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本实验对淋 巴结细胞悬液作电镜包埋前

胶体金染 色
,

通过预固定和再固定
,

既很好地

保存 了细胞表 面抗原
,

又保存 了细胞的超 微

结构
。

电镜观察表明
,

T 辅助细胞和 T 抑 制

细胞在抗 原分布和超微结构方面均有所差

异
。

前者抗原多成簇状
,

胞浆 内线粒体和粗面

内质网等相对较多
,

后者抗原多单个散在分

布
,

胞浆内细胞器较少
。

这些结构特点可能与

两者各 自的功能有关
。

关于淋 巴结细胞悬液的制备方法
,

我们

曾试用淋 巴结组织研磨和 2 0 0目不锈钢网过

滤的方法
,

但研磨易使细胞破碎
,

钢网过滤在

无负压 吸引的情况下细胞通过较困难
。

标记

前封闭非特异性抗原
,

对 防止非特异性 交叉

反应十分重要
,

我们 比较了 2
.

5 % B S A 和 未

标记 G A M 的封闭效果
,

发现后者效果更佳
。

对第一抗体的使用
,

孵育 时先后加两次抗体

比加 1次染色效果好
。

本方法还较好地克服了超微结构观察中

由于 T 细胞在淋 巴组织 内区域性分 布和电

镜取材的局限性
,

致使各细胞亚群分布不匀
,

难于在一块标本中同时观察的问题
。

本方法

也适合于胸腺
、

脾脏及骨髓组织 T 淋 巴细胞

亚群的免疫电镜检测
。

关键词 T 淋 巴细胞
;
免疫测定
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复合胶元酶法分离人血管平滑肌细胞的新方法

王旭开 杨成明 刘光耀 谁怡然
’

(第三军医大学大坪医院心内科 ) 6 3 。。 4 2

目前国内外分离血管平滑肌细胞的常用

方法主要是贴块培养分离法和单纯胶元酶分

离法
“

’
2 ) ,

但前者 易出现
“

去分化
”

或
“

调整
”
现

象
` 3 ’ ,

后者又耗时
、

膜损伤作用大和收集细胞

数量少
“ ’ 。

本文采用复合胶元酶法对 16 例外

科手术时标本组织血管进行分离与鉴定
,

以

评价该方法的应用价值
。

现介绍如下
:

材料与方法

1
.

1 主要材料
、

试剂及配制

1
.

1
.

I D
一

H A N K
,

S 液
:

N a
C I 8

.

0 0 9
,

K C I 0
.

4 9 ,

N a Z

H P O
;

0
.

0 6 9
,

K H
Z

P O
;

0
.

0 6 9 ,

N a
H C O

3

。
.

3 5 9
,

酚 红 。
.

02 9
,

溶于 1 。。 o m l 重蒸水
,

高温消毒
,

4 ℃备用
。

1
.

1
.

2 酶制剂及配制

胶元酶 I 型 ( S ig m a )
:

用 D
一

H A N K
,
S 液配成

l m g /m l溶液
,

过滤除菌分装后 一 20 ℃保存备用
。
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弹性蛋白酶 I型 ( sig ma )
:

用 D
一

H AN K
’

s液配

成 0
.

smg /ml溶液
,

分装后一 20 ℃ 保存备用
。

胰蛋白酶抑制剂 S( ig m
a )

:
D

一
H A N K ,s 液配制

成。
.

sm g /m l溶液
,

分装后一 20 ℃保存备用
。

1
.

1
.

3 R P M I一 1 6 4 。培养基 ( 日本 )
:

按说明书配制
,

加人 l om m ol /L H E P E s
,

并加入小牛血清 (终浓 度

1 。% )分装后 一 20 ℃保存备用
。

1
.

1
.

4 肌动蛋白免疫组织化学试剂
:

抗肌动蛋白

Ig G
、

I g G 抗体 ( lg M )
,
P A P 辣根过氧化酶

,

按说明书

配制
, 。 ℃待用

。

1
.

2 血 管组 织 的来源及处理

于外科腹部手术切除的组织无菌分离小动脉血

管
,

纵行剖开
,

排尽残血
,

仔细剥离外膜
,

并刮除内

膜
,

将 动 脉 条 剪 为 l m m x l m m 小 块
,

置 于 D
-

H A N K
,
S 液

,
4 ℃放置

,
Z h 内用酶消化

` s 〕
。

加入消化

酶 (上述 3种 )后置入 37 ℃恒温摇床
,

20 m ni 收集 1次

细胞
。

将收集 的动脉平滑肌细胞 ( A SM c )置入含

10 % 小牛血清的培养基
。

1
.

3 血管平滑肌细 胞的鉴定

1
.

3
.

1 光镜观察
:

将生长的 A S M C 自培养基中取

出后用无菌 H A N K’ S 液冲洗后
,

甲醇固定后
,

台盼

蓝染色
,

置于 Ol y m p u s
显微镜下观察细胞形态

。

1
,

3
.

