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丝裂霉素 C处理后鼠胚成纤维细胞活力分析
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[摘　要] 　为了探讨丝裂酶素 C处理后鼠胚成纤维细胞 (Mouse embryonic fibroblast ,MEF)活力的变化规律 ,试

验用 10μg/ mL 丝裂酶素 C处理 MEF ,研究丝裂酶素 C处理时间及其处理后细胞接种量、血清浓度和细胞代次对

MEF活力的影响。结果表明 ,用 10μg/ mL 丝裂酶素 C处理 2和 3 h ,MEF活力比处理 4 h的稳定 ,处理 2 h的 M EF

活力与处理 3 h的没有显著差异 ;用 10μg/ mL 丝裂酶素 C处理 3 h后 ,M EF以 (0. 8～1. 6) ×104 /孔接种 96孔板 ,其

活力比 2. 0×104 /孔和 4. 0×104 /孔接种的稳定 ;用含体积分数 10 %犊牛血清培养液培养的 M EF活力 ,比用含体积

分数 2 % ,5 % ,15 %和 20 %犊牛血清培养液培养的稳定 ;第 1 ,3代 M EF活力比第 5 ,7代的稳定。表明 ,用 10μg/ mL

丝裂酶素 C处理 2～3 h ,第 1 ,3代 MEF以 (0. 8～1. 6) ×104 /孔接种 96孔板 ,用含体积分数 10 %犊牛血清培养液培

养 ,是利用丝裂酶素 C制备 M EF饲养层的适宜条件。
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Abstract : This paper analyzed cell vitality and maintence time of M EF af ter t reatment of mitomycin C

by means of M T T met hod ,t hereby compared effect s of t reating time of mitomycin C ,cell plating densities ,

serum concent ration ,and cell passages on M EF vitalities af ter mitomycin C t reat ment . The result s sugges2
ted that cell vitality sustained more stablely af ter 2 hours and 3 hours t han 4 hours of mitomycin t reatment

at t he concent ration of 10μg/ mL . After inactivation wit h mitomycin C at t he concent ration of 10μg/ mL ,

cell vitality sustained more stablely at t he plating densities of (0. 8 - 1. 6) ×104 / well into the 962well plate

t han t hat at 2. 0×104 / well and 4. 0×104 / well respectively. Meanwhile ,M EF vitality maintained longer cul2
t ured in t he medium supplemented wit h 10 % (V / V ) of newborn cat tle serum t han 2 % ,5 % ,15 % ,20 %(V / V)

of newborn cattle serum respectively. Furt hermore ,M EF vitalities at t he first passage and t he third passage

sustained more stablely t han it s vitalities at t he fif t h passage and the sevent h passage. At last ,wit h 2 - 3

hours of mitomycin C at t he concent ration of 10μg/ mL ,MEF at the first passage and the thid passage ,plated

at the plating densities of (0. 8 - 1. 6) ×104 / well into the 962well plate in the medium supplemented with 10 %

new2born castle serum was proved to be the fit condition in preparation for MEF feeder layers.
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　　胚胎干细胞 ( Embryonic stem cells , ESCs)是

当今生命科学研究的热点之一。目前 ,虽然已经建

立了小鼠和人的 ESCs无饲养层培养体系[122 ] ,但饲

养层细胞仍常用于 ESCs和胚胎生殖细胞 ( Embry2
onic germ cells , EGCs)的分离和培养 ,而且绝大多

数小鼠和人的 ESCs 系仍用饲养层体系来维持培

养。自 1981 年成功建立小鼠 ESCs 系以来[324 ] ,鼠

胚成纤维细胞 (Mouse embryonic fibroblast ,M EF)

是使用最多的饲养层细胞之一。因此 ,优化 M EF

饲养层制备条件 ,是分离培养 ESCs 的关键环节。

目前有关 M EF 作为饲养层的研究报道 ,主要集中

于 M EF分离的适宜材料 (如胎鼠日龄) 、培养条件、

细胞代次以及丝裂霉素 C处理的时间和浓度等方

面[5210 ] ,而对丝裂霉素 C处理后 ,不同条件下 M EF

活力维持的研究报道却很少。为此 ,本试验研究了

丝裂酶素 C处理时间及其处理后细胞接种量、血清

浓度和细胞代次对 M EF 活力的影响 ,以为优化

M EF饲养层的制备条件提供试验依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1 　试验动物 　8 周龄以上昆明系小鼠 ,体重

