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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
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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。
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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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体的旦n'~ ~1j: iiE H斗 ， 一般采用三个基本形式 1

(1) 确定被拉)IJ ;f:'f品中 某种化学物质防小变

化髦的平均值。

( 2 ) 研究被测样品各参数的曲线相分布特

"
μ
 (3) 分析被 iNU生物体的同异性，并区分和

辨别两群生物体。

随着新技术的出现，显微吸收光度术这个

实验技术也在不断地发展，并更趋于完善。只有

正确运用和掌握各种测量方法，并善于克服各

类误差， 才有可能获得正确的测量结果。

基本原理

细胞吸收光度方法是将窄带单色光，聚焦

成微束光， 并以不同波长的光波透射样品。通

过被双1]物质的特异性光谱吸收的峰值位置和吸

收值，来()4定被 int物质的含 量。依据 Beer­

Lambert 定律，比较光波通过被测物质前后 光

强来推算透射率 :

T jf:::L GA 川d
一二一

- j;:II Ghdλ 
其 中: 11.一入射光班 J EÀ-消光 J GÀ→检

测相对灵敏度 J Ix'l 0 - EA一出射光强J ^a 至 九

一光谱宽度

平行的单色光透射均匀吸收层时，其消光

值是透射率倒数的对数

E = lg;=Ech 

其中: e 一克分子吸收系数 J C一浓度z

h 一吸收层厚度

以上公式要求被测物质均匀分布，光源为

平行单色光，而且样品的浓度不能很高或很

低，因此在仪器结梅和测量方法上要着重考虑

克服和减小测量误差。

到量方法

在测量过程中， 被测生物样品内常常是不

均匀的， 所引起的误差riJ用扫描积分方法，双

波长方法和~i皮 七三两区 Jji~ 等方法来克服。下而

阐述几种在木测量方法 :

一、单波长方法

当被视lJ物质分布比较均匀或吸收光密度值

小于 o .1oD 时， 可认为样品是均匀的， 用 单波

长方法比其它方法测量效果更好-些[1]。通过

测量1月光值 ， 可计算出作品的浓度 C 和物质的
A、 E主竹、
凸呈主 Hl:

c =}_ .~ = 一 -e h 

1 V.E S.E 
m=V.C= 一- • == 

e h e 

式中: V一样二品体积 J S 一样品TfJÏ积 。 在

相对含量训景中 ， e 为常数， 相对含量为 z

M=S. E 

单波长方法简便，但在样品浓度较大、分

布不均匀时，将产生显著误差。

二、~波长方法 [ 2]

双波民方法有效地改善了 l'fl ì皮长技术，较

大程度上减小了物质分布不均匀所产 生的误

差。 该方法是建立在概二年性分析的基础上， 并

运用被削样品的 !可有光谱特性，从而获得被测

物质的总质量 z

ffi= 亘一一一 . [ 1 - T(λ2 ) J .R 
ε(λ2).ln10 

计算常量 z

R=1.ln1 
2-Q Q-1 

其中:

Q 一 1二T(^1)
1-T(^2) 

在相对测量中 e (儿〉为常量， 因此相对含

量 z

M o~ S . [l-T(λ2 ) J . R 

上式亦可用透射率表示 z

hf- [1-T(λ2 )J 2 .S 1~ 1-T(λ2) 
- 一一一…一一一 -.- I h': …一一一一一一

1 一 2T(λ2 ) + T(λ 1 ) 口 T(λ2 ) - T(λ1 ) 

其中: T(λ1 )一吸收光谱峰处的透射率F

T(儿)一吸收峰值一半处的透射率(见图 1 )。

双{皮长方法的计算和操作较麻烦，这方面
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E 

围 1 吸收光谱示意图

已有不少研究者设法解决这一弱点， 包括利用

简化计算表和运用计算机直接读出结果。然

而，由于物质的特异性吸收光谱受着染色量和

非样品讯号的干扰而变化着， 因此 在确定 λl

和儿时， 会引起测量误差。如常用的 Feulgen

染色 的儿 在 565→58 0 nm'^2 在 505一510 nm 

范围内变化。

图 2 一波长两区域方法原理图

三、-波长两区域方法[3 J 

继双波长之后， 建立起一波长两区域方

法。图 2 所示的两区域面积 SI<S2 ' 分别包括

有被测物质的吸收区和没有被测物质的非吸收

区，其总透射率由下式给出 :

