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体外培养的牛乳腺上皮细胞形态研究
Ξ

彭新荣, 郑月茂, 张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　通过有效的细胞培养方法获得了牛乳腺上皮细胞系, 并系统观察了乳腺上皮细胞的长出、贴壁、聚

集、迁移、分裂、分化、凋亡等一系列形态变化。结果发现, 原代培养的乳腺上皮细胞大多数呈卵圆形, 细胞之间连接

成片, 单层生长, 如鹅卵石铺过路面, 乳腺上皮细胞和成纤维细胞混生时分区生长, 界线明显。传代的乳腺上皮细胞

呈岛屿状聚集生长, 细胞核呈圆形或椭圆形, 核仁2～ 4 枚; 在含雌激素的培养液中, 细胞出现双核或多核现象, 但仍

表现一定的接触抑制现象。多次传代后的乳腺上皮细胞含不同的细胞类型, 通过光镜观察, 部分细胞仍保持较快的

分裂增殖能力; 部分细胞渐渐分化, 出现长形细胞、三角形细胞。上皮细胞增殖分化可形成圆顶型结构, 乳腺上皮细

胞可产生并分泌乳汁, 分泌到细胞外的乳汁流动形成网状结构。
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　　培养原代或传代的牛乳腺上皮细胞在国内少见

报道, 而有关牛乳腺上皮细胞的形态学资料更是寥

寥无几。虽然国内学者[1 ]对山羊乳腺上皮细胞进行

了研究, 但牛乳腺上皮细胞与人乳腺上皮细胞更为

类似, 对牛乳腺上皮细胞进行体外培养, 可为乳腺癌

的发病机制提供动物模型。而对于生产转基因动物,

转基因牛比转基因羊更具有生产意义, 因此有必要

对牛乳腺上皮细胞作进一步研究。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　从西安屠宰场选取泌乳期奶牛, 无菌手术切取

乳腺实质组织, 置于预先加有培养液和青霉素、链霉

素的小青瓶中, 尽快运回实验室。在无菌间, 用添加

青霉素、链霉素的H ank s 液洗3 次, 将腺泡组织剪成

1 mm 3 大小的块备用。培养液为DM EM öF12, 其中

添加胎牛血清 (100 mL öL ) 、青霉素 (0. 05 göL ) 、链

霉素 ( 0. 05 göL ) 、胰岛素转铁蛋白硒钠 ( 10

mL öL )、表皮生长因子 (20 ΛgöL )。选择性添加17Β2
雌二醇 (5 m göL )。

1. 2　方　法

将修剪好的乳腺组织块用牙科探针轻轻贴于直

径36 mm 的培养皿中, 每个平皿 15 块左右, 植块间

距0. 5 cm。加入培养液, 每3 d 换液1 次, 待细胞长满

底壁 70% 时, 用弯头滴管掀掉全部组织块, 洗涤换

液。当细胞长满底壁90% 时传代。根据成纤维细胞

和上皮细胞对胰蛋白酶的敏感性不同, 可将上皮样

细胞分离纯化。传代时, 吸掉全部培养液, 在显微镜

下, 用细胞刮刀轻轻刮去大部分成纤维细胞, 用D 2
H ank s 液洗去刮掉的成纤维细胞, 加入少量成纤维

细胞专用消化液, 待剩余成纤维细胞变圆后, 轻轻振

荡, 立即倾倒出消化液, 改用上皮细胞专用消化液消

化上皮细胞, 显微镜下控时消化。待上皮样细胞变圆

后, 立即倾倒出消化液, 加入培养液, 用吸管微微吹

打振荡制成细胞悬液, 记数, 传代。用倒置相差显微

镜观察牛乳腺上皮细胞的结构及生长形态。

2　结　果

培养 2 d 后, 组织块周围开始长出成纤维细胞。

成纤维细胞呈放射状、星状, 细胞间间隙较大, 分散

生长。乳腺上皮细胞间排列紧密, 呈单层生长, 如鹅

卵石铺过路面。在成纤维细胞长出后, 再培养8 d 左

右出现上皮样细胞, 细胞呈多角形, 从组织块周围长

出, 细胞间排列紧密, 形成鹅卵石样的单层聚集 (图

1)。用选择性消化液消化传代2～ 3 次后, 可分别得

到纯化的成纤维细胞和乳腺上皮细胞 (图2, 3)。纯化
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的乳腺上皮细胞通过单细胞悬浮后传代。乳腺上皮

