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即以肝癌而言， Grover 等[ 4]用二乙基亚硝胶

(DENA)诱发的大鼠肝癌，染色体数接近二倍

体的 (40-43) 占 67%. 01ah 与 Weber 等[盯

在 Morris 移植性肝癌的研究中指出，生长缓

慢的 8999 株大部分为二倍体，而生长迅速

的 3924A 株，染色体数的分布由 54 至 120 ，

干系数为 60. 强家模[白，10]用二乙基亚硝胶

(DENA) 诱发的大鼠移植性肝癌 BERH-2 ，

大部分染色体为亚四倍体，众数为 72 条。本实

验所用的 CBRH-7919 大鼠肝癌细胞系有近半

数细胞在四倍体范围内，与移植性肝癌

BERH-2 的染色体数接近〈比其它肝癌高得

多)，是否与使用同一化学诱变剂 DENA 有关

还不清楚。此外，正常大鼠肝实质细胞内往往

有多倍体核占优势的现象，其形成机制据认为

与异常的有丝分裂有关[11]. CBRH-7919 细胞

来自成年大鼠体内诱发的肿瘤，在制备染色体

标本过程中观察到核内复制现象比较多，

CBRH-7919 细胞染色体近半数为近四倍体，

是否与上述原因相关还无足够依据。而染色体

数目分布的广泛，众数峰的不明确，则可能是

体外培养过程中核型的不稳定性的增加。至于

CBRH-7919 细胞标记染色体稳定而高频地出

现又说明了什么，是否与该系细胞的恶性特征

的稳定有关，还待进一步说明.

CBRH-7919 细胞系在染色体组型的增减

方面与 BERH-2 移植性肝癌也相似[10]. A组

C 组染色体增加较少， B 组D组染色体增加较

多，因而细胞原有染色体组型之间的平衡被破

坏.

在标记染色体方面， CBRH-7919 肝癌细

胞与 BERH-2 移植性肝癌有较大的差异，不

但显示了形态的不同，类别的增加，而且在组

成上主要涉及到 1 号染色体的片段，差异的原

因值得进一步探讨.

综上所述， CBRH-7919 肝癌细胞系染色

体畸变与 BERH-2 移植性肝癌相似之处甚多.

这可能是实验动物和化学诱变剂相同，因而得

到的肿瘤类型一致的结果[ 10)。至于标记染色

体的差异能否归诸于体外培养过程中次生性的

变化还有待进一步阐明。
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大鼠隔肌去神经后终极形态结构及胆碰醋酶活力

