
用于粒一眨噬祖细胞培养的横纹肌条件培养液

笃忠良 刘秀 珍

(军事医学科学院放射医学研究所 〉

造血粒一巨噬祖细胞 (G ranulocyte- macro­

phge progeni tor ， 以在半固体培养基中细胞集

落形成单位 Colony forming unit , GM-CFU- C 

来表示)增殖分化 H才，需要细胞集落剌激因子

(Colony stimulating factor , CSF )参与 [1 ， 2] 。虽

有许多方法可以获得 CSF[1 -1 仆， 但有的方法较

复杂[ Z ， 10 ] ， 有 的材料来源不易 [31 ， 有的活性不

高 [4 - 6] 。 我们在研究药物作用原理过程 中，观

察到横纹肌组织可以产生 CSF，经过进一步研

究制备出含有 CSF 的肌条件培养液(简称肌漫

液)，现就其j~IJ备的方法与活性报告如下。

材料 与 方法

一、 Wi组织的来源与骨髓细胞悬涩的制备[ 1 5 ]

小 bnt肌组织取 自性成熟 LACA 小鼠腿部与1'1'音:il横

纹!Vlo '日'髓细胞直接由股骨冲出作成悬液计数)"i5'应用 。

人 JVL组织取自早期引产胎儿大腿部横纹肌。 人的骨髓

由胸部肿瘤切除术切下的肋骨挤出 ， 病人需·能i由榕骨

抽出 。 所有人骨髓均与培养液混合后经过离心， 弃去

黄色脂肪!去与上消液j吕作成细胞，且液 ， 经计数后使用 。

二、肌条件培养液的制备[15 ]

在无茵条件下取得的肌组织， 先用生理盐水漂洗

掉血液 (小鼠肌组织可免此步 ) ， 然后组成直径约

0 .3 cm 的小j犬 ， 浸泡在培养浓内 2 个多小时。 漂洗后

的肌组织块即可直接用于培养 GM-CFU-C ， 每个培养

皿放 3 小块。 i!刘备肌漫液nJ ， 在 7 m l 培养液与 2 ml 马

血清中加入 1 9m 湿重肌组织 ，然后放入 37 'C温箱中培

养， 不需要通入 CO2 。 制备小 l虱肌漫液时， 肌组织块

需培养 7 天 ， 对人!V L组织块布培养 10 天后收集其上清

液。 此上清液但是透明淡黄色液体， 如发生混浊， 则

表示已有污染， 应弃去。将培养后各小瓶上清液收集

在大瓶内混匀， jl~分装小瓶 ， 保存在 O "C冰箱内备用 。

三、 GM-CFU-C 体外琼脂培养方法[15]

J肖养)J il; 的简要过程是 RPMI1640 培 Ji二液

6 ml、 .h1血清 2.5 ml、 肌浸液 1. 3 ml 。 小鼠骨髓细胞

为 1 X 10 5 个有核细胞Iml ， 人的是 2 X 105 个有核细胞

Iml ， 最后加入 5 %琼脂 0.5 ml ，混匀后在每个小培养

皿内加入 1 ml。置小培养皿于干燥器内 ， 点燃蜻烛加

盖密封，待蜡烛自然熄灭后 ， 在 3 7 "C混箱中培养 6 天

(小鼠骨髓〉或 9一10 天 (入骨髓〉后在低倍镜下计数集

蔼数/皿。

实验结 果

、肌漫液的活性

应用人胎儿肌漫液可使 2 x 10 5 jml 人骨髓

有核细胞产生 100 个细胞集落p 应用小鼠肌浸

液可使 105jml 个小鼠骨髓有核细 胞形成 160

个细胞集落，见表 1 。在培养体系中马血清增加

到 32. 4 %时 ， 并用试管法计数骨髓有核细胞，

用人胎儿肌浸液培养人骨髓 GM一CFU--C 的效

果明显增加，见表 2 。

表 l 肌漫液培养骨黯 GM-CFU-C 的活性

细胞集落数
肌浸液的种类 实验次数培养皿数 人

(个Iml. ) 

人胎儿肌浸液 47 226 100 . 1 士 5 . 2

才、鼠肌浸液 65 320 1 6 0 . 3 土 5 .7

表 2 马血清的用量对人骨髓

GM-CFu-C 的f乍用

马血清用量 细胞集落数
实验次数培养皿数( % ) ~' -J=Y '~ '~ 'n-~ (个Iml)

32.4 

23 .1 

H P < O.O-l 

20 

6 

85 33 4.6 土 15 . 0"

28 16 1. 5 土 1 8. 0

肌漫液与其它条件培养液在相同条件下进

行比较， 结果如表 3 所示， 应川肌泣液培养人
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亵 3 肌浸液与不同条件培养液对人 高 ， 其中包括具有较好活性的人膀脱癌 5637 细

骨髓 GM-CFU-C 作用的比较 胞株条件培养液 [ 12 J 与胎盘条件培养 液 [ 1 0 J。从

表 3 还可以看到， 应用人胎儿皮肤制备的条件

培养液， 其培养人骨髓 GM-CFU-C 的活性， ‘

虽然比应用肌漫液的略低，但较其它条件培养

液高。

应用人胎儿肌浸液培养不同疾病病人骨髓

或末稍血 GM-CFU-C， 如表 4 所示，慢性粒细

胞白血病与急性淋巴细胞白血病复发期末稍血

内存在较多的形成细胞集落的细胞， 而再生障

碍性贫血、 自细胞减少症等疾病骨髓内存在较

少的 GM-CFU-C。

条件培养液 细胞集落数(个1m!)

