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体外培养成人包皮成纤维细胞周期

同步化效果检测
韦精卫李蓉 * 耿岚郝桂琴

(北京大学深圳医院生殖医学科，北京大学香港科技大学医学中心，深圳1 5 1 8036)

摘要 供体细胞和受体胞质周期协调性是核移植胚胎发育的关键，对人成体细胞的细胞周

期分布及其同步化效果进行探讨，将为人治疗性克隆研究打下基础 。 结果发现: 80%-85 9毛汇合生

长成人包皮成纤维细胞GofG 1 期细胞比例显著高于接种后第 1天指数生长细胞及接种后第 5天 100%

汇合生长细胞两组(67 .0% vs 58.2%, 52.8%, P<0 .05 ) ， 指数生长状态下，仍有 58.2% 的成人包皮成纤

维细胞处于 GofG 1 期，以 0.2μg/ml 和 2 μg/ml 不同浓度阿菲边霉素(aphidicolin ， APD)处理成人包皮

成纤维细胞 24 h , 2μg/ml APD 纽 GoIG 1 期细胞比例显著高于 0.2 μg/ml 组和对照纽(1 0% FBS) 

(82.9% vs 68 .8%, 63 .5%, P<0.05) , 2 μg/ml APD 可有效的将成人包皮成纤维细胞同步于 GoIG 1 期，

且培养液中添加 10% 、 0.5% 、 O% FBS 不同浓度血清对 2 μg/ml APD GofG 1 期同步化效果无显著影

响(82 . 6% vs 81.8% vs 74.6%, P>0 .05) ; 以血清饥饿培养法(0. 5% FBS)进行成人包皮成纤维细胞同步

化处理，血清饥饿处理 3 d 组 GofG 1 期细胞比例显著高于 Od 组(对照纽) (7 1.8% vs 59.6%, P<O.O日，

血清饥饿培养 3 d 可有效将细胞同步于 GofG 1 期 。 因此， 2 问Iml APD 处理 24 h 和血清饥饿培养 3

d 可有效将成人包皮成纤维细胞同步于 GofG 1 期 。
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自世界首例成年体细胞克隆羊"多莉"诞生

