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"摘要#
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目的
!

建立一种快速%有效的分离兔蛛网膜下腔出血"

HD:

#后基底动脉平滑肌细胞"

bDH19U

#的方法$方法
!

采

用木瓜蛋白酶%二硫赤藓糖醇"

7;A

#%胶原酶"

&

型#两步法急性分离兔
HD:

后
bDH19U

$利用倒置显微镜观察细胞数量及形

态!台盼蓝法测定
bDH19U

成活率$结果
!

分离出
bDH19U

的数量"

"#!))C(#!(5

#个(
$##

倍视野!镜下观察绝大多数平滑肌细

胞呈长梭形!包膜完整光滑!细胞成活率为
5#4

$结论
!

该方法能快速%有效地分离
bDH19U

!并获得足够数量的细胞!为
HD:

后脑血管痉挛"

9̀ H

#

bDH19U

上离子通道的膜片钳研究创建了条件$
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'的发病率高达
)#4

!

=#4

#

是导致患者高伤残率和高病死率的主要原因之一)

(

*

"随着电

生理技术的发展#膜片钳逐渐运用于
9̀ H

发生机制中离子通

道的研究#而获取单个理想的基底动脉平滑肌细胞&

S&URP&W&W8
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X
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'对单细胞膜片钳研究极为

重要)

$80
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"本实验观察木瓜蛋白酶$二硫赤藓糖醇&

7;A

'$胶原

酶&

&

型'两步酶消化法能否快速有效地分离
bDH19U

#从而

为单细胞膜片钳研究创造条件"
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材料与方法
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实验动物
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#雌雄

不拘#由四川大学华西基础医学院动物中心提供"
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主要实验仪器
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'!电子天平&流阳龙腾电子称量仪器有限公

司#型号
AH%($#8"
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实验试剂和配置方法
!

木瓜蛋白酶$
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$胶原酶&
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#用
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调溶液
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为
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"酶溶液
'

%

(.6FHH

液中加入
#!).

B

(

.6

木瓜蛋白酶和
(.

B

(

.67;A

"酶溶液

(

%

(.6FHH

液中加入
(.

B

(

.6

胶原酶&

&

型'"

FHH

$灌流液

配置后
"h

保存备用#酶溶液
'

$酶溶液
(

配置后
>$#h

保存

备用"

!!"

!

方法

!!"!!
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HD:

模型制作
!

通过枕大池注入非抗凝自体动脉血

复制
HD:

模型)

?

*

#具体步骤如下%麻醉后马上使兔俯卧头低

位固定在动物实验台上#用头皮针经枕骨下间隙轻轻刺入#有

突破感后见清亮脑脊液流出#然后取耳中动脉非抗凝血按
(

.6

(

[

B

注入#局部按压
(.R/

#注射完后取
)#k

头低位
)#.R/

#

然后侧卧位观察#待自然苏醒抬头后放入兔笼#完全苏醒后送

回动物饲养室观察#给予正常喂养"

!!"!"

!

取材)

*85

*

!

正常喂养
"5J

后#

)4

戊巴比妥钠麻醉后迅

速断头取出脑组织#放在
"h

$在充予
=04G

$

(

049G

$

混合气

体的
FHH

液中分离基底动脉#并在解剖显微镜下剪去小的血

管分支和清除其周围组织#纵向切开血管#清洗掉血红蛋白#刮
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除血管内皮#将血管剪成细块状"

!!"!#

!

bDH19U

的分离
!

按下列步骤进行酶消化%先将基底

动脉移入酶溶液
'

中并放在
)*h

恒温水浴箱中消化
$#.R/

#

移去酶溶液
'

#加入酶溶液
(

并放在
)*h

恒温水浴箱中继续

消化
)#.R/

#然后终止消化#用
"h

的
FHH

液冲洗
)

次#最后

用尖端钝的吸管反复吹打直到有足够数量的单个血管平滑肌

细胞释放出来"分离好的细胞悬液置
"h

冰箱保存"

!!"!$

!

细胞数量$形态学观察及细胞成活率检测
!

吸取适量

bDH19U

溶液在倒置显微镜下观察平滑肌细胞形态"吸取

#!".6bDH19U

溶液#加入
#!(.6#!"4

台盼蓝染液#吹打

混匀#室温下染色
)

!

0.R/

#吸取适量在显微镜下观察细胞计

数"计算细胞存活率%存活率
3

&细胞总数
>

死细胞数'(细胞

总数
i(##4

"

"

!

结
!!

果

"!!

!

HD:

模型
!

注血后#兔出现烦躁#呼吸$心率加快#麻醉

苏醒后精神萎靡$嗜睡#饮水及进食减少#体质量减轻"断头开

颅取脑组织#见兔后颅窝各脑池内残留大小不等的暗红色血凝

块#以基底池较重#周围蛛网膜部分粘连#见图
(

"

"!"

!

细胞数量$形态观察及细胞成活率检测
!

