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,
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提 要

本文以 � 种鱼类组织细胞系为材料
,
对鱼类微细胞和小分离细胞制备技术及其形成机制

进行了研究
。

在微细胞制备中
,

观察了细胞的微核化过程
,

微核是由间期状态的细胞核不规则

分裂而成
。

光镜和扫描电镜观察表明
,

在小分离细胞聚集体形成过程中
,

细胞核的变化与微细

胞的微核化过程相一致
,
但其细胞质的分裂机制不同

,

当细胞质进行异常分裂的同时
,
细胞的

微核也随同细胞质不规则分裂而被分配至各个小分离细胞内
。

关键词 微细胞
,

小分离细胞
,

微核化

微细胞和小分离细胞都是用于研究遗传物质转移的细胞片段
,

它们 由完整细胞的部

分遗传物质和包裹于其外的少量细胞质和细胞膜组成
。

微细胞制备技术是在 �� 年代建

立的
〔习 ,

并有小分离细胞 的报道
〔�� 。

这方面的工作在哺乳类体细胞遗传学中得到广泛的运

用
汇‘一川。

我们将哺乳类微细胞和小分离细胞制备方法应用于鱼类
,

为鱼类外源染色体转

移和鱼类遗传育种等研究提供新的技术途径
。

材 料 与 方 法

细胞 螂鱼 ��
� � � �� �、� � � � � , “� � �� � � � � �� 囊胚细胞 �� � �

一� � � 由本室提供
。

银螂

��
� � �  ! �。 � � “ � � ‘。� � �� � ��� � �� � � � 尾鳍组织细胞 ���  一 �� � 和兴国红鲤 �� ”

� �� 、 ,

� �  户�‘, �
·

� � � � � � ��‘�� 尾鳍组织细胞 ��� �  一 � � � 由作者培养
。

培养液 上述几种细胞均采用 � � 一 � �� 培养液培养
。

内含 巧多 小牛血清和 � �叮
�

� �

� � 青霉素
, ��� 产� � � � 链霉素

,

� ��
�

� � � � 卡那霉素
。

培养温度为 � �℃
。

将 � 种细胞按

� � � � , 细胞 � � � 密度分别接种于 �� � � 链霉素瓶内
, � � � 后加人秋水仙胺

,

使其终浓度

在 � � �
一
� � 细胞中分别为 � �

、

��
、

�
、

�
·

�
、

�
·

� 和 �
·

� 群� � ��  
, � �� � 一 � � 细胞分别为 �

�

�
、

�
·

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

� � 和 �
�

� � � “� � � �
, � � �

一 � � 细胞分别为 � �
、

� �
、

�
、

�
�

�
、

�
�

� �
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

� � 不几

� � � , 拜� � � �
。 � �

、

� � � 后用卡诺液固定 �� � ��
,

� �� � �� 染色 �� � �� ,

冲洗干燥后
,

计数微

核化细胞的百分比
。

�‘
, � � 年 � 月 � � 日收到 , � � �王年 � � 月 � � 日修回

。
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秋水仙胺处理时间及对细胞脱落的影响 细胞按上述密度接种
, � � � 一

�� 细胞用终

侬度为 � �拼� � � �
, �� � � 一

�� 细胞为 �
�

�环� � � �
, � � � 一

�� 细胞为 。
�

� 邢� � � � 的秋水仙胺处

理
,

每隔 �� � 任取 � 并固定染色
,

并计算微核化细胞的百分比
。

整个实验历时 ��
。

按上

述方法接种细胞和处理细胞
,

每隔 �� � 任取 � 瓶制成细胞悬液
,

计数并与对照组比较
,

计

算出实验组瓶内相对细胞数 目
。

微细胞制备及其活力测定 将生长 良好的 � � � 一

�� 细胞 制 成 � � �护 细 胞 � � �密

度
,

接种在装有
“

弹型塑料片
”