后，多种动物，如小鼠、牛、猪、山羊、猫、兔、马、

3累、大鼠、狗、狼、水牛等也被先后成功克隆，

随着动物克隆研究的不断深入，人的治疗性克隆研究

也引起学者广泛的关注。目前，研究学者获得了来

源于人胎儿成纤维细胞、颗粒细胞及成体成纤维细

胞的核移植囊胚[ 1剑，但重组胚胎构建成功率仍很低，

人治疗性克隆研究离临床应用尚存较大的差距 。 而

与人类最为近似的猴核移植研究， 直至目前仅获得胚

胎细胞核移植后代[41，成体细胞核移植研究方面， 学

者虽然也进行了大量的研究[540]，但都未能获得体细

胞克隆猴后代，研究表明与人类最为相似的猴体细胞

核移植研究未能获得突破进展是与不完全或不适当

的供体核重编程有关[5] 。因此，要提高人治疗性克

隆效率，就必须对影响供体细胞核重编程及表观遗

传修饰过程的供体细胞类型，细胞周期等因素进行

探讨 [11 ， 12J o Campbell 等[1 3]的研究表明，供体核和受体

胞质所处的周期协调性对核移植胚胎的发育产生重

要影响。在体细胞核移植中 ， 常用 MII 期卵母细胞

作为受体， 要获得正常核型的重组胚胎，供核细胞必

须处于 GofG 1 期Il 31，如若选择 S 期和 G2 期的供核细胞

将会导致染色体的非整倍性[ 1 4 1 。 研究证实供体细胞

处于 GofG 1 期有利于核移植重组胚发育[ l 5， 1 6]，至今， 效

率最高的动物体细胞核移植研究则是以G1期供核细胞
与 M 期受体胞质所构建的重组胚胎发育而获得[17] 。

因此，将供体细胞周期同步化于 GiG 1 期成为决定体

细胞核移植成功与否的关键因素 。 目前血清饥饿

法、接触性抑制及化学抑制因子如蛋白酶、抗氧化

抑制因子都可有效对动物体细胞周期进行调控，人成

体细胞各生长状态下周期分布及同期化处理效果如

何，尚未见报道。 本研究拟对人包皮成纤维细胞各

自然生长状态及血清饥饿法 DNA合成抑制剂阿菲迪

霉素同步化处理后的细胞周期特性进行探讨，为下一

步的人治疗性克隆胚胎构建打下基础。

1 材料与方法

所用试剂除D孔伍M购自 Gibco公司 (Gibco， Grand 

Island , NY)，胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)购自

Hyclone 公司 (Hyclone ， Logan , UT)外，其余如阿菲迪

收稿日期 2008-11- 1 5 接受日期 : 2009-02-02 
国家自然科学基金(No. 30440057)和深圳市重点专科建设项目资助

*迎讯作者 。 Tel : 0755-83923333-6 156 , E-mail : Iri vf@163.com 
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霉素(aphidicolin ， APD)等试剂均来自 Sigma 公司 。

