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用于克隆的狲猴耳成纤维细胞的培养

及其有关生物学特性

杨彩侠 l 吴星琪 1 韩之明 l 朱子玉 1 ， 2 陈大元 1 * 
( I 中 国科学院动物研究所生殖生物学国家重点实验室，北京 100080 ; 2 苏州大学生命科学学院，苏州1215006 )

摘要 应用组织块培养法成功地分离培养了狲猴耳皮肤成纤维细胞。 对培养细胞进行了形

态观察、生长曲线测定、免疫细胞化学分析、染色体和周期分析，结果表明培养的细胞具有正常

的大小、形态、细胞骨架系统和染色体数目，而且随着细胞汇合程度的增加 ， GJG[ 期细胞所占的

比例上升， 70%-80%和 90%-1∞% 两种汇合程度的 GJG[ 期和 S 期比例间存在明显的差异(P<û.05) 。

对培养狲猴耳成纤维细胞的有关生物学特性进行分析，有利于给同种和异种体细胞克隆猴研究提

供形态良好、 染色体数 目 正常的供体细胞， 同时也为体细胞转基因等其他领域的研究提供了基础

条件。

关键词 猫:猴 ; 细胞培养;细胞骨架 : 染色体:细胞周期

1997 年体细胞克隆羊"多莉"诞生 [ [ J。随后 ，

多种体细胞克隆动物纷纷问世[24] ，但至今仍没有

一种体细胞克隆灵长类动物出生。 翻:猴是一种常用

的灵长类实验动物，其克隆研究将对核质关系的探

索、治疗性克隆的开展有极大的推动作用 。 1997 年

Meng 等[7J用胚胎细胞作为供核细胞成功克隆出了胚

胎细胞克隆猴，为了给同种和异种成年体细胞克隆

猴研究提供形态良好、核型正常的供体细胞，我们

分离培养了狲猴耳成纤维细胞 ， 并对其生长特性、

细胞遗传和周期等相关特性进行了鉴定 。

1 材料与方法
1.1 狲猴耳成纤维细胞的培养[8，9J

活体取成年的狲猴(Macaca mulatta tcheliensis) 

耳组织， 置于含双抗的 0 . 9% 生理盐水中， 4 .C 带

回实验室。 狲猴耳组织经刮毛、 腆町和 75% 酒精

浸泡消毒后，无菌生理盐水洗 3-5 遍，剪碎，加

入 0.25% 膜蛋白酶 ， 4 .C冷消化 12 h ， 然后转入

37 .C 、 5%C02 培养箱中消化0.5 h，加入含 10%-20%

胎牛血清(FBS ， Gibco) 的 D-MEM/F-12 培养基

(Gibco) , 37 .C 、 5%C02 、 饱和湿度培养箱中原

代培养，倒置显微镜下观察细胞贴壁后更换培养基

继续培养。当细胞长至 70 % -80% 汇合时， 0.25% 

膜蛋白酶 37 .C 消化，传代培养或冻存 。

, 

1.2 生长曲线的绘制

将第4代细胞以 3x104个lnù 的密度接种于 24孔

板(Nunc ， Roskilde, Denmark) ， 每孔加入 0.5 ml 培

养基(D-MEMIF-12+20%FBS) ， 37 .C 、 5%C02、饱
和湿度的培养箱中培养。每天同一时间用膜蛋白酶

消化 3 孔细胞， 血球计数板进行计数，连续进行 8

天。

1.3 免疫细胞化学分析
采用免疫荧光方法检测培养细胞的细胞骨架。

室温下用 1 : 1 混合的甲醇与丙酣将生长在盖玻片上

的细胞固定 15-20 min ， 以 PBS (pH 7.4) 清洗 3 遍，

再浸入含 1 % BSA 的 PBS 中作用 30 min 作封闭处

理 ， 然后加一抗于 37 .C共同温育 1 h 或 4 .C过夜。

一抗分别为 R 微管蛋白(1 : 400 稀释)和抗波形蛋白

(1 : 200 稀释)的小 鼠单克隆抗体。 PBS 清洗 3 次，

每次 5 min ， 再与 1 : 80 稀释的 FITC 标记的山羊

抗小鼠 IgG 的二抗 37 筷温育 30 mio 。 染微丝的样

品直接与 1 : 200 稀释的FlTC 标记的鬼笔环肤 37

℃温育 30 min 或 4 .C过夜。 在 PBS 清洗 3 次后 ，

所有的 FITC 标记的样品均再用 5 mg/nù 的腆化丙链

(propidium iodide, PI)室温温育 10 rnin 。 封片后尽快
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用TCS-4D 激光扫描共聚焦显微镜(Leica， Heidelberg, 

