
细胞培养的新进展一基质在细胞培养中的应用
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近年来分子生物学理论和技术的发展使有

可能分析细胞中训节基因表达的分子机制， 其

中许多工作是利用体外培养的细胞来进行的。

但在体外要保持细胞的分化状态十分困难， 再

加上 I(U 7青巾有很多易变和未知 1 因京参与 ， 实验

结果更难分析，所以省要有技术上的突破，使

体外培养的细胞能保持接近于机体中的生理状

态 ， 无论这些细胞是来自正常组织还是病态组

织。

在多细胞机体中 ， 复杂的细胞 细胞间相

互作用调节着细胞的生长和分化，而细胞和细

胞间的相互作用中，细胞外基)9t是重要的物质

基础 。 基质生物学的研究， 使细胞培养技术从

传统的培养方法进展到无lÍfl情培养 ， 并利用组

织特异的细胞外基质作为培养底物， 使细胞在

培养中保持它们的分化表型。

一、基质 (Matrix)

基质)2蛋白 、 脑蛋白和蛋白多糖以及其他

一些未知 11，1 子 fl l成的 f;E杂混合物。它们相互交

联共同作用才 产生基质的生物效应。在过去十

多年中， 细胞外基质(Extracellalar matrix)的

生物学和化学的研究由于新技术的应用 ， 尤其

是利用单克隆抗体， 分固和1鉴定了不少基质成

分， 但到现在基质生物学的研究还受到以下两

个方面的限制 :

(1) 许多基质成分是不溶解的，因而难以

分离完整的成分(如 lV 型胶原)。 有的提取方法

常破坏部分分子 ， 有的基质成分如 I 型胶原和

纤粘素 ( Fibronecti n)用化学分离和提纯的标准

方法能使它们悄解， 还有一些成分则由于不的

性的缘故， 主今i五木能分 i).j ~~口 1是纯。

(2) 基质对细胞的影响是复杂的分子相互

作用的结果，而万之是一种或两种成分的作用，

所以既要分析单独的成分 ， 还要1~r-究基质成分

的混合物。

在这样一个阴究7752上， I寸/Ì ÍJ在细胞培养

中所用的基质{;_': fíl ~~选枉法来川省-粗提取物。

正边;手法是用提出液:!夺活性因子 d-; 解 ， 负选择

是边择不j在解的成分。 当然，用相提取物是暂

时的， 以后无疑要分肉、 纯化和鉴定更多的生

物学上有 i~~ 性的因子 ， 把这些因子币: 组为"限

定基质 " ( defined matrix) o Oldberg 和 Rous­

lahfi [IJ提出一利J初在的"限定基质飞 由 I 坐胶

原、 硫酸 ~;;~ 1 1'京和纤 才有素组 成。 Kleinman 等

[2 J 用 IV ~~.胶原 、 !三H世i素 (Laminin )和硫酸肝素

tJî月备另一种 " ii民定基!贤 "。

二、利用细胞外基质的粗提物

进行细胞培养

(一 ) 胶原

在)W有的细胞类型 I~i-I ， 正 'jt上皮细胞是最

难在休外维持生存的。用}技原作为细胞培养的

底物， "J 帮助细胞贴壁，促进细胞在活 和分

化。 备和1 I正常上皮细胞 ， 包括乳腺 、 皮肤、 结

)J衍'-1 其他上皮 ~li川H2L在漂扣 JK原刷版上都能生

长[卜 5 J。漂浮版原膜已较广泛应用 ， 即将胶原

凝胶主j~ 于培 养 lill ( 与一般的胶原涂瓶一样 )，

在接种细胞后 1 8-20 小时， 用解剖刀片切胶

原膜边缘，使凝胶!民与塑料底物分离 ， 轻轻摇

动后， 胶原膜漂浮于培养液面下 [ 5J 。 最近有报

道[6 I小鼠乳腺上皮细胞在胶原基质内和胶原基

质上都能生长，并分化为仨状 ， 在 JJ交原内的生

长更好。)跤原浓度可彤 Illf'l 上皮细胞的生长和形
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态 ， 最佳浓度为 2 mg/ml 凝胶。又有报道[7]小

