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大鼠血管平滑肌细胞分离培养的探讨
’

王 关高” 杨 晓静 钱桂生 胡义德 兰 阳君
` ” (第三军 医大学附属新桥 医 院呼 吸内科研究所 ) 重 庆

,

4 0 0 0 3 7

提 要 目的
:

培养大鼠血瞥平滑肌细胞
。

方法
:

手术 显微镜下分离 主动脉 和肺动 脉
,

再用 翻转 干涸法进

行操作
。

结果
:

显微镜下分离组织
,

可基本除 净动脉纤维脂肪层和外膜
,

再用刀 片轻刮 内膜
,

可保证所 贴组织

块为动脉中膜
。

传至第三代时
,

用 台盼蓝检查细胞传代成活率 95 %
,

光镜
、

电镜 和免疫 组化鉴定培养细胞
,

培

养细胞纯度 96 %
。

结论
:

贴块片简便易行
、

经济
,

又可 以 防止膜损 伤
,

可为血管病理变化研究提供适宜的细胞
。
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肺血管的收缩反应增强和结构改建是缺氧性肺动

脉高压形成的 主要血管变化特征 lj[
。

肺动脉平滑肌细

胞培养和研究在探讨肺血管收缩反应病理变化 中有重

要意义
。

虽 然大动物如牛
、

猪大血管的平滑肌细胞培养

已有报道
,

但小动物小动脉平滑肌细胞培养又有特殊

价值闭
。

为此
,

我们建立了大鼠平滑肌细胞分离培养的

方法
,

并对其生物学特征进行了鉴定
。

1 材料与方法

1
.

1 动脉平滑肌的分 离

1
.

1
.

1 取心肺组 织 W i s t a r
大 鼠 5 只购于第三军 医大学实

验 动物中心
,

有合格证号
。

雌雄不拘
,

体重 1 8 0 9一 200 9
。

。
.

5 %

戊 巴 比妥钠麻 醉
,

于无菌操作 台上
,

经 颈动脉 放血处死后
,

迅速

取 出心肺组织
,

浸 泡在 含青链霉素的无菌 H an ks 液 中
。

1
.

1
.

2 取主动 脉和肺动脉 在超 净工作 台上
,

手术 显微镜

下
,

迅速分离 出主动脉和肺动脉
,

并剥除纤维层和外膜
。

1
.

2 动脉平滑肌细胞原代培养

1
.

2
.

1 剪切摆布 用眼科剪沿纵行剖开
,

内膜 面向上
,

用刀

片 自上 而下轻 刮 2一 3 遍
,

以 去除 内皮细胞
。

然后反复 剪切成

l m m X l m m 小块
。

用吸管吸 出小块
,

摆放在培养瓶底
,

小块相

互间距离以 0
.

5 c n l
为宜

。

1
,

2
.

2 翻转 干涸 培养法 轻翻转培养瓶
,

令瓶 底向上
,

置于

37 C C O
:

孵 箱 3 h ~ s h
,

使 小块 微干涸
;
然后 加人 少许 培养

液
,

让 培养液慢慢 覆盖 于瓶底上 的组织小块
,

置温箱 中静止培

养
。

待细胞从组织块游出数量增 加后
,

再补加培养液
。

1
.

3 平滑肌细胞的传代培养

细胞长满瓶壁后
,

吸尽培养液
,

向培养瓶 中加人 0
.

1 2 5 %胰

蛋 白酶和 0
.

02 % 的 E D T A 液 (两者 比例 1
:

1 )2 m 飞
。

在室温下

将培养瓶量于倒置显 微镜下观察
。

待 细胞 回缩
、

细胞间 隙增大

后
,

立 即 用 2。环小 牛 血 清 培养 液 终 止 消化
,

吸 除 消化 液
,

加

H an k 液
,

轻轻转动培养瓶
,

除去残余消化液
。

加人培养液
,

用细

吸管轻 轻反复吹 打瓶 壁细胞
,

使之 脱落瓶 壁形成 细胞 悬液
,

再

分装接种人培养瓶
。

细胞密度保持在 (1 一 5) 又 1。“

个 / m l
。

3 d~

4 d 换液 1 次
,

s d ~ 6 d 再传代
,

如此 进行 3 次
。

1
.

4 传代细胞成活率的检查

取 消化传代 的细胞悬 液 9 m l
,

加 人 l m l o
.

4% 台盼蓝液
,

混匀后 吸取 1 滴 于血球计数 器上
,

置显微镜 下观察
,

凡着色细

胞均为不正常细胞或死亡细胞
。

共计数 1 0 00 个细胞
。

1
.

5 传代平滑肌细胞的 纯化及测定

采用 刮除法或酶消化 法除去混 人 的成纤维 细胞和 内皮细

胞
。

然后 用免疫组织化学法测定纯度
。

1
.

6 培养细胞的鉴定

1
.

6
.