的培养皿内
,

�� � 后加入终浓度为 �
�

�雌 ��� 的秋水仙胺
,

细

胞生长至 � ��
,

取出生长有细胞的塑料片
,

放人 �� � �的离心管中
。

第一次离心时
,

离心管

内装有血清浓度为 �� 多的 � � 一 � �� 培养液
, � � � � � � � � �� 离心 �� � ��

。

第二次离心时
,

离

心管内含有细胞松弛素 � �终浓度为 � �群� � � �� 的 � �
一 �” 培养液

, � � � � � � � � �
�
离心

��� ���
,

整个过程在 �。℃ 下进行
。

收集的细胞悬液用无血清的 � �
一 �” 培养液洗两次

,

用直径为 �� � � 的针 头滤器
,

孔径为 � 那� 的微孔滤膜过滤
。

纯化的细胞悬液按 � , � � � �

� � 离心 , � ��
,

收集悬液置显微镜下作活体观察
,

记录照像
。

部分细胞固定
,

染色
、

观察

大小不等的微核
,

照像
。

另一部分细胞悬液在 �℃ 存放 �� � 后
,

用 � �务 台盼蓝进行排斥

染色实验
,

测定其存活率
。

小分离细胞聚集体形成机制研究

光镜观察 � � � 一 �� 细胞按 � � �� ‘细胞 �
� �

,

密度接种于 ��� � �培养瓶内
,

�� 一 �� �

后
,

加人终浓度为 �
�

� 产� � � � 的秋水仙胺
。

�� 一 � �� 后
,

用吸管轻轻吹下贴壁不牢的有丝

分裂中期细胞
,

以 �� � � � � �� 离心 � � ��
,

弃上清液
,

用 �� � 生理盐水洗两次
,

然后按

� � �少细胞 �
� � 密度接种于 � � �

�

�, 无血清的 � �� �� 培养液中
, �℃ 低温处理 ���

,

�� ℃

培养 ��
,

在倒置显微镜下观察细胞的不规则分裂过程
。

扫描电镜观察 将低温处理的细胞
,

在 �� ℃ 培养 �� � ��
、

�� 的细胞和单个小分离细

胞分别接种在 �� � � ��
�
膜的盖玻片

,

用 �
�

�呢 戊二醛固定
,

酒精系列脱水
,

临界点干燥
,

真空喷镀黄金
,

置扫描电镜观察
、

记录照像
。

细胞核观察 以收集的有丝分裂中期细胞
,

经低温处理后恢复正常温度培养 �� � ��

和 �� 的细胞为材料
,

分别用培养液和蒸馏水各半的低渗液处理 �� � ��
,

甲醇
一

冰醋酸固定

液固定 � , � ��
, � � � � � � �

� 离心 �� ��
,

收集细胞
,

滴片
,

空气干燥
, � ��� � � 染色

,

光镜观 察
,

�

照像
。

影响小分离细胞聚集体形成的因素

低温处理时间与温度 将收集的有丝分裂中期细胞
,

在 4℃ 分别处理 6
、

队 10
、

1 2 和

14 五后
,

在 27℃ 培养 2h
,

计数小分离细胞聚集体占细胞群体的百分比
。

将收集的有丝分

裂中期细胞分别接种在零度
、

2 ℃
、

4 ℃ 和 6℃
、

处理时间为 10h
,

正常温度培养 2h
,

计数小

分离细胞聚集体占细胞群体的百分比
。

不同 pH 值与不同培养液的影响 将收集的有丝分裂中期细胞分别接种在 pH 为

6
.
5、 7

.

0

、

7

.

5

、
8 0 和 8. 弓的 E agle 培养液中

,
4 ℃ 处理 姆h 后

,

正常温度培养 2五; 将收集的

有丝分裂中期细胞分别接种在 T C 一
1 9 9

,

Ea
g le 培养液和 H B ss

,

c B
ss 生 理盐水等 斗种

培养液中
,

在 4℃ 处理 sh
,

正常温度培养 2h
,

分别计算小分离细胞聚集体的百分比
。

小分离细胞的大小及活力测定 将制得的小分离细胞聚集体用吸管轻轻吹打
,

使其
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分散为单个小分离细胞
,

用直径为 25 m m 的针头滤器
,

孔径为 8户m 的微孔滤膜过滤
。

收

集物置 220or/m in 离心 sm in
。

取一滴细胞悬液于载玻片上
,

用测微尺测定小分离细胞的

大小
,

同时测定完整细胞大小作比较
。

取制得的部分小分离细胞用 0
.
, 多 的台盼蓝进行

排斥染色实验 ; 另一部分小分离细胞与脱膜的兴国红鲤受精 卵 融 合
。

用 50 外 的 P
EG

(50 多PE G + 5外 D M SO ) 作为融合剂
,

小分离细胞与受精卵融合后用 Bo ui
n 液固定

,

作
哎 连续切片观察

。

另将正常受精卵处理后作对照
。

结 果

1.3种鱼类细胞微核化 条件

不同浓度的秋水仙胺和不同处理时间诱导 3 种鱼类细胞的结果表明
,

当秋水仙胺浓

度为 10那g
/ m l

,

处理时为 72h
,

诱导 C A B 一 80 细胞微核化的比例可达 60 多 左右 ; C C R v
-

幻 细胞对秋水仙胺的浓度和处理时间较敏感
,

当浓度为 0
.
2芦g

/ m l
,

处理时间为 48h
,

细胞
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群中微核化细胞比例可达 30 多 (图 l一4)
。