2 肌动蛋白免疫组织化学 鉴定 “ , :

将生长在玻

片上的 A S M C 以 H A N K ,S 液洗干净培养基
,

用 甲

醇
:

冰乙醇 ( 3
:

1 ) 固定在 4 ℃ 20 m ni
,

再放入 60 亡烤箱

4 h
。

根据 A B C 免疫组化进行染色 (图 l )
。

图 1 人 A S M C (免疫组化 H E 染色 ) x 4 00

1
.

3
.

3 电子显微镜观察
:

顷去细胞培养液
,

以 37 ℃

H A N K ,S 液 充 分 洗 涤
,

最 后 1 次 离 心 1 7 00 ~

Z 0 0 0 r p m l om i r 、 ,

弃上 清
,

加入 固定液
,

再用环氧树

脂包埋
,

制成超薄切片
,

于透视 电镜下观察照像 (图

2
,

3 )
。

砚矿

团爵歇氰田

声坪鹅 肖争…

图 2 人 A SM C 胞内微丝管 (箭头 1 )和饮泡 (箭头 2)

图 3 人 A SM C 质膜下密斑和胞浆内的密体 (箭头所指 )

X 2 0 0 0 0

X 2 0 0 6 0

2 结果

2
.

1 A S M C 分 离后的形 态及其鉴定
` 3)

血管组织经复合酶消化成单细胞后在光镜下见

呈长形或椭圆形
,

胞质密度高
,

不透明
,

胞核多为卵

圆形
,

有数个以上的核仁
。

置入培养液中 6 h 左右就

开始沉下贴壁生长
。

电子显微镜下见 A SM C 呈不规则形态
,

胞内有

大量饮泡 (图 2)
,

基膜下有密斑
,

胞内有密体 (图 3 )
,

沿胞核呈束集分布的微丝管 (图 2 )
,

没有高尔基体
。

肌动蛋白免疫组化观察在光镜下见 A SM C 呈

长形或椭圆形
,

培养时间稍长时呈圆形
,

胞质中有较
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多的丝样物质 (图 l )
,

这就是着色较深的肌动蛋白是

A SM C 特征之一
。

2
.

2 单纯胶元酶法与复合胶元酶法分 离人

A S M C 效果的比较

单纯胶元酶 法 复合 胶元酶 法

消化时闰 3 0一 4 o n l , n

1次收集细胞数 1一 1
.

25 只 1。 “
/m l

细胞碎片 多 / H

台盼蓝排斥率 70 %一 8 。%

收集液蛋 白含量 6 5 ; g /m l

A S M C 胞内 [ C
a 十十〕1 2 4 o n m o l / L

2 0 m in

8 ~ 1 1 X 1 0 6

/m l

少 / H

9 5 % 以上

2
`

)拼 g / m l

17 0 n n z0 】/L

讨论

哺乳动物血管中层仅含有平滑肌细胞
,

因此除去内膜和外膜
,

可获得 A S M C 的纯培

养
,

但 由于贴块培养有不 同程度污染成纤维

细胞的可能
,

而单纯胶元酶分离 A S M C 在单

位时间内所分离下来 的细胞数量少
,

细胞膜

损伤大
,

只能用于传代培养
,

传代培养所出现

的
“

去分 化
”
现象表明 A S M C 的某些性状 已

改变
,

不适于高血压细胞离子转运模型的研

究以及药物干预研究
。

我们对单纯胶元酶法

进行 了改进
` 5 ) ,

加强 了对弹性 蛋 白的松解作

用
,

并加入了特异抑制胰蛋白酶的抑制剂
,

减

轻了酶对细胞膜的非特异性 损伤作用
。

在消

化后收集的 s M C 中加用了含高浓度的小牛

血清
,

防止了 A S M C 由于细胞外 电荷或离子

改变或某些抗原暴露而发生再聚集成块
。

因为人动脉血管壁中除含有大量弹性纤

维外
,

还有成纤维细胞
,

而易与平滑肌细胞在

形态上相混淆的主要是成纤维细胞
。

因此有

必要进行鉴别
。

在普 通光镜下
,

A S M C 呈椭

圆形或 长形
,

加 1拼m 去甲肾上腺素和等量 台

盼蓝 s m ni 后 A S M C 呈 圆 形 成 椭 圆形 蓝

染(3)
,

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 5个培养基 中生长

7 d 均未见到这种现象
。

在 电镜下
,

成纤维细

胞的胞质中无饮泡
,

无密斑密体
,

亦没有束集

状的微丝管
,

而有许多高尔基体
。

免疫组化鉴

定是鉴定 S M C 有 力的直接手段
。

我们采用

的是 人 A c t ni 单克隆抗体
,

在 A 兄M C 中含有

大量肌动蛋白
.

