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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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28 细胞生物学杂志 1981 年

继代培养，连续培养 130 天。温度 23-28 'C。活体观

察、 i己数。扫描l 电镜标本制备，用戌二蓝、饿酸双固

定，缓11['液二甲肺酸讷冲洗，丙嗣脱水，国产临界点

干噪器干噪，镀金，扫描电镜观察。

结果与讨论

一、人参愚浑培鼻细胞的形态和结掏

将转接 10 天左右的新生愈伤组织接种于

液体培养基，培养 2-5 天，单细胞和部份小

细胞团从结构松散的愈伤组织上脱落下来。用

此法获得的单细胞作为悬浮培养的材料.每隔

5-7天取样观察。在培养的第一个月，悬浮培

养的人参细胞形状和大小是不一致的(图 2-

4). 有圆形(直径 4-10 毫微米〉、葫芦形(26-

28x 7 -22 毫微米)、 长形(3 -16 x 12 -100 

毫微米、最长的可达 700 毫微米〉、履形(53-

68x 9-11 毫微米〉、肾形(8 -15 毫微米〉

等.之后，随着悬浮培养时间的增长，细胞的

形态和大小逐渐一致。当第二次转换液体培养

基继代培养时，生活状态的人参细胞以肾形、

圆形、近圆形细胞占多数。第三次转换培养

基，人参细胞以圆形、近圆形为主，偶有比一

般细胞大许多倍的巨形细胞存在(图 5)。连续

培养的时间越长，细胞彼此集聚在一起的程度

固 2-4 人参培弊细胞形态

图 2 x 1000 图 3 x 490 图 4 x 480 

图 5 人参培养细胞形态
巨形细胞和普通细胞在-起 x 300 

越高，由单细胞逐渐形成小细胞团。进而形成愈

伤组织块悬浮于液体培养基。悬浮培养细胞的

形态特点，在别的植物中巳有描述， Steward 

等[ID] 报道过胡萝卡悬浮培养巾有圆形细

胞，巨形细胞以及很长的管状细胞。马铃薯和

花生叶组织悬浮培养细胞也有类似的形态。而

人参悬浮培养细胞即为圆形和近圆形。我们在

悬浮培养的第一个月所观察到的人参细胞形态

的不一致性，可能与选用的愈伤组织有关。连

续培养结果证实，人参细胞形态比较一致。与

丁家宜等川观察结果相似。

关于悬浮培养细胞的结构特征，在光学显

微镜下观察，悬浮培养的人参细胞结构与烟

草川、单冠毛菊、颠茄等类似[7]。在旺盛分裂

的人参悬浮细胞中，细胞核通常离开细胞壁，

有的核处于近细胞中心的部位。围着核的细胞

质由不定数目的细胞质丝和周缘细胞质相连

(图 6) .细胞质丝中的细胞质是流动的，细胞

质流动是由于在细胞质丝中有许多颗粒状物质

固 6 人参培养细胞形态

已分裂的两个细胞，可见核、细

胞质丝、液泡。 x 840 
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沿着汽方向作"布朗"式的运动而显示出来。