1.1 成人包皮成纤维细胞准备

临床辅助生殖(assisted reproductive technology , 

ART)治疗周期中， 患有生精功能障碍的 37 岁男性患

者经知情同意， 手术取精后取小块包皮，以 PBS 和

75% 酒精清洗数次，剪碎成 1 mm3 左右的小块，. 以

DMEM清洗两次后植块于 50 mJ 的细胞培养瓶中，倒

置培养瓶 1-2 h，待组织块贝I~壁牢固后翻转细胞培养

瓶，加入 DMEM(含 10%FBS)，于 37 .0 "C, 5% COì 的

培养箱培养 15-20 d， 每间隔 2-3 d 换新培养液，待细

胞汇合生长后，以 0.25% 腆酶消化传代 2-3 次， 所获

得的细胞i进行细胞周期同步化处理或以DMEM+20%

FBS+I0% DMSO 冻存，备实验用 。

1.2 成人包皮成纤维细胞周期检测及同步化处理

实验设计

1.2. 1 不同生长状态下成人包皮成纤维细胞周期分

布检测 以 105 个 ImJ 的浓度接种第 3-8 代的成人

包皮成纤维细胞，分别检测接种后第 1 天指数生长细

胞，接种后第 3 天 80%-85% 汇合生长细胞及接种后

第 5 天 100% 汇合生长细胞周期分布情况， 细胞周期

检测按 1.3 所述方法进行。

1.2.2 不同浓度APD 处理对成人包皮成纤维细胞周

期分布的影响 80%-85%汇合生长的成人包皮成

纤维细胞，分别以 0.2 μg/ml 、 2 μg/ml APD 处理 24

h，为降低低浓度血清对细胞周期的影响， DMEM培

养液均添加 10% FBS，对照组则单以 10% FBS 处理

24 h， 各组细胞消化后按 1.3 所述方法进行处理，然后

进行细胞周期检测 。

1.2.3 不同浓度血清对 APD 成人包皮成纤维细胞周

期同步化效果的影响 80%-85%汇合生长的成人

包皮成纤维细胞， 分别以含 2μg/ml APD +10% FBS 

和2 问Iml APD +0.5% FBS DMEM 培养处理24h，对

照组则以 2 μg/ml APD +0% FBS 处理 24 h，各组细胞

消化后按 1.3 所述方法进行处理，然后进行细胞周期

检测。

1.2.4 不同血清饥饿培养处理时间对成人包皮成纤

维细胞周期分布的影响 80%-85%汇合生长的成

· 研究论文·

人包皮成纤维细胞， 分别以含 0.5% FBS DMEM 培养

o d (处理当天细胞为 o d，对照组)、 1 d 、 2 d 、 3

d ， 各组细胞消化后按 1.3 所述方法进行处理， 然后进

行细胞周期检测 。

1.3 成人包皮成纤维细胞周期检测

各实验处理组细胞经0.25%腆蛋白酶消化后， 收

集于 5 mJ 的离心管中， 离心后以 PBS 洗涤 2 次(1 000

r/min, 5 min)，去上清液， 加入 2 ml 70% 乙醇(-20 "C 

预冷)至待测细胞中， 立即振荡混匀制成细胞悬液， 冰

浴 20-30 min 后离心并去除上清液， 然后加入 0.25

mJ 预冷 PBS 及 5μ110 mg/ml Rnase A， 置 37 "C水浴

30 min 。 分析时，以 50 问Iml 腆化丙链(PI)荧光染色

列 min， 然后上流式细胞仪检测 Go+G ， 、 S 、 GiM

各期的细胞比例，以上每实验处理组各重复 3 次 。

1.4 统计分析

细胞周期检测的结果均用 SAS 软件单因素方差

分析(one way ANOVA)统计分析，显著性差异以 P<

0 . 05 为标准 。

2 结果

2.1 不同生长状态下成人包皮成纤维细胞周期分

布检测

检测接种后第 1 天指数生长期细胞， 培养第 3 天

80%-85% 汇合生长细胞及第 5 天 100% 汇合生民细

胞周期分布情况，结果如表 1 所示，以上三组细胞 GoI

G ， 期细胞比例分别为 58.2% 、 67 .0% 和 52.8%，接种

后第 3 天 80%-85% 汇合生长细胞 GoIG ， 细胞比例显

著高于接种后第 1 天指数生长细胞组及第 5 天 100%

汇合生长细胞组(67.0% vs 58.2% , 52 .8%, P<0.05) 。

以上结果表明， 处于指数生长状态的包皮成纤维细胞

仍有 58.29毛的细胞处于 GoIG ， 期，培养第 3 天细胞至

80%-85% 汇合生长时， GoIG ， 期细胞比例有所升高，

而培养第5天细胞至 100%汇合生长时， GoIG ， 期细胞

比例未继续增加，反而降低， 接触性抑制效果不明显。

2.2 不同浓度 APD 处理对成人包皮成纤维细胞

周期分布的影响

Table 1 Cell cycle results of adult male fibroblast during different proliferation stages (n=3) 

Proliferation stages of cell 

exponential growth cell (1 st day after seeding) 
80%- 85% confluency cell (3rd day after seeding) 
100% confl uency cell (5 th day after seeding) 

percentage of different cell cycle stages (王土s)

Go+G, S G/ M 

58.2土0.40b

67 . 0土 1 . 86'

52.8士7 . 20b

1 4 .4土3 .1 4

6.8:1:3 .45 

10 . 1 土6 . 9 1

27 .4:1:2.84b 

26.2士 1. 65 b

37. 1 土0.66'

, . b Treatments wi th di fferent superscripts within a column are significantly different (P<0.05) 。
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Table 2 Effects of adult male fibroblast cell cycle synchronization by different concentration aphidicolin (APD) treatment (n=3) 

Concentration of APD Percentage of different cell cycle stages (耻s)

0 0+0 , S O,lM 

0.2 μg/ml APD 68.8土8 .46' 10.5 :1:5.36 1 9.4土4.91

2 μg/ml APD 82.9士2.82b 1.7:1:0.55 15.4:1:2.63 

Control group (1 0% FBS) 63 . 5土4.7 1 ' 8.4:1:5. 16 28. 1 :士 3. 30

'. b Treatments with diffe rent superscripts within a column are signi ficantly di fferent (P<0.05). 