分离出

bDH19U

数量&

"#!))C(#!(5

'个(
$##

倍视野#在倒置相差显

微镜下绝大多数呈长梭形或椭圆形#长梭形的平滑肌细胞数量

最多#胞膜完整$光滑$折光度高$胞质均匀#见图
$

"健康的正

常细胞能够排斥台盼蓝#而死亡的细胞膜的完整性丧失#通透

性增加#可被台盼蓝染成蓝色"显微镜下计数
)##

个平滑肌细

胞#

5#4

以上的细胞胞质未被染色#细胞存活率
5#4

以上#

见图
)

"

图
(

!!

枕大池内血凝块 图
$

!!

bDH19U

光镜照片&

i$##

' 图
)

!!

bDH19U

台酚蓝染色&

i$##

'

#

!

讨
!!

论

!!

实体组织材料的细胞分离常用方法有机械分散法$酶消化

分离法和细胞培养"机械分散法仅适用于处理纤维成分少的

软组织#此法虽然简便$快速#但对组织机械损伤大#而且细胞

分散效果差"由于兔基底动脉纤维成分相对较多#管径细小#

单纯的机械分散法不足以高效的分离
bDH19U

"而细胞培养

耗时长#受生长过程中的多因素影响#较难满足膜片钳的需

要)

=8((

*

"本实验采用木瓜蛋白酶$

7;A

$胶原酶&

&

型'两步酶

消化#胶原酶&

)

型'适用于消化纤维多的组织#分离效果较好#

即使有钙$镁离子存在仍有活性#故可用
FHH

和含血清的培养

液配制#即操作简便又可提高细胞成活率"通常#传统的单一

胶原酶消化法存在着明显的不足#组织经过胶原酶处理后会

释放出大量的胶原蛋白#胶原蛋白呈絮状#使上清很难分离开#

妨碍细胞从组织中释放出来#而木瓜蛋白酶是一种半胱氨酸蛋

白酶#将肌纤维组织中连接的细胞外基质解离#使细胞更容易

游离出组织"

影响分离细胞成功率的关键因素包括消化酶的种类及浓

度$消化的时间$环境的温度$

L

:

$血管的来源和实验动物的种

属及状态等诸多因素"在消化过程中#酶消化时间太短时#组

织没有被分解#细胞分离数目不多!而消化时间过长#易损伤膜

表面的蛋白质#使细胞产生破损#所有消化酶的用量和时间较

难掌握#很难判断消化的程度是否达到需要#需探索最适宜酶

浓度及酶解时间#并保证酶的最佳活性温度及最适
L

:

值)

"80

#

5

#

($

*

"本实验联合使用胶原酶&

)

型'和木瓜蛋白酶#并在

酶解液中加入
7;A

#用以保护细胞#经多次探索发现在含木瓜

蛋白酶
#!).

B

(

.6)* h

水浴消化
$#.R/

$胶原酶&

&

型'

(

.

B

(

.6)*h

水浴消化
)#.R/

#酶解液
L

:*!)

#能防止酶解过

度或不全的情况发生"

操作过程注意事项)

$

#

=

#

($8(0

*

%由于基底动脉平滑肌对各种

机械和理化刺激十分敏感#故在分离血管的过程中动作一定要

轻柔#避免机械牵拉血管#可在解剖显微镜下取材"分离血管

和细胞的液体最好新鲜配制#或配好后分装#放置在
>$#h

冰

箱内保存#使用前再调一次
L

:

值#以确保
L

:

值在
*!$

!

*!"

"

在分离血管的整个过程中将脑组织置于
"h

的
FHH

溶液中#

可降低整个脑组织的代谢#从而保护血管组织活性"另外#在

分离过程中溶液始终要充氧#对细胞有保护作用"本实验所采

取的急性酶解法能成功得到单个的
bDH19

#数量满意#自血

管分离到消化成单个细胞的整个过程大约只需
?#.R/

#而且消

化后所得到的单个血管平滑肌细胞状态良好#存活率高#为

HD:

后
9̀ H

的
bDH19U

上离子通道的电研究提供了理想的

单个平滑肌细胞"
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全套的主要原因是觉得影响快感#不愿意使用的占
"(!#4

"

最近
?

个月与女性发生过性行为的有
??

人&

$$!#4

'#最近
(

次与女性发生性行为时安全套使用率为
"0!04

#最近
?

个月与

女性发生性行为坚持每次都使用安全套的比例仅为
)(!54

"

由此可见#中老年
1H1

人群发生高危性行为的情况比较常

见#同时由于该人群结婚的比例较大#因此很容易成为桥梁人

物把艾滋病传播给自己的配偶"

!!

本次调查结果显示中老年
1H1

人群艾滋病知识知晓情

况并不乐观#艾滋病知识知晓率仅为
?*!*4

"具体来看#对于

-蚊虫叮咬是否会传播艾滋病.-与艾滋病患者或感染者一起吃

饭是否会感染艾滋病.和-一个人感染了艾滋病能否从外表上

看出来.

)

个问题掌握情况较差"在艾滋病防治知识获取途径

上#通过朋友介绍与讲解的途径最多#占
?5!*4

"此结果与国

内相关文献报道有一定差异)

58()

*

#可能与中老年
1H1

人群比

较隐蔽#生活圈子相对较狭窄等有关"另外也可以看到中老年

1H1

人群对新型媒体&如网络'等利用程度较低#更倾向于人

与人之间的交流#这为即将开展的后续有针对性的干预提供了

信息与方向"
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