立位观察泣休培养某中人参细胞的生长情况证

实，细胞校也在缓慢地移动着。

二、人参悬浮培养细胞的繁殖

观察二~jF生和五年生人参拟的悬浮培养细

胞的分裂的况表明，人参细胞的繁殖方式不受

参龄的:应响。无论二年还是五年的人参悬浮培

养细胞，它们的繁植方式是一致的: (1)一般

的分裂繁魁。由一个细胞分裂成两个独立的个

体(因 6 、 7) ，且li:连续分裂几次，使细胞成串

(图 8 ) 0 (盯在细胞表面产生小突起或头状物，

图 7 人参培养细胞形态

一寸、IBI胞分裂成两个细胞。 x 1100 

图 8 人参培养细胞形态

j主分裂成三个 (E -起的细胞。 x 900 

一部份细胞氏平11二个核进入到此突起中，突起

逐渐扩大，与母细胞连接处产生新壁，最后基

部与性细胞分汗，形成新细胞。这-过程类似

酵母-样的"出芽"繁殖(图 9 ←11)。人参悬

浮挡养~IH jJ包 (I(j分裂方式与 Steward 等报道的

在胡萝卜 1t生的细胞培养中观察到的情况相

类似。人冬细胞分裂方式的第)种，近似正常

的有丝分裂， ι;过初j培养的45天内，绝大多数

细胞分裂)iJ~ J.' j占 'Jill:'I。此外，在这一时期，

固守" 人参培养细胞类似"出芽"
繁殖的几个不同时期

图 9 出现突起。 x 530 
图 10 一个核和部份细胞质进入夹起中。 x 720 
图 11 形成两个细胞。 x 700 

类似酵母一样的"出芽"现象，也是容易观察

到的。据统计，二年生人参细胞 1128 个，有

99个细胞有此现象，占 8.8%; 五年生人参细

细 711 个有 75 个细胞有此现象，占 10.5% 。但

是，随着连续培养时间的加长，这种"出芽"现象

越来越少。是否为正常现象，有待进→步研究。

关于悬浮培养细胞在分裂过程中细胞质的

流动情况， Bergmann 的观察和 Joncs 等的观

察结果不一致。 Bergmann 认为，在细胞分裂

中伴随着核运动，整个细胞有活跃的细胞质流

动， Rob巳 rts 和 Northcote(1970)对分裂的假

挪威械细胞进行观察，得出的结果和 Jones 等

(1960)所述相反，认为在细胞分裂时没有细胞

质流动完全停止的时期刊]。我们在光学显微镜

下用活{木材料观察人参悬浮培养细胞分裂时，

看到了伴随苟核的豆功，整个细胞有很凶跃的
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细胞质流动， 没在细胞质流动完全停止的时 95. 

期。此外，通过l刮起等手段处理悬浮的人失去田 [2]中国科学院上海植物生理所引ìJ 11包车: ', :'J ì手，
=.f --:r .f-.x j '-L .!-.',1:-8 , t-r bI :J /'VY ~~j 19 7 8 ，植物组织和细胞培养， b与科学技术

胞，在扫描电镜下观察。我们吾到了，当→个 出版社， 108-128. 

细胞巳分成两个细胞，而且分裂的两细胞彼此 [:l J N.N.布列贺曼者，黄以聘、徐淑云 iJ;U95Ð ，

之间已有)段距离时，两细胞之间的连接还清 人参，人民卫生出版社.
[.!J 朱蔚华等， 1978，中卒药通讯， (4):39一

楚可见(罔12)。这一结果同样说明两细胞之间 42. 

有很活跃的物质联系。[ 5 J 罗士韦等， 1964，植物生理学通讯， (2): 

圈 12 人参培养细胞形态

细胞间的联系。 x 1300 
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原代心肌细胞培养连续搏动 106 天的现黎

(功能、形态及药物反应)

李迄边高凤祥张全妹

李映欧 5长京 刘主主勋唐日品

(叶1医研究院西苑医院基础研究室药理组)

心肌~IH月包培养是从细胞及分子水平进行心

肌形态、功能、病凯和药理研究的有用工具，近

年同外进展较快。本实验室自 1978 年初建立培

养方法后，曾对附子 I 号(1的ÚÊ去甲乌药险)( 1) 

及秃毛冬青 I 号 (3 ， 4一二主主基苯乙嗣)(2) 的

作用进行了研究。最近又对长期体外培养维持

持功达10ß天的心肌细胞的功能、形态及其对药

物的反应性等方面，进行了研究，现报告如下。

材料及方法

心叽♂idJ!包啊仆['i养，乎见讪文[1叫， 即取基~

/j I ' :1 j~ i'lJ W isfar 科大白日，在7[;菌条件下取心

主肌剪成碎块，经 0.06% )快最白酶泊比分 ii~ 1文户(1 个心

肌细胞，制成细胞悬液，接种于玻璃培养j坷， (1工~~ 20 ~~ 

小牛血清的 199 培养基ri~ 3 7l::培养， EAA 日换 jj;

