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环腺苷酸对山羊乳腺上皮细胞增殖的影响
Ξ

欧阳五庆, 钱菊汾
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　为研究环腺苷酸 (cAM P)对乳腺上皮细胞增殖的影响, 建立了山羊乳腺上皮细胞培养体系。将细胞

分为 8 个组, 分别用 1×10, 1×102, 1×103, 1×104, 1×105, 1×106, 1×107 pmo lömL cAM P 刺激细胞, 从中选出效

果明显、组间差异显著的 2 组作为试验的高剂量组 (1×107 pmo lömL ) 和低剂量组 (1×106 pmo lömL )。从细胞群体

倍增时间、细胞生长曲线和细胞分裂指数 3 个方面研究了 cAM P 对山羊乳腺上皮细胞增殖的影响。结果表明, 低浓

度的 cAM P 有促进细胞增殖的作用, 高浓度 cAM P 有抑制细胞增殖的作用。
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　　环腺苷酸 (cAM P) 是最早发现的胞内信使。但

近 20 年来的研究发现[1 ] , cAM P 不仅仅存在于细胞

内, 同时还存在于细胞外, 并可能作为第一信使对细

胞的生命活动发生影响。20 世纪 90 年代初期, 王秋

芳等[2 ]对山羊的泌乳机理进行了一系列研究, 发现

cAM P 使乳房明显增大, 并可显著增加泌乳后期奶

山羊的泌乳量。这表明外源 cAM P 对山羊的泌乳性

能具有调控作用, 能够促进乳腺发育和乳汁的合成

与分泌。乳房体积的增大与细胞数量的增加直接相

关。但 cAM P 对体外培养的山羊乳腺上皮细胞
(goat m amm ary ep ithelia l cell, GM EC) 的增殖有何

影响, 尚未见报道。为此, 本研究在建立了GM EC 培

养体系的基础上, 研究了 cAM P 对 GM EC 增殖的

影响。

1　材料与方法

1. 1　细胞来源

　　培养用的乳腺组织块来自健康第二胎泌乳期萨

能奶山羊。经 7 d 临床观察, 未见任何异常。手术前

连续 3 d 每日 1 次隐性乳房炎检查, 均为阴性。取材

按一般手术常规消毒乳房中部, 切取少量乳腺组织

块, 置于含有培养液的小瓶中, 在超净台上分离修

剪, 洗净血凝块, 尽量剥离脂肪组织和结缔组织, 将

呈白色颗粒状的腺泡组织剪成 1 mm 3 大小的组织

块备用。

1. 2　试剂与药品

R PM I 1640 培养液按产品说明配制。添加EGF

(10 ΛgöL )、胰岛素 (0. 1 m göL )、氢化可的松 (0. 1

m göL )、孕酮 (1 m göL )、E 2 (1 göL )、青霉素 (0. 1

göL )、链霉素 (0. 05 göL )、胎牛血清 (150 mL öL ) 培

养液搅拌溶解混合, 0. 22 Λm 微孔滤膜过滤除菌, 4

℃冰箱保存。2 göL 胰蛋白酶溶液用 0. 22 Λm 微孔

滤膜过滤除菌, 4 ℃冰箱保存。标准山羊酪蛋白和标

准分子质量蛋白均按说明书要求配制, cAM P 为 20

mmo löL。上述试剂及药品均购自 Sigm a 公司。

1. 3　鼠尾胶原制备

取体重 250 g 左右大白鼠 1 只, 从尾根部切断

鼠尾, 置 750 mL öL 乙醇中浸泡 30 m in; 无菌条件下

将鼠尾切成 1. 5 cm 的小段, 剔除皮毛, 抽出尾腱置

平皿中; 取 1. 5 g 尾腱剪碎浸入 150 mL 0. 1 mo löL
醋酸溶液中, 置 4 ℃冰箱中, 并不时摇动, 48 h 后移

入灭菌离心管中; 以 4 000 röm in 离心 30 m in, 吸取

上清液, 13. 8 kPaöcm 2 115 ℃高压灭菌 10 m in 后分

装入小瓶中, - 20 ℃冰箱保存。

1. 4　铺胶原

取少量胶原溶液加入 6 孔培养板中, 使胶原铺

满底壁, 倾斜培养板, 吸掉多余胶原。将培养板敞开

置于超净台上, 紫外线照射 30 m in 以上, 备用。

1. 5　培养用设备

CO 2 培养箱, 倒置相差显微镜, 美国B io2R ad 小

型垂直板电泳仪等。

1. 6　细胞培养及传代

将修剪好的乳腺组织块用牙科探针移入处理好
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的培养板中, 使组织块均匀分布, 块间距约 0. 5 cm。

