
对细胞培养中一种黑色运动'脚立性质的研究

韩雪梅 ' 王永者、 吴j苹扮; i !'l 继氏
':(青岛医学院肿瘤研究室)

在细胞培养中常可见到细胞及培养液中有

一些大小不等、 形态不同的黑鱼颗校在运动。

如果镜下检查 ( 100 x )每视野计数在 10个以上

者就可能使细胞生长受到影响，如果冀数量再

增多细胞可停止增殖继而死亡〈lk 人们常柯:这

种颗位为黑焦虫或巾毒M糙。近、凡年来，国内

j{与细'胞培养有关的科如工介声对此千 分关
注。本室对这种黑色的运动颗位进行了较系统

的研究，证明这种熏色'运动颗粒对社复古物。z

我们称之硅小体， 简称 B，本文报告了这方面
的主作结果。 .1; , 1] j.1 

~.: ! ~。

材料 ‘和方法

川 1. 组织且养方it' 应用RPMII6410完全培养液(阳

含 10%小牛1(，1洁、 谷胶献，胶 2 m巾ol/ml ，' 10.2% 碳酸

氢呐r..rOO IU/ml 青霉末 ， 100 μg/ml t连运萦占对入肺f商、

胃痛、 Hela、 VERO 细胞和卡及人胚肺细胞等在含 5%

Çp2 培养箱中培养， 直接观察 B运动情况， 部分进行

定j销时摄影。

I ! 2 . 收集不同产吨的小C1'"- 1缸沽， 包括米 自英国、

关国、 澳大利亚、 l斗本以及本主主片1':户的。 11'2仅米直接j进f茸t 
行显微镜观察， 部3介〉进行丁了. ;定E

3盯J 常j规见石虫附!叶1包 t陀吧叹切!片 ， HE 染色。

~ . 甜: )列电镜包f卑 ， 超薄flJ片， 吸纳电馍，观察( 日

立-600 到 )。

、
、

, "' 9.飞 电感精合等离'子 发 射光谱分析仪 (ICP) ，

Plasm司 300 型。 ， 对下述各样品分另1J经 0. 45μj虑膜过滤

后进行 ICP 分析 ， 分析波长:为 25 1. 6 nm , 正 Ifù 搞合

功韦d.ßkW，飞 f见测哥!J主 18mm。

、 m I'1640 完全培精液印 刷， 分别装入尸 T~ 鸣声
•11 

1肖养瓶， 养鱼IJ P_y~ex 破码}ffi fl]脱 ↓)tfL 另将 50 ml双

如b是入国卢'玻璃瓶 (，~Ó才照， 雷入 37'CC02 培养箱
而113另ohJJo、 业 夭刑1 ， 进行 ICP 分析， 测
定宾在诠岛iy i 

们J '@ li.fO立委i培养被分别装入相同的塑料 iKf 巾，
4管由对照， 另一管力il人 SP 2/0 '自髓瘤细胞， ， 浓度
1b 5 .Iß x W/ml， 在 37'C ， CO2 培养箱中培养;天 ， ;

然后进衍 IC_P，命析。 F

,-

结果与讨论711! 、飞、‘

-、黑色运动颗粒井非是有生命的物质 i
11 1\ 用各种杀死微生物附手段 都不能"杀

死"B 。 队培养液中分离出来的运 动 ß ， 用物

理方出.(q::öz 激光、 l'í' j 60、 微波 、 紫外线、 高

温J 高压川口化学方法(浓盐酸、 j农硫酸、 硝酸

及高氯酸混合液、 氧氧化的、 *~i尔马林)以及
生物学:方法(小鼠腹腔:苦呢细胞)处理， 除j农氢

氧化铀i容液可致 B连成片漂浮在液面上{芋止运

动外(可能是氢氧化纳浓度大比重大导致B浮

起而联结在一起， 失去布朗运动的条 件)。其

及
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74 细胞生物学杂志 1990 年

(1~ !tJ:: 图 。 o .]-i '~~Yl ↑ t ! 怆 'L!~ _!' !， :fiJi巳 :U~不同 、 大小

不-一 ， 边给1、 j.切吕 ;二: 、 中 间 在;刊号:略- 低的:爪'fi':'"
(因版图门， 未见到微 [~t~ : 毛结构 。 、二" - \.ii' "'~. ," 

