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高原现场家兔肝细胞体外培养气相条件初探

Study on the in vitvo culture of rabbit hepatic cells at high altitude areas

张明森 ,李素芝 ,王学凯 ,黄文超 ,姚文兴　　(西藏军区总医院干部病房 , 拉萨 850003)

　　动物细胞体外培养在医学 、生物学等研究领域中已成为一

种基本实验技术。高原由于低大气压等特定物理条件 , 体外细

胞培养可能有其特殊性。本研究拟通过家兔肝细胞的体外原

代培养 ,初步探索在高原现场进行体外细胞培养的培养方式及

气相条件。

1　材料与方法

1.1　肝细胞来源 、分离及纯化
　　选取雄性成年健康家兔数 3 只 , 购自西藏自治区药物研究

所,体质量 2 000～ 2 200 g。采用体外两步灌流法稍加修改方案

进行肝细胞分离[ 1] ,以差速离心进行肝细胞纯化。台盼蓝染色,

显微镜下观察肝细胞的活细胞率及纯度均>95%者用于实验。

1.2　实验分组及肝细胞培养
　　本实验共分 4组 , 将上述分离肝细胞用含 10%新生牛血清

的 RPMI1640培养基(闭瓶组 NaHCO3 浓度为 4 mmol/L , 开瓶组

为23 mmol/L)[ 2]调整细胞浓度为 2×105/ml后接种于 50 ml塑

料培养瓶内 , 5 ml/瓶 ,分别置于 37 ℃、饱和湿度及不同气相条

件(Ⅰ组密闭培养瓶 , 气相为空气;Ⅱ 、Ⅲ 、Ⅳ组开放培养瓶 , 气

相分别为含 3%、5%及8.5%CO2浓度的空气)的培养箱中进行

培养。每 2 d更换相应新鲜培养基 1次 , 总体培养时间为 2周。

1.3　观察指标及方法
1.3.1　培养细胞形态　　采用倒置相差显微镜于 37 ℃条件

下观察培养细胞形态 ,了解肝细胞生长及增殖情况。细胞接种

后12 h 内 , 每6 h 观察培养细胞1 次 ,以后为每天观察培养细胞

1 次。

1.3.2　培养上清 pH值测定　　采用笔式 pH 计检测培养液中

pH 值 , 每次使用前对 pH 计行 3 点校正。及时检测每组加入和

取出培养液的 pH值 , 了解培养上清中酸碱度的改变情况。

2　结果

2.1　细胞形态
　　细胞接种 6 h后 , Ⅰ 、Ⅳ组可见大多数细胞贴壁 , 约 10%细

胞已开始增殖;Ⅲ组可见约半数细胞贴壁 , 个别细胞开始增殖;
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Ⅱ组约 10%细胞贴壁 , 未见细胞增殖。 2 d 后 , Ⅰ 、Ⅳ组生长细

胞面积约占培养瓶底部面积的 60%;Ⅲ组约占 30%, 培养上清

中漂浮细胞较多见;Ⅱ组培养上清中可见大量漂浮细胞 , 换液

后培养瓶中几乎无细胞 ,弃本组。 6 d 后 , Ⅰ 、Ⅳ组细胞已生长

满瓶;Ⅲ组培养上清中可见大量漂浮细胞 , 换液后培养瓶中仅

见极少数细胞 ,弃本组。 10 d 后 , Ⅰ组个别部位出现细胞脱壁

现象 ,培养上清中漂浮细胞增多。 12 ～ 14 d , Ⅰ 、Ⅳ组均见明显

细胞脱壁现象。

2.2　培养上清 pH 值变化
　　各组培养上清中 pH值检测结果见表 1。

表 1　培养液中 pH值变化

时间
(d)

Ⅰ组
(培养前/培养后)

Ⅱ组
(培养前/培养后)

Ⅲ组
(培养前/培养后)

Ⅳ组
(培养前/培养后)

2 7.35/7.35 7.38/8.12 7.38/7.82 7.38/7.41

4 7.36/7.33 - 7.39/7.81 7.38/7.39

6 7.36/7.32 - 7.40/7.84 7.41/7.42

8 7.35/7.30 - - 7.40/7.38

10 7.36/7.28 - - 7.42/7.38

12 7.36/7.29 - - 7.44/7.38

14 7.35/7.32 - - 7.43/7.40

培养前 pH值是指每组即将更换的新鲜培养液中的 pH值

3　讨论

　　细胞培养液中通常使用的缓冲系统为 CO2-NaHCO3 系统 ,

这种缓冲系统要求在培养液上面对流空间中加入 CO2 以防止

其丢失而增加羟基离子。 NaHCO3 浓度决定培养液的缓冲能

力 ,对流空间所采用的 CO2浓度依 NaHCO3 多少而定 ,两者必须

保持平衡 ,即为了提高培养液的缓冲能力 , 除需增加其 NaHCO3

浓度外 ,同时还需提高培养液上面对流空间中的 CO2 浓度。 此

外 ,在含有 CO2-NaHCO3 缓冲系统的培养液中加入Hepes 也可明

显提高其缓冲能力。但由于 Hepes 不是动物体内正常存在的

一种缓冲剂 ,对机体有无其他作用尚不清楚 , 故不适于与活体

有关的研究。

　　培养液中稳定的酸碱度是动物细胞进行体外培养时生长 、

增殖所必需的基本条件。为了维持培养液的 pH 值稳定 , 不同

培养方式要求采用含有不同 NaHCO3 浓度的培养液和不同气相

条件。本研究表明在我院驻地的海拔高度条件下 , 采用含低

NaHCO3(4 mmol/ L)的培养液以空气为气相进行闭瓶培养或含

高NaHCO3(23 mmol/ L)的培养液以含 8.5% CO2 的空气为气相

进行开瓶培养均可行。 我院驻地海拔高度为 3 658 m , 大气压
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仅为标准大气压的 60%[ 3] , CO2 分压也仅为标准大气压条件下

