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欧洲细胞生份学会议上安流的:台文反映了欧洲生物学研究的传统恃点即军统性 、 基陆民与新颖忧。但从各领

域ql又 IIJ fi"t ! 币 l l\细胞 '1 ，物予的 _.个明显的时代特征 till }Jr rj ~J _;ïf i' 1 分子的发现放 n、引向 13功能的 l'fìJ 明。 )L: i 0;是 二民间的

表达与训节， 主liiJI['lj ， 'iJ HJJ (1') ìliH\: , .Ì.'U、止细胞刊妃 ， I民主怪怪|与受 i卒 ， )J也外 l在民以及细胞分化的 iji，j 'I 'i 1 j "III J!但 .)，t老等领域

都有一些新的 ， .L[l_虫'的主ri杉r主丘i 与功能蛋白的'j).现 。 对这些蛋内结构 、 功能与结Hií!， -J，!:问的进一 步jì"rijl甘 l 几乎成了当

前细胞分 f生物学 i'1'0L:i~G ， 细胞闹 J~I Ì)í~控蛋向 Cycli n ， 微有与;与合功力蛋 白 K in es i n 'j Dyr: dn ， 核九七j贞m' 1气 J}X.份 ，

脱蛋白 Anky rin ， Vn nc u l i 门， Ta li n ， 胞外某)Jnml~ 1 Fi bronect in , Fragmin , Gi lsoli n , )1结|→Jfd戌毛分化~t: I气 V ill in

与 Fi nobrin 可柏:会 . 1-.都有系统的， 深入的专朋友可与 ìt 论。

m ll'G欧洲细胞生物予全 i义在相当机度上反映了、'j Î1 ÎI细胞生物宇;')f jr:: n:j.\二、趋势。

( 在''1 1 有 I i，J( 1tj次 1f)

!百玩石 ;

3T3 细胞饲养层培养人表皮细胞最适密度研究

刘俊龙 王文正王 韦潘跃良 手l、家岭

(第二军巨大学长海医肮;烧伤叫-1 心)