在体与在器官培养下的变化的比较

周振华于长亮陈春仙

〈中国科学院上海生理研究所〉

在体骨悟肌去神经后，终板形态结构退变， 胆险醋酶活力迅速下降[问].而 Miledi

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



28 细胞生物学杂志 1982年

(1962)用器官培养法培养大鼠隔肌 5 ， 6 天，

在测试到肌纤维终板外乙酷胆险敏感性增加的

同时，观察到终板上仍有胆险醋酶活力[4] • 

Peterson 和 Crain (1972) 培养啃齿类动物的

成年骨路肌肌纤维残段 2 、 8 月后，也观察到

终板上有明显的胆险醋酶活力[5].可是这些资

料均未有意识地与在体正常终板酶活力或去神

经后的终板酶活力作过比较.我们猜测，去神

经骨路肌的终板形态结构及胆险醋酶活力的变

化，在体与离体培养下可能有所不同.本文将

大鼠踊肌去神经后在体的终板形态结构及胆险

醋酶活力的变化与器官培养下的变化作了比

较。

材料和方法

大鼠 16 只，体重 140 至 150 克。 8 只动物的一

侧踊肌去神经，对侧踊肌为对照(正常}。另外 8 只动

物的脯肌供培养用。培养方法采用鲍琼介绍的多杯法

器官培养装置问。在无菌条件下， 沿着踊肌肌纤维

的走向取出扇形肌条，中部宽约 5 毫米，一端连有肋

骨，另一头留有臆膜。小钢钉钉住肋骨外缘的筋膜和

另一头的臆膜，使肌条展平于培养器皿内并且力求保

持在位时的长度。培养液由 75% 的 Trowell 氏 Ts

综合液和 25%的小牛血清组成， pH 为 7.4。培养装

置内通入 5%的 CO2 和 95% 的 O2 的混合气体。标本

在 36t 下培养。每周换新鲜培养液两次。动物去踊

神经手术与脯肌培养操作同时进行，待 3 、 7 、 10、

14 天时，分别按时取出培养的、在体去神经的和正常

的三种踊肌材料。同期的材料编为一组，为 8 个标本

{培养的 4 ，在体去神经的 2 ，正常的 2 )。四组共32

个标本。同一组的标本是在相同条件下按照 Gerebt­

zoff 改良的乙院硫代阻险方法染色"。显微镜下观

察终板上的胆险醋酶活力。终板酶活力的光度法测

定，参考范世藩(963)以及陈汉源、朱季美(965)报

道的装置[8叫，测相当于标本上直径为 6 微米的圆面

积(后称代表区}的光束的透光率。每组三种隔肌材

料随机各选一制片做酶活力的测量。非终板上1Ii!U 个

代表区，作为背景的数值，而终板尽可能依次逐个测

量B 一个终板测一个代表区，每个标本测 30 个终板

以上。透光率换算为光吸收率。酶活力强，光吸收率

大;酶活力弱，光吸收率小。终板所见酶活力的强度

减去背景才是实际的终板酶活力。终板的酶活力以同

一个标本上各终板 (30 个终极以上)的平均光l吸收率

表示，并用去神经终板酶活力与正常终板酶活力的比

值作图。

结果

骨髓肌在离体培鼻下的慕些去神经效

应

大鼠踊肌在器官培养下存活 14 天。在此

期间内，肌纤维横纹清晰可见〈图版图 8 、 4) ; 

直接电剌激肌肉，有收缩反应。离体培养的腼

肌，取材时已失去神经的连系，肌肉在培养下

能产生某些和在体去神经肌肉相似的去神经效

应.培养 30 小时，肌纤维开始发生白发性的颤

动。这种纤维性颤动在培养 14 天的标本上仍能

见到.培养 6 天以上的隔肌细胞，终板外乙眈

胆险敏感性明显增加，结果和 Miledi 的报道相

同。培养 8 天之内，肌纤维平均直径与正常的

一样，没有出现萎缩现象;第 7 天的肌纤维直

径为正常肌纤维的 72%. 萎缩 28%; 第 10 天

的萎缩 33%; 第 14 天的萎缩 39%(表 1 )。去

神经的隔肌在器官培养下趋向萎缩。

二、键板的形态结构

正常终板的形态往往卷曲成团，构成各式

各样的圆形或椭圆形以及花纹状的结构(图版

图 1 ).这些花纹状的结构是神经末梢下肌纤

维膜的接头福。在体去神经后 8 至 7 天的隔

肌，终极禧消失，大多成块状或颗粒状的圆形

或椭圆形的结构〈图版图 2 )。培养的终板，接

头裙退缩较慢，有的在培养 7 天时仍然保持着

与正常相似的花纹状结构(图版图 3 );培养10

天之后，终板的形态结构与在体去神经 7 天时

的相似(图版图 4 和 2) .接头梢消失。

孙以安、蔡体导协助测试乙散胆险敏感性，赵世

英协助做去踊神经手术，特此一并致谢。
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襄 1 圃肌肌纤维的直径

去神经天数 3 

标 本

测量纤维数 50 50 50 
纤维直径(μ 〉 18 士 6 18 :f: 6 18 土 7

去神经/正常<%) 100 100 

*平均值土标准差。

三、终板胆磕菌酶活力的定性观察

正常终板的胆险醋酶组织化学染色呈棕

色，大多数的酶活力显示在接头稽内，把终板

勾划成花纹状的结构(图版图 1 )。在体踊肌去

神经 8 、 7 天内，终板胆险醋酶出现去神经的

变化，即酶活力迅速下降，组织化学染色较

谈，呈i炎黄色〈图版图 2 ， 6); 7 天之后，酶

活力的继续变化不够明显，以致不易目测辨

别。去神经踊肌培养 8 天，终板胆险醋酶活力

与正常的相似;第 7 天的酶活力似乎高于正常

〈总观标本上的全部终板酶活力) ; 第 10 天以

后，酶活力很快下降，强度与在体去神经第 7

天以后的水平不相上下。隔肌去神经后 7 天之

内，器官培养下的终板酶活力与在体终板的酶

活力有明显不同z 前者活力不下降，后者下降

到较低水平(图版图 8 、 6 与 2 、 6 比较).试

验能重复，观察的结果相当一致，无一例外.

四、终极胆磕醋酶活力的光度法测定

光)立法测定终板酶活力的结果显示于图

1 。在体去神经第 8 天，终板酶活力降至正常

的 42% (P < 0 . 001) ;第 7 天为 32%; 7 天以

后，酶活力降得非常缓慢，第 10 天的与第 7

天的无明显差别:第 14 天，为正常的 29%。

培养 8 天的踊肌终板酶活力为正常的 96%

(P>O.O的，即保持在正常水平z 第 7 天， 酶

活力为正常的 126%(P<0.001)，与正常的相

比活力有明显升高;第 10 天，酶活力为正常

的 33%(P<0.001) ，活力迅速下降， 与在体

踊肌去神经第 7 ， 10 天的酶活力水平相当 z

第 14 天时，培养的与同期在体去神经的终板

酶活力也一样，两者无差别何>0.5). 光度

j去测得的结果与定性观察的结果相一致.

