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流式细胞仪分析法检测黑熊成纤维细胞
周期同步化处理效果
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　　[摘　要 ]　分离培养黑熊皮肤成纤维细胞,传 3代,分别经血清饥饿 2～ 6 d 和 10 göL N ocodazo le 处理 24 h

后,用流式细胞仪分析 2个处理组和对照组细胞的周期相,以研究黑熊成纤维细胞同步化处理后的细胞周期时相

的变化,探讨核移植供体细胞的细胞周期对核移植胚胎发育的影响。结果显示,血清饥饿组、N ocodazo le 处理组及

对照组的 G0+ G1 期成纤维细胞的百分率分别为 (85. 05±7. 00) % , (45. 9±3. 7) %和 (59. 3±6. 7) % ; G2öM 期细胞

的百分率分别为 (10. 4±6. 8) % , (46. 3±4. 2) %及 (23. 05±1. 05) %。表明血清饥饿法能较好地使黑熊成纤维细胞

同步于 G0和 G1期; N ocodazo le处理可以使细胞较大程度同步于 G2和M 期。
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　　核移植是哺乳动物克隆技术的核心组成部分,

从核移植成功之日起就受到科学界的高度重视。而

在克隆动物研究中,供体细胞的细胞周期状态是影

响核移植重构胚胎进一步发育的重要因素[1 ]。目前

认为,供体细胞与受体卵母细胞的细胞周期协调一

致时,有利于供体核在受体的卵母细胞质中形态重

塑,并在新卵胞质的指导下恢复发育的全能性,引起

发育程序重编。本研究采用经典的血清饥饿法和

N ocodazo le 处理法对黑熊成纤维细胞进行同步化

处理,通过流式细胞仪检测细胞内DNA 的含量来

确定各周期细胞所占的百分比,以评价同步化处理

的效果。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　胎牛血清, N ocodazo le, R PM I1640 培养基 (无

Ca2+ ,M g2+ PBS 液) , 胰蛋白酶 (Sigm a 公司) , 无

Ca2+ 和M g2+ 磷酸盐缓冲液 (无 Ca2+ , M g2+ PBS

液) , 6个月雌性黑熊 (陕西省楼观台野生动物保护

中心) , 流式细胞仪 (美国 Cou lter 公司 E lite2ESP

型) ,倒置显微镜 (日本O lympu s公司)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　黑熊成纤维细胞培养　取黑熊颈部皮肤组

织,按常规的组织块培养法分离培养黑熊皮肤成纤

维细胞,并传 3代。

1. 2. 2　黑熊成纤维细胞同步化处理　将传 3 代的

成纤维细胞分为不同处理组。①对照组;②血清饥饿

处理组:用含 5 mL öL 血清的 1640培养液培养 2～ 6

d; ③N ocodazo le 处理组: 用含 10 göL N ocodazo le

和 100 mL öL 血清的 1640培养液对培养 3 d 的细胞

处理 24 h。

1. 2. 3　流式细胞仪细胞分析　用含 2. 5 göL 胰蛋
白酶+ 0. 4 göL ED TA 的无 Ca2+ ,M g2+ PBS 液消

化各组细胞, 并分别收集于 5 mL 的离心管中, 用

2. 5 mL PBS 洗涤 2 次 ( 800～ 1 000 röm in 离心

5 m in)弃上清,加入 1 mL PBS将细胞混匀,再加入

2 mL 无水乙醇立即振荡混匀,封口膜封口,置 4 ℃

冷藏室备用 (细胞固定以后 15 d 内均可使用)。检测

时,调整细胞浓度为 5×105～ 1×106 mL - 1,振荡混

匀, 流式细胞仪检测 G0, G1, S, G2 和M 各期的细

胞。

1. 2. 4　统计学处理　流式细胞仪检测结果均以

(xθ±s) 表示, 用 SPSS 10. 0 统计软件处理, 采用

ANOVA分析数据。

2　结果与分析

2. 1　同步化处理对成纤维细胞周期的影响

　　用流式细胞仪检测对照组和同步化处理组
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G0+ G1, S 和 G2öM 各期细胞的百分率, 结果见表

1。由表 1可知,血清饥饿处理 72 h 后, G0+ G1 期成

纤维细胞的百分率为 (85. 05±7. 00) % ,明显高于对

照组和N okodazo le 处理组 (P < 0. 05) ; 而经N oko2

dazo le 处理后, G2öM 期成纤维细胞的百分率为
( 46. 30±4. 20) % ,明显比对照组 (23. 05±1. 05) %

高 (P < 0. 05) , 而处于其他周期相的细胞数量则相

对减少。
表 1　不同处理方法对成纤维细胞周期的影响 (xθ±s)

T ab le 1　Effect of differen t treatm ent m ethods on cell cycle %

组别
Groupes G0+ G1 S G2öM

对照 Contro l 59. 30±6. 70 a 17. 65±4. 65 23. 05±1. 05 a

饥饿 72 h Starvation 72 h 85. 05±7. 00 b 4. 55±1. 50 a 10. 40±6. 80 b

N okodazo le 处理 24 h N okoda2
zo le T reatm en t 24 h 45. 90±3. 70 bc 7. 80±5. 60 46. 30±4. 20 bc

　　注:同一列字母不同表示差异显著 (P < 0. 05)。下表同。

N o te: D ifferen t sm all letters in sam e co lum n indicate sign ifican t difference (P < 0. 05). T he sam e is to the fo llow ing tab les.

