
豚鼠骨髓细胞在小鼠体内的增殖特性来
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哺乳动物和人的造血干细胞能很进受致死

剂量照射的或造血障碍的机体恢复造血功能。

关于在血干细胞增殖与分北的问题，许多学者

[1← 4]进行了大量实验，积累了丰富的资料。骨

髓细胞离休培养的目的在于了解 1) 造血细

胞的发育过相; 2)多能干细胞与定向干细胞

(或造血祖细胞)之间的关系; 3)细胞增殖、分

化与后晌造血的休液因子的依赖关系:的培养

后细脏功能及性质的变化等等。我们以前的工

作Is， 67 ，对朦鼠骨髓细胞的梧前敏感悴及代谢

功能已有初步了解。为了解造血干细胞在扩散

盒培养中的动态变化，我们将豚鼠骨髓细胞种

植在扩散盘中并埋入经环麟现肢处理的小鼠膜

腔内，以观察造IfrL干细胞的增殖和功能状况。

扩散盒，随后用小钉书机迅法货合。

四、扩散盒的消化与细胞的收集 将实验小国颈

部脱臼活茶，腹部用渭精消毒，取出扩散盒，用无菌

纱布擦去JI3j I茧的纤维蛋白膜，放进盛消化液( 5 "己升

Eagle 培养基+ 50 毫克膝蛋白酶)的试管中， t辰荡 90

分忡，从扩散盒的边缘见内容物清泪透明或有二;泡移

动时，剥去封口石蜡，用 0.25 毫抖'注射器抽出细胞

悬液，再用 0.25 毫升培养液分两次洗涤，将其容浓

合并(总体积 0.4 毫到)，计数。

五、放射自显影技术 将上述收集的细胞;在液咒

于窝心管中，力n Eagle 培养主 3 毫升，霄'L.，(1 000 忡/

分) 5 分钟，以洗去膜?去自 JMjo 于沉注自中力11 2 毫

升培养基， y昆匀，并注入 3I-I-TdR (比放射性 14 日­

里/毫克分子，放射'I\~ 强度 60 微居里/宅升) 4 微居

里，在 37 'c 温箱中好商 4 小时，取出后用 Hallks 液

5 毫升洗涤 2 次，弃上市液。于沉淀中加一滴血清扫

匀，用注射针头吸出，转移到改片 i二。 ni:j 片在j'"'f1，甲~字

材料和方法 中固定 10 分钟，投以前叙边的方法[7]，作细胞放射

一、骨髓细胞愚液的制备用 Eagle J主养基，按 自且影。
CL前叙述的方法[6]制备细胞悬液。

二、扩散盒技术内任 9 毫米×厚 2 毫米的有机
结 果

玻璃坏，两而贴有微孔滤膜(孔径。 .2-0.~ 微米， _!-. 一、豚鼠骨盹细胞在小鼠腹腔中增殖的动

海医工院生产) ，侧面有一加梓小孔，经 80 'c消毒 12 态观察

小时。每个命的容积为 0.15 毫升，种入 2 X 10 5 个细

胞。液体扩散金法，用 0.25 毫升注射器取细胞;fu;液

。 .15 毫升，注入双商扩散盒，血浆段块扩散盒法，

则R文革新配制的细胞;去浓 0.1 毫升，加血浆。.05 毫

升，在扩散盆中来回冲现两次，使细胞均句分布。石

蜡封口后，霄子盛冷培养基的培皿I书昆泡，随后埋入

小鼠腹腔11" 培养。

三、噩体小鼠的处理选用体重 18-22 克的昆

明种小鼠，在植入扩散在的前→天，小鼠腹腔注射环

磷酸胶 (300 毫克/公斤体重)。埋扩散盒时，受体小

鼠:ir乙酷麻醉下，经消毒处理， m~复白线剖腹，植入

豚鼠骨髓细胞在扩散企中能够增殖。在四

次浪体扩散盒培养中，细胞增殖功力学表现的