为防止组织块干燥, 每孔加入 1 滴培养液, 置 37 ℃,

50 mL öL CO 2 培养箱中 4～ 5 h, 待组织块贴牢后加

培养液至孔高 1ö2 处, 置 37 ℃, 50 mL öL CO 2 培养

箱中培养, 3 d 后每日观察 1 次。从第 6 天起, 每 2 d

换液 1 次。当细胞长满底壁达 70% 时, 用弯头滴管

掀掉全部组织块, 洗涤换液。当细胞长满达底壁

90% 时传代。

首次传代时, 先吹打洗涤细胞, 吸掉全部培养

液, 加少量胰酶, 以刚好覆盖细胞为宜, 吸掉, 重复 2

次, 第 3 次加酶后, 在室温下消化 5 m in, 镜下观察,

发现细胞质回缩, 细胞间隙增大后, 加培养液终止消

化。反复吹打制成细胞悬液, 计数, 细胞接种于 24 孔

培养板中, 每孔 5×104 个细胞, 加培养液 1 mL , 置

37 ℃, 50 mL öL CO 2 培养箱中培养。

1. 7　cAM P 试液浓度的确定与细胞分组

为了深入考察 cAM P 对 GM EC 增殖的影响,

试验设计为单因素多水平处理, 试验统一用 24 孔培

养板, 细胞共分为 8 个组, 每组 4 孔。1～ 7 组为试验

组, 用不同剂量的 cAM P 处理细胞, 第 8 组为对照

组, 不加 cAM P。各组在处理的时间、频率、持续时

间、施加方法等条件方面完全一致。第 1 组为生理剂

量的 cAM P 浓度 1×10 pmo lömL , 第 2～ 7 组依次

按 10 倍生理剂量间隔递增。以接种后 120 h 细胞群

体倍增时间为指标, 从中选出效果明显, 组间差异显

著 的 2 组作为本次试验的高剂量组 ( 1 × 107

pmo lömL )和低剂量组 (1×106 pmo lömL )。

1. 8　cAM P 影响细胞增殖的观察指标

待细胞长出后, 用倒置相差显微镜逐日进行常

规观察, 记录细胞生长状况及特点。在此基础上, 检

测以下指标。

1. 8. 1　细胞群体倍增时间　每孔按 1. 5×104 个细

胞接种于 24 孔培养板中, 培养板事先铺好胶原并经

紫外线照射灭菌。于接种后 120 h 考察点消化细胞

并计数。按下式计算细胞群体倍增时间:

T D = tlog2ö( logN t - logN 0)。

式中, T D 为细胞群体倍增时间, t 为培养时间 (h ) ,

N 0 为接种细胞数, N t 为培养 t 小时后的细胞平均

数。

1. 8. 2　细胞生长曲线　每孔按 5×104 个细胞接种

于 24 孔培养板中, 共分 8 组, 每组 4 孔。分别于接种

后 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 和 8 d 消化计数细胞平均数。以

培养时间为横坐标, 以细胞数为纵坐标, 绘制细胞生

长曲线。

1. 8. 3　细胞分裂指数　将细胞接种在胶原处理过

的盖玻片上, 每隔 24 h 取出 1 组盖玻片, 连续 8 次。

对生长在盖玻片上的细胞进行H E 染色, 封固于载

玻片上。将封固好的载玻片置镜下计数, 观察和记录

1 000 个细胞中处于分裂相的细胞数, 按下式计算

细胞分裂指数:

细胞分裂指数= (分裂相细胞数ö1 000)×100。

1. 9　细胞鉴定

山羊乳腺上皮细胞的特异表达产物为山羊酪蛋

白。

1. 9. 1　细胞表达产物电泳分析　收集细胞培养第

7 天上清液作为样品, 以标准山羊酪蛋白为标准对

照, 细胞培养液为空白对照, 标准分子质量蛋白为

M arker, 按电泳技术常规操作。

1. 9. 2　细胞表达产物印迹分析　一抗为兔抗山羊

酪蛋白抗体, 二抗为碱性磷酸酶标记的山羊抗兔

IgG 抗体, 按印迹分析技术规范操作。

1. 10　抗体制备

标准山羊酪蛋白用注射用水稀释为 4 göL , 与

弗氏完全佐剂等体积混合后, 乳化成油包水型乳剂。

新西兰公兔 6 只, 8～ 12 月龄, 体重 2～ 2. 5 kg。采用

皮下多点注射法免疫。于首次免疫后 10, 20, 30, 40,

50 d 加强免疫 5 次, 末次免疫后 2 周采血分离血清。

2　结果与分析

2. 1　原代细胞生长状态

　　培养第 5 天, 组织块周围有游离出的个别细胞。
第 6 天大部分组织块周围长出细胞。第 7 天细胞已

在组织块周围长出晕圈, 形成生长膜, 膜边缘整齐光

滑, 向周围扩展铺开, 细胞形态呈短梭形, 细胞界限

清楚, 连接紧密, 分布密集。第 8 天部分生长膜汇合,

细胞密度增加, 细胞形态向多角形转化, 增殖旺盛。

第 9 天细胞生长膜进一步汇合, 细胞间联系更紧密。

第 10 天细胞生长膜已大部分汇合, 达底壁面积的

90% , 细胞形态均一, 均为上皮样细胞, 未见成纤维

细胞生长, 细胞纯度高。
2. 2　传代细胞生长状态

传代后次日, 第 2 代细胞已开始生长增殖。细胞
生长旺盛, 增殖活力高。细胞呈多角形, 形态均一, 均

为上皮样细胞, 未见成纤维细胞生长, 细胞纯度高。
2. 3　cAM P 对细胞群体倍增时间的影响

细胞群体倍增时间反映细胞的增殖能力。
在 cAM P 刺激下, 接种后 120 h 细胞群体倍增时间
由 31. 4 h 缩短至 22. 0 h, 表明细胞增殖能力增强
(表 1)。
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表 1　cAM P 对细胞群体倍增时间的影响
T able 1　Effect of cAM P on the cell

popu lat ion doub ling tim e

组别
Group s

cAM P 浓度ö(pmo l·mL - 1)
Concen tra2

t ion of cAM P

倍增时间öh
Doubling tim e

1 1×10 31. 4
2 1×102 29. 8
3 1×103 27. 8
4 1×104 25. 6
5 1×105 23. 8
6 1×106 22. 0
7 1×107 26. 5
8 0 30. 6

2. 4　cAM P 对细胞生长曲线的影响

由图 1 可见, 细胞生长曲线呈典型的“S”形, 符

合细胞生长的一般生物学规律。在 cAM P 刺激下,

细胞生长曲线左移, 细胞提前进入对数生长期, 低剂

量组更明显。

图 1　细胞生长曲线

F ig. 1　Cell grow th curve

2. 5　cAM P 对细胞分裂指数的影响

细胞指数考察细胞增殖的旺盛程度。各组细胞

的分裂指数在接种后 120 h 均达到最高值, 低剂量

和高剂量组均显著高于对照组, 表明 cAM P 使细胞

增殖活动增强 (表 2)。
表 2　cAM P 对细胞分裂指数的影响

T able 2　Effect of cAM P on the cell division index

培养时间öh
Cultu red

tim e

对照组
Contro l
group

高剂量组
H igher
do sage
group

低剂量组
L ow er
do sage
group

24 0. 44 0. 51 0. 74

48 2. 08 2. 16 2. 21

72 3. 11 3. 29 3. 81

96 3. 81 4. 34 5. 15

120 4. 12 5. 17 6. 06

144 2. 61 2. 02 2. 10

168 1. 01 0. 78 0. 36

192 0. 52 0. 32 0. 21

2. 6　细胞产物电泳结果

由图 2 可见, 细胞培养上清液A , B , C 泳道中,

有部分条带与标准山羊酪蛋白重合, 表明细胞表达

了山羊酪蛋白。A ,B , C 及 F 中染色较深的部分是血

清蛋白。

2. 7　细胞产物印迹分析

由图 3 可见, 杂交后, 细胞培养上清液A , B , C

泳道中山羊酪蛋白家族与D 泳道中标准山羊酪蛋

白家族完全一致。

图 2　细胞培养第 7 天上清液电泳图谱

A , B, C. 细胞上清液; D. 标准山羊酪蛋白;