3. 紫外分)'(:;光皮计 11!i!定将牛血清中收集

的运动颐和好男Ij'洗l滞后匀桨， 进行萦外分。1二光

度计测定， 未见蛋白质的吸收峰，说明ß'呢，黄

白质成份。 1 、 · 飞 、 J， '1 1 

1{ ， 超高速 1f.~ i11f，.'部已'， i B‘ 颗粒·茬ÁJ!( qr'lti 
叫问o rl?m( I{ OC) 问:1、 {牛、时庐 ， t i清!液:中仍
有许多 B，有'壳。一般 '1言况下，大部分病毒颗样在
这样的条件下可以离心沉淀下来， 所以 B 的这

种表现使得它是F、有生命物质的可能住得小。
5. 电泳加透析结果把适析带内装装a入 1刊0%

牛 I的巾t阳11清青 ， 架在电泳槽一ι[_" 经 2 小时后J朵气部分 B

集中在负极电泳槽酌2绥呈 ìr片!

可透过透析带， 其分子量小于 35ÖÒ~，) f 属 ' /J\ 分

子物质 p ② B 在中性条件下带正电荷。有生
Y吗、-

命白阪的1号! l物!防匆质必必、然 二周R智大f分j寺寺二 尚 I卧主卦NA 9戒E蛋 臼质 I成}或戈
分扩」般布中性条{件牛下带负电J涓蔚肯肯;身守 t怕纪缸亏

6 ，能活在l;!tIi咆销 (， EDX) 观察孙析 Jl .WiJi粒

是T卡 利l./i:1， 化合物， 元1" 在101 1前!包销下 J2A察到的边

缘密度略高区和中间;低t寄:度区以及整体剖分w
分另11进行能i普分析， 其成分均以计均主，川 县法

为钙和在4l(图 1 )。 、
、
飞

-
1
.
‘
、
，

, 
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, 7-, r~l感 ti'f，合等离手发射光谱份才斤结晃 飞

①完全培养?夜在 ;不同质量的器田中存脱不

同时间后iît 合'量的改 ~f~~见表'~] '1: ì f 飞 l' 门 '1:\ ~l，: ~ 
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表 1 日 完全培养毒齿不同!寄渴中存放布同时间的程合囔邵阳则'的改变 l ι二
I , 

? 

飞
ιi 

, f! r 图 J 担榕垠筷l萨西分析 ; , 

‘ ， 十所指J之 ili辛辛Í ...，、 Ca ， K 为 P 小Í;i'成份 ， Ca 为 ?
自 由幸 ， A:u C~ )和 Trh( ff; ) :Ï]标注zt!营企之元素。 、 j 

"t ‘ C lF. 飞 l 、斗 J
主SZF所见用国宵，培养 瓶盛λ164，0 ， :l:吉-养液 ，;

可我二保IF 每天!吾与哇的命露 ~If~: :).有屿 ~苦的捐
加，并随时间的延长而 逐渐增加~色与周
pyrex 玻陪;商店的培养液中的 13 含5 相比 ， 差

别十分显著。 月辑里料;悻技占机时-液 中肘含量几
乎枝}有改...~悖。 J面 (国的略眼';Jr!f. i段的双蒸水 Æl{ 经 20

天前保姐也外1ji~J由f有忡。 销合 !二 if!: 如呆说 明完

全培养液中 除J.-1;. :Lj1l邬iJ;';t:i;♂贵 1[ :飞， (< 0' ,' 0561 ppm-) 

外， 培弹?再1飞i专: t华、 E度、瑞) PI针剂'酸苦1? ')我分 ffif 防.培养
浓1年!'l~ ' 111 1自力[J ， - R;111易吧 ， 国 产 如 f离制f 'm(和
Pyrex 器 ml在 :f[; ' 快被侵蚀的和度 上 有"1良 天 h不

