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大白鼠骨髓粒系祖细胞 ( GM
一
C Fu

一

C ) 的体外琼脂培养

郭朝 华 罗成基 施 炎 陈世旭 伍 军 (卫防系 防原医学教研室 )

目前对多种动物的粒 系祖 细胞 ( GM
-

C U F
一
C ) 测 试 技术研究和应用 日趋厂

`

泛
。

但是
,

迄今对大鼠骨髓 G入工
一
C F U

一
C 体 外 琼

脂培养的研究方法国内未见公开报道
, 国外

有关文献也为数不多
。

我 们 在 小 白鼠骨髓

G M
一
C F U

一

C 体外 琼 脂 培 养方 法 的 基 础

上 “ ) a() 夕
进行了较系统的探索

,
初步建立起

一种较稳定而简便的大 鼠 骨 髓 G M
一

C F U
一

C

体外琼脂培养方法
,
为利用大鼠作为模型

,

研究粒系造血的有关问题提供一个重要的途

径
。

液
,

使每 m l培养体系内含 10 石个有核 细胞
,

摇匀后

置 37 ℃水浴箱预热 10 ~ 15 分钟
,

然 后加入 0
.

4m l

60 ℃的琼脂
,

用 l m l注射器 抽打混匀
,

每培养皿滴

入 1
.

0m l 培养体系
。

句实验组 `一 5皿
,

轻轻摇匀
。

随后加 4 滴小鼠肌浸液轻匀
。

最后将培养皿移入盛

仃少许蒸馏水的培养器 ( 以千燥器代替 ) 内
,

用凡

士林将培养器严格密封 通入 5 % C O : 气体 1分钟
,

置37 ℃ 恒温箱内孵育 5 天
。

以》 3。个细胞组成的细

胞团定为一个 G M
一

C F U
一

C
。

结 果 与 讨 论

材 料 与 方 法

实验动物
:

大白鼠
、

雄性
,

体贡 18 。一 2 0 0 9
,

由本校动物所繁殖
。

培养液
:
日本 R PM 卜 1 6 4。 组 织誓培养粉按常规

方法配制
,

调节p H至 8
.

。一 8
.

6经蔡氏 漏斗 过滤除

菌后置 4 ℃保存
。

马血清
:

取健马全血
,

分离出血清置 一
20 ℃保

存
。

细胞团刺激因子
:

取正常小鼠的肌组织
,

经过

培养液漂洗后剪碎
,

将约 1 9 肌组织
,

置于 30 m l无

菌的培养瓶中
,

加入 7 m l l 6 4。 培 养液
、

2 m l马血

清
,

经过 3 7 ℃培养 7 天后
,

收集上清液
, 一

20 ℃冰

箱保存
。

骨髓细胞悬液的制奋
:

将大鼠脱颈处死
,

放入

75 % 的酒精内浸泡 2 分钟
,

剥离一侧股骨
,

用 10 m l

GI 4。培养液冲出全部骨髓
,

打匀后 计 数 有 核细胞

数
。

培养体系的建立
:

取 30 m l试 剂 瓶 1只
,

加入

1 6 4 0液 4
,

Zm l
、

马血清 2 m l和一定最的骨髓细胞烈

一
、

正常值

30 只正常大鼠骨髓的 G M
一
C F U

一
C 测定

结 果
,

分 别 为 4 9
.

2 士 1
.

5 / 0
.

5 火 l o 5
BM C

,

1 0 3
.

5且二4
.

9八 又 z o 5
BM C

,

1 6 3
.

5 士 3
.

3八
.

s x

l o 5
B M C , 1 9 9

.

5士 5
.

4 / Z x i o “
BM C

,

平均每

l x i o ”

个骨髓细胞形成细胞 团 10 2
.

8 士 3
.

