传代后生长i曾殖表现 传代的表皮细胞， 起的细胞损伤。

2 小时 f.fl m~ !t'i: .细胞大.今石凭" (叫咽例吵 γ ‘ 守交也时;间 h 从古f门的结果看出，传代
主，也有大!司细胞，细胞中央有较大的核。倒 时间宜1'f原代 培养后 7 -16 天，传代成功率

置高倍显倾镜观察， 有较多颗沽，还有荠危旷~ J 切 781豆豆豆。比。而代Ql 天后传代 6 次，无一成
和多角型的表皮细胞， 有些有桔，有些无核 功，与前者比较有显著差别 (p< O.01)。失败

(图版图 I ) 。 的原因，主要是细胞老化， 此时 DNA 测定比

传代) l~ ]-4 天，细胞已经增政联片，先 培养后 7 -14 天表皮细胞片显 著 为低。培养

由小园、 大园细胞，部分不定型细胞形成集 21 天后，细胞片可整个从平皿中漂浮，若及

前， 并开始增碴〈图版图 2 )第 ]天已联片，并 时根液，除去漂浮的细胞片， 其下的基底细胞

在高倍镜下见到细胞分裂相。 ι 又增殖联片，形成新的亲皮片，若不及时处

传代后第 2 天在不定形细胞和大园细胞周 理， ， 则容易受每菌污染， 漂浮的表皮片用膜蛋

围已有新生的表皮细胞，并互相联接成片(见 白酶消化后传代均未成功。证明此脱落细胞片

图版图 3 )。传代后第 6 天，不定形细胞减少， 为表皮的多角细胞，无增殖和抗感染能力，容

表皮细IJt l.集市 iì ' j 失 ， 形成密集的新生表皮细胞

片. ~\Jl !Jí:间的男纠巳十分清想，与初 {\培养的

表皮细 Hf.; J 'í 杆IP1 ( 罔 nrÎ. 因 <1 )。

常 3 {气:传机的生长情况 于第 2 代传代后

的第 7 天 ， J:t.介州的 ~l_ ti;. ilJ行第 1 代代; 代. f专 ·
代后 ;~;~ !j 天 J :夹片 ， 新生的表皮细胞均旦双核，

Jet; {ll~大因细胞为招工分裂相 (见图版图 5 )。第

3 代传代~;;l W'i. 第 G 天，原来第二分裂相大园细

胞巳消失 ， J'，"'I ~i' i.后的表皮细胞又形成1，Jr ø甘表皮

细胞片，细Ji(.J. 与细 ijí，! 1'8J 的 J界线 洁楚(见图版图

6 ) 。

iτf 论

一 、 应用 Dispase II 酶，先将表皮细胞片

从平101中分向下来， 再用 0 .3% )J9'f蛋白酶冷消

化， 进行 表皮 细 Jl扫 传代，比文献介 绍的用

0.25%膜蛋白酶热 7" 1化和膜最 白酶句 EDTA

混合液法 [ 6 ) 要好， 其优点是:1.表皮细胞片

用 Dispase n 晦分离.能把细~é!片包 括 基底细

易污染，电1~检在细胞张力 丝较多。 Eisinger

证即培养底层细胞为活细胞， 有双枝，边缘染

色体和钱粒体，无核糖件， 而表层细胞则有较

多的张力丝和电子密度高的质膜。

三、传代细胞的选择 培养的原代细胞要

健康。

四 、 注忘 Dispase 1f 酶消化后 的表皮细胞

片大小， 根据大小行 1 : 2 传代。 作代后每平方

原米细胞数应在 1 .3 x 10 ' 以上。
( .‘b .{ 

摘 要

我们设计了一种新的传代方法，在传代之

前，先用 Dispase rr 酶，将培养的表 皮细胞片

整个消化下来?再用 0.25-0.3%服酶冷消化

将表皮细胞ß1K散，进行 1:2 传代获得成功，传

代 59 次成功率为 7 1. 2% 。 若在培 养后 7 -16 

天传代，成功率可达 80%。本文讨论丁此种

传代方法比单纯用膜蛋白酶 或用联蛋白酶和

pDTA 混合传代方法优越。

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



82 细 胞生物学杂志 J990 年

参考文献

[ 1 ] Gallico GG , et a1., 1934 , New Engl J 

几1ed. ， 31 1 (7) :~ ~8 . 

[ 2 ] Eisinger ~ν'1 ， et a l. , '] 980, Sllrgery. , 83' : 也

287. 
[3 ] Green H , et a l. , ,19',9, PrOC Nad Acad 

Sci USA ., 78 (1lJ : 566S. 