T ? = T ,- ~l" + ~ ~ S I 2 - ~ I 82 言;一

因 此 T2S2 = T 1S 1 + S2 - SI = (T1 -l)S I 十 S2

门- T 2) S 2 
即: SI = 一一一二， -- '" 

(1- T 1 ) 

测得通过样品面积为 SI 的透射率 T1，再

测出包括全部样品和空白面积 S2 的透射率

Tú 此时样品某成分的相对含量为 :

M = E ， S ， =J.l二T注32 ·12 1 一【 S ，一 E
品品 (1- T

1
) ~ T

1 

一波长两区域方法，十分适合于测量形状

不规则的样品， 应用简便， 在一定程度上克服

了样品分布不均匀的误差， 并可避免双波长方

法由于吸收波长微小变化所引起的测量误差。

但该方法两个区域的尺寸要选择得合适，才能

获得较好的测量精度。

四、扫描积分方法

扫描方法是建立在严格数学基础 上的方

法。由于测量光点比被测1年品小得多，在此区

域内的样品是近似均匀分布的。因 3 是扫描步

图 3 染色体扫描光密度分布图

距 0 .25 μm 的染色体扫描i光密度分布图。样品

中物质总量， 由逐点的吸收悦和I币和、乘积的总

和给出 :

M=m l 十 口1 2 +… …口】 "

= (E1S 1 + E 2S2 +……+ E"S ,,) _!_ 
E 

] 
日
h
p

M = S L; 乙‘ E j
e 
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扫描点的运动形式分三种 : 搜索扫描 a , 

梳形扫描 b 和迂ì@.扫描 c (见图 5 )。前一种用

于确定样品大小和位置， 后两种用于辨别样品

的形态和特征。

扫描方法误差主要决定于扫描定位精度和

扫描点的重复性。该方法不仅给出被测样品的

吸收光信息，而且能给出物质分布、 大小形状

和微细结构。由于精细细胞自动扫描技术的完

善和分析细胞的计算机软件的迅速发展， 使得

能以快速和精确的特点开展对细胞图像的识别

和分类， 实现以机器模拟或代替人某些智能活

动。计算机可根据细胞扫描图像的各种特征，

诸如核浆比 、 染色质颗粒粗细 、 核7~状 、 格位

置 、 核膜及胞浆形状等特征， 来判断细胞所属

的类别。

139 杂学第 6 卷第 3 期 细 胞 生物

扫描是沿着扫描方向或沿着积分而积的连

续积分， 其平均光密度由下公式表示

E1= f~ E ldL 
r、 rLJ

E5=ft z LI |EIdL 
。 ) 0

其 中: Ej一测量点的光密度变化值 E

扫描线长z ρ 一扫描邻近线距离。

扫描方式有两种 : 对样品直接扫描和经光

学透镜放大后的影像扫描。前者是载物台的机

械扫描， 扫描步距有 10 μm 、 2 . 5 μm 、 0.5μm

和0 . 25μm。 后者是新近发展的一种高分辨率

的扫描系统 ， 该系统 的一种是 反射镜扫描

(Mirror Scanner ) ， 其等效扫描步距为 0.1μm;

另一种为透镜扫描(Lens Scanner) ，可获得等

效于物体测量面上的两点间隔为 0.05μm ， 这

就有可能对染色体进行形态和结构的定量分
析(4 J 。

L 一

线扫描 :

面扫描:

测量中 ， 所有误差可归结于两类 : 系统误

差和统计误差。系统误差一般是由于仪器结构

和缺陷 、 不正确的调节号操作而产生测量平均

值与真值之间的偏差， 这种偏差是可以采取各

种手段减少和消除的。 统计误差是随机的，只

能用统计处理的方法来克服， 下面分别讨论这

两种误差。

-、系统误差

1. 来源于仪器系统 (1) 闪光误 差 标

本、 透镜和其它光学器件上的异物 ， 诸如油迹，

灰尘以及过大的照明场均引起闪光。 闪光导致

光密度值的下降。合理地减小照明场的尺寸，

将光学玻璃表面镀抗反射膜 ， 保持光学器件的

清洁，可将闪光误差控制在 1% 以内。 (2) 单

色器的杂散光、 室内照明光和日光等对测量光

误差来源与误差分析
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不同扫描参戴染色体 q 膏光密度点阵图象