细胞铺展过程中首先由圆球形变为圆饼形, 再由圆

饼形逐渐铺开伸展, 成为扁平的极性细胞 (po larized

cell) , 有的为梭形, 有的为三角形, 有的为不规则的

多边形, 呈岛屿状聚集生长 (图3)。当细胞相互接触

形成片层后, 细胞的极性变得不明显。乳腺上皮细胞

核呈圆形或椭圆形, 核仁2～ 4 枚 (图4)。多次传代后

的乳腺上皮细胞含不同的细胞类型, 通过光镜观察,

部分细胞仍保持较快的分裂增殖能力, 在每一个细

胞的周围, 有一圈亮的光晕, 称为生长晕 (grow th

hallow ) (图5) ; 部分细胞渐渐分化, 细胞之间形态不

均一, 出现长形细胞、三角形细胞 (图6)。

图版 1～ 6　体外培养的牛乳腺上皮细胞形态观察

1. 原代, 乳腺上皮细胞从组织块中长出, ×300; 2. 3 代, 纯化的乳腺上皮细胞, ×300; 3. 4 代, 多次传代的乳腺上皮细胞, 有的为梭形,

有的为三角形, 有的为不规则多边形, 呈岛屿状聚集生长, ×300; 4. 5 代, 乳腺上皮细胞核呈圆形或椭圆形, 核仁 2～ 4 枚, ×600; 5. 6

代, 旺盛生长的细胞周围有生长晕, ×500; 6. 7 代, 部分细胞渐分化, 细胞之间形态不均一, 出现长形细胞、三角形细胞, ×300

P late 1- 6　T he appearance of bovine m amm ary ep ithelia l cells w h ich cu ltu re in v itro

1. 1st passage, the m amm ary ep ithelial cell em erge from tissue fragm ent, ×300; 2. 3th passage, the pure m amm ary ep ithelial cell, ×

300; 3. 4th passage, m ajo rity of the cells are sho rt shu ttle2like o r gubo idal and fo rm ed island mono layer aggregates, ×300; 4. 5th

passage, the cell nucleus are circu lar o r oval w h ich has 2- 4 co res, ×600; 5. 6th passage, grow th hallow around the cells, ×500; 6. 7th

passage, part of cells develop in to differen t cell appearance, ×300
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　　有时候胞质内出现小的颗粒结构和泡状结构

(图7) , 分别为变形的线粒体及溶酶体。当乳腺上皮

细胞融合后, 形成类似圆顶状 (dom e2like) 的结构

(图8)。乳腺上皮细胞可产生大小不等的乳滴, 并不

断分泌到细胞外, 分泌到细胞外的乳汁流动形成网

状结构 (图9)。部分细胞体积增大, 反差增大, 细胞色

暗, 轮廓明显 (图10)。在添加雌激素的培养液里, 细

胞出现双核或多核现象, 细胞内核仁数增多 (图11) ,

但仍表现出单层生长和一定的接触抑制现象 (图

12)。

图版 7～ 12　体外培养的牛乳腺上皮细胞形态观察

7. 8 代, 细胞胞质内出现小的颗粒结构和泡状细胞, ×300; 8. 9 代, 乳腺上皮细胞形成类似圆顶状的结构, ×400; 9. 10 代, 乳腺上皮细

胞分泌到细胞外的乳汁流动形成网状结构, ×500; 10. 11 代, 部分细胞体积增大, 反差增大, ×500; 11. 8 代, 在添加雌激素的培养液

里, 细胞体积增大, 出现双核或多核现象, 细胞内核仁数增多, ×600; 12. 9 代, 核型改变的细胞仍表现出单层生长和一定的接触抑制

现象, ×500

P late 7- 12　T he appearance of bovine m amm ary ep ithelia l cells w h ich cu ltu re in v itro