Germany) 观察(所有试剂均来自 Sigma) 。 阴性对照

实验中，用 PBS 代替第一抗体来排除非特异性的二

抗结合。

1.4 染色体分析

细胞处于 80% 汇合时加入秋水仙素(终浓度为

0 .3 μg/ml ) ， 在 37 'C 、 5 %C02、饱和湿度的培养
箱中作用 3-5 h，然后尽量吹打使阻断于分裂中期的

细胞脱壁 ， 将细胞悬液装入 10 m l 离心管。 1 100

r/min 离心 10 min(LD5 -2A ， 北京医用离心机厂) , 

去上清液， 再向离心管中轻轻加入 6 ml 低渗盐溶液

0.075 M KCl, 37 'C静置 30 min 。 然后加入 2ml 新

鲜固定液(甲醇 : 冰乙酸 =3 : 1)预固定 ， 用移液管

吹打调匀 。 1100 r/min 离心 10 min ， 去上清液。

之后加入新鲜固定液 8 ml ， 轻轻吹打均匀 ， 离心

10 min; 本步骤再重复 2 遍 。 末次离心后，小心

吸除大部上清液 ， 余下 0 . 5-1 ml 固定液 ， 轻轻吹

打调匀。 然后吸少量细胞悬液，滴落在 20 'C预

冷过的洁净载玻片上，迅速在酒精灯火焰上烤干。

制备好的玻片于次日或立即用 Giemsa 染色。 显微镜

下观察染色后的标本，统计其染色体数目 。

1.5 周期分析(10)

0. 25% 的膜蛋白酶消化用于细胞周期分析的培

养细胞 ， D-MEM/F-12 重悬后移至 1. 5 ml 离心管

中， D-PBS 离心清洗 3 遍后，加入 D-PBS 配制的

75 %冰乙醇 ， 4 'C 固定 2 h 或过夜 ， D-PBS 再离心

清洗 1 遍后 ， 用 1 mg/ml RNA 酶 37 'C消化 20-30

min , D-PB S 离心清洗 2 遍 ， 300 目尼龙网过滤 ，

0.2斗. 3 ml D-PBS 重悬 ， PI 染色 5 min 后流式细胞

仪(FACs Calibur, Becton-Dickinson,San Jose, CA)测

定细胞周期。

2 结果

2.1 狲猴耳成纤维细胞的培养

采用常规细胞原代培养法，成功培养了狲猴耳

成纤维细胞。相差显微镜下对细胞形态进行了观

察 ， 培养的原代细胞大部分呈梭形，具有典型的成

纤维细胞形态， 其中夹杂有少量呈鹅卵石状的上皮

细胞， 但传代两次后成纤维细胞生长己占优势( 图

2.2 狲猴耳成纤维细胞的生长曲线

以培养天数为横坐标，细胞数为纵坐标绘制了

狲猴耳成纤维细胞生长曲线图( 图 2) 。 生长 曲线显

·研究论文 ·

示培养细胞具有正常的分裂增殖特性 ， 没有转化倾

向，反映培养条件较为适合。

2.3 细胞骨架分析

免疫细胞化学分析了培养细胞的微管、微丝和

波形蛋白表达情况( 图 3) ， 结果显示培养细胞具有

良好的细胞骨架系统， 从另一侧面反映了培养条件

比较适合于狲猴耳成纤维细胞的生长。

2.4 染色体分析

统计分析了培养细胞 10 个分裂相的染色体条

数 ， 图 4 为其中一个分裂相， 统计结果表明 90%(91

1 0)的细胞具有正常的染色体数目 (2n=42) 。

2.5 周期分析

流式细胞仪测定了 70%-80% 和 90%-100% 两

种不同汇合程度的第 7 代培养细胞的细胞周期(表

1 ，图 5 ) ， 结果显示，随着细胞汇合程度的增加，

GclG 1 期细胞所占的比例上升 ， S 期和 G/M 期细胞

所占的比例则相应降低。 GclG 1 期和 S 期细胞比例在

两种汇合程度间的差异达到了显著水平(P<0.05) 。

3 讨论

常规的原代细胞培养方法有组织块培养和悬浮

培养两种[ 11 - 1 2 ) 。 我们采用本实验室的组织块培养法

培养了狲猴耳成纤维细胞， 获得了较好的效果。原

代培养中我们省去了操作繁锁、 对细胞有机械性损

伤的离心分散细胞的步骤， 并以 0.25% 的膜蛋白酶

4 'C消化 1 2 h 、 37 'C消化 0.5 h 的两步消化法代替

37 'C 消化 2 h ， 使膜蛋白酶在温和的条件下对组织

块进行消化， 避免了对细胞的破坏作用。在核移植

研究中，我们实验室还应用这种方法成功培养了多

种供体细胞，如牛耳成纤维细胞[8)、大熊猫成纤维

细胞[町 、 胎猫和幼猫皮肤成纤维细胞(未发表资

料)、胎兔和幼兔皮肤成纤维细胞(未发表资料)等 ，

表明这种方法具有广泛的适用性。

电融合法是体细胞核移植研究中最常用的方

法，即把供体细胞放至受体卵的透明带下，施加直

流电脉冲， 使之与受体卵质膜融合。因此 ， 供体

细胞的形态和大小是影响融合效率的重要因素。相

差显微镜下观察培养的狲猴耳成纤维贴壁细胞， 呈

梭形 ， 膜蛋白酶消化后变圆 ， 边界清晰: 免疫细

胞化学检测培养细胞的微丝 、 微管和波形蛋白 ， 结

果表明培养细胞的胞质骨架蛋白表达均正常，具有

正常的成纤维细胞特征，从侧面显示了培养细胞具

有正常的形态， 适用于动物克隆研究的核移植操作
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图 1 1弥猴成纤维细胞的中目差显微镜照片(300 X) 
图 2 1弥猴成纤维细胞的生长曲线

