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快速获得大量鱼类肾细胞中期

分裂相的 PH A 体内注射法
’

林 义 浩(1)

(山西大学生物系 )

提 要

木文报导了 PH A (Phy 仙
e

ma g g l毗ini n 植物血球凝集素 )体内注射制备鱼类肾细胞染色

体的方法
。

在北京编
、

广东妨
、

妓鱼
、

倒刺鳃
、

胡子绘
、

鳗缅
、

乌嫂
、

罗非鱼等分属不同科
、

目的近

部 种鱼类均获得较高的分裂指数
。

PH A 体内注射法的平均细胞有丝分裂 指数为 肾培 养的

1
.

56 倍
,

血培养的 1
.

82 倍
,

常规空气千燥法的 生
.

5 1 倍
,

达到 9
.

86 男
。

研究结果表明
,

PH A 在

体内同样具有刺激肾细胞有丝分裂的作用
。

P H A 往射剂最 8一1体g 广g (鱼体重)
,

秋水仙素注

射剂量 4一你g / g (鱼体重)
,

胸鳍基部各一次注射
,

效应时间 4一盛
.

6 小时
,

在 7 小时内便可获得

大量中期分裂相
。

所建立的方法不需进行细胞体外培养
,

简便快捷
,

适用于实验室和野外现场

制备鱼类染色体
。

随着低渗处理
、

空气千燥和细胞培养技术的兴起与发展
,

自 1 9 6 6 年 o ji‘
,
等c川采

用空气干燥法分析了娜鱼和金鱼的染色体组型以来
,

鱼类染色体的研究进展较快
。 〔‘

,
’主

·
岌“

,

州 P且A (P 五yto 五。m 吧g 灿乞运in 植物血球凝集素 )作为致有丝分裂原在细胞体外短期培养

中的广泛应用
,

使专供鱼类染色体制片的血培养〔1 吕
,

川
、

鳞培养脚 J以及肾细胞培养〔川等短

期培养方法在七十年代初期先后建立
,

大大推进了鱼类染色体的研究
。

但是
,

体外培养需

要相当的实验设备和无菌操作
,

程序繁琐
,

耗用时间长
,

在应用上受到限制 ,常规空气干燥

法则获得的分裂相很少
,

制片效果不理想
。

我们首次采用 p H A 体内注射刺激肾细胞的

有丝分裂
,

代替体外细胞培养制备鱼类染色体
,

建立 了一种快速简捷的制备方法
,

在 7 小

时内便可获得大量的可供分析的中期分裂相
。

现予以报导
。

材 料 与 方 法

本研究实验用鱼为广东省韶关地区水产研究所
、

广东省中山县东凤鱼苗场和山西省

清徐县清泉水库提供的养殖鱼类以及在珠江水系捕获的野生鱼类
,

共近 30 种
。

体重 自

本文大部分实验在广东省韶关地区兽医诊断室
、

韶关地区水产研究所和中山县东风鱼苗场迸行
,

显微照片

在山西农业大学牧医系拍摄
,

衷心感谢以上单位的 大力支持与协助
。

(1) 现在广东省韶关地区水产研究所
。
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10 克 至 1 0 0 0 克不等
。

实验时间 自 1 9 8 1 年 1 月至 5 月
,

先后用去各种鱼类 500 尾以上
。

P R A 体内注射制备鱼类染色体的方法如下
:

1
.

注射 PH A 和秋水仙素 自实验鱼胸鳍基部注射 P H A 溶液 (0
.

9 % N a
ol 配制

。

PH A 为广州市医药工业研究所出品的冻干粉针剂
,

10 m g / 安瓶)
,

剂量 8一 1 0 协g / g( 鱼体

重 )
,

一次注射
。

然后注射秋水仙素溶液
,

剂量 4一6鳍/ g (鱼体重 )
,

也为胸鳍基部一次 注

射
。

2
.

断尾失血 注射 p H A 后 4一4
.

5 小时
,

将实验鱼断尾失血 30 分钟
,

取出肾脏 (头

肾部分 )
,

用生理盐水反复洗涤
。

3
.

制备细胞悬液 将肾组织块置于装有少许生理盐水的培养皿中
,

两手各持一把镊

子
,

反复拉撕
、

分散肾组织
。

加入生理盐水
,

用上海产 2 60 目尼龙纱绢过滤
。

4
.