2 /

1 0 “
B M C (表 i )

,

将接种细 胞数为横座标
,

GM
一

C F U
一

C 数 目为纵座标作图
,
可见所接

种的细胞数与 G M
一

C F U
一
C 数 呈 良好的线性

关系 (图 1 )
,

说明本方法是可靠的
。

二
、

方 法学特点

国内外许多研究工作者
,

分别对人
,

狗
,

小鼠
,
豚鼠的 GM

一
C F U

一

C 培 养作了大量的

研究工作
t Z ) ( 4 ) ( 5 ) (

6〕 ( , ) , 我们应用类似的培养

技术
,

研究了大鼠骨髓 GM
一
C F U

一
C 的体外

培养条件
。

实验结果表明
,

大鼠 G M
一

C F U
-

C 培养方法具有如下特点
:

一
、

培养基的 p H 值
:

用 同样的培养基

( 1 6 4 0) ,
在相同培养时间和温度下

,
培养
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表 1 30 只正常大汽骨髓 G 人在
一

G F t J
一
C休 外琼脂 培养结 果

按种细胞数 jl/ }t 样品数
G M

一

C F U
一

C八肚
( X 士 S D )

0
.

5 X 1 0。

1
.

0 x 1 0。

1
.

5 火 1 0 6

2
.

0 X 1 0 6

2 0

8 6

l 9

5 7

4 9
.

2士 1
.

5

1 0 3
.

8士理
.

9

1 6 3
.

5士 3
.

3

1 9 9
.

8士 5
.

4

(子M
一

C F U
一

C / 1 0
“ BM C

( X 士 S D )

9 8
.

4士 3
.

0

1 0 3
.

8士 4
.

9

1 0 9
.

0士 2
.

2

9 9
。

9士 2
。

7

如 , , ~ ~ . . ~ ~ ~ -~ ~ ` ` 响

0
.

5 1
.

0 1
.

一
。

0

的的的的ù引甘1
`
了
山

献公
l

口妈口
·

写沙

接种细 J泡数 ( x 1 0 “
/ m l )

图 1 接种细胞数与G M
一

C干了U
一

C数的关系

大 鼠及小 鼠骨髓GM
一

C F U
一

C
,

当 p H为 7
.

2一

7
.

4时 , 小鼠细胞团 生 长 良好
,
致 密 G M

-

C F U
一

C 为 1 4 1
.

5士 2
.

5八 0 5
B M C ,

而 大 鼠

G M
一

C F U
一

C 仅 为 2 9
.

1士 2
.

8八。 尽
B M C

,

且

细胞团不典型
,

疏散
。

但当 p H 为 8
.

0一 9
.

5

l叶
,

大鼠细 胞 团 生 长密 集
夕 典 型

。

G M
-

C I` U
一

C 达 1 0 3
.

1士 5
.

0 / 2 0
0
BM C ; I衍小 l孔

G M
一

C I犷U
一
C 则 为 2

.

6 士 1
.

7八 0 5
BM C ( 人

2 )
。

体外培养大鼠骨髓 GM
一
C F U

一

C
,

其培

养基 p H 值不仅影响细胞生长
,

而且 直 接影

响细胞团生成的数 目
。

从我们实验结果可见

表 2 不 同 p H值对 G M
一
C F U

一
C生 长的形响

p H位
动物品种 培养基 样品数

7
.

2~ 7
。

4

1 6 4 0

小 以 1 6 4 0

2 5
.

2 4
。

2 5
。

2 4
。

2 3
。

2 1
。

9
.

5士 1
.

5

3 6
.

8 士 2
.

4

2 2
。

0

1 0
.

8 士凌
.

6

2 9
.

1士 2
.

8

1 3 3
.

6士 J
.

5

] 5 0
.

0士 4
.

1

1 4 1
.

8士 2
.

8

8
.

0 ~ 9
。

5

7 0
.

0士 2
.

5

1 2 6
.

0 士 4
.

1

1 1理
.

2士 8
.

4

1 0 3
.

4士 5
.

0

2
.

2士 1
.

1

3
.

0土 1
.

9

2
.

6士 1
.

7

一
。。。7。。

注
:

表内数字为灭士 S D

pH = 7
.

2~ 7
.

4时 ,
对大鼠骨髓 GM

一

C F U
一

C

生长是不利的
,

当 p H值 8
.

0一 9
.

5 时大鼠细

胞团生
一

长密集丰盛
。

据有关文献报导 (8) ,
在

大鼠淋巴细胞转化试验和染色 体 标 本 制作

时,
其培养基的 p H 值同样需要提高

,
才能

获得满意的结果
。

这一现象说明进行大鼠细

胞培养时
,

其培养基的 p H 值以碱性环境为

适宜
,

其中包括 大 鼠 骨 髓 G M
一
C F U

一
C 培

养
,

至于大 鼠骨髓 G M
一

C F U
一

C 体 外培养
,

为何适宜碱性 环 境 ( P H S
.

o一 9
.

