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改进的细粒棘球蚴生发细胞分离培养方法与鉴定
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) )［摘要］) 目的) 探讨细粒棘球蚴生发细胞原代培养的改进方法。方法) 剪碎自然感染的绵羊棘球蚴包囊组织，用胶
原酶与胰蛋白酶等比混合液消化解离，对获得的细胞以显微镜、电镜以及免疫荧光试验方法进行形态学研究及鉴定。

结果) 分离出足量细胞进行体外培养且细胞具有生发细胞样形态和免疫特征。结论) 改良的胶原酶消化法是一种简单
有效的生发细胞分离培养方法。
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) ) 细粒棘球蚴是细粒球绦虫（!"#$%&"&""’( )*+%’,&-
(’(，!)）续绦期幼虫，可寄生于人或多种动物致囊性
棘球蚴病（./(0$" !"#$%&"&""&($(）。囊性棘球蚴病也称
包虫病，是一种呈世界性分布的严重人兽共患慢性寄

生虫病［!，&］。&""$ 年中国卫生部将包虫病列为我国需
要重点防治的寄生虫病之一［(］。生发层细胞是细粒

棘球蚴中具有分裂繁殖力的关键细胞组分，可能后续

多向分化发育成原头节、生发囊等棘球蚴组成部分以

至发育成完整的细粒棘球蚴全新个体。体外分离、培

育的棘球蚴生发细胞，可作为寄生虫细胞生物学、生物

化学及抗虫药物的筛选等研究的体外模型。采用目前

国内外报道的方法进行棘球蚴生发细胞原代培养，细胞

分离困难，体外培养不易成功。本研究尝试用胶原酶消

化获取棘球蚴细胞，体外培养细粒棘球蚴生发细胞。

!" 材料与方法

!, !) 主要试剂器材
) ) 改良 ?@0@培养液：?@0@ 培养液（A37>;）和 ", $B水解
乳蛋白液（C5D4;86）各 %"B，临用前加入 !$B体积的优等胎牛
血清（杭州四季青），E#谷氨酰胺（C5D4;86）及终浓度为
!"" F G 14 的青、链霉素。消化液：由 ", &$B胰蛋白酶（C5D4;86
公司）和 "H !B的!型胶原酶（I3J12公司）按 !K !等比混合配
制而成。棘球蚴感染者阳性血清：青海省地方病预防控制所王

虎、韩秀敏同志惠赠，倍比稀释备用。LMND 标记羊抗人 MJA
（I3J12公司），其他试剂均为国产分析纯。

!, &) 生发细胞的分离培养
) ) 细粒棘球蚴包囊采自青海省西宁市乐家湾清真屠宰场包
虫自然感染病羊肝，屠宰后 & <内送至实验室，自来水洗净肝脏
表面污渍，稍微晾干即置于 ! """ 14烧杯中，加 .$B酒精浸没，
消毒 !" :即可送入超净工作台。
) ) 用注射器吸除大部分囊液，剪开囊壁，分离出棘球蚴内囊，

眼科剪充分剪碎，O-I清洗后，加约 !" 倍组织体积量的混合消
化溶液，(. P恒温摇床消化 !& 138，加入约等量含血清的完全
培养液中止消化。静置 ! 138 待原头节和碎片等大组织块下
沉，采集上层液 ’"" Q ! """ R G 138 离心 $ 138，收集细胞 C-II
洗 ! 次，加适量完全培养液轻吹打制备成细胞悬液。调整细胞
数约为 & S !". G 14，接种于预先鼠尾胶原包被的培养瓶。标记
后送入 (. P，$BDT&温箱培养。待细胞生长融合成单层细胞

后，弃去培养液，加入消化液 & Q ( 14，倒置显微镜下观察，当细
胞回缩变圆后弃去消化液，加入完全培养液 $ Q !" 14 终止消
化，用巴氏吸管吹打制成细胞悬液，按 !K &比例将细胞悬液接种
于培养瓶中，置于培养箱中培养。

!, () 细胞形态观察
) ) 倒置显微镜每日观察细胞生长情况，培养液 UC 变化等。
将融合约 ’$B 的生长细胞用 O-I 液清洗 ( 次，! $"" R G 138 离
心 &" 138。弃上清，&, $B戊二醛 % P下固定细胞团块&% <后，
锇酸固定 ! <，丙酮梯度脱水，0U;8’!& 包埋，超薄切片机切片，
乙酸双氧铅铀双重染色，透射电镜观察细胞形态。

!, %) 免疫荧光试验（ 311=8;V4=;R6:>68>6 2::25，MLW）
) ) 预先鼠尾胶原包被的盖玻片置于培养瓶底进行细胞爬片，
至细胞融合约 ’$B时取出，O-I洗涤 ( 次，%B多聚甲醛 % P固
定 !" 138；加入不同稀释度的棘球蚴感染阳性血清覆盖，(. P孵
育 (" 138 后 O-I轻洗细胞 (次；加 LMND标记的羊抗人 MJA，(. P
避光孵育 (" 138，O-I洗涤 (次，洗去未结合荧光抗体，荧光显微
镜下观察拍照。同时以健康人血清代替一抗作为阴性对照。