币。 jt!也 jE|i [l i] ?!刊1饶下0'00 )< ) 有 1 0 个以上的
黑色弓动叫去年平等叫台; 细!!向生长 。 IT1 HiH去 ‘细胞
培 养能顺利iFf子 ， :f马 ~ul j'叫;'1 :ìf~ J 1] J寄养 ~ ，.rru 。
八、@时 ' 1~1 jft括~T培养液对 Jl!; Jr'~ 的但蚀夕1、ilf来

1/ \ '-千

γ寸 四十一… ，- -- ~ -rj1 '~f- :- " -i， --~~ri-I~~~~… )付一π寸JTF飞了寸 7 飞寸寸「丁知1 飞( ，寸、31 1
_. 物 、 质 帘，!}: 、 萨 í~ 如 一一一→一一一一一一一一一一一一一一一一一---r-

" j.' "，丁 1 O M f U 飞，3 J _ :戈、10 ‘比， 2O U
中一 -----_. .. 吨 _"_一 句 -一「一 ，寸γ7寸+寸节-，-'-r占干斗「一一一一一 -一一一..-一一一一一一一一----二二一 一一一 一一一一一-

破裂J培养瓶(国泞 ) _1 0 . 05'6 " 气 ' 2 : Ô吨'1:'>2 , 7. 420 8.44J) .吃
~._~: ι_.Ul在t.~_ 二 →…一一…二 一一一一←一、

波I必♂yrex 瓶(矢 fi;lj ，> 0.'05G 、. Ò . 20~ " 、 0. 7'30 飞 í . i出 句川完全培养基

塑料‘ 拥{卖命Ij-)' I:t 七 O~问6 ; ~，'~: Ø,.950 ~' . . 0 .， 0 古今 0.050 r 

金 ' 头 :末 '豆→「飞去注豆磊 i ( 1画弄J iUl oNdobO)- Mbdi o.ooo O J O胁 'ftl 
飞 a 叮 μ )，.{ ".件本~J -ì ，~ :飞 p 幸二; 飞内句斗飞 ，-I-.r!_~、叫‘ " …，命 斗 叩叩甲一…4町'曹叫~.....，.叫F甲4月隘'…明白一-一咽气
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二二→→→一一

二→一 -一一-一一一一 二~ →一二二二二一一一一一

源于1苦荠细检本身:我们归究全培养液经 lGP

i~!IJ定 JtiiJ~ 含量为0.050 ppm ， 然后介丹1]装入两个

塑料瓶中(已证明 jlt塑料. }fli?;t 有 ii，! ;被侵蚀出) , 

其中]瓶加入 巳P 2/0 '~啦?在j ~lU ìi包(汝度为 5 . 5
x 104/ml) ， 另 1 瓶做为对.l~?:1 0 1~F 3于 ℃下培养 3

:r 余所周知布朗运动是l由于体系l;j:百分散相质

点周国的分质分子处于}!t i气 功;[};: ~i: !~î 引，.t，~ jfrj ~ 

她手并且6~1:功的份子 iF 各个~0 ， iii不甚1 1'撞击质点，

由于各方脏的撞击力二fi均小 ， , ' 的 líiî ;使町j#{，Vr无

秩序啦!石间断运动(囹川。我们应榕金黄色葡

天后 ìtl'j得对!!P~!i培养液中叶合军为0 . 0::'8 ppm, 苟球E在经商iJü. !~;1j Fr~处理 ， 11~ J=f~失去繁引力和致

骨髓瘤细的细的培养液中 归的含最为 0.11 0 病性， 或者说是 "32E 了"~ 1f~处理后的J;f;: 市ii{1f1. ;;~I: 
ppm, J与7刊刊刮又乔对对州炯T才t们刊j')川川n肥!

