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鸡胚三类组织体外培养细胞的生物学特性分析
邰大鹏　刘　坤　特日格乐　侯东霞　李　瑶　李　煜*

(内蒙古大学生命科学学院, 呼和浩特 010021)

摘要      采用组织培养的方法获取鸡胚不同组织细胞, 利用M199培养基进行原代、传代培养, 
经形态学观察、生长曲线绘制、分裂指数测定等进行生物学特性分析。实验表明, 鸡胚不同组织

细胞具有不同的生物学特性, 从形态结构到生长周期都有明显差异。获得的躯体来源细胞、心来

源细胞为成纤维型, 肺来源细胞为上皮型; 其中, 躯体来源细胞生长能力最强, 心来源细胞次之, 肺
来源细胞最慢, 躯体来源细胞倍增时间最短; 核型分析表明, 该实验体外培养的鸡胚细胞染色体数

目为78条。上述结果可为今后鸡胚不同组织细胞的深入研究提供实验材料和依据。
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鸡胚细胞是一类重要的禽类细胞, 广泛应用于

病毒增殖研究[1]、疫苗研发生产[2-6]和疾病相关基因

的表达及检测[7-8]。在细胞培养中, 除哺乳动物细胞

外, 鸡胚细胞是早期用于原代细胞培养的主要细胞, 
现在它被用来生产各种鸡的疫苗, 如法氏囊、马立

克、新城疫苗等, 也被用来表达一些基因工程产物[9]。

目前, 人们正尝试通过病毒侵染鸡胚细胞, 来建

立相关的生物模型[10], 进而为病毒研究提供实验材

料和数据。因此, 对鸡胚细胞的生物学特性就有必

要进行研究和分析, 为选取适当的组织细胞提供参

考。现在, 国内外的文献大都只对鸡胚躯体来源的

成纤维进行分析和研究, 未能对其它组织来源的细

胞进行体外培养的分析和比较。随着禽类细胞研究

的深入, 鸡胚不同组织体外培养的细胞必将广泛使

用, 因而, 对鸡胚不同组织来源的细胞进行特性分析

就十分必要。

为此, 本实验对第六代的鸡胚躯体来源细胞(bo-
dy tissue cells, BTC)、心来源细胞 (heart tissue cells, 
HTC)及肺来源细胞 (lung tissue cells, LTC)的生物特

性进行研究 , 通过原代培养、传代培养、细胞冻存

等技术 , 综合分析其形态学特点、生长曲线、分裂

指数、染色体核型等指标 , 阐明不同组织细胞间的

差异 , 为实验室研究、疫苗生产和病毒增殖模型的

建立提供借鉴。

1   材料与方法
1.1  材料

孵化9~14日龄种鸡蛋, 购自内蒙古宏鑫种禽有

限责任公司, M199 (GIBCO), 新生牛血清(杭州四季青

公司生物工程材料有限公司), 胰蛋白酶(Amresco), 二
甲基亚砜(DMSO, Sigma)。
1.2  方法

1.2.1　原代培养        将孵化9~14日龄的鸡蛋用新洁

尔灭、酒精依次消毒, 无菌操作获取胚体、心、肺

组织, 用Hank’s液洗涤。然后将组织块剪成1 mm3大

小, 贴于培养瓶内, 30~60 min后加入4 mL含15%新

生牛血清的M199完全培养液, 放入38.5 ºC, 5% CO2

培养箱中培养。

1.2.2　传代培养        弃去培养液, 用Hank’s液洗涤, 
加入胰蛋白酶消化液消化2~3 min, 加入M199完全

培养液终止消化 , 吹打悬浮细胞 , 1 000 r/min离心 
5 min, 弃上清。再加入M199完全培养液悬浮细胞, 
以1×105/mL细胞密度接种于培养瓶内, 放入CO2培