22～30 g ,购自第四军医大学实验动物中心。

1. 1. 2 　主要试剂及仪器 　高糖 DM EM、L2谷氨酰
胺购自 Gibco 公司 ,β2巯基乙醇购自 Merck公司 ,胰

蛋白酶购自华美公司 ,丝裂霉素 C购自浙江海正药

业有限公司 ,犊牛血清购自浙江四季青公司 ,其他试

剂如无标注均购自 Sigma公司。Elx800UV 酶标仪

购自 Bio2tek 仪器公司。细胞培养液 : 在高糖

DM EM溶液中添加体积分数 10 %犊牛血清、0. 1

mmol/ Lβ2巯基乙醇、2 mmol/ L L2谷氨酰胺和 100

U/ mL 青链霉素 ,0. 22μm 滤膜过滤除菌 , 4 ℃保

存。细胞消化液 :在 PBS 中添加质量浓度为 0. 5

g/ L胰蛋白酶和 0. 2 g/ L ED TA配制而成 ,0. 22μm

滤膜过滤除菌 ,分装后 - 20 ℃冻存。细胞冻存液 :

在高糖 DM EM 溶液中 ,添加体积分数为 20 %犊牛

血清和 10 %二甲基亚砜 ,0. 22μm 滤膜过滤除菌。

丝裂霉素 C溶液 :用 PBS或高糖 DM EM 溶液溶解 ,

配成 500μg/ mL 的储备液 ,分装后 - 20 ℃冻存。噻

唑兰 ( M T T ) 溶液 :用 PBS 溶解 M T T ,配成 5

mg/ mL的溶液 ,分装后避光保存。十二烷基磺酸钠

(SDS)溶液 :用 PBS溶解 SDS ,配成 100 g/ L 的溶

液 ,分装后 4 ℃避光保存。

1. 2　M EF的分离培养

取胎龄为 12. 5～14 d(见阴道栓起计 0. 5 d)的妊

娠小鼠 ,按文献[11 ]的方法分离MEF。细胞在 37 ℃、

体积分数 5 %CO2、饱和湿度条件下培养。当细胞增

殖达到 80 %～90 %融合时 ,进行传代或冻存。

1. 3　丝裂霉素 C处理后不同条件下 MEF活力分析

选择对数生长期的 M EF ,用 10μg/ mL 丝裂霉

素 C处理 ,处理时间根据试验设计而定。处理结束

后 ,用 PBS洗 3～5次 ,细胞消化液作用 3～5 min ,

用细胞培养液中和 ,1000 r/ min 离心 3～5 min ,制

成 2 ×105 mL - 1的细胞悬液 ,接种 96 孔板 ,在 37

℃、体积分数 5 % CO2 和饱和湿度的条件下培养。

96孔板中每孔添加 0. 1 mL 培养液。

1. 3. 1 　丝裂霉素 C处理时间对 M EF活力的影响

　以第 3代 MEF为供试细胞 ,用丝裂霉素 C分别处

理 2 ,3和 4 h ,以 1. 6×104 /孔的细胞量接种 96孔板 ,

用含体积分数 10 %犊牛血清的培养液培养 ,分别在第

1 ,3 ,5 ,7 ,9和 11天利用 MTT法测定 MEF活力。

1. 3. 2 　M EF 接种量对其活力的影响 　以第 3 代

M EF为供试细胞 ,用丝裂霉素 C处理 3 h ,分别以

0. 8×104 ,1. 2×104 ,1. 6×104 ,2×104 和 4×104 /孔

的细胞量接种 96 孔板 ,用含体积分数 10 %犊牛血

清的培养液培养 ,在第 2 ,4 ,6 ,8 ,10 ,12和 14天利用

M T T 法测定 M EF活力。

1. 3. 3　血清浓度对 M EF 活力的影响 　以第 3 代

M EF为供试细胞 ,用丝裂霉素 C处理 3 h ,以 1. 2×

104 /孔的细胞量接种 96孔板 ,分别用含体积分数为

2 % ,5 % , 10 % ,15 %和 20 %犊牛血清的培养液培

养 ,在第 2 ,4 ,6 ,8 ,10 ,12和 14天利用 M T T 法测定

M EF活力。

1. 3. 4　M EF 传代次数对其活力的影响 　以第 1 ,

3 ,5和 7代 M EF为供试细胞 ,用丝裂霉素 C处理 3

h ,以 1. 2×104 /孔的细胞量接种 96孔板 ,用含体积

分数 10 %犊牛血清的培养液培养 ,在第 2 ,4 ,6 ,8 ,

10 ,12和 14天利用 M T T 法测定 M EF活力。

1. 4　M EF活力的测定

(1)细胞计数法。丝裂霉素 C处理后的 M EF

在接种到 96孔板之前 ,用血球计数板计数 ,计算细

胞悬液的浓度。(2) M T T法。按上述试验设计 ,在

一定时间点吸出培养液 ,然后加入 5 mg/ mL M T T

溶液 50μL/孔 ,作用 3～4 h ,再加入 100 g/ L SDS
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溶液 50μL/孔 ,混匀 ,培养过夜 ,在酶标仪上测定 OD