鼠乳腺在胶原凝j应内用无血M'培养基培养， 并

用致癌物二甲基苯盟、或 N一亚硝基-N一甲 基)睬

处理，能诱导乳腺增生和癌变。

70 年代末和 8 0 年代初，细胞 培养研究用

的胶原)I~物都是 I 型胶原， 由弓二容易分肉和 1I;IJ

备，但不是对所有的细胞都有良好的效果，所

以要使特殊细胞类型附着并表达其功能 ， 需要

有特殊的胶原类型。了解各种细胞的细胞外基

质成分， 对做好细胞培养有一定 的参考价值

(表 1 ) 。

表 1 成年哺乳动物组织中细胞外基质的

细胞类型

成纤维细胞

软骨细胞

网织细胞

成纤维细胞

上皮细胞

肌细胞

系统群

细胞夕|、基质的主要成份

蛋白多糖
胶原类型 锚状蛋白 (主要的 )

I 纤粘京 硫酸皮肤索

硫酸软骨京-

E 软件粘连素硫酸软骨紊
E 仔粘亲 硫酸)汗素

JíI, V 层柏京 硫酸肝京

V 一 硫酸肝亲

胶原对细胞的影IIloj是问按的， 为基质j现分

的化学支架 ， 而其他的基质成分则与细胞直接

接触( 图 1 ) 。

图 1 细胞和基质关系的模式固

(二 ) 细胞外基质(ECM)粗提物

大部分早期的工作用牛内皮细胞的单层培

养。 民有单层细胞的培养皿用 Triton-100 在

PBS 中的 0. 5%洛液处理 10 分钟 ，或 1mol/L尿

素用 0 .1 mol/ L Tris-HCl 缓冲液调至 pH 趴在

37 "C孵育 30 分钟 ， 用这种稀碱液或稀 去垢液

提取后，在培养皿上留下细胞渗 出 物或残余

物， 再用生理盐水或无血清培养液漂洗几次 ，

就成为铺有 ECM 的培Ji: JlI L。用 70% 乙醇灭茵

10-15 分钟， 置 '1 0C冰箱， 在一星期内都可用

于培养[8 ， 9] 0 J书上皮细胞和其他问叶细胞也可

制备 ECM， 但方法各有 不同 ， 女11 用 3 T 3/ 

BALB 细)自由IJ备 ECM， 用 EDTA ~此服蛋 白酶

去除细胞，再用含 1 mg/ml 透明股酸的无锦镜

盐水洗， 脱落的细胞可再培养， 说明这种脱落

细胞的方法对细胞是无损伤的[10 ] 。 也有细 胞

培养成单层后 ， 用 5 mmol/ L EDTA 在 37 "c保

温 10 分钟 ，洗后在室温用 0 . 0 25 mol/ L NH.O日

处理 10 分钟 ， 重复二次， PBS 洗后用 70 % 乙

醇灭茵 10-15 分钟 [1 1]。从 正毡'细胞分尚

ECM 比从恶性细胞分离更易成功， 这可能是

由于恶性细胞产生了降解基质成分的酶。

[ifJ着有内皮细胞基底物的培养皿，比前规

用的塑料培养皿优越， 能促进细胞附着 、 克隆

生长和细胞分化。大部分正常上皮细胞在塑料

培养皿上的附着率(attachment efficiencies)为

0.1 %至 10 % (高度依赖于细胞接种 峦度 和细

胞类型 )， 在 ECM 上可增加到 90%至 100 % , 

无论正常细胞政肿瘤细胞 、 原代培养或细胞系

都如此。集落生!乏率 (测量一个细 胞生长为一

群落的能力 )， 正常上皮细胞在一般培养皿上

古 小 于 0. 1% ， 在 ECM 上则 增加到 50 % 以

上。比较原代培养的存活时间， 正'，;-ι;

在塑料培养皿上常市常'是一j周司 工或此 问 j周肖， 在 ECM

上可延长王lJ几周或几个月。 ECM 不仅影响细

胞贴附和存活， 更影响细胞生长， 降低对血洁

的要求， 改变细胞生长所 面 的激京[8 ， 1 2 ]。例

如，血管平涓肌细胞在塑料培养皿上市要血洁

生长，如按种在 ECM 上， 则血浆或血清均可

用。血浆和血洁的差别是血洁:中含有丰富的血

小板生长因子(PDGF) ， 可能因为制备 ECM

的内皮细胞生长在有血清的培养基 中， PDGF 

己与 ECM 结合 [ 1 3 ] 。

制备 ECM 的内皮细胞可以来自 细胞系或

胚胎的内皮细胞， 没有组织特异性或种属特异

性， 而且在易;jjlJ备 ， j j: I可月 j 以 J;'I: ;;~ 许多类型细
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胞。如最近 Furhan 等 [ 1 4]报道牛角 膜内皮细胞

