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肾小球系膜细胞体外培养方法的改进
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肾小球系膜细胞的体外培养有一定难度
。

1 9 7 5年

iF s h 等 首 次 在 体 外 培 养 中 分 离 获 得 纯 系 膜 细 胞

(M s C )〔
,习。

现在大鼠
、

小鼠
、

兔
、

人等 M s C 的培养都有

报道
,

且在细胞生物学及细胞病理学研究方面得到广

泛应 用
。

国 内于 1 9 8 9 年首 次 报 道 培 养 成 功 大 鼠

M s C[
2 3。

我室近年来亦进行大鼠 M s C 体外培养方法的

探索
,

并对收集方法做了一些改进
,

已成功地用于系膜

细胞的实验研究
,

现报告如下
。

1 材料与方法

1
.

1 沮」肾小球直径

用体重分别为 18 5 9 和 1 9 0 9 的两 只健康 W is t盯 大 鼠
,

取

肾脏进行常规石蜡切片和冰冻切片
,

H E 染色
,

然后用 目镜测微

器在光学显微镜下测量肾小球直径
。

每个 肾各测 20 。 个肾小

球
,

求其平均值
。

1
.

2 肾小球 系膜细 胞培养

滤过网筛和收集网筛的选用 及其使用顺序见表 1
。

冲掉附着在筛面上的破碎组织
,

再收集筛面上的肾小球
.

1
.

2
.

2 消化肾小球
:

将 。
.

1 %的胶原酶加入收集的肾小球块
,

置 37 ℃水浴消化 25 m in
。

消化过程中不时振摇
,

消化后用 R P
-

M l
一
1 6 4。 培养液洗肾小球块 2 次

。

1
.

2
.

3 肾小球计数
:

将消化后的肾小球用 5 m l lo % B C S (小

牛血清 )
一
1 6 4 0培养液悬浮

。

用血球计数板计数
,

每一组各计数

3 次
,

求得其平均值
。

1
.

2
.

4 肾小球块接种培养瓶
:

取每组悬液各 5 m l 分别加入 25

m l 培养瓶中
,

置 37 ℃
,
5 % C O

Z

孵箱中培养
。

1
.

2
.

5 培养与观察
:

培养瓶静置培养 3 d 后
,

于倒置显微镜下

观察
,

记录壁层肾小囊脱落情况
、 ’

肾小球贴壁数多少
、

悬液中杂

质多少及贴壁肾小球周围 M
s
C 生长情况等指标

。

观察后换液
,

以后每 3 天换液 1 次
,

至第 10 天左右
,

当 M
s
C 铺满瓶底后

,

用

0
.

125 %胰蛋白酶进行消化
、

传代
。

2 结果

表 l 滤过网筛和收集网筛的孔径 (单位
:
拜m )及使用顺序

第一组 第 二组 第三组 第四组

2
.

1 肾小球直径 的 均值与数 目

冰冻切片和石蜡切片中肾小球直径均值分别为 10 7
.

34 士

1 8
.

4 2 和 7 1
.

8 7 士 1 4
.

7 0 拜m
。

第一至第四组肾小球数分别为 l x l 护
、
2 x l 。

, 、
2只 l 。 ,

和 1

只 1 0
,

个 / m l
。

2
.

2 M s C 少吝养情况

观察记录见表 2
。

1 2 5

7 6

表 2 M
s
C 培养观察的几项指标

O巴J丹b00,é月了1人11八曰匕JrJ9口n乙ǎb件乙11n工fJ月b
n己q乙月犷n乙,1

组 别

第一筛

第 二筛

第三筛

组 别 第 一组 第 二组 第三组 第四 组

8 0

7 5

匕do99亡JO8只

其中第一组按照既往报道的方法 (对照组 )s[
」 ,

第二 ~ 四组

为本实验所采用的方法
。

1
.

2
.

1 提取肾小球
:

雄性 W i s t a r

大鼠
,

体重 1 8 0 ~ 2 0 0 9
,

分为

4 组
,

每组各 2 只
.

用脱颈法处死
,

然后在无菌条件下取出肾脏
,

剥离肾包膜
,

剪下肾皮质并将其剪碎
.

将肾皮质在第一筛上研

磨
,

用 仆H
a n k’ s

液反复冲洗
,

收集过筛悬液
,

再依次经过第二

筛
、

第三筛
.

第二筛可挡住较大组织块
,

而肾小管节段等过度破

碎组织则可通过两筛漏掉
。

进一步用 D
一

H a n
k

` s
液洗第三筛

,

以

壁层 肾小囊脱落率 (% )

肾小球贴壁率 ( % )

悬液中杂质情况

M
:
C 生长情况

8 5

7 5

较多

较多
、

较好 多
、

好

最少

最 多
、

最好

较多

较多
、

较好

第三组收集的肾小球数量
、

纯度均较第一组 (对照组 )好

(图 1
,

2)
;
M

s C 生长也较第一组旺盛
、

数目多 (图 3
,

4)
。
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探索
,

并对收集方法做了一些改进
,

已成功地用于系膜
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,
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器在光学显微镜下测量肾小球直径
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球
,
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滤过网筛和收集网筛的选用 及其使用顺序见表 1
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冲掉附着在筛面上的破碎组织
,

再收集筛面上的肾小球
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2 消化肾小球
:
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1 %的胶原酶加入收集的肾小球块
,

置 37 ℃水浴消化 25 m in
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消化过程中不时振摇
,

消化后用 R P
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M l
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1 6 4。 培养液洗肾小球块 2 次
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2
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用血球计数板计数
,

每一组各计数

3 次
,

求得其平均值
。

1
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2
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:
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Z

孵箱中培养
。
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2
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5 培养与观察
:
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观察
,

记录壁层肾小囊脱落情况
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肾小球贴壁数多少
、

悬液中杂

质多少及贴壁肾小球周围 M
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,
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其中第一组按照既往报道的方法 (对照组 )s[
」 ,
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,

体重 1 8 0 ~ 2 0 0 9
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,
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,
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碎组织则可通过两筛漏掉
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进一步用 D
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,
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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
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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

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 )
。


