
第 � � 卷

� � � �

第 �期

年 � 月

水 生 生 物 学 报
�〔兀� �  � � � �  � �� � ��� � �� 】��

� � �
�

��
,

� �
�

�

���
� ,

� � � �

日本血吸虫卵黄培养细胞超微结构动态的研究
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�湖北医科大学寄生虫学教研室
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摘要
�

从超微结构水平研究 日本血吸虫卵黄细胞培养的动态
。

在体外培养过程中
,

卵黄细胞

对外界环境的改变比日本血吸虫的其它体细胞更加敏感
。

随着培养时间的延长
,

卵黄细胞发

生不 同程度的变性
,

成熟卵黄细胞比未成熟卵黄细胞先发生变性
。

变性主要表现在核和胞质

的电子密度降低
�
卵黄球相互融合

,

或卵黄球与膜之 间的空 隙逐步增大
,

最终卵黄球从中释放

出来
,

变成裸露体
�
脂滴数目增多

,

体积增大 � 粗面内质网扩大和囊泡变
,

其上的核糖体脱颗粒

等
。

由此认为
,

未成熟卵黄细胞在体外培养过程中超微结构的变化可 以作为评价培养条件优

劣的一个指标
。
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血吸虫细胞培养的研究虽然已有一些报道 �’一 ��
,

但至今 尚未能在体外建立一个无限增

殖的培养细胞系
,

究其原因是因为血吸虫是具有复杂生活周期的复殖 目吸虫
,

体外培养特

别困难
。

血吸虫雌虫的生殖器官尤其是卵巢和卵黄腺对体外培养条件的改变最为敏感 【’��
,

在观察 日本血吸虫成虫培养细胞超微结构基础上 �� 
,

研究体外培养过程中 日本血吸虫 卵

黄细胞超微结构的动态变化
,

旨在研究培养细胞的老化过程
,

探讨老化机理
,

评价培养条

件的优劣
。

材料与方法

�
�

� 培养组织的获取 取 阳性钉螺 �湖南省寄生虫病防治研究所药物室提供 �常规逸蜘

法逸出尾坳
,

用 ��� 条尾坳感染健康昆明系雌性小 白鼠 �湖北 医科大学动物室提供 �
,

感染

�� � 时
,

用含肝素 �最终浓度为 �� � � � �� 的无菌生理盐水心脏灌注法冲虫
,

收集成虫
,

分离

雌
、

雄虫体
,

用解剖刀切下卵巢后段虫体
,

收集虫体
。

将收集 的虫体在含较高抗菌素浓度

�最终浓度为青霉素 �� � � �� � � �
,

链霉素 �� � � 协� � � ��的 � � � 中处理至少 �� 备用
。

� � 培养方法 按董惠芬�� 介绍的联合法接种培养
。

� � 培养条件 按董惠芬等 �� 
。
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� 透射电镜标本的制备和观察 接种时留部分细胞作对照制备标本
�
接种培养后每隔