的 ECM 白色调节大鼠卵也颗粒细胞分化， 细胞

在 ECM 上生长为紧密的乡层 ， 象完整的卵;包

壁 ， LHjhCG 受体数增加两倍， 即使没有雌激

素剌激， 孕酣显著增高。 但培养在不经处理的

培养皿上， 无论有无肚ft激素 ， 都不产生孕酣。

可是 ECM 对有的成年组织特异功能的 研究还

有局限性， 如肝细胞合成白蛋白或膜岛细胞分

泌脱岛素， 需要有更有效的其他类型的基质作

为培养底物。

(三〉 生物基质 (Biomatrix)

生物基质是整组织用 负选择法产生的粗提

取物。从组织分离基 质的 第 一 个报 告是

Meezan 等 [15 ) 的工作。用水 、 低离子强度盐缓

冲液和去垢剂，并自己合离心， 去除 不 要 的成

分， 留下组织的不地解提取物。 Rojkind 等[ 16 J 

用特妹孔径的聚乙酣滤器过施，使基质成分更

丰富， 边j辛基质中已知长度的纤维， 分离的纤

维主要含有胶原、 弹性蛋白和各种蛋白质 ， 如

自大鼠肝 、 膜和前列腺tWJ备的生物基质都含有

I 、 E 和 IV 型胶原(大约 比 例 为 1 : 2 0: 3 )和纤

粘索 、 层粘素 ， 还有每种组织的 独 特 成分。

Wicha 等 [17 J 又改进 了提取 方 泣 ， 主要是:

(1) 用高高子强度的缓J巾被来保留各种成分，

使与分化有关的蛋白多糖保留为 不溶解型z

( 2 ) 减少用去垢剂 ， 避免与生物基质结合， 对

细胞产生毒性; ( 3) 用液氮反复冻融， 使坚硬

的纤维状生物基质变为粉末， 便以分散在培养

皿上， 成为均匀的底物。

生物基民有种属特异性和组织特异性， 能

加强各种体外培养的正常上皮细胞和恶性细胞

的存活， 并保持它们的分化状态 。

①生物基质的提取程序[1 8 J ( 见图 2 ) 

②生物基质对细胞分化的影响 :

生物基质自己合有血清培养大大促进细胞附

着率 、 克隆形成率和存活率 ， 并能维持细胞的

分化功能， 这些研究已在大鼠肝 、 膜岛细胞、

前列腺和乳腺上皮细胞 培养 中 [16 ， 1 9 ， 2 0 J得到评

价。 不 I~d培养 li ~ 用j许多组织的将异功能， 如大

鼠肝的白蛋 白 、 谷脱甘肤-S一转移酶、 酷 氨 酸

氨基转移酶、 )民岛细胞的膜岛素、 前列腺上皮

细胞的前列腺结合蛋白等在生物基质上和胶原

凝胶培养相比 ， 分化水平开始较低， 以后逐渐

升高 ， 培养三‘五四周后达高峰 ， 以后维持稳定

水 平。大鼠肝细胞在 生物基 质 -1. 0 (用

1 .0 mol j L NaCl 提取 )配合无血清培养能增殖 ，

而在生物基质-3 . 4 ( 用 3 . 4 molj L NaCl提取 )则

无有丝分裂， 细胞分化状态更好。进一步研究

这两种提取物的差别 ， 发现大量层粘素 、 蛋白

多糖和其他盐酸肌( guanidine-HCl )提取的蛋白

在生物基质-3 . 4 巾， 虽然这些研究还不完全 ，

但说明蛋白多糖平时或氨基而聚糖是使细胞生

物活性不同的有关成分。 Kram町 等 [ 21 J也指出

丰富的特异蛋白多糖(如硫酸乙耽肝京 )能抑制

细胞生长和维持分化。

(囚 ) 重 建 基 底 膜 基质 ( Reconstìtuted 

basemet).t membrane matrix) 