养箱中培养, 次日换液, 继续培养。

1.2.3　冷冻保存        取细胞汇合度为70%~80%的

鸡胚细胞, 吸去培养液, Hank’s液冲洗, 加入胰蛋白

酶消化液, 待细胞收缩变圆。加入等体积M199完全

培养液, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 再缓慢加入

含有10% DMSO的M199完全培养液, 制成悬液, 移
入冷冻管, 装入棉纱布袋, 置于冰箱内平衡、诱发结

晶后转入液氮罐保存[11]。

1.2.4　Giemsa染液配制        称取Giemsa干粉0.5 g、
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量取甘油22 mL, 先用少许甘油将Giemsa研磨至无

颗粒, 再将剩余甘油倒入混匀, 56 ºC保温2 h后, 加入

33 mL甲醇, 于棕色瓶内保存。染色时, 使用pH7.2的
PBS, 按1:9混合制成染色液[12]。

1.2.5　绘制生长曲线        根据细胞生长能力, 胚体来

源细胞 (BTC)、心脏来源细胞 (HTC)、肺来源细胞

(LTC)分别取1.0×104/mL、1.67×104/mL、2.58×104/mL
三种浓度细胞悬液, 接种于24孔板内, 每24 h任取三

个孔的细胞进行计数, 待计数完毕绘制不同细胞生长

曲线。

1.2.6　分裂指数测定        根据细胞贴壁能力, BTC、
HTC、LTC按适宜浓度, 接种于内有无菌小盖玻片

的小皿内, 每24 h选取一皿, 固定液固定, Giemsa染

液染色, 自然风干。显微镜下选取疏、中、密三个

区域, 计数视野内分裂细胞数目和细胞总数, 并按公

式: 分裂指数=分裂细胞数/细胞总数×100%, 计算分

裂指数并绘制曲线[13]。

1.2.7　核型分析        参考柴艳等[14]的方法, 稍作改

进: 选取指数生长期细胞, 常规法制备染色体滴片, 
Giemsa染液染色后镜检、照相, 核型分析。

2   结果
2.1  鸡胚细胞的形态

对鸡胚细胞进行原代、传代培养, 显微镜下观

察表明: BTC (图1A)和HTC (图1B)为成纤维型, 而
LTC (图1C)为上皮型。

A: 胚体来源细胞(培养5日后, 100×); B: 心来源细胞(培养7日后, 100×); C: 肺来源细胞(培养12日后, 100×)。
A: the cells from the tissue of embryo body (cultured for 5 days, 100×); B: the cells from the tissue of  heart (cultured for 7 days, 100×); C: the cells 
from the tissue of  lung (cultured for 12 days, 100×).

图1　不同组织来源的细胞形态观察

Fig.1　The morphological observation of cells from different tissues
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2.2  鸡胚细胞生长曲线的绘制

BTC、HTC、LTC连续计数8天, (表1)。并根据

该数据绘制生长曲线(图2), 计算细胞倍增时间。结果

表明, 以上三种组织细胞的倍增时间分别为20 h、46 h
和48 h。

2.3  鸡胚细胞分裂指数测定

对BTC、HTC、LTC分裂相细胞计数8天(表2), 
绘制细胞分裂指数(图3), 发现BTC分裂第4天达到

最大值, 而HTC、LTC分别于第6天、第5天达到峰

值。

表1　鸡胚不同组织细胞计数结果

Table 1　Counting results of different chicken embryo cells
天数 躯体来源细(×104/mL)	 心来源细胞(×104/mL)	 肺来源细胞(×104/mL)
Day	 Body tissue cells	 Heart tissue cells	 Lung tissue cells
0	 1.00	 2.58	 1.67
1	 2.88	 6.17	 4.46
2	 5.61	 8.00	 7.04
3	 8.66	 11.42	 9.58
4	 16.35	 13.92	 12.00
5	 35.31	 22.13	 18.54
6	 42.21	 27.08	 23.79
7	 44.44	 31.67	 32.17
8	 45.77	 31.25	 26.67

