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遗传学、细胞学和医学等方面的研究工

作，已注意应用红细胞血影(ghost cell)装载

遗传物质、蛋白质、酶和抗体等，通过类似于

细胞融合的过程，把所包含的物质"注入"或转

移到受体细胞[1-7)。哺乳动物红细胞制成的红

细胞JÚl影由于不含细胞质和细胞核，在装载转

移物质时，不会被细胞内含物"污染"，所以是

很合适的"注射器"和运载体。在已经过试验

的哺乳动物红细胞中，人、狗和兔的红细胞表

现出很高的融合能力[8]。我们用人体红细胞制

备了纽细胞血影，并研究了装载蛋白质分子和

噬陆体的方法，以进一步探讨红细胞血影在真

核生物边传工程巾作为载体的可能性。

材料和方法

, .制备人体红细胞(HRBC)愚渡

Bl素抗i疑的人体静脉血 2 毫升〈新鲜血样或血库

贮存的血液均可)， jm 6 毫升 rPBS (KCl 137 mM, 

NaCl 2.7 mM, Na2日P04 8.1mM, KH2P04 1. 5 

mM) 2000 rpm 离心 5 分钟，弃去上清液，再加 7-8

毫升 rPBS ， 2000 rpm 离心 5 分钟，如此重复离心洗

涤 5 次，除去白细胞和血清，最后悬浮在 rPBS 中，制

成 10%(V/V) 的 HRBC 悬液， 4.C 贮存备用。

2. !lilJ备黄先素标记的牛血清白蛋白 (BSA)[9]

木实验用异硫氨酸荧光素 (FITC-Fluorescein

isothiocyanate，上海第二军医大学朝晖制药厂

出品〉标记牛血清白蛋白(上海市牛奶公司综合厂生

产，电泳纯)。先将 FITC 研磨成粉末， 在研磨中慢

慢消加 0.5M NaC03 缓冲液 (pH9.5)。最终浓度约

为 1 毫克/毫升。

用 rPBS 或生理盐水配制 2 %(20毫克/毫升)的

BSA 溶液，室温(20-25t)下搅拌(注意不要搅起市

体)，缓慢滴入上述 FITC 溶液，使 FITC 与 BSA

之比为 1:100，继续搅拌二小时。然后在 4t下在大

体积 5mM 磷酸缓冲浓(pH7 ， 2)中透析，每 1-2小时

换一次透析液， 3-4次后静置过夜，次日起每天换透

析液 2 次，至少连续透析 8 天。

用分光光度计分别测定波长2800λ(BSA的吸收

波长〉和 4900λ(FITC 的吸收波长)的光密度(O.D.)

值，按下列公式计算蛋白质的荧光标记度 (F /p)[10]: 

O.D.4900Ä 
F /P = 2.8 x O. D .2叫 -0.35安0.D. 4叫-
3. 制备襄载 FITC-BSA 的红细胞血影

红细胞血影有三种制备方法z 预先膨胀法[叫、

低渗透析法[山叫和快速裂溶法[14]。我们参考了

Mekada 等 [15] 、 Furusawa 等[16]和Loyter 等[13]的方

法，把 0.4 毫升 10%(V/V)HRBC 和1. 6毫升FITC

-BSA 装入透析袋内，在室温下对 480 毫升稀释了六

倍的 rPBS 透析30 分钟，然后对 500 毫升 PBS(NaCl

137 mM , KC12.7mM , KH2P041. 5mM , Na2HP04 

8.1mM) 透析 30 分钟，用 PBS 或BSS飞NaCl140

mM, KC15.4mM, Na2HP04 0.34 mM , KH2P04 

O.44mM, CaC12 1mM, Tris-HCI10mM pH7.6) 

离心洗涤，2000rpm5分钟，弃去上j青液，重复进行四

次，即可得到装载了 FITC-BSA 的红细胞血菇。

4. 制备装载噬菌体的红细胞血影

0.4 毫升 10 % (V /V) HRBC 悬液加1. 6 毫升 λ

噬菌体 Charon 4A 悬液〈噬菌体悬液的浓度分别为

106/毫升， 107/毫升和 108/毫升)装入透析袋， 然后

按照制备装载 FITC-BSA 红细胞血影的方法，透析、

离心、洗涤，即得到装载了噬菌体的红细胞血影。

为了证明噬菌体确是装载在红细胞血影里面，不

是吸附在红细胞血影表面，我们设计了一个简单可靠

的噬菌体效价测定试验。把 0.4 毫升 HRBC 10% 

(V/V)的悬液和1. 6 毫升 Charon 4A 噬菌体悬液

<108/毫升)混合，室温下放置 60 分钟作为对照组〈吸

附试验组)。对照组和装载了噬菌体的红细胞血影试

验组分别用 PBS 2000 rpm 5 分钟离心洗涤 4 次，收

集第 4 次〈最后一次〉离心洗涤后的上清液。沉淀的红

*潘家瑾同志协助显微摄影，袁汉英、严维耀同

志协助制备和测定噬菌体效价，特此致谢。
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细胞血影和对照组的 HRBC 重新制成悬液， 计数后