的种类 实验组 对照组(肌浸液〉

5 637 细胞 2 1. 3 土 5. 8 66 . 6 土 9. 3**

成人则i组织 77 . 2 :1:: 5.6 128 . 8 士 8 . 4**

胎盘组织 46.3 士 1. 6 102 . 4 土 5 . 4 ** 

脐带 1. 4 土 0 . 5 80 . 0 土 3 .1 **

肋骨 16.8 土 1. 0 5 1. 4 土 2 . 2**

胎儿皮肤 97 . 2 土 5 . 6 118 . 6 土 5 . 俨

* P < 0 . 05 , .. P < O. Ol 

骨髓 GM-CFU-C 的活性都比其它条件培养液

材料来源与疾病种类 接种细胞数( x 105/ m! ) 培养皿数 细胞集蓓数(个1m! )

骨髓 z

急性淋巴细胞白血病 4 1. 8 士 3 . 4

9 . ，1 土 1. 5

13 . 5 :t 1. 5 

1. 4 土 0.5

二 69 . 2 ← 28 . 2

147 . 8 土 5 .1

18 . 0 + 3.5 

0 

2 . C 士 0 .8

2 . 2 士 0.3

3 . 5 + 1. 2 

0 
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肌漫液对几种病人 GM-CFU-C 的作用

20 16:: . 2 土 20.8

4 163 . 8 土 1 . !J

4 

2 
2 
1 . 4 

2 
2 
2 
4 

4 

3 

2 

1 

表 4

恢复期
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表 5 人或不同动物的肌漫液对骨髓GM-CFU-C 的影响

肌浸液 细胞集落数(个1m! )

种类 人 猴 狗 免 小鼠

人 127 . 4 :1:: 5 . 8 128 . 5 土 1 5 . 2 1. 7 土 0 . 9' 8 1. 0 土 4 . 5

猴 22 . 2士 2 . 6 13.4 土 2 . 4 --- 33 . 2 士 2.1

狗 40. '1 土 2 . 3 2 . 5 :1:: 0 . 9 2 . 7 土 0 . 5' 59 . 5 土 6 . 6

兔 0 一- 一- 119.3 士 5.6

小鼠 。 。 一- 42.0 土 t! . 8 152 . 2 :1:: 10 . 9 

. 为东梢血

117 . 8 土 7 . 1

30 . 3 :1:: 4. 1 

27 . 8 + 3 . '1 

表 5 。由表 5 可见， 除培养猴骨髓组外， 一般

使用同种肌浸液培养 GM-CFU-C 的效果最好。

同时还观察到使用人肌浸液培养动物 GM一

人与实验动物肌漫液的作用存在一定的种

属特异性。 应用不同种的肌漫液培养人 、 猴 、

狗 、 兔和小鼠的造血 GM-CFU-C 的结果列入
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肌漫液保存不同时间后培养 GM-CFU-C 的活性

保存不同时间后的活性(细胞集落数个JIIIl)肌漫液

的种类 。 2 月 7 月 1 年 1. 5 年 2 年

人胎儿 142. 4 土 7.7 14 6.8 士 9.4 11005 ::t 5 . 5 

小鼠(800211) 1 5 2.3 土 5.9 160.2士 3 . 2 187. 4 士 2.2 154.3 土 18.5

小鼠 ( 790906) 95 . 8 土 3.3 88.8土 5 .1 102.0 ::t 7.1 88.9 + 9 . 0 96 . 5 土 16 . 2

一一

CFU-C 都显示出较好的作用，但使用较低等动

物，如小鼠的肌漫液培养高 等动 物的 GM­

CFU一C 时，贝iJ没有形成细胞集落的作用。

4 肌浸液的稳定性较好。如表 6 所示，肌浸

液平时保存在 4 oC冰箱冰匣内，小鼠肌漫?在已

保存 2 年多 ， 人肌浸液已有 1 年半多，它们的

活性未见明显变化。

二、影响制备肌浸液活性的一些因素

为了获得 CSF 活性较高的肌漫液 ， 除须按

前述的具体方?去外， 并注意以下一些影响肌浸

液活性的因素。

1.制备方法的影晌 制备肌浸液必须应

用新鲜的肌组织块。如表 7 所示，把肌组织打

碎用其上清液或下沉物，用同样的方法加入培

养液和马血清后进行培养， 所得到的条件培养

液并没有 CSF 活性。

表 7 不同方法制备的肌漫液对

GM-CFU-C 的作用

肌浸液í!J U备的方法
细胞集蓓数

培养皿数 A 

(个jml)