;2缸;;;旦白:22t;2江;;:f川;:口l口;::;2:古巳t巳!ft叮t弘!1r立丰:::L;;注;牛去点;1t帮拥11节咄号黠熙P熙古快果黠2缸M阳二司币柑jz黑脖i宫嚣嚣排1合夺伞如;;〉扣‘i汁:T辨酣吉普ZZZAiziJU
胞含黑何[和多少不同， 一般说台 量多的难以堵
养成功。因此9 进 i ， 细Jlí:~培 Ji: Hcj';';P:Ì在陆培养器

皿外， 对培养的材料也必须适当边耻。

总之，从" 13 的持强性(抗强酸险、 tlt r每温
高压等)，以及){飞「其J['~-.1~观察、 生化分折、 Ji寺

别是: ‘EDX 分析结果者ß支持 B是非生命J物质。
10护测定结果!ì_:Jt一步 i骂示了、B 和精养液中随培
养时间增加是由于1古玩液侵蚀3):芒市的结果而不
是它本身的增刑。

二、黑色运动颗粒在培养液中的运动是布
朗黯动 .1 ~ ~:"J 11I~ h 

用定格缩时而是二拍出了 VI:;;只ο细幢j告辞液

巾的 B 的运动过程， 可 可苦到 B 像、一个!:t{体似的
不断的撞击细胞， 最后进入细胞内而不再动于

t图 '2 )， 窍过细胸膜进入知!Jl臼内的机蝇有待远
;二圳i:JB"!: ，。

‘ t e A 'j，l.、，.. :飞'!，

圈 2 培养纳绿猿湾细胞 严[ , 
十 J;jr ~旨示 启 /J，体， 'î~近细胞膜， AK细胞民f站

胞内L 定格缩时摄影照片i， I间隔 f秒·。只 江0 ， :, ~1\ '听

斗目质点安周围介质分子热运动的影响 而 引起

的。 上达现象牙l]~i七!，:;~!，象中生命体的运动以及

对外界环境的[;;!答i:l很在易混同。

i 、
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图 3 布朗L运动 ttJ :i~意图 ， 1.员点窒

无秩璋的不闽断的运动
J，'飞;;1 、 J

l l'. 
摘 要

!在组织培辞中亩'观察、到一种大小不等{r (形

态不同的黑色运动颗粒， 它对培养细胞的生长

有不良影响， 有时~!;王军[毒:'. i~~细胞死亡，并能把

1 楚、杂l仲ιF陌生if养时间的增长而j:增加其刻起。
我们{1市结1世培养用的小平j '(j叫:;培养?可 'fj~ -It~ 
}才料口的;红色t运动阳131，应用 J~: ~~y: !，U~" 3!~(! 皖、 i翠
的机:1、 飞飞布刘柑冲协i江斗#斗iij护;J}jj|』1阳镜对拭川i川峪f

q飞 f ILIυ( I 

并用显微才报萦越楼2 观￡拉在}=zt号:其 f活舌动 i忻.，古iY;川j况兄 ; )片用f刊]紫外外、 7结i.\，j它及

电泳透析进行生化分升扩忻f斤tι， 结呆均证明盹1该男地野椒i妥桌ìi狂马为

无膜膜;式结络L拘， 无蛋白质j]x分 ， 中性环境下带正

电荷， ; ~能谱扫描也」镜段和为难:复合物}我们:称
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之为1茸小休(BX ' ì证明 酋活动属布朗i启动。 本

文进一步j忖电感制合等离子发射光谱分析了墙

:17;液及双蒸水rjl可 i~，:性的时~罩在不同质量的

容器及不同时间的变化，证明了耻小体的增多

主要来源于培养液对玻璃器皿的侵蚀，部分来

源司「被培养的细胞。

、 春雪立 市.