图 4 为中期 15 号染色体 q 臂 ， 在不同扫

描参数条件下的光密度点阵图像 ( 5 J。图 中 a 为

摄影像 ， b (扫描步距 0.2μm、光阑 0 .2μm)

仅能区 分三 个 带 ， c ( 步距 0.1 μm 、 光阑

0 . 3 μm ) ， d ( 步距 0.1μm ， 光阑 0.2μm) 、 e

(步距 0.1μm，光阑0.1μm)可辨别四个带，

而 f ( 步距 0.5 μm ， 光阑 0.16μm)则四个带清

晰可分。以上说明步距与光阁合理的配合，才

能获得高的图像分辨能力。

图 4

言三三回
合轴圄 6扫描点的运动方式图 5
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束的干扰句 应扣住1) :fE n. 8% 以内。 (3 〉 照明 jli

亮光物镜的数{自孔径 (NA)的大小直接影响测

量将度。 tbi Beer-Lambert 定律的要求 ， 透射样

品的光点应为平行光， 而实际光路为聚焦光，

使得通过样品四周光线比光轴中心处 光程要

长， 引起透射光强减弱。 减小聚光物镜的数值

孔径 ， 使光束为准平行光， 有助于克服非平行

光的影响。 但随着数值孔径的减小， 显微系统

的分辨率下降， 光源能量的损失增大。 因此一

般选择数值孔径为 0 . 1-0 . 6 之 间。 (4) 各 光

学器件偏离光轴， 造成测量光的损失， 甚至导

致错误的测蛊结果。光轴的重合情况如因 6 所

示。 通常要求单色器的出射狭缝 1 、 测量光阁

2 、 照明:f:h光阁 3 和视野照明光阔 4 的光轴严

格:!fi;合。 ( 5) 光学系统和讯号电子学放大系统

的非线'民引起的误差[ 6] 。 测定测量光能量 B 与

透射 率 T的关系曲线来考核线性度，由于光能
自言飞Z

最 B~ S =:亏( S 为 测 是 光阁面积~ D 为

直径 ) ， 又因 D2~T ， 因此 B - T 的关系曲线

可用 D2- T 的曲线来表征。在光能量变化 8 倍

的情况下 ，平均线性度应小于士 1% 。 如仪器线

性度较差 ， 贝1)应作校正曲线，纠正非线性偏差。

此外， 光源的稳定度、 单色器波长精度及

分辨率 、 样品聚焦的清晰度 、 放大系统线性度

和动态跨导、 光电倍增管的暗流大小及均匀 jl1

照明的调整等直接影响测量结果。 在测量中必

须找出产生系统误差的原因 ， 才能消除它。 通

常借助于精度较高的仪器 、 标准参考材料(如

经计量标定的中性推片)、 伤IJ备典型 的生物 样

品 [ ? ] ， 来考核和提高仪器的精度。

2 . 来源 于生物样品系统 (1) 生物 :怦 品

本身固有特性引起测量结果的误差。 生物标本

常出现大小不等的微顺栓 ， 因其不同的折射率

而引起散射 F 微绍]光束透过有一定结构的样品

会产生衍射光!而发生干涉 p 某些物质的定向排

列而产生双折射， 生物材料双折射 度 一般较

小， 在 0 . 01一 0 .00 1 之间。 ( 2 ) 生物材料一般

分布是不均匀的，因此产生分布误差。相对分

Ed 
-1∞ 

P 

固 7 公布误差 Ed 与远射率 T1 和系 数 P 的
关系曲线

布误差可用下式表示 z

一 P olgT J -lg[ P(T J - 1) -1- 1J 
Ed == f (P, T : ) == 一一一一一一一→一一-一一-, - . ' P . lgT