7 10 14 

正常培养在体 正常培养在体 正常培养在体

50 50 50 50 50 50 1 50 50 50 
18 士 6 13 :f: 3 18 土 3 18 土 612 土 3 17 :f: 3118 :f: 6 11 土 317 土 3

72 100 67 94 1 61 94 

才

tJfJl 
图 1 圃肌去神经后终极胆碰噩酶活力的蛮化
虚线代表培养的，实钱为在体的比值s 去神经终

板酶活力与正常'终板酶活力之比值。

讨论

由于终板在肌纤维表面的位置的差异，切

片截取的各个终板的截面积厚度不能完全相

同，以及去神经后接头裙退缩的速度不一致，

造成各终板以及同一终板上(在位去神经的和

培养 10 天之后的终板〉胆险醋酶染色有些差

别，但是在体去神经后的各终板和培养 10 天

后的各终板的酶活力总是低于正常的活力，这

是没有例外的.同一组要比较的标本是在相同

条件下同时进行染色、制片的。若终板胆险醋酶

着色均匀，代表区随机选择:如果着色深浅不

一(同一终板上)，则代表区选择在探着色处，

即测以深着色区域中央为圆心的代表区。这种

深着色的区域横径一般不超过 4 微米，实际上

测得的是深、浅兼有的代表区。每个标本终板

酶活力是以 30 个以上相继终板酶活力的平均

值表示，所以基本上能反映该标本终板的酶活
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力强度.光度法测得在体去神经后终极酶活力

的下降变化，大体上与先前 Zach W. Hall 

(1973)用生化方法测得大鼠去神经在体踊肌终

板酶活力的结果，以及 Tomaz Kiauta 等

(1977)的报道相符合[Zd].

大鼠隔肌器官培养下，终板胆险醋酶活力

在 3 天内是保持着正常的水平。第 7 天，酶活

力高于正常.这种酶活力的暂时性升高，可能

是肌纤维萎缩所造成的。因为从表 1 和图 1 可

见到培养 8 天之内的肌纤维不萎缩，酶活力维

持正常水平，第 7 天肌纤维萎缩 28% ，酶活力

升高 26% ，大体上成比例。 由于肌纤维的萎

缩，终板相应缩小，使终板代表区每单位面积

上的胆险醋酶增加.去神经踊肌培养 7 天之后

出现去神经效应z 终板胆险醋酶活力下降和肌

纤维萎缩。图 1 是去神经效应综合的结果.如

果把萎缩因素影响酶活力的数据加以扣除，则

得图 2 .图 2 中，培养 7 天之内的隔肌终板酶

活力不变，第 7 天后出现终板去神经的变化，

酶活力下降趋势与在体去神经的相似，下降速

度略快于在体去神经的(第 14 天时，在体与培

养的比较， P<0.02). 
大鼠腼肌正常肌纤维的直径范围 8 至35微

米不等，大多数是在 10 至 25 微米之间，按组

织化学性质可基本上分为粗、细两类不同的肌

纤维.在体一侧去神经后，粗的肌纤维萎缩，

细的肌纤维因对侧未去神经的隔肌的呼吸活动

牵拉而暂时性肥大[1町，所以表 1 中在体去神

经隔肌纤维直径的平均值变化不大，萎缩不明

显z 培养的隔肌纤维，无牵拉因素的影响，去

神经 7 天后，粗、细肌纤维均逐渐缩小，萎缩

明显.隔肌有粗、细两类不等的肌纤维，正在

萎缩的粗纤维直径一般仍大于正常踊肌的细纤

维，本实验的制片中不能任意取个别肌纤维比

较萎缩与否，只能通过一定数量肌纤维的平均

值与正常的比较(相继逐根测量纤维的直径)，

才能得出肌纤维萎缩的情况.

骨悟肌肌纤维在培养条件下，去神经效应

出现的时间比在体条件下逗，这不限于本文所

1.101 

O. 

圄 2 扣除萎缩因素后，去神经后终极酶活力的

蛮化
打斜线的表示培养的，空白的代表正常，打点的

表示在体。
比值s 去神经的与正常终极酶活力之比值

报告的胆险醋酶活力的下降和接头裙的消失，

乙眈胆险敏感性的增加亦是如此 (Miledi ，

1962; Bekoff 和 Betz ， 1977 [1 1]). 离体培

养下延缓去神经变化的机理尚不清楚。氧化金

组织学染色证明接头前的神经末梢与在体去神

经的一样，均在 8 天内变性，因此末梢变性的

迟早不能提供解释的基础。体外培养的动物细

胞，一般先有几小时至几天的潜伏期 [12 J. 去

神经大鼠脯肌在器官培养下延缓去神经的变

化，可能与潜伏期有关.
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