2. 2　饥饿时间对细胞周期的影响

用含 5 mL öL 血清的 R PM I 1640 培养液对处

于对数增长期的成纤维细胞分别进行 2, 3, 4, 5, 6 d

的饥饿培养, 流式细胞仪检测 G0 + G1, S 和 G2öM

各期细胞的分布,结果见表 2。由表 2可见,饥饿 3,

4 d 时 G0+ G1 期的细胞所占百分率明显高于 2, 5, 6

d 时的细胞 (P < 0. 05) ,而饥饿 5, 6 d 时, G0+ G1 期

细胞的数量减少,细胞碎片增多。
表 2　不同饥饿时间对细胞周期的影响 (xθ±s)

T ab le 2　Effect of starvation tim e on cell cycle %

饥饿时间öd
Starvation tim e G0+ G1 S G2öM

2 78. 85±6. 65 a 13. 35±3. 15 a 7. 80±3. 80 a

3 85. 05±7. 00 b 4. 55±1. 50 b 10. 40±6. 80 a

4 81. 50±3. 50 b 10. 50±1. 00 c 8. 00±2. 50 a

5 75. 15±3. 05 a 11. 90±1. 70 c 12. 95±1. 25 b

6 67. 30±4. 30 c 15. 43±2. 60 a 17. 87±7. 10 b

3　讨　论

第一例体细胞克隆动物是用血清饥饿法培养

后,处于G0 期 (静止期)的绵羊乳腺上皮细胞作核移

植供体获得的。此后,供核细胞和受体卵母细胞的细

胞周期协调性在核移植中的作用引起了人们的广泛

关注。许多研究者认为,供体细胞在G0+ G1 状态下

有利于核移植重组胚胎的发育[2, 3 ]。本试验用血清饥

饿法处理培养至对数增长期的黑熊成纤维细胞,结

果表明, 血清饥饿法处理后 G0 + G1 期细胞的百分

率显著升高 (P < 0. 05) , G2öM 期细胞比例降低。这
一结果与Zakhartchenko 等[4 ]的报道类似。N okoda2
zo le 是一种细胞微管抑制剂,可阻止微管蛋白聚合

和纺锤体形成,使细胞同步于M 期,从而使大部分

细胞的发育停滞在 G2öM 期和M 期。T anaka 等[5 ]

报道,经N okodazo le 处理的M 期细胞的数量显著

增加。本试验结果也表明, 经N okodazo le 处理后

G2öM 期细胞比例明显高于对照组, 而其他周期相

的细胞数量则相对减少。

血清中含有多种促进细胞增殖的因子,血清浓

度极低的培养液仅能维持细胞处于某种状态,而不

发生增殖,应用这一原理可以使细胞同步于某一期。

通常,随着饥饿时间的延长, G0 + G1 细胞的百分比

增加,但超过一定限度时细胞会因长时间缺乏营养

而受到损伤, 核内DNA 碎片增多, 甚至死亡, 从而

影响核移植的总体效率[6 ]。本研究结果表明,饥饿 3

d, G0 + G1 期细胞所占百分率最高 ( 85. 05±

7. 00) %。
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Effect of synch ron iza t ion2t rea ted bear fib rob last ce lls

cycle ana lysed by flow cytom eter
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Abstract: A fter 3 passages of the p rim ary b lack bear f ib rob last cells, the cells w ere serum starvated fo r

2- 6 days o r t rea ted w ith 10 göL N ocodazo le fo r 24 h, then calcu la t ion of percen tages of the trea ted cells

and the con tro l cells in G0, G1 and G2+ M phases of the cell cycle by u sing flow cytom eter w as conducted

respect ively, to invest iga te the cell cycle characterist ics of d ifferen t t rea tm en t cu ltu red fib rob last cells. T he

resu lts show ed that: G0+ G1 cell percen tage of the serum starvat ion, N ocodazo le t rea tm en t, and con tro l are

(85. 05±7. 00) % , (45. 9±3. 7) % and (59. 3±6. 7) % , respect ively. G2öM are (10. 4±6. 8) % , (46. 3±

4. 2) % and (23. 05±1. 05) % , respect ively. B lack bear f ib rob last cell t rea ted w ith serum starvat ion fo r 5

days con ta ined h igher (P < 0. 05) percen tages of G0+ G1, w hereas cells t rea ted w ith nocodazo le con ta ined

h igher percen tage of G2+ M.

Key words: f ib rob last cell; synch ron iza t ion of the cell cycle; f low cytom eter; b lack bear
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