都分别稀释到 o .7 x 10 8细胞/毫升，按1:0.05(细胞悬

液:氯仿〉的体积比加入氯仿，使细胞裂解，经吸管反复

吹打后 2600 rpm 离心 10 分钟，分别收集上清液。把

这种上清液和上面提到的第 4 次洗涤离心后的上清液

去感染大肠杆菌，统计出现的噬菌斑的数目飞

NZYDT 培养基的配方是 NZamine 10 克

{或用日本产的细菌培养用的蛋白陈代替)， NaC15 
克，酵母浸膏 5 克， DAP 12 毫克，胸腺曦庭 40 毫克，

琼脂1. 5 克，加水至 1000 毫升，pH 7.2 ，使用前加 1M

MgC12 10 毫升。

半固体培养基的配方成分同 NZYDT 培

养基，只是琼脂含量为 0.7% 。

结果

1.相差显微镜和荧光显微镜观察装.

FITC-BSA 的红细胞血影

固 1 人体正常红细胞的相差显徽照片

细胞具有强烈的折光性，周围有明亮的光环

固 2 .iE常人红细胞血影的捆差显徽照片
可见到两种细胞，一种是黑色的破碎红细胞，
具有很低的折光性和反差。另一种是黑灰

色的红细胞血影，具有低的折光性和高的
反差，红细胞血影的形状有多种，球形、
帽形和正常红细胞的双凹碟形

固 3 暴露 FITC-BSA 的人红细

胞血影的荧先显微照片

用相差显微镜观察红细胞血影时，可看到

三种类型的细胞.

一是正常的人体红细胞，在视野中折光性

强，细胞周缘有-圈明亮的光环〈图 1 );二是

破碎的人体红细胞，折光性弱，反差低，呈黑

色(图 2 );三是折光性弱，反差高，呈黑灰色

的红细胞血影(图 2 ).红细胞血影的形态变化

较多，有球状、帽状和象正常红细胞那样的双

凹碟状，并且都比正常红细胞稍大一点。当制

备红细胞血影所用的 HRBC 悬液浓度增高到

20→50%时，第一种类型的细胞在视野中所占

的比例也相应增加，但完整的红细胞血影的得

率始终保持 50% 以上.

用荧光显微镜观察时，只见到球状、帽状

和碟状的红细胞血影， 由于含有 FITC-BSA

而呈现细胞轮廓明显的强烈荧光〈图 3 )。在荧

光显微镜下未见到完整的或破碎的 HRBC 。

2. 红细胞血'酷的稳定性试验

为了测定制备好的红细胞血影的稳定性，

Xλ 噬菌体Charon 4 A效价的测定方法: NZY
DT 培养基倒底层平板， 37t烘 4 小时1 0.2 
毫升指示菌 (E.coli DPso SupF) 和适当稀释

的噬菌体样品。 .1 毫升在 37t 下吸附15分钟，
加入 3 毫升半固体培养基{均匀混合)，倒在底
层平板上， 37t 过夜，统计培养皿中出现的噬

菌斑的数目@
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我们tE ~;I] 得装载 FITC-BSA 红细胞血影时最

