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附表 细胞损伤和冲击波参数关系的比较 关键词 爆炸伤 /病理学
;
细胞

,

培养的

分 组
峰 值

( k P
a
)

持续时间

( nr s )

脱落细胞
( % )

恢复细胞
( % ) 参考文献

低压组

高压组

9 3 8~ 1 0 2 4 0
.

7 0~ 0
.

7 5 2 0 90

2 8 1 4~ 3 0 0 0 0
.

4 5~ 0
.

5 1 3 5~ 4 0 5 0~ 6 0

3 讨论

本研 究采用培养 细胞进行冲击损伤实

验
,

避免了活体动物细胞
、

组织和血供复杂的

相互作用
,

以及血液循环障碍所产生的营养

代谢紊乱等继发因素的影响
,

尤其是排除了

继发作用引起 的损伤超过原发损伤改变的可

能性
。

同时
,

培养细胞还提供了以简单方式研

究短时冲击波对细胞直接损伤作用 的条件
,

从而消除了由于动物组织密度不同形成的难

以预测的反射与干涉压力波的影响
。

因此
,

采

用本模型可 以在单纯的条件下
,

研究冲击波

对细胞的直接损伤作用
。

我们在建立的钢筒中进行细胞冲击损伤

实验
,

测得的压力值稳定
,

变化范围小
,

从观

察结果看
,

本模型稳定性及重复性均达到实

验要求
,

结果分析可靠
。

用此实验模型研究了

冲击波对原代培养兔角膜内皮细胞的损伤作

用
,

结果表明
,

角膜内皮细胞受损程度随着冲

击波压力峰值增加而加重
,

而细胞恢复程度

减弱
。
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大鼠淋巴结 T 淋巴细胞亚群的免疫电镜标记

手爱莲 (第三军医大学基础部病理教研室 ) 6 3 。。3 8

T 淋 巴细胞是细胞免疫的主体
,

了解 T

细胞亚群的变化在病理研究 中具有重 要意

义
。

光镜 下检测 T 细胞亚群 的方法较 多
,

但

在超微结构水平标记观察的报道较少
,

尤其

是淋巴组织的细胞
。

本文参照有关文献
` ’ 一 ` ’ ,

用胶体金技术对大 鼠淋 巴结 T 淋 巴细胞及

其亚群进行 了免疫电镜检测
,

取得良好效果
,

报告如下
:

1 材料与方法

1
.

1 动物为健康雄性 W ist ar 大 鼠
,

体重 1 80 ~

22 09
。

大鼠断头活杀
,

取肠系膜淋巴结
,

分离周围结

缔组织
。

将淋巴结置无菌生理盐水内剪碎
,

用注射器

和 4号针头滤器过滤
,

制成淋巴结细胞悬液
。

1
.

2 抗大鼠 T 细胞亚群的单克隆抗体 M R C O X
-

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1993. 04. 022



3 5 6 第三军医大学学报 1 9 9 3 年第 15 卷第 4 期

1 9 (抗全 T 细胞 )
、

O X
一
3 5 (抗 T 辅助细 胞 ) 和 O X

一
8

(抗 T 抑制细胞 )
,

由英 国牛津大学 人长 , s

on 教授惠

赠
.

胶体金标记的羊抗鼠 lg G 抗体 ( G A M )和未标记

的 G A M 由军事医学 科学院基础 所提供
。

淋 巴细 胞

分离液为上海化学试剂二厂产品
。

了
.

3 染色过程

1
.

3
.

1 分离淋 巴细胞
:

用 8~ l o m l 玻璃试管
,

放入

淋 巴 细胞分离液 1
.

5m l
,

再加淋巴结细胞悬液约

Z m l
,
Z 0 0 0 r p m 离心 i s m i n 。

吸 取淋 巴 细胞层
,

用

0
.

i m o
l / L p H 7

.

2的 P B S 离心洗涤 i 次
,

即得到淋巴

细胞悬液
。

加 P B S 调整细胞 浓度在 2 x l 护 / m1 左右
,

将淋巴细胞悬液转入 4支 1
.

5m l 的塑料管内
,

每管各

l m l
,

离心去除 P BS
。

1
.

3
.

2 预 固定
:

离 心管 内加入 3 % 多聚甲醛 和

。
.

02 5 %戊二醛混合固定液
,

室温 10 m in
。

然后高速离

心去除固定液
,

用 P B S 洗涤
。

1
.

3
.

3 封闭
:

细胞悬液 内加入 2
.

5%牛血清白蛋白

( B S A )或 1 : 2 0未标记的 G A M
,

室 温 s m i n
。

再离心去

除封闭液
,

混旋器震荡
,

分散细胞 团
。

1 3
.

4 孵育
:

三个试管内分别加入浓度为 1
:
200 的

单克隆抗体 O X
一
2 9

、

O X
一
3 5 和 O X

一
8

,
4℃ 孵育 1 2

~ 1 6 h
,

再加单杭 l 次
,

室 温 30 m in
。

另一试管 内用

P B S 代替单抗
,

其余处理相同
,

作阴性对照
。

1
.

3
.

5 洗涤
:

用 p H 7
.

2
,

内含 0
.

5% B SA 的 P B S 洗

细胞 2次
,

每次一o m i n ,

再用 p H S
.

2的 P B S 洗 2次
,

每

次 l o m i n 。

1
.

3
.

6 染色
:

加 10
n m 金颗粒标记的 G A M

,

浓度为

1
,

20
,

室温孵育 4() m i 11 ,

最后将细胞离心成 团
。

1
.

3
.

7 再 固定
:

用 2
.

5%戊二醛 4 ℃下再固定细胞团

4 h
,

P B S 冲洗
,

把细胞团修成 l m m 只 1
.

s m m 小块
。

1
.

3
.

8 制备电镜标本
:

用 1%饿酸后固定 h2
,

常规方

法包埋
、

切片
、

染色
,

J EM
一

20 00 E X 电镜观察
。

2 结果

细胞超微结构保存良好
,

各种表面 阳性的淋 巴

细胞清晰可辨
。

O X
一

35 阳性的辅助细胞表面金颗粒

多呈簇状存在
,

每簇约 5~ 10 个金颗粒
,

在胞浆 伪足

样突起的胞膜处尤为明显
。

细胞核大多呈椭圆形
,

核

膜曲折内折较浅
,

胞浆内有少量线粒体
、

粗面内质网

和一些游离核糖体 (图 1~ 2 )
。

O X
一
8阳性的 T 抑制细

胞表面金颗粒相对略少
,

多为均匀散在分布
,

多数胞

核有较深 曲折
,

胞浆内细胞器很少 (图 3一 4 )
。

O X
一

19

阳性细胞中多数细胞的结构特点同 O X
一

35 阳性细

胞
,

少量细 胞与 oX
一
8阳性细胞相一致

。

以 P赘 取代

单抗的阴性对照组细胞用未标记 G A M 封闭后未见

阳性着色
,

用 2
.

5 % B S A 封闭的偶可见 到非特异性

阳性标记细胞
。

图 2 O X
一

3 5阳性细胞 ( T h )

图 3 O X
一

g1 阳性细胞 ( T 、
)

图 2

图 4

图 1局部放大
,

细胞表面胶体金颗粒大多呈簇状 ( 个)

图 3局部放大
,

细胞表面 胶体金颗粒较少
,

呈散在分布 ( 个)
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讨论

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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