5) 生长
,

其机理有待进一步探索
。

2
.

细胞团刺激因 子 ( C S F )
:

有关大

鼠 GM
一

C F U
一
C 培养的 C S F 制备

,
文献报

导较少
,

B ar dl e y 曾介绍在培养 体 系内附加



胎牛血清
、

成牛血清及大鼠新鲜血清等 (̀勺
。

同时骨髓需用沉降法处理
,

其 培 养 体 系复

杂
,
方法繁琐

。

我们使用小 鼠肌浸液作大鼠

骨髓 G M
一
C F U

一

C 体外培养的 C S F
,

能够得

到满意的效呆
,

其活性超过大鼠肌浸液
,

细

胞团数目明显增加 (衷 3 、
。

表 3 不 同 )LJ 浸液对大 成骨髓 G M
-

C F U
一

C形 成能 力的影响

C F U
一

C / 1
x 1 0 “ B M C (又士 S D )

批次 一

—
-

一 _
_ _ _ _

_ _ _ _ _ 二
小鼠肌浸液 人鼠肌浸液

1 1 2 6
.

0士通
.

1 6 9
.

3士 5
.

1

2 1 1 5
.

5 士 2
.

2 8 1
.

。 士 1 0
.

7

3 8 7
.

3士 1 2
.

。 了4
.

0士 2 0
.

0

4 1 0 7
.

0士 2
.

1 7 7
.

8士 2
.

3

5 1 3 3
.

0土 3
.

4 1 0 2
.

6士 2
.

5

同时我们制备的肌浸液
,

在冰冻条件下

可长期保存
,

多次使用
。

骨髓不作任何处理

直接培养
,
简化 了操作步骤

,
培养体系组成

也较简单
。

骨髓 G M
一

C F U
一

C 培养时
,

必须有细胞

团刺激因子 ( C S F ) 的参与
夕

经过 5 一 6 天

的体外培养
, 才能生成粒系细胞组成的细胞

团 ( G M
一

C F U
一

C )
。

然而 C S F是 G M
一

C F U
一

C

体外培养中必不可少的条件
,

同 时 对 J
一

击养

结果的成败
一

也起着决定性的作用
,

因此选择

好 C S F是培养中关键 的 问 题 之一
。

文献报

导 (9) (l0) 除猴骨髓外
,

一般使用同种肌浸浓的

C S F培养 G M
一

C厂划
一

C 的效果最好
,

C S士了有

着一定的种属特异性
。

这 一论点与本实验是

相符的
。

我们将大 鼠肌浸液的C S卜作小鼠骨

髓 G M
一
C F U

一

C 时
,

其刺激作川不如小鼠叽

浸液C S F的活力
,

但大鼠肌浸液的 C S F作大

鼠骨髓 G M
一
C F U

一

C 时
,

活力 又不如小鼠肌

浸液 的 C S F
。

这一现象
一

与文献报
一

导山 猴血

清能作人骨髓 G M
一

C F U
一

C 培养时的 C S F
夕

但猴血清的 C S F来作猴骨髓G M
一

C F U
一

C时
一 ,

其活力不如作 人骨髓 G M
一

C F U
一

C 的活力
,

这一现象与本实验结果相一致
。

所以我们认

为
,

在哺乳动物中
,

还应除大鼠骨髓外
, 一

般使用同种叽授液的 C S F来培养 G M
一

C F U
-

C
。

二
、

两 个 重要环 节

大鼠 ( ; M
一

1C
了U

一

c 体外 培养除了具有上

述的方法学特
l

从外
,

在培养过程其中二个环

}了也是
一

}卜常重要的
。

1
.