Table 3 E ffects of aduIt male fibroblas t cell cycle 

synchronization by APD combined with different levels of 

serum treatment (n=3) 

Levels of serum Percentage of different cell cycle stages (X:l:s) 

G0+0 , S O,lM 

0.5% FBS 8 1 .8土 1. 1 0 1. 6主0.55 16.7 :1:0.55 
10% FBS 
Control group 
(0% FBS) 

82.6士3 . 20

74 . 6土6.36

2.9士2.56

6 . 6土5. 1 5

1 4.5士1.96

1 8.6土1. 26

Table 4 Effects of adult male 6broblast ceU cycle synchronization 

by APD combined with differen t levels of serum treatment 

(n=3) 

Treatment Percentage of diff，巳rent cell cycle stages (x士 S)

0 0+0, S O,lM 

0.5% FBS, 0 d 59.6 :1:3.52' 5.6:1:5.60 34.8 :1:5.55 

(Control group) 

0.5% FBS, 1 d 67.2 :1:9.03' 6.3土9.04 26 . 6士 1 4. 1 6

0.5% FBS, 2 d 69.7土5. 1 3' 1. 8土0.95 28.5土4.24

0.5% FBS, 3 d 7 1. 8士4 . 5 b 5.7士5.78 22.6土5 .93

, . b Treatments with different superscripts within a column are 

significantly different (P<0 .05) 

以 0.2 μglml 、 2 μg/ml 两种不同浓度的 APD 处

理成人包皮成纤维细胞24 h，探讨其对细胞周期分布

的影响， 实验结果见表 2， 2 μg/ml APD 处理组 GofG )