值 (双波 :490 ,630 nm)。每一样品设置 3个重复。

1. 5　结果统计分析

采用 SPSS10. 0软件 ,对结果进行组内卡方检验。

2　结果与分析

2. 1　丝裂霉素 C处理时间对 M EF活力的影响

由表 1可知 ,丝裂霉素 C处理 2和 3 h ,M EF在

第 1～9天活力均没有显著变化 ( P > 0 . 05) ,第 11

天 M EF活力与第 9 天相比没有显著差异 ,但显著

低于第 7天 ( P < 0 . 05) ;丝裂霉素 C处理 4 h ,M EF

在第 1～3天活力没有显著变化 ( P > 0 . 05) 。表明 ,

丝裂酶素 C处理 2和 3 h ,M EF活力较处理 4 h 的

稳定 ,处理 2 h的 M EF活力与处理 3 h的没有显著

差异。

表 1　丝裂酶素 C处理时间对 M EF活力的影响

Table 1　Affect s of t reating time of mitomycin C on M EF vitalities

处理时间/ h
Treating time

培养时间/ d Culture time

1 3 5 7 9 11

2
1. 386±
0. 092 a

1. 447±
0. 034 a

1. 452±
0. 022 a

1. 407±
0. 079 a

1. 349±
0. 087 ab

1. 211±
0. 132 b

3
1. 532±
0. 031 a

1. 545±
0. 022 a

1. 499±
0. 015 a

1. 510±
0. 104 a

1. 370±
0. 096 ab

1. 365±
0. 041 b

4
1. 529±
0. 053 a

1. 538±
0. 031 a

1. 453±
0. 001 a

1. 420±
0. 065 b

1. 283±
0. 026 c

1. 190±
0. 033 d

　　注 :数据为 OD值的平均值和标准差 ;相同小写字母表示差异不显著 ( P > 0 . 05) , 不同小写字母表示差异显著 ( P < 0 . 05) 。下表同。

Note : The numbers refer to averages and derivation of OD data ; t he numbers marked by t he same small letters represent no significant

difference between t hem ( P > 0 . 05) , and t he numbers marked by t he different small letters represent t he significant difference be2

tween t hem ( P < 0 . 05) . The same for following remarks.