#" 结果

&, !) 单用胰蛋白酶和改进的混合消化液所收获的单
细胞数量比较

) ) 分别单用胰蛋白酶和用胶原酶与胰蛋白酶混合液 & 种消
化液进行 % 次独立实验，消化解离棘球蚴囊壁组织获得细胞，
细胞分离重悬后，用细胞计数板计数细胞密度。从实验结果可

以看出，在待分离棘球蚴内囊组织总量基本一致的情况下，混

合消化液在分离消化原代细胞过程中获得的单细胞数量明显

多于原方法，相差 &( 个数量级，见表 !。

&’$!
第 (& 卷第 !% 期
&"!" 年 . 月 (" 日) ) ) ) ) 第) 三) 军) 医) 大) 学) 学) 报

WDNW) WDW?0@MW0) @0?MDMXW0) @MEMNW+MI) N0+NMW0
) ) ) ) ) Y;4, (&，X;, !%

Z=4, (") &"!"



表 !" 两种消化液收获的单细胞数量比较

实验次数 单用胰蛋白酶法 用混合液消化法

! "# $ % !&$ ’# ’ % !&(

" )# $ % !&’ *# ( % !&(

* *# * % !&$ ’# ! % !&(

’ +# & % !&’ *# $ % !&(

"# ", 细胞形态
, , 倒置显微镜下可见，采用棘球蚴生发层通过消化制备的培
养材料中碎片较多，含有头钩、活头节，钙小体等组织杂质，刚

分离细胞大小差异较大，圆形或类圆形，胞膜边缘清晰，细胞核

清晰可见。培养第 !& - !$ 天开始贴壁，随着换液次数增加，贴
壁细胞的培养瓶内杂质逐渐减少，最后形成较为均一的贴壁细

胞，贴壁后细胞为扁平多角形，边界清楚，细胞质丰富，胞核清

晰可见，为圆形或椭圆形，偶可见多核细胞（图 !）。
, , 电镜观察细胞呈圆形或椭圆形，细胞质丰富，细胞质内可
见有较多的空泡，细胞膜表面可见到绒毛结构。该种细胞的胞

核体积中等，异染色质分散、细小，呈颗粒状，可见到核仁，有空

泡和大小不等的颗粒（图 "）。

!! !"
.：刚分离的生发层细胞，含杂质较多；/：培养 !& 0逐渐贴壁的生发细胞

图 !" 倒置显微镜观察生发细胞的形态（ % "&&）

! !"

图 #" 透射电镜观察生发层细胞

"# *, 细胞 12.结果
, , 用健康人血清孵育的细胞全无或有极微弱荧光（图 *.），
可能为非特异性染色；而当阳性血清稀释度为 !3 +& 时，荧光显
微镜下观察到所培养细胞的表面显示有较强的荧光（图 */），
说明细胞的表面含有细粒棘球蚴抗原成分。

