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近年来
,

角肮细胞培养技术已逐渐在一些实验室开展起

来
。

通过倒置显微镜可以观察到培养细胞生长的形态学变化过

程
,

但仅能观察到 细胞平面形态
。

本文介绍一种原位固定
、

石蜡

包埋技术
.

该技术可以观察到细胞的纵切面形态及细胞与支持

物 (基质 )之间的关系
。

现报告如下
:

材料和方法

1
.

1 培养细胞支持物的制备

1
.

1
.

1 鼠尾胶原的制备1[] 取大白鼠鼠尾一根
,

去除污物

后
,

于 75 写酒精浸泡 30 m in
,

去毛皮取其尾键
,

剪碎后在无菌条

件下浸泡于 1 / 1 0。。的醋酸溶液中
,

置 4 ℃冰箱 72 h 后
,

以 30 00

r p m 离心 1 h
.

1
.

1
.

2 取上清液1 m l 加入培养皿中 (甲3 5 m m )
,

通入氨气使其

凝固平衡后备用
。

1
.

2 表皮细胞 的培养

取包皮环切术后包皮皮肤
,

去除皮下组织后用 。
.

25 %胰蛋

白酶在 4 ℃冰箱内消化 16 h
,

分散的表皮细 胞过 2 80 目不锈钢

网
,

然后接种于上述已制备好的支持物上
,

在 37 ℃ 含 5 % C O
Z

孵

箱 内培养
。

培养基为 D M E M (含 10 %小牛血清
、

10
n g / nlr 表皮

生长因子
、

2
.

Z u
/ m l 胰岛素

、

l o o u
/ m l 青霉素

、

1 0 0 拜g / m l 链霉

素 )培养基
.

接种的数目为每 m l含活细胞为 l x 10
`

(台盼蓝清

除计算 )
。

培养液隔日更换一次
,

培养14 d 后进行原位固定
、

石

蜡包埋
。

1
.

3 原位固定
、

石蜡 包理法

吸去培养液
,

用 OB iu
n ` s
固定液或 K ar n o v

sk y
, s
固定液固

定 Z h 后
,

用塑料刮匙沿培养皿边缘分离支持物
,

继续固定 s h
,

按常规进行脱水
、

透明
、

浸蜡和包埋
。

另一种方法是
:

用 oB iu n ` s

固定液或 K ar n o
vs k y

` s
固定液固定后不分离支持物

,

直接将培
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