2. 2　M EF接种量对其活力的影响

由表 2可知 ,以 0. 8 ×104 和 1. 2 ×104 /孔的细

胞量接种 96孔板 ,M EF活力在第 2～12 天均没有

显著变化 ( P > 0 . 05) ;以 1. 6×104 /孔细胞量接种 96

孔板 ,M EF 活力在第 2～10 天没有显著变化 ( P >

0 . 05) ;以 2×104 /孔的细胞量接种 96孔板 ,M EF活

力在第 2～8 天没有显著变化 ( P > 0 . 05) ;以 4 ×

104 /孔的细胞量接种 96 孔板 ,M EF活力在第 2～6

天没有显著变化 ( P > 0. 05)。表明 ,以 (0. 8～1. 6) ×

104 /孔的细胞量接种 96 孔板 , M EF 活力比 2. 0 ×

104 和 4. 0×104 /孔接种的稳定。

表 2　M EF接种量对其活力的影响

Table 2　Affect s of plating densities on MEF vitalities

接种密度/ ×104 孔
Plating densities

培养时间/ d Culture time

2 4 6 8 10 12 14

0. 8
1. 468±
0. 063 a

1. 443±
0. 028 a

1. 447±
0. 031 a

1. 436±
0. 051 a

1. 430±
0. 082 a

1. 439±
0. 045 a

1. 066±
0. 037 b

1. 2
1. 504±
0. 063 a

1. 483±
0. 028 a

1. 501±
0. 056 a

1. 498±
0. 056 a

1. 442±
0. 102 a

1. 425±
0. 085 a

1. 152±
0. 011 b

1. 6
1. 546±
0. 019 a

1. 533±
0. 012 a

1. 531±
0. 026 a

1. 523±
0. 024 a

1. 515±
0. 007 a

1. 441±
0. 016 b

1. 128±
0. 051 c

2. 0
1. 547±
0. 081 a

1. 512±
0. 110 a

1. 478±
0. 020 a

1. 454±
0. 025 a

1. 128±
0. 014 b

1. 053±
0. 041 bc

0. 963±
0. 082 c

4. 0
1. 525±
0. 046 a

1. 494±
0. 009 a

1. 485±
0. 029 a

1. 258±
0. 154 b

1. 147±
0. 069 b

0. 957±
0. 102 c

0. 760±
0. 033 d

2. 3　血清浓度对 M EF活力的影响

由表 3可知 ,用含体积分数 2 %犊牛血清培养 ,

M EF活力在第 2～10天没有显著变化 ( P > 0 . 05) ,

但一直呈下降趋势 ;用含体积分数 5 %犊牛血清培

养 , M EF 活力在第 2～ 8 天没有显著变化 ( P >

0 . 05) ;用含体积分数 10 %犊牛血清培养 , M EF 活

力在第 2～12 天没有显著变化 ( P > 0 . 05) ;用含体

积分数 15 %犊牛血清培养 ,M EF 活力在第 4 天显

著低于第 2天 ( P < 0 . 05) ,第 4～8天活力没有显著

变化 ( P > 0. 05) ,第 10天活力显著低于第 8天 ( P <

0 . 05) ;用含体积分数 20 %犊牛血清培养 , M EF 活

力在第 2～6天没有显著变化 ( P > 0 . 05) 。表明 ,用

含体积分数 10 %犊牛血清培养 ,M EF 活力比分别

用含体积分数为 2 % ,5 % ,15 %和 20 %犊牛血清培

养的稳定。
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表 3　血清浓度对 M EF活力的影响

Table 2　Affect s of serum concentration on M EF vitalities

血清体积分数/ %
Serum cencent ration

培养时间/ d Culture time

2 4 6 8 10 12 14

2
1. 383±
0. 029 a

1. 361±
0. 052 ab

1. 342±
0. 024 ab

1. 340±
0. 091 ab

1. 296±
0. 014 ab

1. 198±
0. 019 b

1. 197±
0. 014 c

5
1. 499±
0. 050 a

1. 516±
0. 019 a

1. 497±
0. 029 a

1. 489±
0. 025 a

1. 478±
0. 030 b

1. 376±
0. 123 b

1. 152±
0. 089 c

10
1. 504±
0. 025 a

1. 485±
0. 021 a

1. 483±
0. 051 a

1. 501±
0. 056 a

1. 498±
0. 056 a

1. 442±
0. 102 a

1. 425±
0. 085 b

15
1. 651±
0. 040 a

1. 396±
0. 008 b

1. 388±
0. 055 b

1. 381±
0. 002 b

1. 346±
0. 037 c

0. 896±
0. 197 c

0. 885±
0. 211 d

20
1. 640±
0. 149 a

1. 395±
0. 006 a

1. 464±
0. 013 a

1. 449±
0. 024 b

1. 199±
0. 003 bc

1. 118±
0. 007 c

1. 065±
0. 075 d

2. 4　M EF传代次数对其活力的影响

由表 4可知 ,第 1和 3代 M EF活力在第 2～12

天没有显著变化 ( P > 0 . 05) ;第 5代 M EF活力在第

