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保证收集的纯度
。

由实验结果可知第三组收集 肾小球数多
、

肾小囊

脱落彻底
,

且肾小球贴壁好
、

悬液中杂质少
,

使得 M s C

生长既多又好
,

故认为进行 M s C 培养选用本文介绍的

第三组方法为最佳
。

关键词 肾小球膜
;
细胞培养

中图法分类号 R 3 2 2
·
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冷冻蚀刻技术在大鼠严重烧伤后肠粘膜病变研究中的应用
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冷冻蚀刻技术是研 究生物膜
、

细胞连接以及细胞

突起 最 主要 的手段 之 一
,

在 呼 吸窘迫 综合 征 :l[
、

肺

癌
「,」、

皮肤癌
’ 3二
等疾患研究中已有应用

,

但用于严重烧

伤后肠粘膜病理改变的研究还比较少见
。

本文应用冷

冻蚀刻技术
,

对严重烧伤大 鼠的肠上皮细胞微绒毛
、

细

胞间紧密连接等结构进行了观察
,

获得 了比较满意的

结果
。

材料与方法

W i s t a r
大鼠 3 0 只

.

随机分为导L期营养组 (
, 之

= 1 2 )
、

烧伤对

照组 (
n 一 12 )和单纯对照组 (

、 一 6 )
。

早期营养组大鼠腹腔注

射戊 巴 比妥钠 30 m g / k g
,

背部电推剃 毛
,

置剃毛 区于 92 C 水

中 18
5 ,

造成 30 % T璐 A 盈度烧伤
,

伤后 20 m in 肠道喂养营养

液 ( E卜JS U R E
.

美 国产 ) 每 日 1 5 0 m l / k g
。

烧伤对照组用等量的复

方乳酸林格式液代替营养液
,

其它处理同早期营养组
。

单纯对

照组大鼠不致伤
.

自由进食
。

早期营养组和烧伤对照组于 伤后

3
、

6
、

1 2
、

24 h 取材
,

每组于各时相点将 3 只大鼠活杀取回肠
,

修

成 1
.

5 m m 丫 1
.

5 m m 又 4 m m 组织条
.

置于 3 %戊二醛内 4 ℃固

定
,
0

.

1 m ol / L 磷酸缓冲液漂洗
,

30 % 甘油生理盐水 ( p H 7
.

2 ~

7
.

4 )作冷冻保护 8~ 2 4 h
.

将组织修整为 0
.

5 nr m 火 0
.

5 nr m 又 2

m m 长条
,

放入样品托的小槽内
,

露出 。
.

3 m m 左右
,

然后把装

有组织的样品 托快速投人 液氮内冷冻
。

冷冻后放入预冷的

iE k
o F D 一 3 型冷冻蚀刻仪 内

,

在 一 1 10 ℃条件下断裂 (真空度

必须达到 l x l 。
’ `

托 )
,

升温至一 1 00 ℃ 蚀刻 30
5

。

然后 4 00 喷铂
;

90
。

喷碳 3 ~ 4 次
,

每次 1 ~ 2 5 。

铂 碳喷好后取出样 品托
,

滴一小

滴 0
.

05 % 火棉胶溶液在组织上
,

取出带有复型膜的组织
,

小心

放在干净的白色柑涡 内
,

加入 40 % 铬酸进行腐蚀
。

待复型膜脱

落后
,

用重蒸水多次清洗
,

然后用经酒精处理过的 30 0 目铜 网

捞取复型膜
,

干燥后在 J EM 一 Z 0 0 0 E X 电镜下观察
。

2 结果

单纯对照组大鼠回肠 上皮细胞微绒毛排列整齐
,

结构完整

( 图 l )
,

上 皮细 胞间紧密连接连续
,

彼此构成完整的 网状 ( 图

2 )
。

烧伤对照组 其连续走行的突起数量减少
,

排列紊乱
,

有明显

的中断现象 (图 3 )
,

微绒毛排列 不整齐
,

部分缺损
,

且有脱节现

象 (图 4 )
。

早期肠道营养组肠上皮细胞微绒毛无明显缺损
,

紧密

连接无中断
,

数量没 有减少
,

但部分排列紊乱 (图 5 )
。
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保证收集的纯度
。

由实验结果可知第三组收集 肾小球数多
、

肾小囊

脱落彻底
,

且肾小球贴壁好
、

悬液中杂质少
,

使得 M s C

生长既多又好
,

故认为进行 M s C 培养选用本文介绍的

第三组方法为最佳
。

关键词 肾小球膜
;
细胞培养

中图法分类号 R 3 2 2
·

6 1

参考文献

F is h A J
,

M ie h a e
l R F

,

V
e r n i e r

R L
, e t a

l
.

H u
m

a n g l
o
m

e r u -

l
a r e e

l l
s in t l s s u e e u l t u r e

.

L a b I n v e s t ,
1 9 7 5

,
3 3

:
3 3 0

湛贻蹼
,

高 进
,

邢宝才
,

等
.