重建基底!民基质是自 EHS( E ngelbreth­

Holm-Swarm)提取 ， EHS 是一种小鼠移植瘤，

分泌基底肢蛋白，提取方法详 见 Kramer 等最

近的报道[ZZ] 。 kramer 等用这样的基质研究了

人纤维肉瘤细胞的浸 润 行为。 Hadley 等问]报

道支持细胞 ( Sertoli cell s)和肌状细胞共同培养

在 ECM 上生长为立无形细胞，但不分化， 而j

培养在重建的基底肢中乡则分化为柏索，井有

生组细胞产生。

正前 上皮细胞1、; EHS 生物基 质的分化反

应比对正'Jii 组织基质快，但较不稳定， 仅持续

几个星期。而在正1; ~'细胞的生物基质上， 细胞

功能一旦达到最高峰 ， 能稳定几个月 ， 可能由

于肿瘤细胞释放降解酶的缘故。

正由肝细胞的稳定增础需要特殊的肝生物

基质， 或由再生肝制的生物基质 3. 4 molj L 

或生物基质-1. 0 mol jL ， 还需有无血清培养基、

膜岛素 、 膜高血糖萦 (glucagon ) 、 上 皮生长因

子 、 生长激素 、 佳字L激素 ( prolac tin )和微量元

素?并只能接种低密度的细胞 [ 18 J 。

〈五? 羊膜粗提取 物 (Crude ext l'acts f rom 
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肿瘤组织 正常组织

~ I 匀浆，用 3.4 mol j L NaCl 加! ! 匀浆 ， 用 1.0 mol j L NaCI 加 l
「 抗生素在此彻底提取 I I 抗生素在此彻底脚 | 

;ι22心一十一| 协保气啡生一卜→j
→| 用无血清培养液加蛋白酶抑制!物，加抗生 lJ

l 素在 4 "C漂洗 i 

离心 →过滤

| 在无血清培养液中加 DNA 1 
| 酶jRNA 酶加抗生素 3 7 0C I 

离心 →过滤

离心

去脂肪
① 1%脱氧胆酸铀(大部分组织)

或
② N-正丁醇/异丙基隧(脂肪组织)

-一一→过 i虑

将生物基质涂于培养皿或干后
切碎为小纤维状的细胞培养珠

用无血清培养哇主主一一i

y 线照射 10000 拉德， 在无血洁
撞至2空中储存于 - 20 "c 

图 2 生物基质的提取程序[ 8]

amniotic membrane) 养底物的工作还不多 。 Madn 和 Wi11iams[ ~4J用

提取方法和提取 ECM 相似， 用稀碱或去

垢剂提取， 再用 PBS 或培养液漂洗。提取后

的羊膜是完整的 ， 一面含有 IV 型基质 (基底

膜 )， 另一面为 E型基质 (stroma)。将细胞种

在提取后的羊膜上，计算羊膜下培养皿上的集

落形成率， 并分析培养液的酶活性(肿 瘤细胞

产生的降解酶)来估计肿瘤细胞的漫润潜能。

用正吊成纤维细胞和上皮细胞作为对照实验。

羊膜是胚胎组织， 羊膜的粗提物略有或没

有组织特异性玛利1属将异性。用羊膜作细胞培

租提的羊膜培养血管内皮细胞，如种在基底膜

一面， 细胞扁平 ， 形成紧密 连接( tight junc­

tio时， 间隙连接(gap-junction ) ， 停止移动 ，形

成管状结构。如将细胞种在基质-面，细胞增

殖， 移动到基质的分子中 ， 只有在培养时间延

长后，才能形成管状结构。

基质的应用为细胞培养开辟了前景，正常

细胞的分化需要有溶解的调节物 (激 素和条件

培养基因子)和基质巾不易的解的调节物相互

作用。基质生物学这一领域发 j民很快，许多长
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学、内分;也学、肿瘤学、 分子生物学等正在为

期分离的学科如细胞生物学 、 生物化学 、 病理

基质生物学这个方向走向一起。 利用粗提物还

是个过渡， 建 立"限制基质"(defined matrix) 

将为细胞培养创造更好的条件。

摘要

基质生物学的研究使传统的细胞培养技术

有重大进展， 这种改革包括无血清培养，为每

种细胞补充一定的激素和利用组织特异的细胞

外基质作为培养底物。这种培养方法能促进细

胞附着 、 克隆生 氏和细胞分化， 尤其适合于上

皮细胞的生长。 用于细胞培养的基质有胶元、

细胞外基质(ECM )相提物 、 生 物 基 质、 重建

基底膜基质、 羊)庭粗提取物等， 分别介绍了大

概的提制方法和应用情况。
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