而 C A G 一
8 7 细胞被不同浓度的 秋水仙胺处

理 72h
,

微核化细胞的比例没有明显变化
,

都在 30 外 左右(表 1 ,

图 4)
。

虽然秋水仙胺可

诱导 3 种鱼类细胞呈现不同的微核化效应(图版 I:1 ,
2

)

,

但它们的共同点是随着处理时

间延长
,

细胞数量不断下降(图 5)
。

因此
,

秋水仙胺浓度和处理时间是影响细胞微核化的

重要因素
。

长时间的处理和高浓度的秋水仙胺对细胞都有毒害作用
。

布

吕 80 爸
4。

即黝功

祠口讨切。�加。功一u一三JO
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O�。
qul
nu。之4门l甲国
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图 , 由于瓶内中期细胞的离壁和死亡
,
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‘
)

,

e e R v

一
5 7 细胞 ( b ) 和 C A G

一
名7 细胞 (

e
) 贴壁细胞数目

逐渐减少
F 19
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2

.

微核的形成
,

微细胞的结构及活力

在光镜下微细胞大小不一
,

表面较光滑(图版 I
:5)

,

Gi

e
m sa 染色表明

,

微细胞的核也

大小不一
,

并且都处于间期状态(图版 I:6)
。

3 种鱼类细胞的微核化过程表明
,

微核是由

间期状态的细胞核进行异常分裂形成(图版 I:3)
,

在形成的微核中
,

大的微核还可继续分

裂成更小的微核(图版 I:4)
。

对 4℃ 条件下存放了 24 h 的微细胞进行了台盼蓝排斥染色

实验
,

结果表明 518 个微细胞 中有 488 个排斥染色
,

微细胞的存活率为 94 务
。

3

.

小分离细胞粱集体的形成机制

光镜观察 在倒置显微镜下观察了小分离细胞聚集体的形成过程
。

接种 16 一20 h 的
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c A B 一

80 细胞
,

此时细胞稀网状并有少量变圆的有丝分裂
,

加人秋水仙胺 10 一14h 后
,

收

集有丝分裂细胞置低温处理 10h
,

然后恢复 27 ℃ 培养
。

随着培养时间的延长
,

细胞开始

进行不规则分裂
,

当细胞质流动时
,

整个细胞开始滚动
,

细胞表面形成许多大小不一的突

起
,

直至形成小分离细胞聚集体
,

即由一个细胞分裂成许多大小不等的小分离细胞 (图版

11:20)
C)

扫描电镜观察 为了更清楚地了解小分离细胞的形成过程
,

分别对低温处理的有丝

分裂中期细胞
、

经低温处理后恢复温度培养的细胞和培养 2h 的细胞以及单个小分离细胞

进行了扫描电镜观察
。

结果表明冷处理的有丝分裂细胞呈圆型
,

细胞表面有许多纤细的

突起和指状 (图版 H :11)
。

低温处理后恢复培养温度 10 m ill 的细胞表面已形成较大突

起
,

但细胞质还没有完全分裂(图版 H :12)
。

正常培养 2h 后
,

有些细胞完全分裂成许多

小分离细胞组成的聚集体(图版 11
:13 )

。

单个小分离细胞比完整细胞小很多
,

其表面有的

部分光滑
,

部分不光滑
。

小分离细胞聚集体形成中遗传物质的分配 单个小分离细胞是否含遗传物质? 如果

有又是怎样分配的 ? 研究结果表明
,

经低温处理的有丝分裂细胞中有的核呈染色体结构
,

有的核 已进人间期并开始异常分裂
,

有的形成了微核
,

但细胞质还没有进行不规则分裂

(图版 H :7); 恢复温度培养 10m in 的细胞中
,

有的核形成了微核
,

有些细胞核随着胞质

的不规则分裂而分裂 (图版 H :8) ; 培养 2h 后的细胞中
,

大多数细胞 已完全分裂成许多

大小不等的微核
,

分散于单个小分离细胞 中 (图版 11 :9)
。

由此可见
,

一个完整细胞分裂

成小分离细胞聚集体
,

是秋水仙胺和低温共同作用的结果
。

前者搅乱纺锤体的形成
,

使一

个不同步的细胞群体中的部分细胞停留于分裂的中期
,

后者使细胞骨架系统遭到破坏
,

失

去正常分裂的功能
。

因此
,

当恢复正常培养后
,

细胞就发生异常分裂
,

细胞核形成微核并

随胞质的不规则分裂而被分配到各个小分离细胞内
。

4

.