一次，一周后改用 Eagl巳培养基。

每日在倒置显微镜下观察细胞形态，归功 fý! -'丰1 、

节律及强!主tJ 并以本实验室址:民的光 ill监iúl lj 日二支仪

描记细胞的挎动图。本装置是参照国外资料[3]，利用

心肌细胞搏动时对光适量的影响，转变为 I LL;j:~ 主侣，

进行记录。包括(1)显微镜， (2)光电转J矢， (3);山大，

(4)滤波， (5)监测与记录等部分。心 IJJl ;IU!也 ú:_f&做键

下每次持动都会引起光路中光通;目的变化，这种变化

被安置在 FH竞卡的光敏元f!一 ()'(;itLitIJ ) (川!力，

光讯号转 fv~)或电讯号，组成大部(川 i;'~ ,;'} (j\J I 且
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讯号放大，再经双道滤波器(4)滤除干扰信号，最后

显示在示波器L 同时在记录器上进行描记。由各种

因素引起的变化，如给药、剌激、损伤等，使心肌细

胞搏动的频率、节律及强弱发生改变，均可反映在搏

动图上，并可进行定性及定量测定及互相比较。

在培养不同时期，在倒置显微镜下拍摄照片及电

影。

为了观绕不同培养时期心肌细胞对药物的反应

性，在培养的不同时期分别给予异丙肾上腺素〈北京

制药厂，批弓.7610122 ， 1 毫克/毫升)50 微升F 心得

安〈北京制药厂，批号 770529 ， 1 毫克/毫升) ; 野菊

花提取物(Clz，本实验室制备， 80毫克/毫升， pH6-

7，不含饵及铝离子) 50 微升， 以观察心肌细胞对药

物的反应性，每次给药后观察 15 分钟。

结果与讨论

一、搏瑜的观察

心肌细胞培养后←24小时开始贴壁生长，

并互相接触，逐渐形成单层细胞或细胞簇。本

实验用 20 只孔鼠，培养 15 瓶心肌细胞，其中

A瓶长期培养达 106 天，该瓶在培养第 8 天出

现搏动，由心肌细胞簇逐渐向外围生长发展，

形成范围较大的单层细胞，直径约 1 毫米，以

后达 2 宅米，肉眼可见。单个心肌细胞可有速

率不同的自去性搏动，但当细胞间互相接触形

成单层细胞后，立即变为同步搏动.一周后搏

动更为规则有力，频率增加。培养 1""""4 周，

心肌细胞t牵动频率经常为 160-170 次/分，个

别时候 9-187 次/分。培养第 5-8 周，则经常

为 100 次/分左右，个别时候 13-136 次/分.

培养第 9 ~15 周，搏动频率不稳定，且降至

40 次/分左右(2--60 次/分)，偶有节律失常或

停持。说明随着培养时间的延长，特别是至 9

周以后，心肌细胞老化，功能逐渐失常，搏动

的颇丰、节律及强度均有明显改变，但直至培

养 106 天仍有白发性搏动o Kasten 曾指出 [4]