!! !"
.：阴性血清孵育的细胞；/：阳性血清孵育的细胞
图 $" 免疫荧光实验鉴定生发细胞"（ % !&&）

$" 讨论

, , 细粒棘球绦虫体外培养，包括成虫培养、包囊培
养、原头节培养和生发细胞培养等几种［’，$］。棘球蚴

生发细胞原代培养细胞分离困难，体外培养不易成

功［)］。最先进行棘球蚴生发细胞培养研究的 24564 认
为不同供体来源的棘球蚴材料会影响培养成功率，来

源于羊和猪的包囊材料和从患者获得的细粒棘球蚴细

胞，在体外培养成功的概率是十分低的［(］。目前国内

外报道的原代培养生发细胞的方法归纳起来主要有组

织植块法和胰蛋白酶消化法两种［+ 7 !&］。我们最初进

行生发细胞原代培养预实验时，也曾经分别单用这两

种方法多次试验，效果也不尽如人意：采用组织植块法

时，培养 " 周后能够爬出的细胞极少，完全没有形成
“生长晕”；而采用单纯胰蛋白酶热消化分散法时，如

消化时间短，细胞数量很少，完全不够进行后续培养，

时间长则细胞数量多一些，但体外培养不容易存活，

" - * 0后完全崩解死亡。分析其原因可能在于：细粒
棘球蚴包囊壁的组织结构较为特殊，相对于其他培养

材料，包囊组织组成中细胞占有的比例较少而角质层

胶原蛋白和细胞间质较多，组织植块时细胞不能很好

地从组织内迁移而出；而单纯用胰蛋白酶消化亦难以

将解离胶原组织，且胰蛋白酶对细胞有毒性作用，消化

时间难以掌握，消化时间长容易损伤细胞，影响细胞体

外生长存活；时间短则不能有效消化分离包囊组织获

得细胞。所以采用之前报道的方法分离生发细胞确实

较为困难。

, , 本研究在传统生发细胞原代培养方法基础上，主
要在分离组织的消化液的选择上进行了初步改进，尝

试将胶原酶应用于棘球蚴细胞的消化分离，同时在实

验中将机械分离与化学消化方法相结合，先行充分剪

碎囊壁组织后，再用胶原酶与胰蛋白酶等比混合而成

的消化液进行消化解离。机械剪碎乃人为帮助分散大

块组织，有利于后续消化酶更好地发挥作用。胶原酶

在上皮类细胞原代培养时经常使用，作用的对象主要

是胶原组织，能很好地破坏囊壁角质层胶原蛋白，解离

细胞外基质，性质相对温和，不容易对细胞产生损伤，

与胰蛋白酶结合使用，充分游离细胞。这样的改良既

能够有效提高消化离解效率又可以降低消化过程中细

胞受损程度。此方法操作简单，短时即可获取细胞，可

以尽量保证标本的新鲜度同时有利于预防原代培养中

经常容易出现的污染困扰。实验中用此方法获取细胞

数量明显增多且体外培养易存活并已传数代，成功培

育出了细粒棘球蚴生发细胞体外模型，为进一步进行

后续相关实验研究打下了基础。
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技术方法 文章编号：!EEE@ITET（DE!E）!T@!IJT@ED

!"#染色方法观察视网膜神经节细胞形态

王凌妍，刘V 康，王V 一，阴正勤V V （TEEERJ 重庆，第三军医大学西南医院全军眼科中心）

V V［摘要］V 目的V 寻求一种简单易行的观察视网膜神经节细胞形态学的染色方法。方法V 取 RE 2（-RE）U4$6 09*$’8
大鼠 F只，雌雄不限，麻醉处死，取眼球后剥离完整视网膜，置于 TW多聚甲醛溶液中固定 !D =，取固定好的视网膜行全视网
膜铺片后 X%H荧光染色，将视网膜再次置于 TW多聚甲醛溶液中避光 RB Y固定，F 2后观察神经节细胞形态。结果V 染色可
见神经节细胞胞体清晰，树突及轴突均匀着色，形态清晰。结论V 视网膜铺片行 X%H染色可以较好的观察神经节细胞形态。
V V［关键词］V 神经节细胞；视网膜铺片；X%H染色
V V［中图法分类号］V SRDD/ A!；STTF ［文献标志码］V K

［基金项目］V 国家重点基础研究发展计划（ABR 计划，DEEB,KI!DDER）
［通信作者］V 王V 一，0@3#%5：O#$6;%*;*Z ;#=44/ 743/ 7$

V V 视网膜神经节细胞（ )*<%$#5 6#$65%4$ 7*55，SL,8）
是视网膜中的第三级神经元，其轴突是构成视神经的

重要组成部分。SL,8是视网膜中唯一一个向高级视
觉中枢投射信息的神经元。因此，其形态学特点是研

究正常及病理状态下 SL,8改变的重要指标［!］。目前
对于研究神经节细胞形态学的染色方法有很多种，包

括神经逆行染色!单细胞染色等，但这些方法步骤繁
琐、实验周期长［D，R］。为了得到一种简单易行，重复性

高的染色方法，我们采用荧光染料 X%H（!，!@2%47<#2*@
7;5@R，R，R’，R’@<*<)#3*<=;5%$247#)P47;#$%$* 1*)7=54)#<*）
行全视网膜铺片染色观察神经节细胞形态，从而寻求

一种更好的形态学研究方法。

$% 材料与方法

!/ !V 实验动物
V V 选用 RE 2（-RE）U4$6 09*$’8大鼠 F 只，体质量 !IE [ DEE 6，
雌雄不限，由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物

中心提供。

!/ DV 方法
!/ D/ !V 取材与固定V V 大鼠经腹腔注射过量 DEW乌拉坦处死
后，立即取出完整眼球，置于 TW多聚甲醛溶液中室温固定 RE
3%$。取固定后的眼球，剪去角膜并除去晶状体、玻璃体后，仔
细分离出完整的视网膜。按图 ! 所示，将视网膜按 T 个象限剪
开，将剪好的视网膜放入 TW多聚甲醛溶液中，T Y固定 !D =。

图 $% 视网膜剪开示意图

!/ D/ DV 视网膜平铺片 X%H 染色V V 将固定好的视网膜平铺于
干净的载玻片上，并使神经节细胞层向上。用滤纸吸去视网膜

周边多余水分后，用干净的注射器针头在 T 个象限距视乳头 R
33处各划一小口并埋入一颗直径约为 IE !3 X%H 颗粒。将视
网膜浸泡于 TW多聚甲醛溶液中，避光 RB Y固定 F 2 后取出，
封片后荧光显微镜观察结果，激光共聚焦显微镜拍照分析。
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