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人雪旺氏细胞的培养及

吞噬麻风菌的观察
`

丘拒世 刘子君 吉重敏 张 萌 丘红梅

( 病理解剖学教研室

方郭锡二

提 要 休外培养了 6 例人胚外周神经的雪旺氏细胞
,

均经传代繁足
,

1 例传至 第 1 1代
,

存活期

达 1 10 天
。

工旺氏细 ha 与麻风菌混合培养
,

定期取出部分细胞进行抗酸染色观察
。

感染 10 小时后
,

可见

少量 ( 1。% ) 细胞吞噬了抗酸菌
。

72 小时后吞菌细胞数达到高峰 〔95 % 以上 )
,

在细胞内可形成菌团—
麻风球

。

电镜下雪 l压氏细胞表面的微绒毛间及胞浆内见有多量麻风菌
。

96 小 时后
,

雪旺氏细胞出现明

显变性及坏死
,

但细胞内的麻风菌却无明显改变
。

关键词 沂旺氏细胞 吞噬 麻风杆菌

通过病理活检及尸体解剖的研究
〔 `一” ,

表

明麻 风外周神经病变最常见
,

其中雪旺氏细胞

被认为是麻 风杆菌侵袭的靶子 和 庇 护 所
。

这

样
,

研究劣旺氏细胞对麻风菌的吞噬
、

消化和

麻风杆菌在雪旺氏细胞内的存活与繁殖
,

对了

解麻风病变的发生发展
,

将具有非 常 重 要 意

义
。

为了能在体外直接观察这个过程
,

本实验

进行人胚雪 l压氏细胞的体外培养及感染麻 风杆

菌
,

在光镜及电锐下观案其改变
。

材杆和方法

一
、

雪旺氏细胞的体外培养

在无菌操作下
,

加取死后 5 小时以内的水

囊引产胎儿的外周神经
。

剪成 0
.

2一 o
.

sm m 大

小的植块
,

贴附于培养瓶底后
,

放入 含20 %小

牛血清的 1 6 4 0培养液
,

于 3 7 ℃培养箱中进行培

养
。

待雪旺氏细胞长出而至铺满瓶底时
,

用胰

酶消化
、

传代及繁殖
。

二
、

麻风菌的来源

用两种不同来源的麻风菌

1
.

人麻风杆菌M O 一 75 “ ’ ,

从体外培养管内

取出少许菌落
,

加入培养液搅匀成 麻 风 菌 悬

液
。

用涂片数菌法
,

计算菌数后备用
。

2
.

瘤型麻风患者麻风杆菌悬液
,

在消毒条

件下
,

切取患者耳垂部麻风瘤组织块
,

冲洗及

切去表皮
,

剪碎后加入适量培养液
,

置于匀浆

器内研磨后
,

用低速离心 ( 50 0转 /分 ) 3分钟
,

吸取上清液
,

弃去沉渣 ; 继用高速离心 ( 4 ,

00 。

转 /分 ) 30 分 钟
,

弃去上清液
,

用无抗菌素培

养液适量稀释
,

经涂片计数后
,

置子 4 ℃冰箱

内备用
。

三
、

雪旺氏细胞感染麻风杆菌及其观察方

法

用生长在盖玻片法进行
。

当雪旺氏细胞生

长并传代 1 一 2 次后
,

待雪旺 氏细胞长势较好

时
,

分别同时加入配制好的上述两种麻 风菌悬

液
,

使其在培养液中的细菌密度为 3~ 5只 10 叮

m l
。

加菌后于不同时间内取出盖玻片
,

进行抗

酸染色
、

免疫组化染色
,

或经镀膜后作扫描电

镜观察
。

并将培养瓶底面的细胞用胰酶消化脱

落后
,

经常规电镜包埋及超薄切片
,

作透射电

镜观察
。

此外
,

另 留 1一 2 瓶细胞
,

不加麻 风

菌
,

同时培养以作对照
。

四
、

免疫组化染色

采取有细胞的盖玻片
,

用 A B C法进行染色
。

抗 5 1 0 0蛋白
:
浓度 i : 3 0 0 ( D A K O ,

D e n m a r k

出品 ) ;
抗 溶 菌酶

:

浓 度 1 : 2 0 0 ( D A K O
,

S a n t a B a n b a r a 出品 )
。

结 果

一
、

人胚曾旺氏细胞体外培养 生 长 情 况

.
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我们先后进行了 6例 胎儿的外周神经雪旺

氏细胞培养
,

均存活繁殖
,

简况见附表
,

其中最

长存活期的 (S w
。
) 已 达 」10 天

,

传至第 n 代
。

附表 6例雪旺氏细胞体外培养情况表

胎儿 细胞长 存活
编号 月龄 出时间 间时 传代数

性别 ( 天 ) ( 天 )