培养的乳鼠心肌细胞搏动频率范围为 15-130

次/分，形成细胞簇后为 50-100 次/分，与本

实验室i见到 f./j :~t飞基本相衍"Harary 等报告手L鼠

心肌fll!的培养 μJ维持搏功仙天1 5 ， 6 J ; Kas l:en 

报告的原代心肌细胞的老化实验，细胞单层最

长存活 100 天，但该作者指出搏动早已停止，

未能达到 100 天〈未说明具体停搏日期〉。本实

验维持原代培养单层心肌细胞搏动至培养后

106 天， 仍未停搏。搏动是心肌细胞功能的重

要指标，只要培养条件适宜，例如定期更换培

养基以保证营养:严格控制培养基的酸碱度、

离子浓度及各种化学成分z 避免强烈震动和机

械剌激，以及温度恒定等，就可以较长期的维

持心肌细胞搏动。

二、形态观察

心肌细胞培养 2-3 天后， 由单个细胞逐

渐形成细胞单层，直径可达 1-2 毫米， 贴壁

牢固，至培养第 17 天，细胞簇周围有部分脱

落，使细胞簇由椭圆形变成梭形，其搏动也由

周缘向心搏动变为从两端向中心方向收缩，颇

似肌纤维束的收缩。培养24天，心肌细胞浆开

始出现空j包及颗粒，以后空泡逐渐增多加大，

有的互相融合，使细胞簇呈不规则形状，持动

时快时慢，不够稳定，偶有停搏。有人认

为VT}，这反映了心肌细胞中线粒体、 j在酶体

及内质网等结构及功能逐渐发生改变，使搏功

功能及形态也发生了相应的变化。至培养38天

后，培养瓶中仅有一个细胞簇继续搏动，其他

逐渐脱落。在培养 106 天时曾在显微镜下拍摄

电影，记录了该细胞簇的持:动情况。

三、药物反应

为了观察老化的心肌细胞对药物反应是否

敏感，在培养第 104 及 106 天作了药物实

验，第 1 个实验(重复 4 次).给药前平均i在动

频率为 26.5 次/分，加入异丙肾上腺素后155于

钟，平均搏动频率增至"次/分，再加入野菊

花提取物后 15 分钟，下降至 2.3 次/分。第 2 个

实验(重复 2 次).给药前平均持动频率为53.5

次/分，加入异丙肾上腺素后 15 分钟增至 69

次/分，再加入心得安后 15 分钟，下降至 26

次/分。表明原代长期培养的心肌细胞对不同

药物的相互影响，仍然反应灵敏，说!l;li~ ;f1F细

胞虽然在功能及形态上有某些老化的点砚，但
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仍然存在着各种受体，对。-肾上腺素能激动

剂和拮抗剂，以及中平药提取物均有反应。另

外也表明体外培养的心肌细胞是一种可以应用

于生理、病理及药理研究的较好的实验细胞模

型，值得进-步推广。

结语

本文报告体外原代培养 Wistar 种手L鼠心

肌单层细胞，在适宜条件下可长期维持搏动达

106 天。 长期培养的心肌细胞在功能及形态上

有某些老化的表明，但仍保存对日-~体激动

剂、拮抗剂及中草药提取物的反应性，并能反

映出不同药物的相互影响，说明体外培养的心

肌细胞是-种较好的实验材料，可广泛用于细

胞或分子水平的生理学、病理学、药理学及生

物学研究。
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快速制备小跟外周血细胞染色体x

杨丽君王天宁 向毓JI顶用素华

(南京医学院)

在实验研究中，选择和建立适当的功物模

型是-项很重要的工作。我们在急性辐射损伤

的有关实验中，从细胞染色体观察的需要出

发，常选用小白鼠。由于应用外周血细胞体外

培养一般费时较长(需 3-5 天) [1. 2] ，加上培

养条件要求较高，因此带有一定局限性。同

时，由于人为培养条件常引起一些不应有的染

色体变化，如间隙、断裂和其他结构异常等;或

由于培养过程中细胞死亡，有1随后生长过程中

自然修复，而使某些染色体畸变丢失，会影响

一些研究的真实性。我们参考部分资料[1.2 ， 3] , 

并结合实验室中具体条件，在操作上作了→些

改进，仅需 7一-8 小时，即可从小鼠外周血细胞

中 ;IJIJ备细胞染色体:并同时制取骨髓细胞染色

体以作平行比较。本文着重介绍快速制!备小鼠

外周血细胞染色体方法以及讨论与分析实验中

观察到的有关问题。

材料与方法

一、实验小鼠的选挥

从南京生物制品厂引入的繁殖鼠，休王为17.5 克

至 25克。挑选毛色光泽，表现灵活，体表健底，无肿

瘤结节的正常小鼠( ~ 10只，♀ 18 只)。

二、绿色体制备方法

每只小白鼠按每克体重腹腔注射 5 敝克/:tl t'秋水

仙素(配制浓度为0.6毫克/毫升)。在注射秋水仙宗 5

小时后，行眼球摘除术，从眼窝内吸取 0.5 宅升全血

(加肝素抗凝)。然后加入经 37'C 预蝇的 O.05-0.06M

KCl 溶液至 8 毫升。混合后， 置子 37'C 水浴rl~ 低渗

处理20分钟左右，即可加入 1 毫升新鲜配制的甲醇冰

醋酸固定液，待充分 j昆匀后低速离心(转速对 700-

800rpm) 5 分钟，弃去上清液，留沉淀约0.5宅升。此时

滴加 3:1 的甲醇冰醋酸固定液4.5毫升，固立30 分钟。

*文中照片尽本院摄影宗朱玉在同 "tq白;ljIJ ，在此
表示感剧。
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