E. M arker; F. 细胞培养液

F ig. 2　E lectropho retogram of the p roducts

of the cell after being cu ltu red fo r 7 d

A , B, C. P roducts of the cell;

D. Standard goat casein; E. M arker; F. M edium

图 3　细胞产物印迹分析

A , B, C. 细胞上清液; D. 标准山羊酪蛋白;

E. M arker; F. 细胞培养液

F ig. 3　W estern b lo t of the cell p roducts

A , B, C. P roducts of the cell;

D. Standard goat casein; E. M arker; F. M edium

　

15第 4 期 欧阳五庆等: 环腺苷酸对山羊乳腺上皮细胞增殖的影响



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

3　讨　论

3. 1　细胞系的建立及确认

　　本研究建立了山羊正常乳腺上皮细胞培养体

系。细胞来源于山羊泌乳期乳腺, 基础培养基为

R PM I1640添加 E2、孕酮、EGF、胰岛素和氢化可的

松, 培养器皿为铺有胶原的塑料培养板, 血清为犏次

牛胎牛血清。结果表明, 在这个体系中, 山羊乳腺上

皮细胞生长良好, 细胞纯度高。酪蛋白是乳腺上皮细

胞的特异表达产物, 同时, 它又是一个蛋白家族, 检

查培养物中是否有酪蛋白存在, 是鉴别乳腺上皮细

胞最有力的证据。本研究中GM EC 均表达了山羊酪

蛋白, 不仅鉴定了细胞, 而且证明 GM EC 在这个体

系中具有表达和分泌酪蛋白家族的功能。

3. 2　外源 cAM P 对 GM EC 增殖的影响及作用机

理

细胞增殖是细胞通过细胞周期, 完成细胞分裂

而使细胞数量不断增加的生命现象。细胞通过增殖

以维持生物的生长、发育、繁衍后代。即使动物到了

成年也还要通过细胞增殖补充体细胞的耗损及满足

生理活动的需要。

众所周知, cAM P 是最早发现的胞内信使。20

世纪 60 年代初期, Kon ijn 和Bonner 在研究粘菌遭

受饥饿刺激时的聚集行为和聚集因子时, 就已发现

cAM P 还存在于细胞外并在真核盘基网柄菌 (D ic2
ty ostelium d iscoid eum ) 的整个生活史中起极重要的

生长、发育调节作用[1 ]。20 世纪 80 年代末以来, 胞

外 cAM P 的信号转导机理取得了突破性的进展, 最

重要的是发现胞外 cAM P 受体 (cAM P recep to r,

cA R )。首先是光亲和技术鉴定出 cAM P 受体, 继而

将其纯化制备了抗体和分离成功 cA R cDNA。根据

cDNA 推断的受体模型, 表明它是一个由 392 个氨

基酸组成的, 具有 7 次跨膜结构的蛋白质[3, 4 ]。

cA R 并不是细胞生来就有的, 而是在细胞发育

的一定阶段才表达, 也只有表达了 cA R 的细胞才能

进入发育的下一阶段。现已明确, 胞外 cAM P 结合

受体后引起的跨膜及胞内信号转导途径至少包括以

下 3 条: 环鸟苷酸 (cGM P)、双信使 IP 3 与D G 及环

腺苷酸。胞外 cA R 都通过 G 蛋白与鸟苷酸环化酶

和磷脂酶C 偶联。它还参与G 蛋白对 cAM P 环化酶

的激活。产生胞内 cAM P 后, cAM P 一方面分泌到

胞外作用于第二波细胞, 起信号接转作用; 另外也可

能通过激活依赖 cAM P 的蛋白激酶和 cAM P 反应

元件影响基因表达。G 蛋白还参与 cA R 和所有 3 种

信号转导途径的偶联[5 ]。此外, 胞外 cAM P 还能引

起胞外Ca2+ 内流。

cAM P 信号在高等和低等动物细胞中具有非常

广泛的细胞反应生理调节功能, 这些调节功能都是

通过依赖 cAM P 的蛋白激酶起作用的[6 ]。

本次试验中, cAM P 对 GM EC 的增殖有显著促

进作用, 从细胞群体倍增时间来看, 当 cAM P 浓度

达到 1×106 pmo lömL 时, 缩短为 22. 0 h, 此时对照

组为 30. 6 h。而 cAM P 浓度进一步提高, 达到 1×

107 pmo lömL 时, 倍增时间反而延长, 达到 26. 5 h。

这点与激素 (胞外第一信使)调节中普遍存在的负反

馈机制一样, 当浓度过高时, 反而起抑制作用。细胞

生长曲线显示, cAM P 使生长曲线左移, 使细胞提前

进入对数生长期, 对细胞增殖有促进作用。从细胞分

裂测定结果看, cAM P 使 GM EC 分裂指数显著提

高, 培养 120 h 后高剂量组达到 5. 17, 低剂量组达到

6. 06, 而对照组为 4. 12。生长曲线和分裂指数均显

示, GM BC 增殖对 cAM P 具有剂量依赖性特点, 但

当浓度超过一定值后, 出现抑制结果, 这表明在

cAM P 转导的复杂机制中, 也可能存在着负反馈机