的60%。含8.5%CO2 空气中的CO2分压计算值约等于在标准

大气压条件下含 5% CO2 空气中的 CO2 分压计算值 , 因而两者

要求在培养液中所含有的 NaHCO3浓度基本相同 , 所以本实验

中8.5%CO2开瓶培养组的培养液 pH 值较稳定。而含 3% CO2

或 5%CO2 空气中的 CO2分压计算值明显较低 , CO2 张力不能与

NaHCO3浓度保持平衡 , 所以培养液中的 pH 值很快升高。因此

提示 , 在高原进行体外细胞开瓶培养时 , 为了保持某种培养液

的 pH 值稳定 , 气相中采用的 CO2浓度可能应等于使用该培养

液在通常情况下所采用的 CO2 浓度除以所在地大气压占标准

大气压的百分比。

　　虽然采用含低NaHCO3 的培养液进行闭瓶培养不受高原环

境条件的影响 ,但由于其缓冲能力较弱 , 因而要求培养细胞的

生长密度不能太高 , 换液的间隔时间不能太长 , 否则难以保持

培养液的 pH 值稳定。本实验结果表明 , 闭瓶培养组后期的培

养液 pH 值有所下降 , 细胞生长情况稍差 , 细胞脱壁现象早于

8.5% CO2 开瓶培养组。

　　此外值得注意的是 ,已配制含高NaHCO3的培养液不能在普

通容器中放置时间太长 ,否则其中CO2将逸出而致培养液变碱。
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OK镜矫治近视 153例 296眼疗效观察

Therapeutic efficacy of ortho-keratology for correction of myopia:a report of 296 eyes

周素君 ,王　科 ,陈　莉 ,陈红雨 ,万兴芳　　(第三军医大学西南医院全军眼科中心 ,重庆 400038)

　　角膜塑形术(ortho-keratology)是用角膜接触镜将角膜重新

塑形 , 增大曲率半径 、减少角膜屈折力 , 从而降低近视屈光度 、

提高远视力的方法 ,简称 OK 镜。 1999 年 8 月至 2001 年 3 月我

院引进美国 CONTEXT 公司的 OK 镜片对 153 例近视患者进行

了近视治疗 ,并对其进行了跟踪观察 , 报告如下。

1　材料和方法

1.1　对象
　　153 例近视患者 , 其中男 169 眼 ,女 127 眼 , 共 296 只眼 , 平

均年龄 15岁。所有眼睛皆为健康眼 , 未戴过角膜接触镜。 分

组 , A组:117 只眼 , 屈光度<-3.00 D;B 组:113 只眼 , 屈光度

≥-3.00 D≤-5.00 D;C 组:66只眼 , 屈光度>-5.00 D。

1.2　材料
　　美国 CONTEXT 公司设计的夜戴型 Orth-K CL, Dk151 , 已经

美国 FDA 检定 , RGP 材质稳定 , 不易变形 , 有抑制沉淀物的

特性。

1.3　方法
　　扩瞳验光 ,角膜地形图检查 , 测角膜直径 、眼压 、眼底 、裂隙

灯检查 , 最后小瞳复查验光以决定镜片度数 , 然后向美国订制

角膜塑型镜片。指导患者配戴及保养镜片方法 , 并嘱咐严格遵

守配戴时间 ,夜间配戴 8～ 12 h。第 1次夜戴者 ,次日复诊 , 以后

不论是白天配戴或夜间配戴均是第 1 周复诊 1 次 , 第 2 周复诊

1 次 , 2个月后改为 1 个月复诊 1 次 , 3 个月后每 3 个月到半年

复诊1 次 , 如果眼睛有异常症状要随时复诊。复诊项目包括:

裸眼视力 、主觉验光试片 、裂隙灯下角膜荧光染色以确定角膜

健康以及镜片与角膜的接触状况 , 检查镜片清洁度 , 异常情况

处理。

1.4　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 均用SPSS 软件包进行。

2　结果

2.1　治疗前 ,治疗间情况(表 1 ～ 3)

表 1　治疗前各组眼数 、裸视及屈光状态和角膜屈光力

组别 眼(只) 术前裸视 球镜(D) 柱镜(D) 轴(度) 角膜垂直 k值(D) 角膜水平 k值(D)

A 组 117 0.223±0.169 2.071±0.73 0.670±0.269 138.000±63.574 43.770±1.284 42.391±1.239

B组 113 0.091±0.035 3.768±0.574 0.828±0.413 130.253±68.960 44.084±1.412 43.833±1.399

C组 66 0.050±0.022 6.236±1.068 0.869±0.460 122.046±75.015 44.376±1.257 43.158±1.255　
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