图2　鸡胚不同组织细胞生长曲线

Fig.2　The growth curves of different chicken embryo tissue 
cells

表2　鸡胚不同组织细胞分裂指数记录(%)
Table 2　Divisional index data of different chicken embryo tissue cells (%)

天数 躯体来源细(×104/mL)	 心来源细胞(×104/mL)	 肺来源细胞(×104/mL)
Day	 Body tissue cells	 Heart tissue cells	 Lung tissue cells
1	 1.8	 1.7	 1.4
2	 3.5	 2.7	 2.2
3	 5.4	 3.2	 4.3
4	 6.8	 4.0	 4.7
5	 6.1	 3.7	 6.3
6	 5.0	 5.1	 6.3
7	 4.1	 2.9	 5.1
8	 3.9	 1.9	 2.9

图3　鸡胚不同组织细胞分裂指数曲线

Fig.3　The divisional index curves of different chicken em-
bryo tissue cells
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2.4  鸡胚细胞核型分析

选取分散度好、图像清晰的染色体拍照, 按照

核型分析要求, 观察染色体形态、配对同源染色体。

如图4所示, 鸡胚细胞染色体为78条, 其中, 有ZW染

色体各一条。

2.5  鸡胚细胞的长期传代培养

对鸡胚各器官组织来源的细胞进行组织块培养

发现, 各组织细胞从第4~5天才开始从组织周围生长

出来, 约10天可铺满瓶底。BTC可传代培养18~20代
左右, 18代以后有明显的生长停滞, 退化凋亡。BTC

传到7~8代有明显的生长瓶颈, 生长速度明显地下降, 
甚至有的细胞生长形态变形。细胞体积变大, 透明

度提高, 核仁增多。HTC传代培养期间也有明显的

生长瓶颈, 但比BTC要晚2~3代。传至9~10代, 细胞

内有明显的沉积物, 核增大, 核仁增多, 有细胞突触

的生成。HTC可传代23~25代。LTC传代培养期间没

有明显的生长瓶颈, 但生长期间细胞自身分泌的东

西比较多, 9~10代后细胞形态有所变化, 趋向BTC细
胞形态, 细胞内易出现空泡。本实验室可传代培养

15~18代, 之后有明显的退化和凋亡现象。

A: 核型图; B: 中期分裂相。

A: ideogram; B: metaphase.

图4　鸡胚细胞的中期分裂相和核型图

Fig.4　Metaphase and ideogram of chicken embryo cell

3   讨论
实验发现, 9天的胚蛋比较适合BTC的培养, 而

14天的胚蛋适合HTC、LTC等内脏细胞培养, 因而

获取不同的组织需恰当地挑选不同孵化时间的胚

蛋。其次, 原代培养要十分注意组织块贴壁时间和

培养液添加方式, 尤其组织块大小直接影响贴壁时

间长短, 一般1~2 mm3大小组织块需贴45~65 min, 随
组织块增大, 贴壁时间应适当延长; 添加培养液, 要
将培养瓶倒置添加, 待细胞贴壁牢固, 从侧面缓慢翻