制。

根据目前文献积累的资料, 在胞外起作用的胞

内信号分子, 已不仅仅是 cAM P, 还包括多种经典的

或近年来发现的胞内信号分子。存在这种兼性信号

分子的生物体, 也不仅仅是盘基网柄粘菌, 而且包括

了许多高等动物、植物和微生物[7 ]。因此认为, 兼性

胞外信号分子的存在, 可能是具有普遍意义的, 是一

种规律性的生物现象。

3. 3　cAM P 对细胞增殖与分化的双重作用

已有的大部分实验认为, cAM P 对细胞的作用

主要是促进分化, 只有少数实验认为 cAM P 对细胞

增殖有促进作用。这些表面上看起来似乎矛盾的结

果, 实际上反映了 cAM P 作用的复杂性。在不同的

生理条件下, 对不同种类的细胞, cAM P 可能表现出

不同的作用, 这种差异可能与 cAM P 受体在不同的

时空条件下的表达与分布有关[8 ]。另外, 在胚胎发育

的早期, 已检测到 cAM P 的存在, 并一直伴随动物

生命的全过程。由受精卵到成体, 细胞种类由 1 种演

变为 200 多种, 细胞在增殖中分化, 在分化中增殖,

分化中有增殖, 增殖中有分化。在个体发育中, 增殖

与分化这两个相辅相成的生物学过程, 互为前提, 并

按照严格的时空顺序进行。而作为兼性信号分子的

cAM P 始终存在于每个细胞的内外, 并在每种细胞、

组织、器官中保持着动态变化。因此很难笼统地、静
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止地、绝对地说 cAM P 的作用是以促进增殖为主,

还是以促进分化为主。在所有信号分子中, cAM P 是

最先被发现的, 也是研究的最广泛、最深入的。

cAM P 的发现者 Su therland 也因此获得诺贝尔奖,

由此可见 cAM P 对细胞的重要性。但 cAM P 复杂的

作用和作用机理, 无论对于体内实验还是体外细胞

培养实验, 尚有许多问题在探索之中, 远远没有达到

可以做结论的时候。因此, 欲阐明 cAM P 在不同条

件下对不同细胞的不同作用和作用机理, 仍需做大

量的研究工作。
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Effect of cAM P on p ro lifera t ion in goa t m amm ary ep ithelia l ce ll

OUYANGW u-q ing, QIAN Ju-fen
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Cu ltu re system in goat m amm ary ep ithelia l cell fo r studing the effect of cAM P on p ro lifera2
t ion in m amm ary ep ithelia l cell w as estab lished. T he cell w as divided in to 8 group s and st im u la ted by

cAM P in 1×10, 1×102, 1×103, 1×104, 1×105, 1×106 and 1×107 pmo lömL respect ively. T he tw o group s

w ith tangib le resu lts and ram arkab le difference among the group s w ere selected from the resu lts. T hen the

tw o group s served as the h igher do sage group ( 1 × 107 pmo lömL ) and low er do sage group ( 1 × 106

pmo lömL ) in th is study. T he effect of cAM P on p ro lifera t ion in goat m amm ary ep ithelia l cell w as studed

from the cell popu la t ion doub ling t im e, the cell grow th cu rve and the cell d ivision index. T he resu lts

show ed that the low er concen tra t ion of cAM P can p romo te the cell p ro lifera t ion and the h igher concen tra2
t ion of cAM P can inh ib it the cell p ro lifera t ion.

Key words: goat; m amm ary ep ithelia l cell; cu ltu re system ; cAM P
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