
134 细 胞 生 物学杂志 1984 年

毫升 ，

(3) 将)]豆腔液滴在如{冷的载政片上， 每片 1-2

淌 ，立即涂片，并迅速放入冰箱(4 'C) ，细胞自行铺展p

(4) 30 分钟后 ， 将破[)寺转入 10% 中性福 尔 马林

(冰箱 4 'C) ， 固定 30 分钟 z

(5) 自来水漂洗 5 分钟 ， 晾干(或甩干 ) 1 

(6) 转入酸性磷酸酶作用液中， 37 'C处理 30 分钟 z

(7) 自 米水原ð'ê片刻，

, (ω8) 2%硫化钱处理 3- 5 分辛

(9) 自来水i冲中洗，甩干 '

( 10) 用 1:30 的饱姆萨液染色 1 5 分钟 z

( 11 )自 来水冲去染液，甩干 ， 滴上磷酸盐缓冲液

( pH 6 ， 8)临时水封片， 镜检观察。

(12) 对照片的制作= 将腹腔液涂片放入 50'C温

箱处理 30 分钟，中性福尔马林固定 30 分钟 ， 其余步

骤同( 5 )一 (11 ) 。

结果观 察

镜检可见，巨噬细胞的细胞核染成紫红色 ，

而细胞质中则有许多大小不等的棕黑色或黑色

的颗粒和斑块。在部分细胞之中， 由于酸性磷

酸晦极丰富 ， 故整个细胞质甚至整个细胞皆被

黑色反应沉淀物所掩盖。淋巴细胞的细胞质中

也有少许黑色沉淀物。 而中性粒细胞则呈现阴

性反应[付 。

注意事 项

(1) 限性磷酸雨作用液的自己 ;ljij 是本实验成

败的基础。硝酸铅和甘油磷酸纳混合时易产生

絮状悬浮物，使作用液有效浓度下降， 减弱酶

的反应。配制时应注意z 一要严格控 制 pH 值

4 .6 ， 二要分别稀释后缓慢混合 ，混匀后方可调

PH 值至 5.0J

(2) 小鼠腹腔注射，不必要求严格消毒，

但注射生理盐水和抽液的进针部位应一致， 否

则腹腔液难以抽出，

(3) 涂片置冰箱内 ，应垂直插入玻片架上 ，

以利细胞铺展F

(4) 当室温低于 20 CC 时， 可不用冰箱，步

骤。)、 ( 4 ) 均在室温下进行也能取得较满意的

效果 p

(5) 福尔马林固定后，水漂洗务必彻底，

同时玻j十七水应该尽量甩干 ， 否则反应将不明

显F

( 6 ) 航化接处理后 ， 水占[i i7t干净，也必须

将玻片上水甩干，否则将造成姬姆萨染色偏蓝 ，

影响观察效果。
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实验室细胞微载体培养装置的设计与初步应用 ψ

毕沂

(中国科学院新疆化学研究所〉

毕刚

(苏州医疗用品厂 〉

van Wezel [l ] 196 7 年首先提出了细胞微载

体培养技术，它兼有单层细胞培养和悬浮细胞

培养双重特点， 这种方法使细胞贴1衍生长于借

轻度搅拌悬浮在培养液中的微载体珠粒表面，

既不改变细胞附着表面生长成单层的特性，又

可以全面控制各项培养条件， 特别是培养表面

' 感谢卫生部药品生物制品检定所具绍 j亢同志指

。
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积与容积之比为传统使用转瓶培养的 50-100

倍 ， 并可采用大罐密闭培养大大降低了单层培

养的污染损失。微载体培养还可应用于各种原

代细胞 、 二倍体细胞和传代细胞系的培养， 对

于大规模生产细胞、 病毒和i细胞产物(例如 z 干

扰素、单克隆抗体 、 病毒疫苗、酶和激素等)

是一种十分有前途的新技术。

实验室细胞微载体培养的研究一般采用

Bellco Glass Inc. 或 Wheaton Scientific 传统的

电磁搅拌培育瓶[2 J ， Pirbright 英国动 物病 毒

研究所 H.M.Smith 等[ 3 J 设计的实验室细胞悬

浮培养装置 ， Tcchne(Combrige) Ltd. 的球形杆

搅拌培育瓶[且]以及改良的犁形推进器搅拌 培

育瓶[ 2J 。 国内工作者分别 自行制作了实验室微

载体培养装置应用于研究中 [← 6 J。我们参考国

内外情况自行设计制作了一种简易的细胞微载

体培养装置，并成功地进行了原代细胞和传代

细胞的微软体培养， 应用于病毒研究中。

一、微载体培养装置的设计和制作

培养装置由电动磁力搅拌器、恒温水陆和

球形杆搅拌培育并且三部分组成， 实物和工作原

理在图 1 、 2 中表示。

图 1 自制实验室细胞微戴体培养装置

1. 电动磁力搅拌器采用直流步进电机，

通过皮带传动带动三细磁铁转动，以直流稳压

电源稳压， 调节电机输入脉冲使转速在 0 一72
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图 2 实验室细胞微载体培养装置工作原理固