7. 8th passage, granu le2structu re and vesik l2structu re in cytop lasm , ×300; 8. 9th passage, dom e2like structu re of bovine m amm ary

ep ith lial cells, ×400; 9. 10th passage, the m ilk secreted by the cells fo rm ed net2structu re, ×500; 10. 11th passage, the vo lum e of parts

of cells is larger, the cells con trast d ist inctively, ×500; 11. 8th passage, in the m edium w ith estrogen, the cells developed m ulti2

nucleus, ×600; 12. 9th passage, the cells st ill rem ain the characters of mono layer grow th and con tact2restrain, ×500
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3　讨　论

本研究用组织块法培养牛乳腺上皮细胞, 10 d

左右即长出乳腺上皮细胞。组织块法培养长出的牛

乳腺上皮细胞比较整齐, 易于纯化, 而且操作方法比

较简单。用乳腺上皮细胞消化液结合刮除法, 可以得

到较纯的牛乳腺上皮细胞系。最先建立牛乳腺细胞

系的是 Schm id 等 (1983) [2 ] , 这些细胞系被命名为

BM GE + HM , BM GE + H 及BM GE - H (BM GE 代

表Bovine M amm ary Gland Ep ithelium ; + H , - H

代表在细胞传代过程中加激素或不加激素)。这些细

胞系是利用传代乳腺细胞单克隆的方法得到的, 细

胞系BM GE+ HM 没有上皮细胞多角形的典型形态

特点, 而是具有较长突起的瘦长形。由于这个细胞系

能够合成细胞角蛋白及桥粒蛋白, 证明这一细胞系

是上皮型的。BM GE+ H 及BM GE- H 均具有典型

的上皮细胞的形态特点, 都能合成细胞角蛋白, 但都

不形成圆顶或泡状结构。本研究从牛乳腺细胞原代

培养开始, 系统观察了乳腺上皮细胞的长出、贴壁、

聚集、迁移、分裂、分化、凋亡等一系列形态变化。随

着细胞传代次数的增加, 培养的乳腺上皮细胞分化

为不同形态类型的上皮细胞。而且部分细胞高度分

化, 形成圆顶型结构。有研究[3, 4 ]表明, 这些圆顶型结

构与生长在塑料或玻璃底物上的细胞上皮层下的液

体积聚有关, 许多乳腺细胞系生长在塑料底物上时

都形成类似圆顶型结构, 包括人原代乳腺上皮细胞

系和山羊乳腺上皮细胞系[5 ]。

纯化的乳腺上皮细胞通过单细胞悬浮后传代,

传代的乳腺上皮细胞铺展过程中首先由圆球形变为

圆饼形。圆饼形细胞被称为放射状铺展细胞 (rad ia l

sp read cell) , 放射状细胞逐渐铺开伸展, 成为扁平

的极性细胞。极性细胞多为三角形、长形、多边形, 即

使接种的是单细胞悬液, 上皮细胞仍呈岛屿状聚集,

这一现象与细胞的运动有关。细胞运动与细胞质周

边部分伸出的伪足有关, 这些伪足向外伸出后, 在适

当的生长基质部位停留或者附着在某处, 细胞体内

的微管微丝重新排列, 进一步引起胞质流动, 于是,

整个细胞发生移动。集聚成岛屿状的细胞通过桥粒

连接、紧密连接进行细胞之间的信息通讯, 协调细胞

之间的增殖与分化。当细胞相互接触形成片层以后,

细胞的极性变得不明显, 细胞厚度变高, 使DNA 合

成受到抑制, 此时细胞便不再分裂增殖。当细胞分

裂停止后, 细胞数量发生“停滞”不再增加。在本研究

过程中, 将牛乳腺上皮细胞培养在含雌激素的培养

液里, 细胞的核型发生了显著变化。有报道[6 ]认为,

雌激素可诱发人乳腺癌, 乳腺癌受到表皮生长因子

家族类型的调控, EGFR 基因及其相关基因的扩增

及过度表达与细胞的恶性转化密切相关, 雌激素可

以通过影响生长因子的合成来发挥促进增殖作用。

但对于雌激素的致癌性, 仍有待进一步研究证实。本

研究为雌激素可诱导体外培养的乳腺上皮细胞系向

恶性细胞系转化提供了资料。这一现象未见其他学

者有相关报道。
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Study on the appearance of v itro2cu ltu red bovine m amm ary ep ithelia l ce lls

PENG X in -rong, ZHENG Y ue-mao, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Bovine m amm ary ep ithelia l cell lines w ere ob ta ined by cu ltu ring t issue fragm en t. T hen the
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appearance of these cells w ere studied by ligh t m icro scope. T he resu lts are as fo llow s: T he fib rob last cell