期细胞比例显著高于 0.2 μg/ml APD 组及对照组

(82.9% vs 68 .8 % , 63.5 % , P<0.05) , {旦 0 . 2 μg/ml A PD 

组和对照组间GofG)期细胞比例差异不显著(68 .8% vs 

63 .5%, P>O.O日， 结果表明 0.2 μg/ml APD 未能有效的

将细胞同步于 GofG ) 期， 而 2μg/ml APD 可将成人包

皮成纤维细胞有效的同步于 Go/G) 期 。

2.3 添加不同浓度血清对 APD 成人包皮成纤维

细胞周期同步化效果的影响

在 2.2 节的基础上，进一步探讨不同浓度血清对

APD成人包皮成纤维细胞周期同步化效果的影响， 结

果如表 3所示， 2 问Iml APD联合 10% FBS , 0.5% FBS 

及 0% FBS(对照组)处理成人包皮成纤维细胞， 各处

理组GofG ) 期细胞比例间差异不显著(82.6% vs 8 1.8% 

vs 74 .6 % , P>0.05) 。 结果表明， 在不同血清浓度条

件下， 2 问Iml APD 均有效的将人包皮成纤维细胞周

期同步于GofG) 期，添加|不同浓度血清不影响 APD对

细胞周期的主调控作用 。

2.4 不同血清饥饿培养时间对成人包皮成纤维细

胞周期分布的影响

80%-85 9毛汇合生跃成人包皮成纤维细胞以含

0 .5 % FBS DMEM 分别培养 o d (对照组)、 1 d 、 2d

和 3 d，并检测各处理组细胞周期分布情况， 结果如

表 4 所示，血清饥饿培养 o d 、 1 d 、 2 d 和 3 d 组

GofG) 期细胞比例分别为 59.6% 、 67.2% 、 69 . 7% 和

7 l.8%，血清饥饿培养 3d 组 GofG ) 期细胞比例显著高

于 Od 组(7 1.8% vs 59.6% , P<O.O日， 但血清饥饿培养

o d 、 1 d 、 2 d 组 Go/G ) 期细胞比例间差异不显著

(59 .6 % vs 67.2% vs 69.7 % , P>O.O日， 结果初步表明

0 .5 % FBS 培养 3d 可有效将成人包皮成纤维细胞同

步于 Go/G) 期 。

3 讨论

体细胞核移植成功的关键很大程度取决于供体

细胞和受体胞质的细胞周期状态。弄清供体细胞各

生长状态细胞周期分布情况 则是进行细胞周期同步

化处理及核移植的基础。 有研究结果显示， 猪胎儿

成纤维细胞即使处于活跃分裂状态，仍有56%左右的

细胞处于 GofG) 期[ ) 8] 0 Hashem 等[)9]的研究也发现处

于分裂状态下的斑拎成纤维细胞仍有 64.9% 的细胞

处于 Go/G ) 期。是否人类包皮成纤维细胞也存在同

样的细胞周期分布状况? 本研究对未进行同步化处

理，不同生长状态下的成人包皮成纤维细胞周期分布

进行检测，结果发现成人包皮成纤维细胞处于活跃分

裂状态下，仍有 58.2% 的细胞处于 GofG) 期， 与 Kues

等[) 8]和 Hashem 等[ ) 9]结果一致。 而成人包皮成纤维

细胞体外培养 3 d 后， 当细胞至 80%-85% 汇合生长

状态时， GofG ) 期细胞比例达 67.0%，随着培养时间的

增加及细胞分裂生长速度的下降，自然进入 GofG) 期

的细胞 比例显著升高。当细胞继续体外培养至

100%汇合生长状态时 ， GofG )期细胞比例为52.8%， 未
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能较 80%-85 % 汇合生长细胞组有显著提高，与先

前的接触抑制可以有效将动物细胞静止于GJG J期的

结果有所差异[2042] ， 是否成人包皮成纤维细胞培养 5

d 后，部分接触性抑制生长的细胞仍处增殖状态，这

有待于进一步探讨 。

世界首例体细胞核移植后代是以 Go 期(静止期)