影响小分离细胞聚集体形成的因素

低温处理时间 不同的低温处理时间对 CA B 一
80 小分离细胞聚集体形成的影响(表

2)
,

从中可以看出
,

低温处理 10h
,

小分离细胞聚集体形成的比例占总数的 45 多
,

处理 6h

或 14h
,

其比例大大降低
,

分别为 22 务和 12 多
。

因此
,

低温处理时间太长或太短都不利于

小分离细胞聚集体的形成
,

1
0h 较适宜

。

表 2 低温处理时间与小分离细胞聚集体形成的关系

T ab
. 2 R elation sh ip betw een form ation of m iniseg reg ant eells al飞d e o

l d
s t o r a g e t

i m
e

低温处理时间¹
(h )

培养液À
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小分离细胞聚集体数 目À 细胞总数¼ 百分比(% ) ½
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低温处理温度 不同的冷处理温度对小分离细胞聚集体形成的影响 (表 3)
。

4 ℃ 处

理
,

小分离细胞聚集体形成的比例达 40 务
,

升高或降低处理温度
,

其比例都下降
。

因此
,

4 ℃ 是 C A B 一 80 细胞适宜的冷处理温度
。

表 3 冷处理温度与小分离细胞聚集体形成的关系

T ab
. 3 R elatio n ship betw een form ation of m in iseg reg ant eells and tem pe ratu re of

co ld storage

一

—
一 …一

一

五
、石

一

{

C
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一
8 。 细胞

飞咬、 升k 丁汗 .曰 陀
二 产
气、 }

,首 歹卜们义 、己尹 }

以从吐皿汉胃 } }
--
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-, , 一一

—
一 - -

一
一

甲了
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一万一
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—
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—
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—
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—
…
一

止i竺登i里竺墨轰竺上i竺一目i瞥丝哩干耳竺擎坪一
竺资 … … {: …

。 _ ,

【 :{
寸资 { Ea sle

,

p

HS

.0

} 罗 )
‘

UU

{ 哭
华 {

}
哭 一 … 哭

。℃ } { “
{ }

表内¹ T em peratu re o f eold storage; º 一½ 注同表 2
。

不同 pH 值 不 同 pH 影响 C A B
一

80 小分离细胞聚集体的形成 (表 4)
。

在一定

范围内较高的 pH 值有利于形成碑口
p H 值为 8

·

o

,
8. 5 时

,

其形成比例分别占细胞总数

的 60 外和 62 外
,

随着 pH 值下降
,

形成比例也逐渐下降
。

表 4 p H 值与小分离细胞聚集体形成的影响

T ab
.
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,
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对 仁AB
一
即 少分离细胞聚集体形成的影响(表 5)o 结果表明

,
H 耶S 生理盐水

一

的效果最

好
,

其比例达 48 多
,

E
a

g l
e

培养液也可达 41外
。

其他两种培养液效果较差
。
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5
.
小分离细胞的大小及活力测定

小分离细胞的大小测定 在测定的 1” 个 C A B 一
80 完整细胞中

,

细胞直径的变化范

围是 巧一 20环m
,

其中直径为 巧户m 的有 29 个(占 26
.
6 界)

,

直径为 18召m 的有 32 个(占

29
.
3呢) 直径为 20 群m 的有 杨 个(占 42

.
2 多)