近年来皮肤表皮细胞培养方法获得了较大

进展， 尤其是 3 T 3 细胞饲养层培养技术建立

以来使表皮细胞传代培 养 取 得 了 突 破性发

展( 1 )。此种力注不仅对人成纤维母细胞增殖有

抑制作用 ， 而且fiH剌 激 表 皮细胞分裂和生

长巾。培养成的表皮膜片具有正常结构和细胞

学特征 (3 ) 。

本文着重对两种细胞的最适接种比例 ， 表

皮细胞在体外的生长曲线以及生长特点做了实

验研究， 现将结果介绍如下。

材料与方法

-、 表皮细胞悬液的制备

取门诊包!也J~; 日]全)z皮手11 ;烧伤病人供皮区的断层

皮生Ui 56 人例次杯水。先ffrn首酸i5t必奈和 1 D - H an ks 

平衡液冲洗我;火 ， W去皮下组织 ， - 1刀割成 3 x 1. 0 mm 

的条块， 按 l : lO( v /v) 的比例)JII入 0. 3%的脐蛋白酶

(1: 250 S igma)液 ， 置 4 0C作用 12-18 h。取出 ， 痛下

表皮层 ， 用培养液吹打成表皮细胞，忌液 ， iJ:滤 ， 活细

胞计数， 最终细胞最调整奎IJ 1 x 10 6/m 1 。

二、培养液的配制与培养条件

培养液为低秩~ D M EM (sigma) ， 夕|、加 15 % 小牛

lÛI 清 ， 100 u/m l 宵 4~j素 ， 1 0 0 μg/ml 链得索 ， 0 . 4 吨/

mL 氢化考的松 ， 5 μg/mL r民岛京 ， 10 ng/mLEGF 和

10 - 10M 霍乱毒素。 pH 调至 7 . 2 -7 . 4 。 炕养器 J[[ 为 2 0

mL 体积玻躏 T ?l'lt，古养瓶。培养条件为 5% C02 . 37 "C ，

95%湿度的孵箱中培养。 每周更换培养液两次。

三、不同浓度 3 T3 细胞饲养层培养亵皮细胞比

较

取指数生民翔的 3 T 3 细胞， 先行 。OC060 Gy 放

射 ， 用腆蛋白酶消化成细胞，忌、液 ， 分别以在J 平方厘米

面积 1 X 105, 5 X 10‘ , 1 x 10' 丰!l 5 x 1 03 P~I j忡 3 T3 细

胞浓度与 5 x 1 0 ' 个表皮细胞混和悄养， 何人皮肤例次

培养均设无饲养匡培养作为对照。

四、 不同浓度'屠皮细胞培养比较
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!、 '， U '1 :JÎ'I\ 仨而 íl~ 1 气 1 0 5 • :;x 10' , 1 x 10 ' , S x 

103 .fI 1 1 X ! l) J f/:,<III /: I 之 {'H I) I也 ì'id 义 才在丁11 1 J 二 汶 夕t n:1 (j.t (1'0 

J T :~ :rilJJ也 μl JFL 川 . li~ ~ I、 JJ[ J.[ ~i~{i夜 们 3 m Lω 

五 、 表皮细胞生长的判断标准

tc + >> J川、丧J之细胞胶片ï~，长面积占培养器m的}-

25%0 " -1- -1- " jJ 25-5 0% , "→← -1- " 为 50-75 % 和

" j阳 " jj 7 5- 10 0 % 。

六、 表皮细胞 DNA3日-TdR 标记

表皮细胞和1 3 T 3 细胞ii21'll量均 为 5 x 10'jcm' 条

件下， 于卅养后 川、 1 5 、 20 和 30 天各取细胞 3 瓶，

先行 。 . 0 :% 的 EDTA4 饷溶液泊 {t，排除 3 T 3 l'可养 1二

细胞 ， ?k，盯 )m入台 1 μci 的 3H-TdR 培养液， 置 3rc ，

2 h o 号;二 ~I::~UII! 盐7JO[1洗阿次 ， 甲~í<: 80"C 7KM 3 h ， 最

后行;夜|入J i i ]&。
七、细胞膜片组织学检查

fJ?养的细胞Jl)!片同二 口i-H技丹j frf丹 尼蓝 染色 及

HE 染包 ， ) 1飞包j:_f!l Um-fJ 光锐和!也馁，观察。

结果

饲养层密度对表皮细胞增强的影响

?日合按种后 ， 3 T ::; 细胞 D!I:j ~，t快于表皮细胞

4-8 h o t:i 先在器皿底部联网 ， 而后表皮细胞

粘附其上， 并 i1J网格空 |琼与器皿接触，形成无

数: IJ!,'j !:，~ (1'0 ffll 的 1 -1 1 快 。 培养、) - 1; )(. 11 !I 'ïj~'t. 细胞

增殖成集市 ， 随 ，?j:J}i)♀ I"] ' j'u ] 的延长 ， 细胞集落

不断向外 hlî M I广大， 并使饲养巨细胞逐i斩 向外

推移。最后 3 T3 细胞在去皮细胞朱炕 问 压缩

成紧密的条千古(罔 |原因 1 ) 。培养 1 . 1 天后 ， 3 T 3

细胞 山行浮起 fJ;~ ;在 ， 剩余的用 EDTA 排除之。

琳续培养数天表皮膜片形成 〈 图 j诞快1 2 ) 。表 l

表明表皮细胞生长快出及成膜半高低与饲养层

密度有关。虽然不同密度饲养层培养表皮细胞

都能形成表皮肢汁， 1旦成脏东和 1)戊 J~~ :ì虫度均不

相同。 其中 5 X 1 0 4 组最好 ，成膜j 斗 率为 100% , 

形成膜片速度最快，平均 15 天。 10 5 组 效果

次之。其他两组较差， 形成膜采{í~于 75 %，而

且成膜速度较慢， 均在 30 天左右。 但与无词

养层培养组比较差别显著 ( P <O .0 5 ) 。

表皮细胞接种数量与成膜速度的比较

结果见表 2 ， ~:l.组不 同浓度的表皮细胞经

饲养层培养 ， 1 52 ìfl-L生长成细JìGUJ~U'I- 。 但|随着表

皮细胞接种量的递减， 成膜|时间也相应延长。

最快 H 天成膜， 最但需 10 天 -}j 怡生 长成细胞

膜片。

表 1 接种不同敏量 3 T 3 细胞各组间比较

3 T 3 约I)j包 公 j支细胞 培养 成膜 成J0~ 成 JW!

按种数 i lf 接1'1'数17;; 速度 百分，和
(个jcm2 ) (个jcm2 ) 瓶数 瓶数 (天 )