肌动蛋 白单克隆抗体进入细

胞 内与肌动蛋 白结 合
,

继而与二抗
、

三抗结

合
,

染色后呈深棕色
,

而成纤维细胞内无肌动

蛋 白
,

不显色
`

在本实验中
,

我们建立的复合酶 消化分

离人血管 S M C 的方法具有 明显 的优越性
,

能明显缩短消化时间
,

更具良好的选择性
,

这

样收集的 A S M C 数量显著较单一酶多
,

并且

对细胞膜损害程度 明显减轻
,

成活的细胞数

量和质量都有提高
。

由于酶作用时间缩短
,

松

解成纤维细胞的机会减少
,

保证了分离细胞

的纯度
。

最大限度保护了离体 A S M C 的原有

性状和代谢行为
。

关键词 肌
,

平滑
,

血管
;
细胞分离
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经皮心包穿刺活检术临床应用 16 例次分析

司良毅 张远慧 倪廷枢 何国祥 马慧卿 (第三军医大学西南医院心肾科 ) 6 3 0 0 3 8

临床上心包疾病的病因近年因结核性致

病 的发生率相对下降而有所改变
,

但准确的

病 因诊断较为困难
,

其病理学诊断通常 只能

经过间接检查心包积液或需开胸手术取心包

组织方能进行
。

这对 临床应用极为不便
,̀ ’ ; 故

此我们探索采用经皮穿刺介入心包的方法进

行心包活检
,

取得较好效果
,

现将我们对 16 例

次原因不明的中至大量心包积液患者所作心

包穿刺活检结果报告如下
:

器材与方法

护导引下先用细针作探查性穿刺
,

成功后改用带穿

刺针芯的活检针穿刺
,

当拔出针芯见有心包液流出

通畅时
,

表明穿刺针及前端倒钩部已进入心包腔
,

如

无把握时
,

可在心电监护下将针与胸壁的角度变小

后再进针。
.

3c m 左右
,

抽液顺利后
,

换用切割针芯插

入外套中约 2/ 3
,

将外套针倒钩面对向壁层心包
,

缓

慢 回拉外套针
,

当其 活检倒钩钩住心包时
,

有阻力

感
,

这时另一手迅速将切割针芯全部插入
,

利用切缘

与外套针之间的切割力即可切取心包组织
,

退出活

检针
,

抽液 10 0 ~ 3 00 m l 减压
,

以防心包液从活检创

口外渗
,

平卧 6 h
,

第 2天作胸透了解有无气胸或心包

液外渗入胸膜腔
。

本操作可多部位重复进行
。

心包活检针系 自制
,

由三部分组成
:

( 1) 活检针

外套
;

( 2 )穿刺针芯
;

( 3 )切割针芯
。

针长 1 5 e
m

,

直径

与14 号注射针相 同
。

穿刺针芯 比外套针长 。
.

2c m
,

外

套针距针尖 。
.

3c m 处有一呈 4 5
。

角的活检倒钩
,

切割

针芯较外套针短 。
.

2c m
,

其顶端为边缘锐利的平凹

面
。

具体活检方法如下
` , ’ :

病 人取平卧位或头高 30
“

位
,

于常规剑突下或左

前胸心包穿刺点
,

常规消毒铺巾局麻后
,

在心 电图监

2 临床资料

本文对 n 例经心包穿刺抽液检查仍不能明确病

因的患者共作了 16 例次经皮心包穿刺活检术
,

其中

男 6例
,

女 5例
,

年龄 gl 一 56 岁
,

有 1例先后共行 3次活

检
,

3例作 2次活检
,

16 次活 检中仅 1次未取到心包组

织
,

本组中无并发症发生
,

结果见附表
。

附表 心包活检患者临床资料表

例号 性别 年龄

4 2

4O

心包积液量及性质

大量
、

草黄色渗 出液

大量草黄色渗 出液

中量血性渗 出液

中量草黄渗出液

大量血性渗出液

大量血性渗出液

中量草黄渗出液

大量血性渗 出液

大量草黄渗 出液

大量血性渗出液

大量草黄渗 出液

临床诊断

结核性心包炎

结核炎

结核性

结核性 ?病毒性 ?

结核性

癌性 ?结核性 ?

病毒性

结核性 ?癌性 ?

病毒性

结核性 ?癌性 ?

病毒性

心包病理诊断

2 8

5 4

5 6

2 9

1 7

5 5

3 4

2 1

多量淋 巴细胞浸润及少许炎性渗 出物

弥散分布的异形细胞

淋 巴细胞浸润及大量纤维素

淋 巴细胞浸润玻璃样变性

大量淋 巴细胞浸润

少量淋巴及中性白细胞 浸润

少许淋 巴细胞浸润

大量淋巴 细胞及 中性 白细胞浸润
,

可见少许干酪样坏死物

少许淋 巴细胞浸润

大量淋 巴细胞浸润
,

纤 维素沉积

少许淋 巴细胞浸润

男男女女男女女男男女男
11q̀乃nJ任巴J户D叮才乃己Oé011
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