�� 为一周期
,

定期取两瓶培养的卵黄细胞
,

先用 ��� 清洗细胞 � 次
,

然后用 �
�

�� 戊二醛预

固定
,

�
�

� � 后换新鲜固定液
,

再用橡皮刮刀刮下培养细胞
,

离心后经缓冲液洗涤
,

�� 饿酸

固定
,

按常规的透射电镜标本制样要求制样
、

观察并拍照
。

� 结果

�
�

� 对照组卵黄细胞的超微结构

卵黄细胞的形状 可分多角形
、

三角扇形
、

圆形
、

椭 圆形等
,

表面较光滑
,

大小为 �
�

� 一

�
�

� � �
�

�一 � �
�

� 协�
。

核通常呈圆形
,

也有不定形的
,

核膜 由一单位膜构成
,

核孔明显
,

切到

的核仁一般较大
,

呈卵 圆形
,

电子致密程度高
,

分布均匀
�
核 内异染色质丰富

,

核膜内缘常

常有呈斑块状的异染色质聚集
,

常染色质均匀分布在异染色质之间
� 胞质 中具线粒体

、

糖

原颗粒
、

丰富的游离核糖体和 电子密度 十分稠密的卵黄球所组成的卵黄滴
。

根据卵黄滴

的大小
、

数量与滴内卵黄球的分布情况以及有无脂滴
,

将卵黄细胞分为未成熟和成熟 卵黄

细胞
。

未成熟卵黄细胞胞质 内开始出现卵黄滴
,

卵黄滴是 由单一的或数量较少的卵黄球

构成
,

直径一般在 �
�

�一 �
�

�协� 之 内 � 粗面内质网十分丰富
,

有的围绕核周围呈长环形排列
,

而有的分布在卵黄滴附近
� 胞质中未见脂滴

。

成熟卵黄细胞的胞质内出现较多的卵黄滴
,

其直径一般在 �
�

�一 �
�

� 卜� 以上
,

内含的卵黄球数 目常在 �� 个 以上
�
并开始出现脂滴

,

有时

有溶酶体 出现
,

粗面内质网很少甚至无 �图版 �
�
�

,

��
。

�
�

� 不同培养时间卵黄细胞超微结构的变化

随着培养时间的延长
,

卵黄细胞的超微结构发生一系列渐进性变化
。

培养 � � �图版 �
�

�
,

�� 时
,

卵黄细胞 内除见不到线粒体外
,

并未观察到其它较明显 的变化
,

如核和胞质的染

色都很均匀
,

与对照相 比无明显区别
,

核仁清晰
� 未成熟卵黄细胞胞质 中粗面 内质网仍很

丰富
,

其上的核糖体分布均匀
,

清晰可数
。

培养 �� 一 �� � �图版 �
�

�� 时
,

核和胞质就开始出

现电子透亮区
,

即空泡化
,

核的空泡化 比胞质严重
,

染色质逐渐变稀淡
,

核仁染色也逐渐变

淡 �
但胞质 中卵黄滴 内卵黄球之间的界 限清晰

,

未成熟卵黄细胞 内粗面内质网仍较丰富
,

但 已观察不到别 的细胞器
� 此时成熟与未成熟卵黄细胞 出现几率几乎均等

。

培养 �� � 时
,

切到成熟卵黄细胞的数目减少
,

未成熟卵黄细胞出现几率增加
,

从图版 �
�
� 可清楚地观察

到成熟卵黄细胞 比未成熟卵黄细胞大
,

成熟卵黄细胞核 中仍可见核仁
,

胞质中空泡化程度

比未成熟卵黄细胞严重
,

但成熟卵黄细胞质中卵黄滴仍较正常
,

其外 面的膜与滴内卵黄球

之间的界 限清晰
� 至 ��� �图版 �

�
�

,

�� 时
,

很少观察到成熟 卵黄细胞
,

核内染色质与核仁已

无法区分
,

核膜有部分缺失
,

胞质内卵黄滴中卵黄球之间很多 已发生融合
�
但未成熟卵黄

细胞相对 良好
,

仍可观察到核仁
,

核膜完整
,

卵黄滴 中卵黄球之间未见融合
,

胞质中仍具粗

面内质网
。

培养 �� 一 �� �� 图版 ��
� �

,

�
,

�� 时
,

偶见成熟卵黄细胞
,

胞膜
、

核膜缺失
,

核中染色质稀

淡
,

胞质也稀淡
,

卵黄滴内卵黄球 已完全融合在一起
,

成为一团电子密度高的致密物
�
趋于

成熟的未成熟卵黄细胞内少部分卵黄滴中卵黄球之间也发生融合
,

粗面内质网轻微扩张
,

核
、

胞质空泡化加重
� 而大部分未成熟 卵黄细胞 内仍可见明显的核仁

,

卵黄滴中卵黄球仍

未融合
,

而 包围的膜开始涨大
,

胞质虽有空泡化发生
,

但没有前者严重
,

还可见粗面 内质
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网
。

至 � � 一 � � � �图版 � �

�� 时
,

未成熟卵黄细胞核中异染色质变得很丰富
,

核膜仍完整
�
粗

面内质 网扩张和囊泡变
,

其上的核糖体有脱颗粒现象
,

卵黄滴 的膜部分涨大
,

已有卵黄球

从中释放 出来
,

成为裸露体
。

�� �� 图版 �
�

�� 时
,

未成熟卵黄细胞胞质中粗面内质网扩张和

囊泡变更加严重
,

核质
、

胞质空泡化加重
,

多数卵黄细胞 中的卵黄球 已裸露 �但仍有一些细