特征如〈图 1a) 所示，在植人的最初 1-2 天，

细胞数量下降，收集的细胞数为种植细胞数

的 57% ， 8←10 天时，细胞数量达到最高峰，

收集的细胞数达到或略高于种入数。随后，培

植受到限制，细胞数量又下降。

*本文承军事医学科学院吴祖泽教援指导，特此

致谢。
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B 细胞生物学杂志 1980 年

虽然豚鼠骨髓铜，~é1能够在小鼠腹应浓件扩

散盒中增磕，但最高峰惜时收集的细胞数仍近

似乎种入数。为了使在小鼠腹腔中培养的豚鼠

骨髓有核细胞提高收集量，我们两次采用了血

浆块方注进行培养，从细胞数量的动态变仕

(图 1b) 可见，第 1 天收集的细胞数为种入的

29% ，第 2 天开始增殖， 10 天左右达到最高

峰，收集细胞数为种入数的 142%。与液体扩

散盒法相比，细胞数量明壶增加，说明血浆凝

块培养体系较液体扩散盒优越。然而，细胞在

扩散盒巾增殖的规律，两种体系大致相似。

另外，在血浆幌块扩散盒中种入 5xl04-

2.5x105个细胞，培养 5 天后，收集的细胞数

量与种入的细胞数量之间呈线形关系〈图 2 ). 

经统计学分析，相关系数 γ=0.96 ， 斜率 b=

'11-
、，
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图 2 血浆混块扩散盒培养 5 夫后.种入和

收嚣的骨髓有核细胞数之间的关系

。.92。本夹验中选用 2 X 10 5 个细胞/:盒.!E处

于线形增长范围内。

二、血浆凝块扩散盒培养后豚鼠骨髓细胞

的功能状况

1.豚鼠骨黯细胞在血浆凝块扩散盒培养

条件下，第 6 天时已形成许多细胞集落，;在12

天时每个集落增大(图 3a ) ，也有些细胞集落发

生融合。其中有红细胞集落形成单位 (CFu-E)

(图 4 )，粒细胞集落形成单位 (CFu-C) ，其产

固 3 豚鼠骨髓细胞在血浆凝块扩散盒中培
养 12 天时的 CFu-C

a. I:i犬的 CFu-C x 80 
b. 放大的 CFu-C x 320 

率分别为 500CFu-E/105 个细胞和 't!f0 CFu-C 

1105 个细胞。

2. 血浆凝块扩散盒中培养的豚鼠骨髓细

胞经膜蛋白酶消化后，用 2%台盼蓝染色，细

胞存活率可达 80%左右。培养 6 天的细胞用

放射自显影技术观察到细胞核上有 3H-TdR

显影的黑色银粒〈图 5 )，标记率为 52%，证

明培养后骨髓有核细胞有 DNA 合成能力和细

胞增殖能力。
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第 2卷第 4 期 细胞生物学杂志

图 4 豚鼠骨髓细胞在血浆.块扩融盒中培
养 12 天时的 CFu-E

a. 散在二分布的 4 0 个 CFu-E x 80 
b. 6 个 BFu-E x 320 

3. 正常豚鼠骨髓细胞与培养 1 、 3 、 6 、

9 , 12 天的细胞分类表明，在正常和培养早

期的涂片上大多数细胞是杆状核、 分叶核、中

幼红及晚幼红，在培养晚期(12 天)以粒系一

巨噬系细胞占优势，同时在涂片中还发现一些

巨核细胞.