图 3 1弥猴成纤维细胞的激光扫描共聚焦显微镜图 (400 X) 

(A ) 绿 包染微衍 ， 红包染细胞核 ; ( B ) 绿色染微纹 ， 红包染封II JJ包核 ; (C) 绿色染以形蛋白 ， 红包染细胞核 。

表 1 不同汇合程度的狲猴成纤维细胞的细胞周期(社s)

汇合程反 Go+GJ S G,+M 

70 %-80% 84.94 ::!:: 2 .54' 13.25 ::!:: 2.75 b 1. 8 0 土 1.5 0 '

90 %- 100 % 94.59 土 2.955 b 4.5 8 ::!:: 2.95 ' 0 .83 ::!:: 0 .88 ' 

注。 I，;J列不同上标求不两者差异显著(P<O . O日，相同 七标..&示

差异不抖着 。

(A) G,+G , (tl ) oom 

200 250 

@ 

图 4 1弥猴成纤维细胞的染色体(211=42)

过程 。

细胞核中的 DNA 是遗传信息的载体，它挤Hi马

细胞增殖 、 分化、 哀右平11 ìJ司亡等生理过程所需的全

部基因 ， 这些基囚的j在择性表达决定着细胞的分化

方向 ; 而细胞质中的轩T 因子可以通过核孔运输进

入细胞核 ， 结合在核 DNA 上 ， 对核基因的选择性

表达起着调控作用 ， 因此核质互作是细胞完成各种

生理功能的先决条件 。 体细胞克隆研究中 ， 重构H主

Channc ls Channels 

图 5 第 7 代狲猴成纤维细胞的细胞周期图

(A )7 0 % -8 0% 汇合 ; ( B )90% - 1 00% 汇合 。

是一核质杂交体， 细胞核来源于供休细胞 ， 细胞质

来源于去核卵母细胞 ， 因此只有携带正常遗传物质

的供体细胞， 融入去核的卵母细胞巾后 ， 供核才能

在胞质因子的作用下启动重构胚的卵裂井进而指导
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其进行正常的发育 。 如果供体细胞的遗传物质异

常，融合后则会导致重构胚卵裂异常 ， 进而使其发

育受到阻滞。染色体分析表明我们培养的狲猴耳成

纤维细胞 90% 以上具有正常的染色体数目，为克隆

猴研究中重构胚的正常发育提供了前题条件 。

供体细胞核与受体卵胞质相互作用使供核正确

地重编程是核移植实验获得成功的先决条件 ， 而供

核能否正确地重编程又主要取决于供体细胞所处的

周期 。 研究表明，处于 GO/G 1 的供体核更易于重编
程， 形成正常的二倍体，第一头成年体细胞克隆羊

"D o ll y" 的供体细胞就是经血清饥饿处理后处于

GO/G 1 的乳腺细胞[ 1 1 。 在供体细胞培养中，接触抑

制也可使大部分的细胞进入 GO/G 1 期 。 本研究表

明，随着汇合程度的增加，处于 GO/G 1 期的细胞所
占的比例相应上升 ， 90%-1 00% 汇合时 ， GoIG 1 期
细胞所占的比例也在 90% 以上 ， 与 70%-80 %汇合

的 GO/G 1 期之间存在显著的差异。 对瑜、猴耳成纤维

细胞的周期进行分析，为选用合适的供体细胞， 进

一步提高体细胞克隆效率打下了基础。在此基础

-研究论文 -

上，我们以 90%-100 %汇合的培养狲猴细胞作为供

体， 去核的 MII 期兔卵母细胞作为受体 ， 重构胚胎

经体外培养可以发育到囊胚阶段[ 1坷 ， 这一方面表明

成年狲猴体细胞可以在异种去核的兔卵胞质中去分

化重获全能性，同时也从另一方面反映供体细胞具

有正常的生物学特性 。
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Abstract Fibroblasts derived from macaque (Maca ca mula tta tch e lien s is) ear were successfully cultured 

with a normaI tissue culture method. The cultured cells were analyzed by their morphology , skeleton , chromo

somes and cell cycle. Results demonstrated that these cultured cells were typical fibroblasts with normal mo叩hology ，

cell skeleton and karotype, and GoIG 1 rate increased with the confluence of cells. Marked difference existed in the 

GoIG 1 and S stage rate of 70%- 80% and 90%一 100% confluence. The culture and characterization analysis of 

macaque fibroblasts provided not only a ready supply of somatic cells for the intraspecies and interspecies cloning 

of macaque but also fundamental conditions for somatic transgene and other related fields. 
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