用肌组织块制备的肌漫液 5 

用肌匀浆上清液íl;U备的肌浸液 5

用肌匀浆下沉物fl!U备的肌浸液 5

2 04 . 2 土 12 .4

。

。

2. 肌组织块用量的影响 f~IJ备肌漫液时

所加入的组织块必须适量。在 7 ml 培 养 液和

2 ml 马血清中分别加入 0 . 5 、1. 0 、 2 和 8 gm

肌组织块， 经 37 0C温箱培养 40 小时后所得肌

浸液的效果，以加入 1一2 gm 肌组织块最好。

所用组织块的大小对肌浸液活性影 响也很明

显。如表 8 所示， 肌乡Il织块太大的肌漫液活性

有很大的下降。

表 8 肌组织块大小对制备肌浸液活性的影响

肌组织块大小 细胞集落数
培养皿数

(cmj直径) '~JO -_- (个jml)

0.2 

0.5 

100 . 0土 6 . 313 

13 34 . 7 土 3 . 2"

•• P < O.OI 

3. 漫泡时间的影晌 新鲜肌组织剪成小

块后必须用培养液浸泡一定时间后，制备出的

肌浸液活性才高。如表 9 所示， 浸 j包 2 个半小

时后，所制备的肌浸液活性就明显地增加。

表 9 肌组织块浸泡时间对肌浸液活性的影响

浸泡时间 培养皿l数 细胞集落数

(小时 〉 (个jml)

。 4 33 .5 ::t 1. 5 

1. 0 4 66 . 7 ::t 3 . 1 

2.5 5 1 5 4 . 7 士 11 . 5

5.0 5 178 . 7士 4.9

由表 10 所示 ，前Jj备肌漫液加入马血清后，

其活性显著地增加。 马血清用量在 5-30%之

间，肌漫液活性呈线型 增高( r = 0.998 , y = 
143.1 + 43.3 x) 。

褒 10 马血清对制备肌浸液活性的影响

组别 培养皿数 细胞集落数

(个jml)

有马血清的肌畏液

无马血清的肌浸液

F
hd
F

、
υ

95.3 士 3 . 5

6.0 土 1. 1

血清种类对制备肌漫液活性影响也很大，

用人血清制备肌提液的活性明显大于马血清组

(见表 11) 。
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表 11 血清种类对靠IJ备人肌浸液活性的影响

血泊的种类 实验次数 培养ITll数 细胞柴洛数

人血清
马血清

川 P< O . Ol

4 

4 

(% ) 

17 297 . 3 士 17 .6 **

18 100 . 0 土 8 . 5

5. 培养液的影响 培养液的种类对肌浸

液活性影响很大。如表 12 所示 ， 用 199 制备的

人胎儿肌浸液活性只有 RPMI 1640 培 养 液的

23 % 。 收集肌浸液的最适时间，小鼠肌j漫液为

培养 7 天， 人肌浸液为 9 -11 天。

表 1 2 不同培养液对制备人肌漫液活性的影晌

培养液的种类 培养皿数 细胞集落数

RPMI1640(德国 ) 10 
RPMI1640( 日本 ) 9 
RPMI 164 0 (1:11 科院) 9 
Fischer's( 自自己) 9 
199(美国) 9 

讨 论

(%) 

100 . 0:t 10. 。

114 . 0 土 6 .0

27 . 0 土 9 . 7

70 .0 :t ll .1 
23. 0土。 . 6

体外琼脂培养人与小鼠骨 髓 GM-CFU-C

所使用的细胞 CSF 有多种来源。培养小鼠骨fiJ

GM一CFU一C 可用小鼠肺组织 及其条 件培养

液[ 3 ] 、 小鼠胚胎条件培养液[4] 、 注射内毒素后

的血清 [5]及人尿提取物等问。培养人骨髓细胞

应用的 CSF来自人或猴的白细胞作为底层滋养

细胞[ 7] 、 人白细胞条件培养液[町 、 人胚胎肾[町 、

胎盘[1 町、 人所lï [ 1 " ] 、 措肺 [ 14] 以及膀脱癌 5637 细

胞株等条件并f z:液 [I E ] ， 其中尤其以胎盘条件培

养液更受重视[2 ， 10]。由于这些条件培养液内存

在着某种抑制因子 ， CSF 活性往往不高，因此要

经过一定处理后才能实际应用 [ 2 ]。我们观察到

肌组织可产生 CSF， ßradley 等 [1 1] 也报道过类

似的结果， 但他们认为肌 细炽快悄 j; ， GM­

CFU-C 的效果不如jJ~j组织 [ 2 ， l Z ] ， 与本文艺l li 果不

同(表 3 )。 我们在市IJ备肌组织条件培养液过程

中，为使能产生较高的 CSF 活性而比较了多种

条件。应用胎儿肌漫液可使 2 X 10 5 个人骨髓有

核细胞平均产生 100 个细胞集落。 肌漫?夜j~IJ 备

简单， 可以大量获得， 保存容易， 活 tJ二稳定。

对临床和科研开展控系造血研究有一定价值。
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