1 x 10' 5 x 10' 6 
5 x 10' 5 x 10' 8 

1 x 10' S x 10' 8 
5 x 103 5 x 10' 9 
对 H召 5 >~ 10' 9 

表 2 饲养层培养表皮细胞成旗时间比较

表j支 ~IH i!包

按中l'放 111
(个jcm' )

1 x 10' 

5 x 10‘ 
1 X 10 4 

5 X 103 

1 ~~ 103 

形成脱jT 培养成膜

时 间

开n: 数 (平均 d 数 )

38 1 5 土 3

45 14 土 2

34 1 9 土 4

25 24 士 7

10 30 士 10

两种不同培养方法表皮细胞成膜率比较发

5 18 . 4 

8 15 

6 25.5 
U 28.3 

口

83(P< 0 . 05 ) 
100 ( P< 0 . 05) 

75( P< O. OS) 

G6.7 (P< 0.05 ) 

现(表 3 ) ， 除 1 x ] 0 5 组成膜率不显 著外 ( p>

0 . 0日， 其他各组饲养层培养表皮细胞成膜率

均高于无饲养层培养， 在统计学上具有显著差

别 ( P< 0 . 05) 。

培葬表皮细胞 DNA合成动态

细胞在培养 1 0 天内 DNA 合成较慢， 3H 

掺入量只有 18785 cpm o 10 天后开始升高， 15 

天达到最高峰， cpm 值为 72 6 0? 。 几乎是第 10

天的 6 信 。 1 5 天后 DNA 合成速度减|雯，但下
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亵 5 两种培养方法襄皮细胞成膜率的比较

1990 华

表皮细胞 | 无饲养层培养法 ! 词养巨情养法
接种数量 d_-:- H"M,: 'd,"? 一一一一一一一

| 成膜率 | 成 膜率
(个/cm2) I 培养瓶数 成膜瓶数 (%) --r I 培养瓶数 成股奸臣数 ( % ) 

1 X 105 30 16 

3 5 x 10' 25 

23 。1 x 10' 

5 X 103 21 。

。1 X 103 19 

降幅度不大。结果见下图。

表皮细胞膜片组织学检查

X
4FZ
F-
J ，

、

-俨

' 、 J

图 表皮细胞培养生长曲线为 3 份样晶测定平均值

细胞膜片 l刀片光镜检查证实培养的表皮膜

片呈复层结构。分上、中、下 3 层 ， 全层有

3 -8 个细胞厚 〈 因版图 3 )。若丹明尼兰染色

为红色， HE 染色细胞核为双核。

透视电镜证实培养的表皮细胞胞浆内含有

大量的张力纤维， 呈束状。细胞间有桥粒存

在， 为典型的表皮细胞。胞质内还 含有线粒

体， 粗面内质网和高尔基小体( I到版图 4 )。但

3T3 细胞胞质内只有线拉休， 粗面内质网和1

体积大小不同的空泡。

讨论

3T3 细胞饲养层培养表皮在解决大面积

53 38 95(P> 0.05 ) 

98( P< 0 . 05) 

40 

12 46 45 

。 92(P< 0.05) 

90( P< 0. 05) 