肾小球系膜细胞培养
.

北京医科

大学学报
,
1 9 8 9

,
2 1 ( 4 )

:
3 3 5

蒋工伟
,

陈香美
,

黎磊石
,

等
.

大黄对体外肾小球系膜细胞生

长的影响
.

中华肾脏病杂志
,

1 9 9 。 ,
6 ( 3 )

:
1 33

H o
ld

s w o r t h SR
,

G la s g o
w E F

,

A t k i n s R C
, e t a

l
.

C
e

ll
e
h

a r -

a e t e r i s t ie s o
f

e u l t u r e d g lo m
e r u li f r o m d if f e r e n t a n im a l

s p e e i e s
.

N e p h
r o n ,

1 9 7 8
,
2 2

:
4 5 4

董 葆
,

邹万忠
,

由江峰
.

肾小球系膜细胞增生与系膜硬化机

制的初步探讨
.

中华病理学杂志
,
1 9 94

,
2 3 ( 1 )

:

10

(收稿
:
1 9 9 4

一
0 4

一
0 8 ;
修回

:
1 9 9 4

一
0 7

一
2 4 )

冷冻蚀刻技术在大鼠严重烧伤后肠粘膜病变研究中的应用

A P P l i e a t i o n o f f r e e z e 一 e t c h i n g t e c h n o l o g y i n P a t h o l o g i e a l s t u d y o n i n t e s t i
-

n a l m u e o s a a f t e r s e v e r e b u r n i n j u r y i n r a t

张文 军 施 同舟 (第三军医大学基础部中心实验室 ) 6 3 0 0 3 8

彭毅志 肖光夏 (第三军医大学西南医院烧伤研究所 ) 6 3。。 3 8

冷冻蚀刻技术是研 究生物膜
、

细胞连接以及细胞

突起 最 主要 的手段 之 一
,

在 呼 吸窘迫 综合 征 :l[
、

肺

癌
「,」、

皮肤癌
’ 3二
等疾患研究中已有应用

,

但用于严重烧

伤后肠粘膜病理改变的研究还比较少见
。

本文应用冷

冻蚀刻技术
,

对严重烧伤大 鼠的肠上皮细胞微绒毛
、

细

胞间紧密连接等结构进行了观察
,

获得 了比较满意的

结果
。

材料与方法

W i s t a r
大鼠 3 0 只

.

随机分为导L期营养组 (
, 之

= 1 2 )
、

烧伤对

照组 (
n 一 12 )和单纯对照组 (

、 一 6 )
。

早期营养组大鼠腹腔注

射戊 巴 比妥钠 30 m g / k g
,

背部电推剃 毛
,

置剃毛 区于 92 C 水

中 18
5 ,

造成 30 % T璐 A 盈度烧伤
,

伤后 20 m in 肠道喂养营养

液 ( E卜JS U R E
.

美 国产 ) 每 日 1 5 0 m l / k g
。

烧伤对照组用等量的复

方乳酸林格式液代替营养液
,

其它处理同早期营养组
。

单纯对

照组大鼠不致伤
.

自由进食
。

早期营养组和烧伤对照组于 伤后

3
、

6
、

1 2
、

24 h 取材
,

每组于各时相点将 3 只大鼠活杀取回肠
,

修

成 1
.

5 m m 丫 1
.

5 m m 又 4 m m 组织条
.

置于 3 %戊二醛内 4 ℃固

定
,
0

.

1 m ol / L 磷酸缓冲液漂洗
,

30 % 甘油生理盐水 ( p H 7
.

2 ~

7
.

4 )作冷冻保护 8~ 2 4 h
.

将组织修整为 0
.

5 nr m 火 0
.

5 nr m 又 2

m m 长条
,

放入样品托的小槽内
,

露出 。
.

3 m m 左右
,

然后把装

有组织的样品 托快速投人 液氮内冷冻
。

冷冻后放入预冷的

iE k
o F D 一 3 型冷冻蚀刻仪 内

,

在 一 1 10 ℃条件下断裂 (真空度

必须达到 l x l 。
’ `

托 )
,

升温至一 1 00 ℃ 蚀刻 30
5

。

然后 4 00 喷铂
;

90
。

喷碳 3 ~ 4 次
,

每次 1 ~ 2 5 。

铂 碳喷好后取出样 品托
,

滴一小

滴 0
.