的绵羊乳腺上皮细胞为供核获得的， Wilmut等[刀]认为

Go期供体细胞核移植后可发生发育程序重编程，并发

育到期 。 相关研究也显示 Go 期细胞的代谢水平低，

基因转录大都关闭，核糖体发生变化，核染色质浓缩，

后者使供体核在受体卵胞质中更易于发生去分化及

发育程序的重编程， 获得具有正常染色体倍性的重组

胚胎[2口4] 。 许多研究也证实供体细胞处于 GJGJ 期有

利于核移植重组胚胎保持正常的核型及后期较高的

发育率[2口6] 。 因此， 要提高人治疗性克隆胚胎构建效

率， 首先需探索人供体细胞同步于 GJG J 期的有效方

法 。 动物体细胞核移植中，常使用血清饥饿法及一

些抑制DNA合成或微管形成的药物来进行细胞周期

调控。 APD 是一种 DNA 合成抑制剂，可与 DNA 聚

合酶 α 结合，进而抑制 DNA 的合成，使细胞同步于

G J 期 [27] 。 实验比较不同浓度的 APD 对成人包皮成

纤维细胞周期同步化效果的影响，结果发现 2 μg/ml
处理组 GolG J 期细胞比例显著高于 0.2 问Iml 组和对

照组(10% FBS培养)， APD可有效的将细胞同步于GJ
GJ 期， 与 Kues等[ J 8]和 Pedrail-Noy等[28]的报道一致，其

实验结果分别表明 APD 可以使猪及啃齿类动物成纤

维细胞可逆性的同步于 GJG J 期 。 在此基础上， 实验

进而比较了添加不同浓度血清对阿菲迫霉素同步化

效果的影响，结果发现含2 μg/ml APD DMEM液添加

不同浓度血清后， 各处理组 GJG J 期细胞比例未有显

著差异，这也表明 DMEM 培养液中含 2 μg/ml APD 

时，添加不同浓度血清都未能改变 APD 对细胞周期

的主调控作用 。

血清中含有多种细胞增殖促进因子，血清浓度极

低的培养环境仅能维持细胞处于某种状态，而不发生

增殖，应用这一原理可以使细胞同步于某一特定的细

胞周期 。 而经血清饥饿培养处理的细胞，其生长特

性、 DNA 复制，细胞骨架及消化后细胞的大小均有

不同程度的改变，以血清饥饿培养处理的成纤维细胞

为供体核构建重组胚胎， 囊胚率显著高于非血清饥饿

组[29] 。 然而 ， 有研究表明血清饥饿处理的时间也并

非越长越好，长时间的血清饥饿培养处理，非但不会

显著增加 GolG J 期细胞的数量，反而会损伤细胞的

·研究论文·

DNA，进而影响核移植胚胎的卵裂及进一步的发育[IB] ，
Beyhan 等[30]的研究发现血清饥饿处理时间大于 lld

将显著降低重组胚的囊胚发育率。 因此，要进行人

治疗性克隆研究， 需对人成体细胞适宜的血清饥饿培

养时间进行探讨 。 通过研究， 实验发现血清饥饿培

养处理 3 d 的人包皮成纤维细胞 GJG J 期比例己显著

高于对照组，随着血清饥饿培养时间的增加 ， GJG J 期

细胞比例会有所提高。 在动物体细胞核移植中， 一

般以血清饥饿培养处理3-5 d的动物生长期细胞为供

核进行核移植， 便可获得较好的核移植效果[3 l]，延长

血清饥饿培养时间会损伤细胞DNA，核移植效果并不

是与 GJG J 期细胞比例成正比。 因此，我们认为血清

饥饿培养3d人包皮成纤维细胞可以作为供核进行核

移植研究 。

通过上述的实验研究，我们发现处于生长分裂状

态的成人包皮成纤维细胞仍有 58 .2% 的细胞处于 GJ
GJ 期， 细胞经 2 μg/ml APD处理 24 h及血清饥饿培养

3 d 后， 均获得最佳的 GJG J 期同步化效果，添加不同

浓度血清并未改变 APD 的主调控作用 。 而上述同步

化处理的成人包皮成纤维细胞是否有助于人治疗性

克隆胚胎的构建及核移植效率的提高，将在下一步的

治疗性克隆研究中作深入探讨 。
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Cell Cycle Analysis of in Vitro Cultured Human Adult Skin Fibroblasts 

Jing-Wei Wei, Rong L户， Lan Ge吨， G u i-Qin Hao 

(Reproductiνe M edic ine D epartment, M edical Central of Peking Universiη and H ong Kong Science and Techno logy, 

Peking Uniνersity Shenzhen Hospital, Shenzhen 518036, China) 

Abstract The co-ordination of cell cycle between donor c e lls and recipie nt cytoplasm was the key a sp ect 

of reconstructed e mbryos developme nt, studies o n cell cycle c h arac teris tics of cells at different proliferation stages 

a nd the effects of synchronizatio n of cell cycle w e re the foundation o f therape utic cloning research. A s results , we 

found that the r ates of G oIG j c e lls at 80% - 85% conflue n cy stag e w e re sig nifica nt h igher than the cells at exp o n e ntial 

g rowth stag e and 100% conf1u e n cy stage (67.0% v s 58.2%, 52.8% , P<O.O日 ， 58.2 % of huma n a dult skin fib ro

blasts reached the G oIG j s tage even cells a t exponential growth stage; 2 μg/ml aphidicolin (APD ) treated g r o u p 

showed b e tter results for syn c hronization of G oIG j phases than 0.2 μg/ml and 0μg/mI group (82 .99毛 vs 6 8 .8 % , 

63.5%, P<0.05). F urthermore , there was no significant difference in sy nch ronization of G oIG j phase s a long with 2 
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μg/ml APD combined with 0%, 0.5%, and 10% FBS respectively (74.6% vs 81.8% vs 82.6%, P>0.05 ), the syn

chronization of cell cycle mainly monitored by 2μg/ml APD when different concentration of serum coexist; Syn

chronization of cell cycJe could effectively achieved by serum deprivation for 3 d, which was significant higher than 

control groups (7 l.8% vs 59.6%, P<0.05 ). Thus it could be concluded that 2 μg/ml APD treated for 24 h and serum 

deprivation for 3 d could synchronize the cell cycle effectively 

Key words human; adult skin fibroblast; synchronization of cell cycle; somatic cell nuclear transfer 
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