讨论

我们的实验证明豚鼠骨髓细胞能够在用环

磷眈胶处理的受体小鼠腹腔中增殖.从增殖曲

线的变化见到在扩散盒植入后的第 1 天细胞数

量迅速下降， 第 2 ， 3 天开始迅速上升， 8-

10 天时收获细胞数量达到最高峰值，随后又

逐渐下降。初期细胞数量下降，可能由于实验

操作过程中机械性剌激、 条件的改变、 造血环

境不适应等原因。待造血微环境建立之后，细

胞数量迅速上升. 第 4 天收获的具有增殖能力

固 5 豚鼠'幢细胞在血浆凝块扩融盒中培
弊 8 天后， 3H卢TdR 参入细胞的形态

a. 标记的增殖性粒细胞 x 800 
b. 标记的巨核细胞 x 800 

的幼稚细胞，一般都是新产生的，是初期存在

的干细胞的后代[hhlO]. 细胞数量在增殖高峰

(8-10 天〉之后又出现下降， 这一现象可能受

多种因子的影响，例如: (1)受体小鼠体内位细

胞刺激因子的减少或其造血抑制因子的发展.

(2)扩散盒特性的改变， 扩散盒外面有纤维蛋

白膜包裹，造成剌激因子的缺乏及扩散盒中营

养成分的枯竭. Marmor[ll ]将培养 7 天的扩

散盒取出，剥去表面的纤维蛋白膜，种入新照

射的第二代受体，获得与原来第一代受体相同

的结果. (3)细胞种类的改变， 造血干细胞与

增殖性粒细胞减少， 吞噬细胞增多[12]. (4) 细

胞 密度效应，我们 运 用 3H-TdR， 14C- uR 
双标记技术测定 DNA、 RNA合成能力的研

究中[6]表明，本实验选用 2X 105 个细胞/盒

〈约等于 1. 5 X 106 个细胞/毫升) ， 其密度处于

DNA 合成线性增长范围内. (5 )兔疫反应， 照
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10 细胞生物学杂志 1980 年

射的或细胞毒剂处理的动物，可使对异源性细

胞的免疫排斥反应受到抑制，因而细胞数量下

降出现较远o Laissue(3]用山羊白体骨髓作实

验，没有发生免疫反应。

血浆凝块法培养的细胞其数量的增殖较液

体培养者高，真原因可能由于血浆凝块中造成

细胞定居的环境，便于造血微环境形成; CFu­

E、 BFu-E 和 CFu-C 同时增殖[5]从而使细脑

数量得到较大幅度的增加，故血浆凝块培养体

系比液体培养体系优越.

豚鼠骨髓细胞能够在用环磷眈胶处理的小

鼠腹腔扩散盒中形成许多 CFu-E、 BFu-E 、

CFu-C，表明骨髓原始造血干细胞具有旺盛的

增殖能力。 3H一TdR 的放射自显影也证明培

养 6 天的细胞， 4 小时标记率为 52%。说明

这些细胞有 DNA 合成能力及细胞增殖能力。

细胞分类表明，在培养早期幼稚细胞较多，在

培养晚期幼稚细胞减少。

摘要

豚鼠骨髓细胞种植于用环磷酷胶处理的小

鼠腹腔中，在液体和血浆凝块两种扩散盘中进

行培养，对细胞增殖的动力学作了观察.在血

浆凝块培养体系中细胞繁殖能力较旺盛。!

骨髓有核细胞在血浆体系中培养后，能够

形成 CFu-C、 CFu-E。培养 6 天的骨髓有核

细胞用 3H…TdR 参入 4 小时， f乍放射自显影 p

标记指数达 52%。增殖性粒细胞的数量随培

养时间的延长而逐渐减少.
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磁场对水稻花粉愈伤组织诱导和分化的影响x

赵成章

(浙江省农业科学院水稻所生理纽)

近年来生物磁学的应用范围日益扩大。特

别是在农业方面的应用已获得良好的效果。许

多农作物在生长发育过程中，外加一定的磁场

强度可以促进种子的发芽、生长，有的还可以

增加产旦[.1， G川。在 500-4500 奥斯特(以下

简称为奥〉的非均匀磁场中，一些植物(如葱

属、水仙属和紫苏属)的细胞、组织和器官京

X 本试验得到浙江省计量局陈锦田、陈二i 钦两同

志的热情帮助，特此感谢。

参加本职试验工作的J五千j丑1; 丰iJ 娟、 i制rì 才 i ，，j牛;。
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