J 

上式可月1 图 7 的曲线来表示。当被测物质

的 透射率 TJ 分 别 为 1 % 、 5% 、 10% 、 50%

时 ， 相对分布误差 Ed 与:波测物质占有光度场

的百分数 P的关系曲线， 可得到如下 几个 结

论z 被测物质占有光度场百分数 P越小，相对

误差 Ed 越大 p 被割1)物质浓度越小(即透射 率

大 ) ， 误差也越小， 因此对于吸收较大的物质 ，

利用不同的情!) 备方法， 将样品而积31号大 ， 降低

吸收来减小误差， 当被测物质占有整个光度

场 ， 亦即 p == 1 ( 均匀分布) ， 则 Ed == 00 ( 3) 当

制样技术不符合要求时， 会造成显著误差。 如

细胞重叠或过于峦集， 样品纯度不好， i昆有其

它非测是细胞和细胞碎片。 Ttil) 出样品要力求背

景均匀 ， 使用的载玻片， 盖玻片， 试剂染液，

封固剂及操作方法要力求较好的重复性和稳定

性。

二、统计误辈辈

统计误差表征测量结果平均值的分散度。

在测最过程中 ， 在消除了引起系统误差的一切

因素后， 仍然会存在随机误差。这是因为生物

样品存在着个体差异 ， 亦造成群体生物量的变

异。 生物的品系越纯， 其个体差异亦小，结果

就准确。 对于取诀子几率的误差，如误差的大

小和方向， 可用增加测量次数的方法， 使偶然

误差的算术平均值尽量减小。
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统计误差遵守 Gaussían 定律的统计分布，

用标准偏差表达 2

J二二iLF L Z;2·IXi 

σ . = ~. N-= 1一 一 N

其中zσ 一际准偏 差 ; Xi一单个测量值F
N一测量值的总数目 ; x-N个数值的平均值 ，

被测样品的真值从理论上是很难确定的，

但测得结果精确的范围可用下式表示 :

上限 X + 0 (fN/飞/ N)

下限 文 - σ(fN/ 飞/面 )

精确的区间 ±σ(fN/ 飞/-Ñ)

其中 fl一与 N值相关的计算因子、

道在;
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建盟以来我国自建的一些细胞株或系(工 )

人体想性盹膜间应瘤细胞系 SMC一 1

材料取自一男性恶性胸膜间皮瘤患者的右

全部胸l院和全肺切除标本，采用组织块静置培

养法而建成的一长期传代的细胞系。

该系细胞呈多形性、 具有明显的重叠生长

特征， 细胞群体倍增时间约 32 小时，最高分

裂指数达 46-50%0' 染色体众数为 60一70。异

种移植之肿硝及原培养材料三者具有同一的组

织化学特征。此系细胞至今已在体外培养传代

120 多代 ， 目前细胞生长良好， 传代稳定， 保

存在上海市胸科医院肿瘤实验室内 。

参考文献:

吴善芳、 王恩忠 、 苏建中、徐葱置、林i民

琼 、 沈慈源、 徐昂文、陈瑞铭、叶秀珍、朱德

厚 、 杨J:E洪 ， 198 !1。中国科学， 1: 53 • 57 0 

(中国科学院主海细胞生物学研究所

朱德j旱撰稿)

卫在鱼吻豆ii组织细胞栋zc一7901 及其

亚株 ZC-7901 S1 介绍

ZC-7 90 1 细胞株取材于健康的 7-8 月令小

草鱼的吻端表皮。 先以组织块法静 止 培养，

5-6 天后 ， 选择生长壁上细胞生长旺盛而茂密

者，进行传代培养。传代的成功￥不高，长成

单层细胞的时间在 20 多天至 2 个多月不 等。

5~6 代后，细胞逐渐稳定在 4 天左右传代一

次。至 1979 年 12 月，细胞连续培养 12 个多

月，传至 63 代，建立了细胞株， 定名 为 zc-

7901 ， 当 i亥细胞传至 11 代时，用毛细管从中

分离到一个亚株， 定各为 ZC-7901乱， 至 1979

年 12 月，传至 35 代。两株细胞以含 15% 小

牛血泊的 199 为培养液， 酸碱度调 节到 pH 7 

左右，正常培养温度为 25-28 0C 。

ZC-7901 细胞株为上皮样细胞和梭形细胞

混合型， ZC一7901 SI 为上皮样细胞型。两株细

胞在 2- 1 0C下可保存 7 天至数月， 在 12 "c下有

极缓慢生长增殖 ， 20 oC :Þ首殖加快 ， 25-28 cC增

植最佳， 30-32 0C生长过旺而很快衰老， 36-

37 0C时细胞死亡。 两株细胞的染色体敖 目为

2n = 48，在 120 代内， 染色体数目仍保持在正

常范围以内。

两细胞株的早代细胞于 1979 年 11 月保存

在中科院上海细胞生物学研究所和本所实验
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