1. 水浴搅拌电机1 2 . 培育'瓶; 3 . 温度计 ; 4 . 7}( 
浴 1 5. 磁铁 1 6. 步进 r，1i. ~n ; 7. 电动磁力 1 8. 速热
器， 9. 水银接触温度计 ， 10 ， 磁铁搅拌速度控制部
分 ， 11. 温度控制部分。

1 

2 

100ml瓶

图 3 球形将搅拌培育报

1 ， 橡皮塞 1 2 ， 硅橡胶告 ，
3 . I1(形搅拌半L 4 ， 磁铁。

转/分任意调节。

2. 恒温水浴是一个 18x38x13 c时 的有

机玻璃水槽，以两个市售 300 瓦速热器串联加

热，以水银接触温度计于日电子继电器 .E~ 1M 恒

温，以电动搅拌器保持水浴温度的均匀。

3. 球形杆搅拌培育瓶为自行设计制作的，

有 500 毫开和 100 毫升两种容积，均以硬质玻

璃吹制而成， 并经二氯二甲基硅炕处理，如图

3 所示。 100 毫升瓶直径 4 .5 厘米、 高 8 匾
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米，上开三口，中间 口安装球形搅 拌杆。 500

毫升瓶直径 7 厘米 、 高 1 6 厘米，上开五个口，

中间口安装球形搅拌杆，周围四个口需要时可

以安装取样器 、空气-C02 混合气体进出口等。

球形搅拌杆下部为一空心玻璃球，内装磁铁，

上部用橡皮塞固定在培育瓶中间口上， 中间以

硅橡胶管联接。当电磁搅拌器上磁铁转动

时， 由于磁力作用带动球形搅拌杆以一定角度

围绕培育瓶垂直中心线搅动，搅动营养液使微

软体悬浮起来。

二、微载体培养装置的应用

我们使用 自制实验室微载体培养装置成功

地培养了鸡胚原代细胞，用以繁殖新城鸡瘟病

毒， 以及培养 BHK2 1 细胞 ， 用以繁殖 口蹄 疫

病毒。在使用 500 毫升培育瓶时，装液 量 200

毫升， 微载体 Cytodex 1 2 毫克/毫升，搅拌

转速 35-45 转/分， 接种原代鸡胚细胞 40 万/

毫升，细胞均能在微~&体上很好地贴附，贴球率

接近 100 % ， 3 - 4 天基本民成愈合单层， 满

球率为 84. 1 % ( 图 4 见封四 )，细 胞产量为

4.6 6 X 10 ß /毫升。接和1 1新城鸡瘟病毒 后 48 小

时收获，病毒滴皮> 7 . 5 TCID5o /毫升。 使用

100 毫刑 瓶 ， 装液Q 40 毫升，搅拌转 速 50-

55 转/分 ， 也得 到了同样的结果。

在细胞做就体培养中搅拌是一个重 要因

素。必须使培高 瓶中微软体成均匀 的 混 浊 悬

液 ， 任何部分没有沉积物，同时，搅拌也要尽

可能的温和，防止因为搅拌产生的剪力 (shear

force )使细胞从微载体上剥离。要防止转速恒

…
识
…

…
知

…

…
础
…

…
基
…

定后的突跳现象。 我们设计制作的电磁搅拌器

在外界电压波动的情况下仍能维持恒 定的转

速，采用球状杆搅拌器比通常的浆式搅拌器能

够在较低的转速下使所有的微载体 呈悬 浮状

态 ， 不产生沉积物。同时具有结构简单 、 容易

制作的优点。采用水浴恒温， 温度控 制精确

(士 0.2 "C)，不需要放置在恒温室里，同时， 电

磁搅拌器产热和震动也不影响培育瓶中的微载

体。总之，这台实验室微载体培养装置具有体

和、小，结构简单、使用方便、 性能可靠的 优

点。

在培育瓶中营养液中 pH 变 化，在通常

500 毫升以下时可以通过营养液中所加指示 剂

盼红的颜色变化直接观察， 并通过更换营养液

来控制 pH。我们也是采用上述方法来观察和

调节 pH 的。如能采用通入一定比例的空气一

COl混合气体来维持 pH，则能收到更好的效果。

参考文献

[ 1 ] van Wezel A. L., 1973 . Tissue Culture 
Methods and Applica tions ed by paul F . 
Kruce , Academic Press p. 372-377. 

[ 2 ] Pharmacia Fine Chemicals , 1981.'Microcar­
riers Cell Culture: principles & methods p. 
35-37. 

[ 3 ] H. M. Smi th et al. ,1966. Laboratory Pr日c­

ticeÃ15: 864-866. 
[ 4 ] 张兴义等 ， 197 8 0 生物制品通讯 7(5) :2 14-

216 0 

[ 5 ] 施坚等 ， 19 82 0 病毒学集刊 ， 1 : 143-148 。

[ 6 ] 朱德、厚等 ， 1982 。 细胞生物学杂志 ， 4( 2): 
32一36 。

细胞定量吸收光度方法及误差分析

胡匡枯

(中国科学院生物物理所，北京 〉

细胞定量吸收光度方法对于生物学 、 医学

和农学的研究有着 十分重要的意义。 该方法能

对生物样品进行化学成份的超微量分析(小于

10- 1 5 克 〉和光谱分析， 特别对微区〈直径小 子

0.1μm)样品的分析， 更显示其优越性。

当用统计方法研究一群细胞、 组织或生物
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