后二次( 4 (JO洗涤离心的 1清液收集起来，

测定其 0.D. 4900 Ä f丘，以此时溶液中的荧光素

含量作为对照数据。然后把离心沉淀的红细胞

血影主新悬浮，市1] 成 1%的悬液，分别装入 7

个玻璃指竹， 4 0C保存，在第1 、 2 、 3 、 6 、 7 、 9

天后取出二节，摇匀， 2600 rpm 离心 6 分钟，

测上洁液的 O.D. 4900 Ä ，此时土清液中荧光素

含量如有可l加，则是从红细胞血影中渗漏出

来，或是由于红细胞血影自然破裂而释放出来

的。取存放了 9 天的玻璃指竹，摇匀后内心，

去掉沉淀，加入等体积的 PBS或BSS+，电新

制成 1%的红细胞血影悬液，按 1:0.05(V /V) 
加入氯仿，用吸管反复吹打悬液使细胞破

碎， 2600 rpm 离心 5 分钟，测定上清液的

O. D. 4900Å ，这是从红细胞 rÜL影里释放出来的

FITC; 以此同对照组和其余各组的O. D. 4900"\ 

进行比较，结果列于表 1 。

表 1 红细胞血影 4'(;存放矢鼓同装载物渗出量之间的关系

一一\ 
\ 

处 理!对照组 I 4 .C 存放不同天数后的离心上清液 | 细胞
1<第4次离卜一一一一一一→二-一一 ---'-1-~ I J缸影

FITC芒一二-----_I心洗涤浓 )1 土豆J一一些 I 3 天[二三 I 7 夫 r 9~ 垣
O.D. 4900Å 仄川 0.039 I 0.057 I 0 阳 I 0 则口石问11叫百石

一点克牛二→二二 I 0.12 州2~ _L~.~1 _1τ~_J_~~~l~_豆止已-L\
末按)1(1 FITC 的 O. D .49001 标准曲线换算。

从 <<1 可见红细胞血影里的 FITC 含量是

最后一次向心洗涤上清液中的 30 多倍(B.90/

0.12)0 {J二存放的前 6 天里，上请液中的 FITC

含量呈线性增加: 第 7、 9 天时增加量减少，

渐趋稳定。到第 9 天时 FITC 泄出量约占装载

量的 17% 左右，说明制备好的红细胞血影在

4 0C下至少可存放 9 天左右。

3. 红细胞血影装载了噬菌体的验证

现将 A 噬菌体 Charon 4A 噬菌斑效价测

定试验的结果列于表 2 。对照组为吸附试验

组， 1 、 E 、 E 组分别为红细胞血影装载噬菌体

的试验组。

表 2 红细胞血影辑载 λ 噬菌体 charon 刊的试验*

二生日 ~分±F组 l 组 ~I丁工丁组 E 

昵Î~1，*，8:液浓度/毫升 I 1.6x108 I 1. 6x10 8 I 16 x 107 I 1. 6x106 

一肌吵吵 上止10一\→|1. 4 x 1川 1士坐_1_____1些二
沈阳的噬菌附价/时1- I 1. 7 X 103 I 06 X 103 I 1.7x10 2 I 0.6x10 2 

裂!吧随茵说效价/毫升 2.4咐 | 32 × 103 | 55 × 10z l 1之半

米!览 LÎ，j f本原液的浓度为每毫升1.6x10 8。

从表 2 可得出以下几点认识 2 装载到红细

胞血影旦的噬菌体的量，同加入的噬菌体的浓

度成正tt; 对照吸附试验中，最后一次离心洗

涤的上洁陆同 HRBC 裂解液中所含的噬菌体

的数量相差无几:在装载试验中，红细胞血影

裂解后释放出来的噬菌体数目，是最后二次离

心洗涤上清液中的三到五倍，这说明噬菌体是

包在红细胞血影里，没有或是很少吸附在红细

胞血影的表面。

讨论

1.红细胞血影是哥哥备方便的"微注射器"

本实验表明红细胞血影制备方便，且可用

简易的方法证明红细胞血影确是装载了实验所
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要求的物质。此外，还可用相差显微镜和荧光

显微镜直接观察红细胞血影的外形，及其同正

常人件:江细胞的区别。表 1 和表 2 所列数据清

楚地证明 FITC-BSA 是装载在红细胞血影

里，而不是吸附在其表面。因为红细胞血影裂

解后，离心后得到的上清液中 FITC 的含量比

裂解前增加了 30 倍，如果 FITC-BSA是吸附

在红细胞血影表面，则在红细胞血影裂解后将

随细胞碎片一起沉淀，上清液中的荧光素含量

就不可能有如此明显的上升.同样道理也证明

了噬菌体是装载在红细胞血影里，因为吸附试

验的结果证明 HRBC 裂解前后，上清液中噬

菌体的数量没有明显变动z 而当红细胞血影裂

解后，上清液中的噬菌体数目明显增多，表明

噬菌体确已装入红细胞血影，表 2 数据证明确

是这种情况。尽管由于离心洗涤时残留的洗涤

液的体积很难做到各组都完全相同，以致试验

组之间的噬菌斑效价有一定差异，但同一组的

洗涤液同红细胞血影裂解液的噬菌斑效价相比

较时，是很能说明问题的.