05 % 火棉胶溶液在组织上
,

取出带有复型膜的组织
,

小心

放在干净的白色柑涡 内
,

加入 40 % 铬酸进行腐蚀
。

待复型膜脱

落后
,

用重蒸水多次清洗
,

然后用经酒精处理过的 30 0 目铜 网

捞取复型膜
,

干燥后在 J EM 一 Z 0 0 0 E X 电镜下观察
。

2 结果

单纯对照组大鼠回肠 上皮细胞微绒毛排列整齐
,

结构完整

( 图 l )
,

上 皮细 胞间紧密连接连续
,

彼此构成完整的 网状 ( 图

2 )
。

烧伤对照组 其连续走行的突起数量减少
,

排列紊乱
,

有明显

的中断现象 (图 3 )
,

微绒毛排列 不整齐
,

部分缺损
,

且有脱节现

象 (图 4 )
。

早期肠道营养组肠上皮细胞微绒毛无明显缺损
,

紧密

连接无中断
,

数量没 有减少
,

但部分排列紊乱 (图 5 )
。
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一定要在 1 ~ 2 5 内让组织冷却到液氮的温度
。

其次
,

由于复型膜很薄
,

在腐蚀
、

清洗时极易造成复型膜的破

裂
,

使得捞膜很困难
。

我们根据郑树森等人的经验
〔 5〕

,

在断裂
、

蚀刻
、

喷镀后取 出样品
,

立即在复型膜上滴加

一小滴火棉胶溶液
。

待数秒钟后
,

用大头针除去周围多

余的复型膜及火棉胶膜
。

组织被腐蚀后
,

复型膜不仅面

积较大
、

较完整
,

而且在清洗
、

捞膜过程中不易破碎
。

用

铜 网捞膜后
,

即使不用醋酸异戊醋溶去火棉胶
,

在电镜

下也有足够的观察面积
。

关键词 冷冻蚀刻
;
灼伤

中图法分类号 R 3 61
·
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眼部创伤后
,

如经眼眶平片证实眼内有金属异物

存留时
,

术前常需进行异物定位测量
,

方有利术中准确

切 口 及吸出异物
。

平时沿用较多的为 巴耳金 氏定位

法 〔`〕 ,

其测量定位及计算较繁杂且费时
,

本文对测量定

位方法制作了一种特定的多功能尺
,

并对计算放大率

的方法进行了改进
,

推出了一种简易测量尺及便查表
,

经临床应用后证实
,

不仅测量简便易行且准确可靠
、

省

时
。

现介绍如下
:

资料与方法

本法为每个患者定位时
,

均应摄取仰卧前后位及水平侧位

(患侧靠片 )定位片各一张
,

焦片距均为 100
c m

。

摄片时患者只

要双 眼正视前方即可
,

经快速冲洗 后
,

干片可立即用 于定位测

量
。

测量时
,

先用我们设计的测量尺 (集尺
、

量角器
、

时钟方位于

一尺 )进行测量及定位
。

再将正
、

侧位片上测量得的异物方位及

距离从定位尺旁的便查表中查出相应的数据 ( 已扣除放大率 )

填于定位图上
,

从正
、

侧位定位图上 的方位推出异物所在径线

切面图川上异物距角膜缘切 口 的距离及深度
。

(角度可用多用

尺量出
,

角度与弧长的换算亦可从表中查出 )定位即告结束
。

2 研究与结果

传统的测量定位法于 摄片后还要分别测 量正位及测位角

膜缘中点至暗盒的距离
,

以便根据这个距离再查出相应的放大

率后方可求出异物的实际位置
,

并填于定位图上
,

测量及计算

放大率的手续较多
,

易造成误差
。

本文将我院原用 传统测量法

定位并经手术取出异物的 50 例定位片进行 回顾性分析
,

男 38

例
,

女 12 例
,

年龄为 9 ~ 57 岁
.

50 例中
,

前后位上
,

角膜缘中点

至暗盒距离为 1 6一 1 9 c
m

,

平均 1 6
.

9 9 c m
,

侧位为 3~ 6 c m
,

平

均为 4
.

1 。 m
。

采用平均距离即正位 1 7 。 m (放大率 1
.

2 1) 和侧位

4 c
m (放大率为 1

.

0 4) 为这 50 例统一取放大率与 50 例原实际

各例所取之放大率测量计算定位
,

其结果经统计学处理发现两

组无差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
,

因此我们提出正位取平均值 17
C m

,

侧

位取 4 c
m 为固定的求放大率标准

,

从而 省去了每个病例都要

于摄定位片后
,

再测一次正
、

侧位角膜缘中点至暗盒的距离
。

因

此制作了一便查表
,
N 栏中的 1 ~ 10 为从定位片上测得的数

据
,

而正位及侧位栏中相应数据为己扣除放大率的实际数据
,

其查出后可直接填入定位图上
。

测量尺可用透明胶片制作 (见示意图 )
。

其为一直径 30 m m

的圆
,

圆内分别作横与纵向的互相垂直的直径
,

并在其径线上

标出标准的以 m m 为单位的刻度
,

可作尺用
。

并在其中一个象

限中每 10 度 (亦合 20 m in) 划出一线
,

为扇形量角器图
,

可测量

异物所在角度及指示异物所在部位的时钟方向
,

可用其测量任

何一个象限的异物而无需其它工具
。

近年用此测量尺及便查表测量的 22 个病例
,

均经手术从

定位提示的方位切 口 而取出异物
,

证实本法准确可靠
.