SW
i

SW名

SW
3

SW -

SW
s

SW
。

3 6 5 2

一般在种植后 3 ~ 4 天
,

植块周围即见细

胞长出
,

呈放射状排列
,

稍后则互 相 连 结 成

片
。

细胞呈梭形或多角形
,

具多个细胞突起
,

细胞核呈长园形
、

空亮
,

并见 1 ~ 2 个较粗大

核仁 ( 图 1 ,

见插页 )
。

扫描及透射电镜下
,

均见细胞表
「

面有丰富纤细微绒毛突起
。

透射电

镜下可见胞浆内有较丰富的线粒体
,

粗面内浆

网
、

溶酶体及发育良好的高尔基氏器
,

未见粗

面内浆网的扩张及肌节结构的出现
,

可排除纤

维母细胞及肌纤维
。

用 5 1 00 蛋白及溶菌酶的免

疫组化染色
,

所培养细胞呈阳性反应
。

M a SS O n

三色染色则呈阴性
。

这些证据说明植块长出的

细胞为雪旺氏细胞
。

二
、

雪旺氏细胞吞噬麻风菌的观察

在加菌后 1 0
、
2 4

、

4 8
、

7 2
、

9 6及 1 2 0 小时
,

分批取出培养瓶内的盖玻片
。

固定及抗酸染色

后
,

每块盖玻片上随机观察 50 。个雪旺氏细胞
,

并计算其吞菌指数
。

发现 雪旺氏细胞对上述两

种麻风菌的吞噬过程及吞噬指数基本一致
。

在

感染 10 小 时后
,

可见少量细胞 ( 15
.

2 士 3
.

8% )

吞噬 1 ~ 2 条麻风杆菌
,

菌多位于细胞浆的外

周部分 , 感染 24 小时后
,

吞 菌 细胞逐渐增多

( 55
.

0 土 1 2% ) , 48 小时后
,

随着吞菌细胞数

目的增多 ( 7 8
.

0 土 8% )
,

细胞内吞菌的数 目

也增多
,

集结成束
,

且多位于胞浆的中央部或

在胞核旁 ; 72 小 时 后
,

吞菌细胞数达到高峰

( 95
.

4 士 1
.

6% )
,

在细胞内可形成 菌 团一麻

风球 ( 图 2 ,

见插页 ) , 96 小时后则见细胞出

现不同程度的空泡变性 ; 1 20 小 时后见细胞明

显变性及坏死
。

胞浆可呈泡沫状或松疏淡染
,

以至崩解消失
,
胞核固缩

、

碎裂或核溶解
。

但

细胞内的抗酸菌却无明显变化
。

在对照组
,

同

时培养而未加麻风菌的雪旺氏细胞
,

仍然生长

良好
。

取感染 72 小时的雪旺氏细胞做电镜检查
,

在扫描电镜下可见麻风杆菌被吞噬过程
。

在透

射电镜下可见雪旺氏细胞表面微绒毛间及胞浆

内均有多量麻风杆菌
,

可见到麻风杆菌由微绒

毛间进入细胞的过程
。

进入胞浆内 的 麻 风 杆

菌
,

无明显变性
,

未见出现菌周电 子 透 亮 区

( 图 3
,

图 4
,

见插页 )
。

讨 论

男女女男男女

体外培养雪旺 氏细胞吞噬麻风菌的观察
,

国内尚未见报道
。

国外也较多是采用鼠或人的

雪旺氏细胞瘤的瘤细胞或鼠的外周神经雪旺氏

细胞进行培养
〔“ ’ ” 〕 ,

以进行此项试验
。

因为 存

在种属间的差异性和正常细胞与肿瘤细胞间的

差异性
,

评价结果受一定限制
。

本组采用正常

人胚外周神经的雪旺氏细胞进行培养
,

并用人

麻风杆菌感染该细胞
,

观察其吞噬麻风菌的过

程
。

理应更接近于人麻风病体内外周神经雪旺

氏细胞病变发生发展的过程
。

加以细胞墙养的

成活率高
,

其生长期亦多已满足此 项 实 验 要

求
,

故有利于广泛开展
,

对研究麻风的发病学

有宽广的前景
。

实验中见体外培养人胚雪旺氏细胞短期内

能吞噬大量麻 风杆菌
。

但被吞噬的麻风杆菌
,

在光镜及电镜下均未见到明显改变
,

反而会聚

集成团
,

形成麻风球
。

在电镜下见被吞噬麻风

菌的周围
,

亦未见到电子透亮区
。

因此
,

我们

认为在体外培养的无免疫力的条件下
,

雪旺氏

细胞可能只是吞噬麻 风杆菌
,

但没有能力破坏

及消灭它们
。

俨如在细胞免疫低下的瘤型麻风

病者体内所见到的那样
,

雪旺氏细胞吞噬了大

量麻风菌
,

而不能很好杀灭它
,

细菌反而能在



细胞内繁殖
,

而至破坏细胞 及传播到另外的细

月包及组织 `
卜去

。

从放菌与不放菌的雪旺氏细胞培养情况对

比中
,

可以见到吞菌的雪旺氏细胞会受影响而

出现变性及坏死
。

而未吞菌的细胞仍继续生长

无恙
。

M u k he rj ee 〔’ , ` ’
亦认为存在于雪旺氏细胞

内的麻风菌
,

会影响该细胞合成髓鞘的功能及

阻断细胞内 D N A合成的能力
。

故认为麻 风菌对

吞菌的宿主细胞 ( 雪旺氏细胞 ) 的生长及代谢

有明显影响
。

(本实验得到 S ik sn ne s 教授惠赠人麻风菌M O 一
75

,

特致衷心感谢 )
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