转180º即可。细胞传代中发现, 不同组织细胞的贴

壁状况不同, LTC最为牢固, HTC、BTC次之, 但对

胰蛋白酶的敏感程度则是BTC、HTC、LTC依次减

弱。此外, 对鸡胚细胞的冻存表明: DMSO浓度和渗

透量会直接影响细胞在降温时受到损伤的程度, 为
此, 控制好冻存保护剂用量的同时, 要缓慢滴加并快

速震荡以利于细胞的吸收, 才能使复苏后的细胞达

到较高活率。

显微镜下观察发现: BTC为成纤维型细胞, 大多

呈梭形, 细胞核占细胞比重较另两种细胞而言最小, 
细胞生长间距小, 生长能力强, 当细胞出现接触时会

相互连接, 但并不立即抑制生长, 待细胞生长空间完

全占用后, 细胞形态发生改变、细胞核变暗, 个别细

胞会出现空泡; HTC也呈成纤维型, 但与BTC相比较, 
大多为不规则三角形, 细胞核占细胞比重较大, 细胞

生长间距大, 且当细胞出现接触时, 也不会相互连接, 
细胞留有一定间距生长; LTC为明显的上皮型细胞, 
扁平、不规则多角形, 与上述两种细胞相比, 细胞核

占细胞比重大, 细胞之间生长距离最小, 紧密相连进

行生长, 生长过程中有“拉网”现象存在[15]。

生长曲线和分裂指数能更好地研究不同组织
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细胞间的差异, 实验表明, 鸡胚BTC生长情况最好, 
较HTC和LTC调整适应期短, 且细胞数量增加快。细

胞的分裂指数也可看出, BTC的分裂指数峰值要高

于另两种细胞, 且到达分裂最高点时间最短, 由此可

推断, BTC和内脏细胞在生长周期上可能存在很大

不同, 尤其对于体外条件下该现象明显。随后的细

胞核型表明, 实验所用细胞染色体为78条, 在培养过

程中未发生改变, 遗传性状稳定[16], 能够为细胞建系

等相关研究提供实验基础。

BTC、HTC和LTC的长期传代培养发现, 前两

者有明显的第一瓶颈期, 传到7~9代细胞生长及倍

增速度明显下降, 细胞形态有一定的改变。遗憾的

是本实验未能发现突破第二瓶颈期的细胞。但LTC
培养中未发现生长瓶颈。鸡胚细胞的长期传代培养

还发现细胞之间的接触对细胞生长增殖影响很大。

其传代浓度要比哺乳动物体外培养的大一些, 传代

次数越多, 越明显, 且有“抱团生长”现象, 细胞浓度

大的位置生长很快, 浓度低的位置生长十分缓慢。

LTC的培养中此现象更明显。细胞退化以后细胞突

触明显增多、折光性增强。

面对不同实验要求, 选取不同类型细胞可缩短

实验周期、增加实验效率, 对研究有着至关重要的

影响, 为此, 对选取的细胞进行生物学特性分析就十

分必要。本实验对鸡胚不同组织体外培养条件下

的细胞进行生物学特性分析, 得出了鸡胚BTC和以

HTC、LTC为代表的内脏细胞间的差异, 使以鸡胚

细胞为实验材料的研究有了更加明确的结论。此外, 
目前鸡胚细胞的研究主要集中在疫苗和病毒研究方

面, 而这些都以细胞正常生长、代谢为基础, 在明确

细胞特性后, 就可以通过其形态上、生长状态和分

裂能力改变, 判断实验细胞体外生活情况, 从而采取

相应措施, 改进培养方法。上述三种不同组织来源

细胞的体外培养及其特性分析, 不仅弥补了鸡胚细

胞研究中的空缺, 也为今后永生化细胞系的建立提

供了借鉴。
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The Biological Characteristic Analysis on Three Different
Chicken Embryo Tissue Cells Cultured in vitro

Tai Dapeng, Liu Kun, Terigele, Hou Dongxia, Li Yao, Li Yu*
(College of Life Science of Inner Mongolia University, Hohhot 010021, China)

Abstract        Different chicken embryo tissue cells were got by tissue culture in this experiment, and M199 
medium was used for the primary culture and serial subcultivation. Then morphology observation, growth curves 
and divisional index were recruited for their biological characteristic analysis. The results showed that there were 
many differences between different tissue cells in chicken embryo, ranging from morphosis to growth cycle. The 
cells derived from body tissue and heart tissue were fibroblast-like cell, while the lung tissue cells were epithelial-
like cell. And the body tissue cells were grown faster than heart tissue cells, the last, lung tissue cells. The body 
tissue cells’ doubling time was shorter than other two tissues among the three tissues. The further karyotype analy-
sis indicated that the number of chicken embryo cell chromosomes was 78, which belonged to the normal chicken 
karyotype. The results above could provide material and basis for further research in the field.
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