C J]王文 L!严弓 ， 1935 , ';'在 二:~~ !豆、 二人:~.'i 学 N~. 6 

((ì) : 3:3 9 。

I C 5 J . 主 '1'~ Æ~7 , ! 9邸， 馆工竹片大'γ '予 Jïz ， 9 
t ( 2 ) : 11 Go 

[ 6 J 普里;专1 1守着， 刘权辛译， 二学细胞边传学
丰ri细胞培养， 平;学出版社 ， 1985 , P 348 0 

超薄层等电聚焦电泳对自血病小鼠胞惊和

牌淋白细胞脱氢酶同立酶的分析
言，

式 并

(内蒙古医学院第一附院内科〉

合英

〈内蒙古屋学院中心研究室)

应用等电聚焦技术分析白血病细胞乳酸脱

氢酶同工酶， 对于了解白血病细胞代i射及基因

突变可能具有一定芳、义 ， 而过去有关报道极

少。 本文采用这种技术对正常纯系小鼠的5 和
在此品系町'建立的可移植性白血病小鼠 L 615 

胸腺及 !!丰洲、 巴细胞进衍了乳酸月ji氢酶 ( LÐH)同

工酶研究， 以扣索黑白 JÚl. ;肩动物淋巴，细胞脱氢

陪同工酶的变化。 ，

材料和方法

一、实验动物

正常纯系小鼠 G I 5 和可移植性!当 IfrL病小鼠 L G15 

名 :~O 只〈巾罔眩 ' J二科学院 血1i1f所招供 ) ; 体 主J ] 8• 20 

"3'l , 6 ._._- 8 周自?。

二、胸腺、 膊淋巴细胞的分离及样晶制备

乙自迷麻醉， 挖右~!tE求放出席贼，日处死小鼠， 职，~匈

l跺及脾脏， 生理盐水洗净.rm'污， 置于干净玻硝板上，

用细玻璃栋轻轻挤压， 使其释战肉i炼，RfF陶。 去f轿1

余的结缔组织包l眩， 收集挤压出的细胞， 用生理盐水

将其稀释成细胞垃液， 然后将此总液淌力日在淋巴细胞

分离液上而(此分离液由上海生物制品厂提供 ， 20 "C 

~~ 3 --_ r1 次 ， 用 2 ml 1=.:rrn盐水洗涤 4 次 ， 最后得到分

离纯化的淋巴细胞。 ‘取少 !ι 1:l:f{胞;录片做出fi崎萨二?市民

染色、 过氧化酶染色和糖原虫'也。ì-.!r;i型号细胞浓度大约

为 6 欠 1Ù9/ml ， 然后说:融 5 次。用 1 000 转/分，离心

5 分钟， 取土 ji!if({u，挟，十平品。

豆、等电聚焦电泳

1. 仪器 稳流稳 压电n 仪、 I;~ /-j:梢 ( 困盘及平

板， 都强有绝缘冷却系统)、 pH 11 、光2，，夜扫描仪。

2 . 超薄昆等 巾，聚焦 rp" j'， !; I;;J: 胶!军为 0 . 7mm ， 凝

胶浓度 T =' S % ， 交联成 c = 3% , 才i批二 7勾子我休 Am­

pholine (pH 3.5一 1 0 .亿 瑞典 LKB 产品 ) 在凝胶中的

浓度为 2 % 。 聚焦电{~~~ ;tE 0 <'c - 4 oc的环境丁进行，

开始时用恒流， f!íl 0 . 5 mA/cm 凝胶， 当 电压逐j斩上

升到 600 V 时改为恒月~ 600 V , ~耳继续 I:fL泳到咆流为

' 0 时停止电泳。将i屁胶放入乳酸脱雪;酶染色液中 [ !J ，孵

育 1 小时(3 7 'c ì兑箱内 )， 最后扫描:~i二楚 。

3 . 测凝胶 pH 才:在度和 i同工酶:W 的等 Fl~点 凝胶有

效长度为 !O cm ， 将其从阳极到阴才J}_等分 2 0 份， 每份

jJ口脱气JX熬7)\ 1 ml ， 搅f;:;气凝!眩， 于室温下过夜 (→直

在负 Et~的相1气锻内)， i~'\; }，3用小型玻JI~~ 电极测 pH 值，

以 i庭胶长为横座标，每段凝胶的 pH值为纵座标， 绘

时 d = 1. 077 土 0.002 3'Uml ) ，用 1500 转/分离也，'/15 pH 曲线〈图 1 )。 按照下列公式求各同工酶带 在染色

分钟， I汲取淋巴细胞层， 如有红细胞污染， 可重复分 前迁移距离， 在 pH 曲线上找出相应的 pI 值。

染色后同工酶带迁移距离
甲工酶带染色的-迁移距离 丁厂一 一染色~-~~一 -寸染色前胶长
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