and the bovine m amm ary ep ithelia l cells grow in differen t areas. T he bovine m amm ary ep ithelia l cells w ere

cu ltu red in v itro th rough single2cell af loa t, w h ich fo rm ed island mono layer aggregates, then the cells

p ropagated and fo rm ed dom e2like con struct ion. T he cell nucleu s is circu lar o r oval w ith 2- 4 co res. In the

cu ltu re m edium w ith est rogen, the nucleu s type changed. T he m amm ary ep ithelia l cells can be developed

in to m any cell types, the m ajo rity of w h ich are sho rt shu t t le2like o r gubo idal. T he cells connected w ith each

o ther p roperly and fo rm ed net2like con struct ion.

Key words: in v itro cu ltu re; m amm ary ep ithelia l cell; the appearance of cells
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Study on cu ltu re characterist ics of ra t card iom yocytes in v itro

L IU Jun -p ing1, 2, CAO Hong-guo1, AN Zh i-x ing1,

ZHAO Hui-y ing1,W EN Y e-fe i1, ZHANG Y ong1

(1 Institu te of B io2eng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and A nim al M ed icine, Inner M ong olia A g ricu ltu ra l U niversity , H ohhot, Inner M ong olia 010018, Ch ina)

Abstract: R at card iom yocytes w ere iso la ted to ob ta in cu ltu red card iom yocytes by m ean s of t issue

cu ltu re, w h ich w ere cu lt iva ted and iden t if ied to study their b io logica l characterist ics so as to be u sed in

heart cell engineering, seed cells t issue engineering and o ther research fields. R esu lts ind ica ted that

card iom yocytes iso la ted and cu lt iva ted had m any shapes,mo st of w h ich are like slab stone. Card iom yocytes

w ith p seudopod becam e star2like in their grow th. Card iom yocytes in cu ltu reon on 4th day can in terlace one

ano ther and becam e cell clu sters w ith rhythm ical beats; PA S glucogen sta in ing of card iom yocytes w as

po sit ive, g lucogen in cytop lasm w ere sta ined to pu rp le; card iom yocytes w ere negat ive w ith Hoech st cell

apopo to sis assay k it; Grow th cu rve of 1st and 6th passage card iom yocytes w ere S2shaped; Card iom yocytes

w ere st rong po sit ive and had h igh pu rity w ith Α2sarcom aric act in (Α2SA ) imm unoh istochem istry assay.

A bove all, card iom yocytes can be u sed in heart cell engineering and t issue engineering and in o ther f ields as

feed cells.

Key words: SD rat; card iom yocytes; b io logica l characterist ics
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