离心洗涤细胞 将滤液移入 15 ru ] 离心管
,

80 。一 1 0 0 0 转/ 分钟离心 3 次
,

每次 5一

6 分钟
。

5
.

低渗处理 o
.

O7 5 M K CI 处理 20 一2 5 分钟
。

6
.

固定 甲醇
一
冰醋酸(3 : l) 固定

,

更换 3 次
,

每次 20 分钟
。

7
.

滴片 冰片滴片
。

室外工作时则将玻片置于冰块上进行滴片
。

空气干燥
。

G ie

~
染液 (l : 1 0 稀释

, p H 6
.

8 )染色 15一2 0 分钟
。

结 果 与 讨 论

采用以上方法
,

我们先后在实验室和生产现场成功制备了北京编及其杂种
、

广东舫
、

鱿鱼
、

倒刺鳃
、

胡子鳃
、

鳗鲡
、

乌鳗
、

罗非鱼等分属不同科
、

目的近 30 种鱼类肾细胞染色体
。

染色体形态清晰
,

分散良好 (图 l)
。

我们统计了以本文方法制备的 20 种鱼类染色体制片

和以体外短期培养法制备的其中 10 种鱼类染色体制片的细胞有丝分裂指数
,

每一标本各

随机统计 25 个视野(3 00 x )
,

结果列于表 1 和表 2
。

由于不同来源的 卫H A 及其效价是影

响培养细胞有丝分裂指数的重要因素
,

为了比较
,

表 2 仅列出同一批号 尸H A 的培养结

果
。

依照同一方法
,

我们还统计了对照实验所得的制片
,

结果列于表 3
。

表 3 中实验组一

项的肾细胞和肝细胞均取自同一个体
。

对照实验用鱼均为 (团头纺 x 北京编 )( 罕)
。

关于鱼类体外培养的细胞分裂指数
,

文献中尚未见过类似的资料
。

因此
,

未能与其他

研究者的结果加以比较
。

虽然 Y o m 众功。to 等 [l.] 用
吕

H 一 胸腺嗜吮核昔作放射 自显影的研

究表明
,

鲤鱼肾细胞体外培养 72 小时
,

合成 D N A 的细胞数约 45 另
,

与人体外周血培养

的有关研究相接近〔, 」,

但人体外周血淋巴细胞是较为理想的短期培养物
,

细胞有丝分裂指

数可高达 20 拓以上
‘1) ,

鱼类培养细胞的分裂指数却通常较低
。

如果根据 且郎k功a皿 等〔l’]

对鲜鱼白细胞培养的研究
,

未加入纯氧
,

每一制片的分裂相很少超过 10 个
,

供给氧气
,

每

一制片的分裂相也仅在 1 0一1 0 0 0 个
,

则本文方法的制片效果是颇为理想的
。

由表 1
、

表 2

和表 3 可知
,

P丑A 体内注射法的平均细胞分裂指数为肾培养的 1
.

56 倍
,

血培养的 1
.

82

倍
,

常规空气干燥法的 4
.

5 1 倍
,

达到 9
.

86 绍
。

1) 见华北七所 3邪
、

3邓 组
,

1价4
。

有关人体淋巴细胞体外培养方法学中的一些问题(铅印本 )
。
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表 1 PH A 体内注射法的细胞有丝分裂指数

鱼鱼 别别 计数的的 分裂相相 细胞数 /视野野 有丝分裂指数(万 )))
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表 2 体外短期培养法的细胞有丝分裂指数

鱼鱼 别别 培养材料料 计数的细胞胞 分裂相总数数 细胞数 /视野野 有丝分裂指数(万 )))

总总总总 数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数 平平平平平平 均均 范 围围 平 均均 范 围围
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续表

鱼鱼 别别 培养材料料 计数的细胞胞 分裂相总数数 细胞数 /视野野 有丝分裂指数(万 )))
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666 7 6 一1 6999 5
.

0999 4
.

1 一 6
。

777

表 3 实验组与对照组细胞有丝分裂指数的比较

组组 别别 材 料料 计数的细胞胞 分裂相总数数 细胞数/视野野 有丝分裂指数(万 )))

总总总总 数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数 平平平平平平 均均 范 围围 平 均均 范 围围

实实验组¹¹ 肾细胞胞 35 4111 疥 333 14 1
.