1 免疫组 织化学 鉴定 采 用 鼠抗人
a 一

ac it n
免疫组 织

化学染色
,

根据 S
一
P 法的常规操作进行

,

以棕黄色 为阳性结果
。

1
.

6
.

2 光 镜和 电子 显微镜观 察 常规 倒置 显微影 下观察
。

依 电镜 常规标本 制作 方法 制成 超 薄切 片
,

于 透射 电镜 下观 察

照像
。

2 结果

2
.

1 台盼蓝染色结果

共计数 1 0 2 8 个细胞
,

其 中 4 8 个为 阳性
,

约有 95 写以 上的

细胞染色呈 阴性
,

表明培养的细胞消 化传代 后成活率较高
。

2
.

2 细胞的 光镜及 电镜观察结果

倒置显微镜下观 察细胞
,

未贴壁前 细胞在光镜 下呈 长形 或

椭 圆形
,

胞 质密 度高
,

不透 明
,

胞核多 为卵圆形
,

有多个核仁
。

加

人 培养液后 24 1
、
左 右细胞 开始 贴壁生 长

,

贴壁 生长 的细胞胞
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l m l去 甲肾上腺素和等量 台盼蓝至 s m l 后呈圆形或

椭圆形 蓝染3j[
,

而成纤维细胞则扁平而稍大
,

胞质透

明
,

无收缩反应
,

长时间培养后在培养基上呈同心圆旋

涡状生长
。

本实验中 A
、

B 瓶细胞出现此情况
,

C 瓶未

出现该情况
。

免疫组化鉴定
,

因平滑肌细胞中含有大量

肌动蛋白
,

肌动蛋白单克隆抗体进人细胞内与肌动蛋

白结合
,

继而与二抗
、

S
一

P 复合物结合染成棕黄色
,

而

成纤维细胞内无肌动蛋白
,

故不显色
。

本实验中
,

经免

疫组化染色后数 2 00 个细胞
,

仅见 4 个细胞未着色
,

判

断细胞纯度约为 96 %
。

在电镜下
,

成纤维细胞的胞质

中无饮泡
,

无密斑密体
,

亦没有束状的微丝管
,

而有许

多高尔基体
。

(本实验承烧伤研究所 罗向东副教授
、

病理生理学 教研室

王培勇博士
、

大坪 医院心血管 内科王旭 开副教授
、

组织 与胚胎

学教研室吴康副教授指导
,

特此致谢 !)
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肺原发性恶性纤维组织细胞瘤一例

A c a s e r e P o r t o f P r im a r y m a l i g n a n t f i b r o u s h i s t i o c y t o m a o f l u n g

宫 亮
介 .

(第三军 医大学附属西南医院呼吸内科 ) 重庆
,
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患者 男性
,

63 岁
,

因右胸痛 2月
,

加重伴 咳嗽 2周人 院
。

查体

患者较消瘦
、

颈前后
、

锁骨上
、

双腋下及双腹肌沟未们及肿大淋

巴结
,

气管居 中
,

右第 四前肋
、

第七后肋 以下 叩浊
,

右中
、

下肺野

呼吸音低
,

胸部 X 片示右后胸 壁包块
、

呈椭 圆形
。

C T 提示①右

中肺叶紧邻心缘旁见约 4 。 m X 6 。m 片块状影
,

其内有稍低密度

区
,

与心右缘间可见脂肪 间隔
。

前 界与前 胸壁紧邻 ; ②右下肺见

约 7
.

5 c
m X 9 c m 片块样影

,

块影 内可见小片状稍低 密度区
,

其

前仍有透光区
,

后侧紧邻后胸壁
,

内侧紧邻脊椎
;

③左下肺外段

见 片状稍 高密度影
,

并 以宽基底与胸壁相邻
,

其内见点状低密

度影
,

边缘有角状 突出和毛刺样改变
。

查痰未见癌细胞
,

行纤维

支气管镜检查 未见 腔 内异物
。

行 经 皮右 肺 穿刺 活 检及 胸膜活

检
,

病理 检查见瘤组 织 由成片瘤 细胞 构成
,

瘤 细胞排 列呈编织

状
、

漩涡状
。

瘤细胞 圆
、

卵圆
、

梭形
,

浆中量
、

核深染
,

可见核分裂

像
,

间质较 多炎细胞浸润
。

免疫 组织 化学 染色示 组织 细胞抗原

染 色 ( + )
, a 一

抗胰糜蛋 白酶 ( + )
,

细胞 角蛋 白 ( 一 )
。

病理诊断肺

恶性纤维组织 细胞瘤 累及胸 膜
。

因患 者不愿 接受化疗出院
,

现

随访 1月尚存活
,

但一 般情况 差
,

肺内已 有广 泛转移
。

最后诊断

为右肺恶性纤 维组织 细胞瘤伴右 胸膜 累及
;
慢 性支气管炎

;
慢

性 阻塞性肺气肿
:

双上肺大泡
。
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