37 

28 

34 

25 。

。 63(P< 0.05) 16 10 

烧伤自体皮不足矛盾中显示了美好前票 [' )。表

皮细胞培养成膜片的高低与 3 T 3 和衷;皮细胞

接种数量有关。我们的实验结果证实两种细胞

的混合接种比例为 1: 1 ， 细胞量为 5 x l04 j cm2 

时，饲养层网络适中， 表皮细胞%'î ~;r率高 ， 集

落分布均匀 。 培养成表皮膜片时间 短。这与

Hayflick 的报道大致相同 [1 5)。但也有 人认为

1:3 的 比例培养效果更好。 我们发现 3 T 3 细

胞接种量过多或过少都影响表皮细胞生长。其

原因可能是饲养层过厚， 表皮细胞不易与器皿

面接触， 饲养层过稀，网络分布不均，表皮细

胞不易形成集落， 因而培养成膜时间延长 。 同

时纤维母细胞混生率增加。

还有人报道在无饲养层培养中， lxl 0 5j

cm2 个表皮细胞接种量， 培养成表皮膜片效果

同样十分理想、 [ 6 )。这主要可能是所使用的培养

器皿种类，和人体不同部位的皮肤表皮细胞有

关。 也曾有人推测高数量细胞接种后，细胞本

身分泌的各种蛋白 因子浓度升高而加速细胞生

长之故。

在体外培养条件下， 15 天表皮细胞 DNA

合成速度最快，之后呈缓恒下降 ， 这与在显微

镜下所见基底层细胞不断增脯， 上巨细胞不断

角质化脱落， 两者趋于平衡是一致的。

木实验与有关报道川都证实 3 T 3 细 胞饲

养层培养表皮细胞具有以下优点: 1.表皮细

胞接种量低。 2 . 细胞贴壁率高。 3 . 培养成表

皮膜片快。 4 . 皮肤面和扩大倍数大。 5 . 成纤

维细胞混生机会低。 因此本方法为救治大面积
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烧伤自体皮不足提供了一条新途径 [ 8 ] 。

摘要

本文分别以五种不同浓度的表皮细胞和四

种密度的 3 T 3 细胞饲养层做了混合培养观察。

接种前 3T 3 细胞先行 6 0Co ， 60 Gy 放射。培

养的表皮膜片均做了大体染色，组织切片和电

镜观察。不同培养时间的表皮细胞还分另IJ Jtt行

了 DNA 合成 3H-TdR 掺入标记测定。

结果证实表皮细胞与 3T3 细胞最佳混合

接种比例为 1 : 1。最适细胞接种量为 5 x 104
/ 

cm2。在此条件下表皮细胞生长最快 ， 1 5 天形

成膜片。而日饲养层培养表皮细胞接种量少，

表皮而积扩大衍数犬。为此我们认为饲养层培

养是表皮细胞培养的最好方法之一。

图版说明

图 1 培养后第 7 天表皮细胞在饲养层中形

成先蓓。剪头为 3 T 3 Mn胞条带 ( 仔U íli~ 

显微镜 x 100) 

阁 2 表皮细胞培养后 ]5 天生 跃成的表皮

胆Yf .

(倒置显微镜 x 100) 

图 3 培养第;10 天后表皮膜片组织切片 十为

基底细胞

(光镜 x 150) 

图 4 表皮细胞培养后 21 天的透视电镜。

( x 8000 ) 

A. 桥粒

B. 张力纤维

C. 粗面内M网
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人肺癌免疫导向药物的研究1I .单抗和

苯丁酸氮芥结合物的研究

郭 I立，笃锡锐 张鸿良

(中国科学院上海细胞生物学研究所 ) ( 中间科学院上海药物研究所〉

早在 1905 年 Paul Ehrlich 就提出了"导向

药物"的概念，单克隆 抗体技术的问世使这一

概念得到相应的发展，特别活跃的领域之-是

单克隆抗体与药物的结合物作为有附在应用价

值的免疫导向药物，俗称"生物导部"。其次，由

于生物导师能更集中于靶细胞，因此有可能使

达到正常组织和细胞的生物导弹的量比药物单

独作用时少 ，故兼有减少副作用的可能，有希望

发展成为一种新的治疗肿瘤方法。已经结合的

"仰头"包括细菌或植物毒素 ， . 1z rl 白喉毒素， 商

本工作部分受国家"七五"肺癌攻关项目和上海市

科学技术发展基金项目 资助。 工作过程中得到本实验
室同仁和中科院药物所陈:宗光、 郭秀月同志的热情帮
助， 中fj 此致谢。
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