书书 8 4一19 222 7
甲

7 111 4
.

2一8
.

999

肝肝肝细胞胞 241222 1 222 9 6
.

555 6 2一17 444 0
。

石000 0
、

〔卜
一1

‘

000

对对照组ºº 肾细胞胞 39 8 444 戈戈 15 9
甲

444 10 1一24000 1
。

7 111 0
.

4一2
.

222

¹ 实验组
:
用 P H A 体内注射法制备染色体

。

º 对照组
:
用常规空气干燥法制备染色体

。

我们的实践证明
,

本文方法虽不能连续检查同一个休的染色体
,

但不需进行细胞体外

培养和无菌操作
,

不受季节限制
,

实验设备简单
,

制片周期短
,

在 7 小时内便可获得大量的

可供分析的中期分裂相
,

适用于实验室也适用于野外工作
,

对不易抽血培养的小型鱼类和

不耐运输的鱼类更具优越性
。

并且
,

直接从活体繁殖的细胞制片
,

可以排除体外培养时出

现有害效应的可能性
,

可期作为一种监测手段用于水质污染与鱼类染色体损伤相互关系

的研究
。

众所周知
,

硬骨鱼类的头肾部分为拟淋巴腺
,

在机能上与淋巴结相等价
,

是产生白细

胞的主要场所之一恤
. 1 ‘幼 。

鱼类的肾细胞
—

P H A 培养方法Ea. , , 皿
正是基 于 PH A 在 体

(劝 韩先朴
, 1盯9 。

鱼类免疫
。

鱼病简讯 (中国科学院水生生物研究所第三研究室编 )
, 5 : 1一二2

。
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外短期培养中对肾细胞有丝分裂的刺激作用
。

大量资料表明
,

鱼类虽然胸腺很原始
,

也没

有真正的骨髓
,

但能对抗原刺激产生体液免疫反应
。

已知几种鱼类抗体的合成在胸腺
、

脾

脏和头肾中发生
。

鱼类也存在细胞免疫
,

表现出对同种移植的排斥作用和由外来物质引

起的炎症反应伪
“二 (l)

。

鱼类是否具有 T 细胞和 B 细胞以及免疫应答是否依赖于这些细胞

虽尚未明燎
,

但以 PH A 为致有丝分裂原的鱼类血液
、

肾细胞体外短期培养可获得大量转

化细胞和分裂相表明
,

鱼类具有能对 P E A 起反应的 T 细胞或类似细胞成分
。

前人的研

究证明
,

p 且A 具有在体外刺激肾细胞分裂增殖的作用
,

我们的研究表明
,

P E A 在体内同

样能够刺激肾细胞的有丝分裂
,

对照实验的结果明显指出这一点
。

为了探索 p E A 体内效应的细胞周期
,

选择适用于染色体制片的注射剂量与效应时

间
,

我们在胡子绘
、

黄鳝
、

罗非鱼
、

卿鱼等几种鱼类进行了不同剂量和不同效应时间的

PH A 皮肤试验
,

同时抽血检查淋巴细胞的转化情况
。

结果发现
,

某些鱼类对大剂量 PH A

皮试不仅呈迟发型超敏反应
,

而且更趋于速发型超敏反应
。

以胡子鱿为例
,

剂量 8一 1如g/

g( 鱼体重 )皮试
,

注射部位即隆起圆型或椭圆形的乳白色皮斑
,

并在几分钟内达到最大直

径 1。二 左右
,

6 小时后隆起渐行消退
,

但 24 小时后皮斑直径仍未见缩小 , 淋巴细胞检查

表明
,

注射 PH A 后 。
.