,

其平均直径为 1夕祥m ;在测定的 13多个小分

离细胞中
,

细胞的变化较大
,

没有规律
,

直径最大的为 5
.
2拼m ,

最小的为 场m
,

平均直径为

3
.
26户m e

小分离细胞的活力测定 用 0
.
5多 的台盼蓝进行排斥染色实验表明

,

制得的小分 离

细胞对台盼蓝溶液具有排斥染色的能力
,

证明它们是有活力的
。

在与脱膜受精卵融合后

的连续切片中
,

观察到了融合的小分离细胞
,

这进一步证明小分离细胞具有活力
。

但在第

一次卵裂前的一些受精卵连续切片中观察到融进的小分离细胞核仍保持其原来的间期状

态
, 没有发展成染色体状态(图版 H

:14 )
。

讨 论

1.鱼类微细胞与小分离细胞形成机制及其差别

微细胞是一种转移遗传物质的有效媒介
【‘八7, ,

这 已由很多遗传实验所证明
。

但关于

微细胞形成的机制问题
,

仍有一些不同的见解
。

R 认g ert
z
等人 [4] 根据一些动物细胞的资

料
,

提出了一个假设
: 当细胞被秋水仙胺作用阻抑于分裂中期时

,

微管失去正常功能
,

染

色体发生浓缩
,

广泛地分散于细胞质中
,

由核膜把单个染色体或若干个染色体包封起来
,

随后这些染色体又发展成间期状态
,

形成微核
,

在细胞松弛素 B 和高速离心双重作用下
,

即可获得微细胞
。

在细胞微核化过程中
,

核膜是将整个染色体群包封起来
,

形成一个间期

核
,

再由这个间期核进行芽状分裂后形成微核
。, 。

我们在鱼类微细胞制备研究中
,

对 3 种

鱼类细胞的微核化过程进行观察
,

结果表明
,

鱼类细胞的微核是由一个重新形成的间期核

进行不规则分裂的结果 (图版 I:3)
,

在己形成的微核中
,

大的微核还可以再次分裂形成更

小的微核
。

因此
,

在鱼类细胞中观察到的微核化过程与哺乳类小鼠二倍体细胞的微核化

过程是一致的
。

关于小分离细胞的形成机 制
,

一般认为低温处理使微管微丝分解
〔‘’1‘幻 ,

因此
,

当恢复

正常培养温度后
,

细胞发生不规则分裂
,

从而形成小分离细胞聚集体
。

关于小分离细胞聚

集体形成过程中细胞形态的变化已有较多的观察
〔“, 8 , ,

但对此过程中细胞核的变化和核物

质的分配过程则还无详细报道
。

从实验来看
,

小分离细胞聚集体形成过程中细胞核的变

化情况与微细胞形成过程中细胞的微核化过程是相同的
,

即同样由间期状态的核通过不

规则分裂而形成小分离细胞的微核
,

如在秋水仙胺和低温处理后收集的细胞中
,

可以看到

细胞的微核化发展过程
,

有的细胞正处于分裂的中期
,

有的核已进人间期并正进行不规则

分裂
,

而有的细胞核已经分裂成了若干微核
。

但从微核向小分离细胞分配过程来看
,

则和

微核化细胞形成微细胞的过程是不相 同的
。

在微细胞形成中
,

微核是在高速离心和细胞松

弛素 B 的双重作用下
,

连同少量的细胞质和部份细胞膜一起分离贴壁细胞
,

最终残余的

细胞质块仍然贴附在瓶壁上
。

而在小分离细胞聚集体形成过程中
,

微核是随同细胞质的
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不规则分裂而被分配至各个小分离细胞中去
,

整个细胞最终分裂成为一个小分离细胞聚

集体
,

没有留下残余的细抱质块
。

因此
,

微细胞与小分离细胞的微核形成机制是相同的
,

而它们的细胞质分裂机制则是不同的
。

2

.

鱼类微细胞和小分离细胞制备比较及活力

本研究结果表明
,

由鱼类细胞产生微核化细胞的比例较低
,

在 30 多 左右
。

Oj
i m

a 等叫

用高体螃皱 (R h
口d 。。: 。。。

11
。扭; K n er) 鱼的原代细胞为材料

,

使细胞同步后
,

再用秋水

仙胺处理
,

其微核化细胞的比例也只有 33
.
3多

。

这说明要在鱼类细胞中获得高比例的微

核化细胞是比较困难的
。

因此
,

离心后得到的细胞混合群体中微细胞的产量相应较低
,

这

给微细胞的纯化工作带来了一定的困难
。

同时长时间和高浓度的秋水仙胺处理对鱼类培

养细胞有较大的毒害作用
,

引起中期细胞的离壁和死亡
,

使细胞的活力受到影响
。

相对而

言
,

鱼类小分离细胞的制备方法比较简单
,

操作简化
。

更为有利的是可以缩短秋水仙胺的

处理时间
,

降低其浓度
,

减小药物对细胞的毒害作用
。

如对 C A B 一
80 细胞采用的秋水仙

胺浓度为 0
.
1一 0

.
3拌g

/ m l
,

处理时间为 12 一14h
,

既降低了药物浓度
,

又缩短了处 理时间
,

有利于保证小分离细胞活力
,

提高杂种细胞的克隆率
。

因此以小分离细胞为媒介研究遗

传物质的转移是一种比较好的方法
。

从台盼蓝排斥染色实验和融合受精卵切片观察证实
,

小分离细胞是有活力的
,

能够与

脱膜的受精卵融合
。

如能进一步探索融合的最佳时机
,

以小分离细胞为介导
,

在染色体水

平上向鱼卵转移遗传物质是有一定实际意义的
。
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