2～10天没有显著变化 ( P > 0 . 05) ;第 7代 M EF在

第 2～6天活力没有显著变化 ( P > 0 . 05) 。表明 ,丝

裂霉素 C处理后第 1 和 3代 M EF活力比第 5和 7

代稳定。

表 4　MEF传代次数对其活力的影响

Table 4　Affect s of MEF passages on its vitalities

MEF代数
MEF passages

培养时间/ d Culture time

2 4 6 8 10 12 14

1
1. 557±
0. 014 a

1. 547±
0. 008 a

1. 544±
0. 012 a

1. 547±
0. 025 a

1. 542±
0. 015 a

1. 536±
0. 016 a

1. 312±
0. 021 b

3
1. 563±
0. 020 a

1. 549±
0. 018 a

1. 544±
0. 006 a

1. 542±
0. 015 a

1. 530±
0. 020 a

1. 520±
0. 032 a

1. 387±
0. 020 b

5
1. 546±
0. 007 a

1. 544±
0. 008 a

1. 540±
0. 013 a

1. 534±
0. 011 a

1. 495±
0. 010 a

1. 288±
0. 107 b

1. 008±
0. 115 c

7
1. 546±
0. 014 a

1. 540±
0. 017 a

1. 514±
0. 017 a

1. 217±
0. 031 b

1. 124±
0. 012 bc

0. 993±
0. 133 c

0. 755±
0. 081 d

3　讨　论

在 ESCs 分离和培养过程中 ,饲养层细胞可为

ESCs生长和维持未分化状态提供适宜微环境[12213 ] ,

M EF是使用非常广泛的饲养层细胞之一。目前 ,

M EF饲养层细胞的制备方法 ,在不同实验室甚至同

一实验室不同人员之间有很大差异 ,试验人员均根

据自己的经验进行操作 ,所以影响了 ESCs和 EGCs

分离建系效率的提高。

3. 1　丝裂霉素 C处理时间对 M EF活力的影响

丝裂霉素可与细胞 DNA 交联 ,解聚 DNA 双

链 ,抑制 DNA分子复制[14 ] ,使细胞失去增殖能力 ,

而细胞代谢和合成细胞因子的能力不变 ,常被许多

实验室用于制备饲养层细胞。关于丝裂霉素 C处

理的适宜浓度和时间 ,目前报道不统一。刘民等[7 ]、

王国云等[8 ]和招霞等[ 9 ]报道 ,用 20μg/ mL 丝裂霉

素 C处理 M EF 2～4 h ,细胞活力可维持 9～10 d ;

杨奇等[10 ] 报道 ,用 10μg/ mL 丝裂霉素 C 处理

1. 5～2 h 较为适宜 ;Vít zlav等[15 ]报道 ,制备 M EF

饲养层细胞时 ,用 2μg/ mL 丝裂霉素 C处理过夜。

本试验结果表明 ,用 10μg/ mL 丝裂霉素 C处理 2～

3 h ,M EF活力维持 9天无显著变化 ,比处理 4 h的

稳定。

3. 2 　细胞接种量对丝裂酶素 C处理后 M EF活力

的影响

细胞接种量是制备饲养层细胞的一个重要参

数 ,其与营养液同化、营养成分消耗、细胞因子生成

水平、ESCs 贴壁及其克隆形成率有密切关系[16 ]。

目前 ,不同文献推荐的细胞接种密度各不相同 ,为

2. 0×104 / cm2～7. 5 ×104 / cm2 [16 ]。本试验结果表

明 ,M EF以 (0. 8～1. 6) ×104 /孔接种 96孔板 ,比以

2×104 /孔和 4 ×104 /孔接种的活力稳定。提示 ,接

种密度过高会缩短饲养层细胞活力的维持时间。在

试验期间 ,跟踪监测培养液 p H值的变化 ,表明 MEF

以 (0. 8～1. 6) ×104 /孔接种 ,培养期间即使不换培养

液 ,其 p H值在 14 d内可稳定在 7. 0～7. 4 ;而以4×

104 /孔接种 ,p H值在第 8 d即降到6. 8。说明接种密

度过高导致培养液快速酸化 ,可能是丝裂酶素 C处

理后 ,M EF活力维持时间缩短的主要原因之一。

3. 3 　血清浓度对丝裂酶素 C处理后 M EF活力的

影响

M EF分离培养通常用含体积分数 10 %犊牛血
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清的高糖 DM EM ,而分离培养 ESCs和 EGCs ,又常

使用含体积分数 15 %～20 %胎牛血清或血清替代

物[11 ,15 ]的培养液 ,改变血清浓度是否会影响饲养层

细胞活力 ,目前未见报道。本试验结果表明 ,用含体

积分数 10 %犊牛血清的培养液培养丝裂酶素 C处

理后的 M EF ,其活力比用含体积分数 2 % , 5 % ,

15 %和 20 %犊牛血清的稳定。说明丝裂酶素 C处

理前后 ,用同样的血清浓度培养有利于 M EF 活力

维持稳定 ,而改变血清浓度对丝裂酶素 C 处理后

M EF 活力的维持不利 ,血清浓度过高会缩短了

M EF活力维持时间。

3. 4　传代次数对丝裂酶素 C处理后 M EF活力的

影响

M EF在体外培养后 ,通常在 5～7 代进入生长

低谷 ,而表现增殖能力降低 ,形态扁平立体感差 ,胞

体增大 ,胞浆颗粒增多 ,胞间出现空斑等老化现象。

现已证实 ,M EF的这种特性是因为使用含血清培养

液而引起的[17 ]。本试验结果显示 ,丝裂酶素 C处理

第 5和 7代 ,M EF的活力明显不如第 1、3 代稳定 ,

活力维持时间明显缩短。同时本试验还观察到 ,第

5和 7代 M EF经过丝裂酶素 C处理后重新接种 ,许

多细胞悬浮不能贴壁 ,进一步证实了老化 M EF 不

适宜用于制备饲养层细胞。
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