5 小时
,

1 小时
,

3 小时
,

淋巴细胞总数显著增加
,

有少量典型的转化

细胞出现
,

但未见分裂相
,

6 小时后淋 巴细胞总数变动不明显
,

也未发现典型的转化细胞
。

并且
,

P H A 注射剂量超过 2外 g / g( 鱼体重 )
,

有些实验鱼身体僵直而死亡
。

上述试验指出
,

就淋巴细胞而言
,

PH A 体内注射的细胞周期与体外短期培养不相平行
。

这种现象也见之

于人体 PH A 皮试观察与外周血淋巴细胞转化检查
。

根据唐学库等的报导
,

健康人体剂量

10 赌 的 p H A 皮内注射 30 分钟
,

外周血淋 巴细胞转化率为 20 拓左右
,

甚至出现分裂相
‘幻 。

免疫学的研究指出
,

动物诱 发 T 细胞介导反应时
,

淋巴结的胸腺依赖区出现显著的细

胞增殖
,

且有典型的淋巴母细胞闺
。

P E A 皮试不仅反映出 T 细胞的免疫功能
,

而且也反

映出 B 细胞的免疫功能
。

鱼类的细胞免疫过程虽尚属未知
,

但实验鱼在注射 P H A 之后

淋巴细胞总数与细胞形态的显著改变显然与淋巴组织的活动有关
,

提示了在体内条件下
,

作为鱼类拟淋 巴腺 的头肾组织能够直接或间接地对 P且A 的刺激作出反应
。

而鱼类的肾

细胞一犷且A 体外短期培养方法则早已证明
,

在体外条件下
,

PH A 能够刺激肾细胞的 分

裂增殖
。

根据在几种鱼类的初步试验结果
,

我们采用 8一 l。鳍 / g( 鱼体重 )为 P H A 体内注

射剂量
,

效应时间 4一4
.

5 小时
,

在分属不同科
、

目的近 30 种鱼类均获得满意的结果 ,实验

鱼小自 1 09 的吻暇虎
,

大至 1 0 0 09 的绞鱼
,

均未在效应时间内出现死亡现象
,

表明这个剂

量是合适的并且是安全的
‘释, 。 鱼类种类繁多

,

免疫功能有别
。

因此
,

本文提出的注射剂量

是否在最适剂量范围以及 P H A 对肾细胞的体内效应
,

还有待进一步的探讨
。

何 以同是肾细胞
,

同是 以 P H A 为致有丝分裂原
,

体外培养的细胞周期与体内注射迥

然不同 ? 众所周知
,

免疫现象的发生机理涉及到全面而且复杂的过程
,

P R A 的作用关系

到诸多方面的因素
。

体外培养固然是模仿体内条件提供细胞赖以生长繁殖的环境
,

但毕

竟失去了机体作为一个统一整体的各种联系
,

因而体外环境与体内环境就有着质的差别
。

(i ) 见 2 0 5 页脚注
。

(2 ) 广州医药工业研究所编
,

1 9 8 0
。

植物血球凝集素(P H 人 )用于肿瘤
、

传染病和与免疫功能有关疾病治疗的临
床报告及有关研究资料选编

,
3 : 1 7 3一17氏

(3 夕此处
,

安全指在效应时间内存活
。
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:

快速获得大量鱼类肾细胞中期分裂相的 PH A 体内注射法 加7

这些差别可以对细胞繁殖的各级调节机制施以不同的影响
,

从而也就对 P H A 的作用产

生影响
。

前人关于真核细胞繁殖的研究指 出
,

细胞周期的调节主要是通过 G
:

期的阻留来

实现的
,

非常清楚的一点是
,

细胞决不会停留在 S 期或M 期
‘且》
上国

,

而M 期经历 的时 间很

炕
,

通常为 1 小时左右口
‘l。

,1B 二
。

体外培养时
, ’

肾细胞可 因接种过程中一系列因素的影响导致

细胞阻留
,

尔后再随着培养过程由阻留点进入全周期 , 而体内注射时
,

处于各期的肾细胞

则可直接完成全周期
。

P H A 的作用
,

还可使机体在整体水平上作出积极反应
,

包括细胞

迅速大量繁殖这种方式在内的积极反应
。

在我们的实验中
,

采用广州医 工所 的 P H A 体

内注射制备鱼类染色体
,

均获得较高的细胞有丝分裂指数
,

而同一批号的 P H A 应用于鱼

类细胞体外短期培养却常出现细胞生长不良
,

制片效果不理想以至失败
。

如果暂不考虑

r H A 存在效价不稳定这种可能
,

这也从另一侧面提供了证据
,

说明体内环境与体外环境

的差异导致细胞对 PH A 刺激的应答产生差异
,

进而导致细胞周期的差异
。
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