胞内卵黄滴被稍涨大的膜包围
,

卵黄球之间也并未全部融合
,

胞膜仍完整
。

在发生以上渐

进性 变化的过程中
,

脂滴也发生变化
,

成熟卵黄细胞 内的脂滴数 目逐渐增多
,

体积也逐渐

增大 �而未成熟卵黄细胞中的脂滴从无到有
,

数量从少到多发生改变
。

� 讨论

从卵黄细胞的超微结构看
,

对照的细胞结构与周述龙等 �� ’�描述 的卵黄腺细胞 的结构

一致
,

基本可分为成熟卵黄细胞和未成熟卵黄细胞两大类
,

区别 的标志主要是卵黄滴的大

小和滴 内卵黄球的数 目以及有无脂滴
。

卵黄细胞在培养 � � 时
,

线粒体消失
�
培养 �� 一 �� �

时
,

就开始发生较明显的变化
,

大部分细胞器消失
,

核质
、

胞质出现电子透亮 区
。

本实验的

培养条件与董惠芬等 �� 的培养条件一样
,

其中观察到的体细胞在培养 ��� 时
,

仍可见正常

的线粒体
、

微饮泡等
,

并且核和胞质染色均匀
,

未发生空泡化
,

表明日本血吸虫的体细胞在

培养基中新陈代谢正常
,

由此可见 日本血吸虫的卵黄细胞 比其它体细胞受外界环境 的影

响更加敏感
。

在培养过程 中发现
,

随着时间的延长
,

成熟卵黄细胞出现的几率逐渐减少
,

未成熟卵

黄细胞出现 的几率逐渐增多
,

培养至 �� � 时
,

很少观察到成熟 卵黄细胞
,

且细胞变性较严

重 � 至 �� � 时几乎观察不到
,

即使偶尔见到
,

细胞变性也相对更严重一些
,

表明细胞已趋 向

退化死亡
� 而未成熟 卵黄细胞在培养 �� � 时数量较多

,

受外界环境的影 响相对较小
,

比较

正常 �图版 �
�
� � � 甚至在培养 �� � 时仍有一些卵黄细胞并未退化死亡

,

意味着卵黄细胞在

体外存活时间的长短取决于卵黄细胞的成熟度
,

这在超微结构水平证实 了董惠芬等 �� 得

出的结论
。

从结果可 以看 出
,

成熟卵黄细胞 比未成熟卵黄细胞大
,

并先发生变性
,

未成熟 卵黄细

胞中
,

趋于成熟的细胞先变性
。

卵黄细胞发生变性的特征主要表现在卵黄球相互融合
,

成

为一 团电子密度高的致密物
,

或与外面包绕的膜之间的空隙逐步增大
,

最终卵黄球从中释

放出来
,

变成裸露体
� 脂滴数目增多

,

体积增大
� 粗面内质网扩大和囊泡变

,

其 中的核糖体

脱颗粒等
,

这与华先欣等�’“�报道 的体外培养 日本血吸虫虫体内卵黄腺细胞的变化类似
,

说

明我们所选择的培养条件虽然能维持卵黄细胞在体外较长时间的存活
,

但最终还是会退

化死亡
,

可见
,

能使卵黄细胞在体外发生分裂
、

繁殖的培养条件
,

还需进一步的研究
。

已经证实
,

粗面内质网的主要功能是产生构成新膜 的脂蛋白
,

因此未成熟卵黄细胞 内

具丰富的粗面内质网
,

而成熟卵黄细胞内粗面内质网很少或无
,

这是卵黄细胞本身的生理

状态决定的
。

粗面内质网的扩张
、

囊泡变
、

脱颗粒变化
,

在病变最早期
,

表现为粗面内质网

核糖体数 目减少
,

胞浆游离核糖体数 目增多
� 随后

,

膜结构损害更激烈
,

发生轻微扩张
,

甚

至囊泡变
、

断裂或溶解
,

附着的及游离的核糖体普遍减少
,

多聚核糖体解聚
。

这种变化无

疑会破坏蛋 白质的合成
。

生化研 究证明
,

在这种病变的同时
,

分泌蛋 白合成受到抑制
,

它

与多聚核糖体解聚及结合氨基酸能力降低有关
,

结果导致脂蛋 白合成障碍
,

使内质网合成
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的甘油三醋贮积增加
,

从而使成熟卵黄细胞 内的脂滴数 目逐步增加
,

体积渐渐增大
� 未成

熟卵黄细胞内脂滴的数 目从无到有
、

从少到多发生变化
。

综上所述
,

在体外培养过程中未

成熟卵黄细胞 内各种细胞器超微结构 的变化可以作为评价培养条件优劣的一个指标
。
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:
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:
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切
:
溶酶体

;
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:
成熟卵黄细胞

;
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:
未成熟卵黄细胞
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