' 

[1 J ~民币 W[I ， 1988 . 细胞J叶乔 rl r ..+:!' i:Jr做个物j亏

染的初步liJi妃 ， qr 问细)Jí!l J1-:物学食 动物细'

胞相细织培养第用次学术讨论会论文摘要p

i ,‘ 
4 , f 

1 .6一二二磷酸果糖抗心肌细胞缺氧性

损伤作用的定量组织学研究
俨:1 '( 

4呈 i革; 李鸭 卢兴 杨继卢

(西安医科矢毕病理:生理教研室)

关于培养心肌细胞缺氧性损伤的研究，近

年报道较多 [-1 ~户， 但所*1用前:方法 vJ.，定佐夫正主。

1 ，ιJ磷酸果糖(Fb~ ~是黯1t琐的白[再{底物和
驱动协质二嗨萍讲究噶明， FÙþ J身在保护心
肌售货、川同材爱;翩翩[叫!ifM定
量角虔探讨共抗缺氧切布的I:r何时IJ尚未见报
道?本实验利用培养I，Ù肌细气Ilêf缺氧模型， ， 从代

诗JiiE悉丰古玩能 3 方1剖定最地探讨-L，'肌细胞缺
氧性1归结的规 律敖 F、p 对~J: '影 响4 为 1阐明
F即如炉民氧:LJ机组月已由动 市ljt是快去捡i衣:tKs 0 

方 . 法'
.、

, t"-

1. 选新生 :! - 3 天 Wistar 乳鼠， 乡，阳 Acosta等

[1 1方法找养，心肌细11队 . 1:f:J;~;J~ 7.2 小时后分为对照纲、

缺赞组、 缺氧 加 葡萄糖组( df~ì.) 、 缺氧力n FDP 组

(FDP m )。参照 Deluca 等[2J 方拱建立缺氧模型(氧

分压王三30 mmHg) 。 心肌细胞抖动的报rp固和1频!事际用

光电转换搏动器记录。 I 、-

2 . 破泊酸脱氢酶(SD，H) ;阳乳酸脱氧1酶; 1LPH)均

以 Pearson 法显示[町， PAS 阳性物质以 Horobin i:去显

示l剧。 每张标本选 30 个细胞， 用图像分析系统(Leitz

-TAS)在波长为 589 nm 下测定心肌细胞、内 8D町、

LDH 及PAS 阳性物质的含量， 并同时测定 心肌细胞。

面积的大小， 结果输入电子计算机J 巧tk单个细胞的
SD}Ì、 LDH 和 PAS MJ相对含量。 ‘': .1" .:_:' 

3. 每个光、 阳是;f~、;2fi:-5-;\J别以 ， 103 和 1、价倍率随机，

拍照 5 - 6 张照片， 每组各取':3'O，~.电镜照片放大

倍数经光栅复理!校jL 用 TAS 分别测量每张照片的心

肌细胞线粒体和核的横戳面积及周 辰， 数据的其他获

得及立体学计算公式，均参照郑富盛等川方法。 采用

rt表面法 ，将所有参数经电子计算机处理， 得出各单拉

拉体的平均体积及平均单个 心肌细胞的线粒体数目 。

性罩
γ 飞:}泣'川 ;' l ~.. 't-'"' t ;- '" J _. 

-、心肌细胞 SDH、 LDH 及 PAS 罔性物

质的含量蛮化

1. 'SDH 定量 对所组 心肌 细胞胞浆 中

SDH 二甲，ß告知i舵数目多， 呈;军 紫色. TAS 测

定其相对 含量为 0.4615; 缺氧组在缺氧 60 分

钟后 SDH 二甲熙数目有所附少， 着 色变淡(图

版图 1) ， TAS 测 定 其含量为 0 . 3079 ， 至缺

氧 120 分钟为 0 . 2091 ， 均明 显低于对照组$

60 分钟G组二甲阱颗粒数目亦 见减少， 着 色

变谈， TAS 测定其含量为 0.3257 ， 至缺氧 120

分钟为 0. 2336，均明显低于 对照组，而 60 分

钟 FDP 组 SDH 二甲脑颗粒数目及着色强度与

对照组无明显差异， TAS 测定:民含量虽较对

照组低，但却明显高于相应缺氧组(图版图 2 ) , 

至缺氧 120 分钟仍明 显高 于相应缺氧组〈表

1 )。

2 . LDH 定EE 对照组心肌细t胞胞 浆 中

I，.DH 的二甲 ijf~ H1j)i归.数目多j E. 深染 缸， TAS 

测定其相i对含量为 O '. !:i 4 17 ，.'，~镜下未发现 6Q 、
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