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两栖类胚胎少量细胞的短期离体培养米

蒋琉素

〈中国科学院上海细胞生物学研究所〉

以往研究两栖类的胚胎诱导常用的方法是

外植、浸泡法，都利用胚胎的预定外胚层进行

实验，这种外植块细胞众多，在分化中所表现

的，除诱导物质的作用外，还有细胞与细胞或

组织与组织间的作用。为了避免细胞与细胞之

间相互作用、相互影响，设想应用少量细胞培

养的方法进行细胞分化的问题。为了实现这目

的，首先要建立少量细胞培养的方法，经过各

种模索，我们认为玻璃小室培养方法比较适

用，现将该法概略介绍于下2

-材料和方法

培养技术按照 Jones ， K. W. 等0963')[1)加以改

进，版l汩的少量细胞在小室中培养。

, .玻璃板小童的制备
小室的制备是s 取厚 0.2 厘米、长 10 厘米、阔

71旦米的玻璃，在玻璃上面打 8 个孔洞， 4 个一行，

分的付， :Ju\ïi]豆径约 0.9 厘米(图 1 )，在孔洞的j前面

用加拿大树胶胶上一片经处理的盖玻片，使用前在

120 0C 泊毒 2 小时。
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固 1 玻璃，)、草模式固

2. 矗玻片的处理

盖玻片的处理，用 0.5M 无水 Na2C035.3 克加

200 宅升蒸馆水煮沸 1 小时，继续浸泡 12 小时后，

取出流水冲出，蒸馆水冲洗后到 70%酒精，最后用绸

布擦干，存放使用。

3. 培班

培养液用的是 Steinberg' 5 溶液，分别配制以下

溶液， A.17 %NaCl ,B.O. 5%KCl ,C.0. 8 %Ca(N03h' 

H20 ， D.2.05%MgS04 .2H20。使用时取A液 10 毫

升， B 、 C和 D液各 5 毫升加双重蒸锚水至 500 看升

煮沸，冷却后加 280 毫克 Tris(国产)，用 1NHCl调

pH 到 7.8-8.0，最后加入 2%。的链霉素。

4. 胚胎细胞的分离和培养

我们用的胚胎材料是东方睬螺 (Cynops orienta­

Us) 早期原肠胚的背唇(图 2 )。把背唇割下，经缺

铝熔液处理 30-45 分钟后，细胞完全散开，然后'用

玻璃针把约 20、 50 、 100 、 150 个细胞堆在一起，再

加入双倍锦溶液，使其重新聚合。把这些重新聚合的

细胞团移至含有一定量 steinberg' s 溶液的玻璃小室

的玻片上，再用 sleinberg' s 溶液充满孔洞， 注意不

要产生气泡，再用另一块未经处理的玻片覆盖，四周

用石蜡或白凡士林油紧密封固，培养 10-14 天， 用

Nikon 相差倒置显微镜观察并照相。

固 2 示旱期原肠胚背.
切副部位(腥面观〉

二实验结果

细胞团放入培养小室后，最初几小时内，

细胞不改变原来的形态和位置。几小时后，细

*本工作是在曾弥白放授指导下进行的。
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胞团光滑的边缘开始不整齐了，部份的边缘细 表玻璃法、玻瓶法、悬滴法、转管法等，但是

胞形成伪是伸展于玻璃表面，伪足以变形运动 都不适合于两栖类胚胎少量细胞的培养。吴政

移动，有的伪足长而宽〈图 3 )，以后逐步分化 安(1978'a)[2)报道过使用 GLPY培养基及修改

成各种类型的细胞。胚胎细胞数目不同，分化 的 Eagle 培养基对两栖类 13 种成体组织的组

情况也不一样。 20 个细胞的团块一般难以养 织块进行了培养，取得良好的结果。但根据两

活，不易在玻璃上紧贴，绝大多数团成球形， 栖类胚胎细胞本身含有大量卵黄的特点，以及

2-3 天后就解体:有极少数即使在开始两天 短期离体培养的要求，我们摸索了玻璃板小室

能粘住玻璃，但到第三天就立即缩回成圆球， 培养法，初步实验结果证明这种方法对于培养

不能继续向外生长，分化也就不能进行。 50 个 50 个以上的胚胎细胞大部分是可以进行分化

细胞团有部分能很好地贴壁，而且能进一步向 的。一般可培养两周左右，这点与 Deucher E. 

外扩展，分化成很好的成纤维细胞(图 4)。这 M. (1970')[8.4)报告指出要使两栖类晚期原肠

种细胞是棱形或星形的、有突起，许多细胞的 胚外胚层产生神经分化，至少需要 100 个外胚

突起可以相互连接，它具有透明的不含内含物 层细胞的结果是一致的。根据我们目前的结果

的原生质，细胞核常为椭圆形，它们和哺乳类 同样认为培养的细胞数量不能少于 50 个，需要

或鸟类培养的成纤维细胞很相似，一般能生存 有一定量的细胞数目才能进行生长与分化。此

7 -10 天左右。 100 个与 100 个以上的细胞团， 外，该方法具有设备简单、耗材少、实验过程

绝大部分都能粘在玻璃上，培养 6 整天就能见 中进行一般消毒即可的优点，所以在没有专门

到分化很好的脊索细胞〈图 6、 6) 、大量的肌细 的组织培养室的条件下也能进行培养，观察与

胞与成纤维细胞。图 6 是一个放大 600 倍的脊 照相都很方便。这方法存在的问题是细胞回培

索细胞，其特点是整个细胞边缘附着于玻片，细 养在封闭的小室中，因而培浓的更换比较麻

胞体扁平，核偏于细胞的一端，核的周围有大 烦。同时，培养细胞的数目是否还能减少，甚

量的卵黄，核膜外围有囊涵。肌细胞细而长， 至能否达到单个细胞，这些都是还待进一步摸

细胞体形如一个纺锤体，核通常位于细胞的中 索与改进的问题，以便使该技术更适合于我们

央，两边的细胞质中有卵黄。在培养中分化得 胚胎诱导研究工作的需要。

好而培养时间长的尚能见到部分细胞有横纹，

但大部分细胞看不到横纹。大量的肌细胞常形

成一片〈图 7 )。在图 8 中可以清楚地看到核与

核仁，另外，还能看到一类肌细胞沿着细胞表

面有着丰富的精细的突起，像细胞质发附着于

玻璃，这些细胞称为发状肌细胞。

三、讨 论

众所周知，细胞培养方法有多种多样，如
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