2. 红细胞血影装载生物大分子的效率

在我们的实验中，红细胞血影装载的牛血

洁白蛋白的分子量为前，000 ， λ 噬菌体Charon

4A 的头部直径为 500Å和尾部长约 1500Åo

红细胞血影装载 BSA 的效率较高。将表 1 红

细胞血影裂解液中 FITC 的量(WF1TC )除以

FITC 的分子虽(MWli'ITC = 389)即算出 FITC

的克分子数，再乘以阿佛加德罗常数(6.023 x 

102勺， 即为裂解液中 FITC 分子的数目.根

据 F/P 值知道一个 BSA 分子为 8 个 FITC 分

子所标记:我们在古IJ备红细胞血影时用的

HRBC 的浓度是 3.5 x 107/毫升，因此可按下

列公式算出每个红细胞血影大约装载了 5.8X

107 个 BSA 分子 2

WF1TCX 阿佛加德罗常数

MWFITO >号 xHRBC数目
3.9 X 10-6 x 6.023 X 1028 

389 x 3 x3.5x 107 

;:5.8x107 个 BSA 分子/细胞

Wasserman 等报道，待装载的 BS i\浓度在

2-4 毫克/毫升时，每个红细胞血缸里可装载

106 个 BSA 分子[18) ;这低于我们的实验结果。

A 噬菌体 Charon 4A 的装载效率很低。

表 2 指出，噬菌体原液的浓度为1.6 xl08/毫

升，红细胞血影裂解后释放出来的眼陆体量约

为 3 x108/毫升，由此算出的装载效率约为

2 X 10- 5 0 影响噬菌体装载效率的因素较

多[叫，但主要原因也许是 HRBC 在溶血过程

中形成的孔隙较小，这样就减少了l应商体进入

红细胞血影的机率[12) 。

3. 红细胞血影的稳定性

红细胞血影制成后的稳定性同红细胞血影

转移有关物质的效率有关，如制成后严重渗漏

或很易破裂，红细胞血影就不能有效地把所包

含的物质"注入"受体细胞。从表 1 数据来

看，本实验制成的红细胞血影是稳定的，在

4 "C下存放 9 天，释放出的 FITC 约占装入

量的17%。同时，第 1 天到第 6 天问蒋放出的

FITC 较多，绝对量为每毫升 10 微克到 15 微

克，第 7 天起减少到 6 微克，这表明 FITC 的

释出不象是红细胞血影破裂的结果，否则随着

存放时间的延长，红细胞血影破裂的数目会相

应增多， FITC 的释出量也应增多;可是，实际

上是存放一段时间后 FITC 释出量渐趋减少。

因此，这表明可能是红细胞血:影渗漏所造成，

尤其是我们制备的 FITC-BSA 的 F /P =3 , 

可能有一些非特异标记的 FITC 分子随着时间

的推移而游离出来，通过红细胞血影的双层膜

进入周围的介质。
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人参细胞悬浮培养的研究1

1 悬浮培养细胞的形态结构和繁殖

丁揉祖柏k华吴逸樊小平

〈山西省生物研究所〉

人参是一种珍贵的药材，为人所知至少有

四千年的历史。对人参的研究，由来已久[3] 。

然而研究人参的组织培养只是近十几年的事。

罗士韦(964)[町、朱蔚华等(1978)[4]先后诱导

出了人参的愈伤组织并进行了继代培养，德国

(1972)、日本(1973) 已有用组织培养法生产与

天然人参相同成分的皂前和戒元的专利[町，丁

家宜等(1979)[1]报道了人参细胞的液体培养及

粗皂武含量。但是，在悬浮培养条件下人参细

胞的形态结梅和繁殖方式的研究还未见报道。

本文是研究人参悬浮培养细胞的形态结构和繁

殖方式的初步结果。

材料和方法

供试人参(Panax ginseng C. A.Mey.)由山西降

县南繁药材场、吉林特产所、抚松第一参场供给。悬浮

固 1 人参愈伤组织细胞形态

培养细胞来源于人参鲜根诱导的愈伤组织，参龄为二

年和五年。愈伤组织经六次继代培养，已分化出板，

根上又长愈伤组织(图 1 )。将这样的愈伤组织按一种于

液体培养基 V-MS刊， 7-V 培养基[11]的大量元素，

MS 培养基[9]的微量部份，附加 2 ， 4-D， 1毫克/升)。

用 150 毫升三角瓶装 30 毫升培养基，在每分钟 25 转

的转床上进行悬浮培养。 30-40天换一次新鲜培养液

*本文承王伏雄、段续川教授审阅，并提出宝贵意
见。扫描电镜制片、照相由山西电镜中心范建、

孔繁荣，白春生、高小丁协助，特此致谢。
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