培养器的密封
:

在没有 C O
Z

培养

辉内条件下
,

密封状况的好坏将直接影响着

C F U
一

C的数 日 ( 表 4 )
,

因此 , 在 密 封 培

养器时
,

应将 凡士林均匀涂抹在培养器的磨

而
_

卜; 尽力旋转磨动培养器盖子
,

直至磨而
,

} ,的汽泡完全消除
,

否则应重新 再密封
。

农 J 培 养器密封状 况对大 鼠耸髓体外

环脂培 养C厂 U
一

C生 长 的影响

培养
皿数

(止l犷 t卜 C八 0 O B M C ( x 士 S D )

J音养器淤封不严

9

1 0

I ( )

1 5
.

8士2
.

1

3 5
.

2土 1
.

5

2 2
.

7 士 2
.

3

培养器密封严

1 2 7
.

2士 1
.

8

1 0 7
.

3士 1
.

4

1 1 8
.

7士4
.

8

2
.

马血清
:

不同批号的血清对大鼠骨

髓 C M
一

C F
一

U C 井只交均有 着 不 同 程 度的影

响
,

本实验比较了 4 匹 健
一

马 及一匹 骡 血清

( 表 5 )
。

结果表明健马与骡之间或不同健

马之间其 血清对大鼠骨 髓 G M
一

C厂U
一

C 体外

琼脂培养 (
,

M
一

C厂U
一

C 的 旅异是很悬殊的
。

因价i ` M
一

C l犷匕
一

C 士行养时需要选择活卞卜优质

表` 不同批 号血 清对 大成骨随体 外

环脂培养C 厂U
一

C生 长 的比较

血清不
,

}
,

类 样沉
!
数 C l犷U

一

C / l o 5 BM C ( 又士 S D )

`

乡一 l

`

乡一 2

马一 3

`

今一
一

1

l级7
.

4 士 3
.

0

, 1
.

2士 3
.

5

12 5
.

0士 1
.

7

] 9
.

0士 1
.

6

骡 5 !
一

1
.

6士 1
.

吕

. . . . . . . . . . . . . . . .



启息

乌血清方能取得满意结果
。

(本文承蒙陈宗荣教授
、

郑景熙副教授审修
,

特此致谢 l )
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新型配液针头的研制及

$lI 床应用

王草凤 <第三附属医院 普外科 )

静脉输液前的液体配制工作一般是用市

售18号针头来完成的
。

在工作 中
,

我 们 发

现
,

原用作配液的市售招号针头在穿透橡皮

瓶塞时常切割橡皮瓶塞
,

易造成
:

( 1 ) 配

液时针头堵塞
,

且易污染 ; ( 2 ) 被切割下

来的橡皮碎块进入液体中
,

随液体输入血管

内
,

作为异物可能形成栓塞 ; ( 3 ) 未进入

血管内的橡皮碎块亦可能堵塞静 脉 输 液 针

头 , ( 4 ) 交换液体时
,

由于输液器上的针

头堵塞
,

须更换输液器
,

给工作增 添 了 麻

烦
。

为了克服以上弊端
,
我们研制了一种新

型配液针头
。

经过 200 次反复的实验 和 临床

应用
,

效果满意
,

现介绍如下
:

一
、

新型配液针头的简介

新型配液针头的设计特点
: 1

.

在外径同市售 18

号针头粗细的钢管距针尖 1。班坦处
,

钻 成小 0
.

6 ~

。
.

7m m
、

透过双壁的 名个孔 , 针尖呈圆锥封闭型
。

2
,

钻孔后均应除毛刺和抛光
。

3
.

材料为不锈钢 ( 1 铬 18 镍 9 钦 )
。

二
、

实验结果和分析

在同类橡皮瓶塞上用市售 18 号针头和新型配液

针头分别作穿透对比
,

结果如下
:

原配液用市售 18 号针头在穿透橡皮瓶塞 20 0 次

后产生的橡皮碎块数分别是
:

注射器内35 块 ; 输液

瓶内 1通块 ; 堵塞针头12 次
。

而采用新型配液针头在

穿透橡皮瓶塞 2 00 次后无论是注射器内还是输液 瓶

内均无一例有橡皮碎块
,

亦无一例堵塞针头
。

因此
,

可 以认为
:

新型配液针头基本解

决了以往用市售 18 号针头配液时造成的橡皮

碎块带入液体中或针头堵塞的现象
,

同时也

不影响进针锐度和配液速度
,

临床试用效果

满意
,

值得推广
。
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