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恒河猴!!写 MI\:-8611 细胞系的建立及其生物学特性

王佩垛，在明 H军 何吉兰 陈立;11... T长，.仅始 白锦华

( 问川刊号]J_生防F￥共I j)

↑同河猴肾细胞对多种病毒敏感，国外，唱、早 无抗商素的营养液分散细胞， 吸细胞悬液 1 毫升接种

已有该细胞系报道[lA ]，但同内仍主要应用原 于 3 支支原体培养基中，放 37 0C温箱 ， 培养 15天 ， 逐

f~细胞， 尚未建立传代细胞。我们于 1986 作 日观察。

11 月 起， 进行恒问攒肾传1 1::细胞建系工作，

经过体外传代 10 月 后，获得一朽、能稳定传代

均细胞系， 命在i为 MK-8611 细胞系 ， . 现已连

续培养 61 代 。 本文报道该细胞系才捍养建立的

过程及其生物学特性。

材料 和 方法

-、取材及培养 性l 本 yJï动物房饲养的 8 周岁健

康雄性恒?可猴 ( Macaca Mulatt肘，体重约 5 公斤，放

J缸致死后 ， 1i:无菌操作下取出双假IJ肾脏 ， 除去包1美末日

髓质， 将肾皮10剪碎， 用 Han k's 液洗净血液和组织

碎片， 经 0 . 25%版酶-EDTA 二锅消化液冷消化， 将

细胞以 5 X 10 5 1毫升的浓度悬浮在含 10 %小牛血清的

平gle 营养液r! 1 ， 37"C温箱中静置开养 ， 5 夭!可严成

致密可1层 ， I1IJ 1 : 2 开始进行细胞传代d

二、细胞的冻存与复苏 按 100万/毫升细胞浓度

是浮在 10 % τ甲基亚枫保存液中(内含小牛 1 (11 i青 15% ) ，

分装安瓶， 放 4 0C冰箱过夜 ， 次日先放液氮罐气层， 1 

小时后浸八液氛中保存。 复1Jj~时 ， 将安瓶取出迅速投

入 3rc水浴解冻后， 将细胞JJIi人 9 倍量的营养液，放

37 'C培养， 次 日更换新的培养液继续培养。

三、病毒敏感性试验 试聆采用的脊灰、 麻;彦等

毒株， 分川由 j主J科院医学生物学研究所和卫生部药品
生物fl1 U 品检)-j::所购进1 J:4JI~ COXBh ECH07 • 1I、!尿
病毒~ 3 、 7 型等为本实验室分离鉴定的地方株， 流感 、

出血热病毒 Ifl本汕病毒科赠给。病毒j商定采用微量滴
定it~ [ 3) 、 按: Karber ì去计算 TCID501毫升和标准差[ 4) 。

四、微生物污染的检查 马丁、 股酷 . 猪胃 3 利1

培养基均由医科院 l安学生物学研究所~~.~告。细胞 传代
后培养Z于1第 4 天 ， 吸jrî:养液 1 毫升，分别接 种 于马

丁、 膜酷培养基 I:p各 3 义;用消化液消化细胞， 加入

果结

-、建株经过

细胞在 5 代前，每隔 5 → 6 天传代 1 次 ，

至第 6 '代 ， 待细胞长成单层后， 放 28 0C 孵箱 ，

- 每隔 10-1 5 天换液 1 次， 随着放置时间延长 ，

许多细胞死亡， 最后瓶中只保留了数个形态一

致的细胞小集蔼，此时改换成含 20%牛血清营

养液， 37 0C继续培养。细胞逐渐向四周扩展生

民， 3;'i;;个月细胞集落直径约 1. 5一2 厘米时 ，

用消化液分散年胞， 在原瓶 37 'C 继续培养。

约经过两个月 ， 待形成较多的小岛状细胞集落

后，再消化细胞原瓶继续培养 ， 如此反复 3 次

后，细胞生长速度加快， 细胞量由少增多 ， 并

能形成致?有单层， 开始进行正常传代。 14代后

将!且清 F歪 曲 20% 降:烹 1 0% 。 从原代培养开始 ，

体外传代 10 个月 后 ， 细胞生长趋于稳定，每

隔 4 -5 天传代 1 次，已历时 21 个月 ， 传 61

代，并冻存有 不同代次的 3 批细胞。

二、生物学特性

1.细胞形态 细胞按种后 1 小时 ， 即开

始贴眩 ， 4 小时有少量细胞分裂。用普通光学

显微镜活细胞观察，细胞透明，颗粒少 ， 立体

感强，形态呈多边形、梭:fc;和 }J;I，代猴肾细胞基

本相似。将细胞培养在荒破)'(固定后，以H .E

本文承中国医科院医学生物学研究所郭仁教 授，

自挝、华副教授， ìzg川省人民医院胡开华副主任技师热
情帮助，我站余明泽、 林世华、 秦光明 、 张明成等同

志协助部分玉作， 谨此一并致谢。
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22 细胞生物学方711 1990 作

也 ι l可(:;: {;,! <见察， {'H!I白 ['It，ι?ιßjn :YJ 5J I:j忖卡， ]1[r1 J曾 lil~. I;':j 自 :r ‘ JH~ f1i' 子!lJ 11(r' .\ ~:1、J~ 是 !rll !i I 的 3. !ï f{;: 、

'ι" hSjIJ ( 、! ， .j :l 、 l ' !!11 (j<J {J' :":,, j j- '~ ':斗I! (!11 i:I x. I ~ 1 l ) 0 J I ~; i ;~ "i': ~、 夭 . ;'i! l 'j~'. ;i(. (.1,: r,' J时 ;!j!id 门 为 75. '1 IJ'. 
!二~ :l l:径 ;<J}J Z3 i;块米 ， 多数为 唯核 、 刘 格 和乡 1 "1. [ 5 J 。
核 巨细胞约 山i 8 . 11% 。核 f二 l ， ' i i I V r 劫 见， I -.-

3 个 l:!:=î 85 .86% , 5 个以上约 1\ 3 . 5 % 。

i以 3 1 ( 飞细胞用电注进行超微tt fI，J 观察 ，

细胞7[5状不规则，只二点而有多少不等步长切不

一 自J ，，;~ r ，t n.究 l迫 ， 细胞核有限1 )币 ， Mi jlJì.l T!:: ， 分

叶状及多怡。 有的细胞，1主 内 愤仁大、 多个， 核

内市染色质丰需。 胞浆内可见丰宫的纠信' 、 N~

附体 、 访?内 1安蛋内休和 !大小、 长归不等、 形 :1犬

多样的线忡，休 ， U*nFii I J、J T!1t I忍!及少足的圳 市i 内

质 |权J (图版图 2 ) 。

2 . l J:.l.': 曲线用 25 代 的 105/毫升 细 胞

悬液 ， 拔。 平Jj ' 20 支细胞管， 每支接种 1 毫 升，

每天JfJ( /.1-\ 2 支 ， 连续 10 天， 用 0.2 5 %滕 附 i~j

化， l(fJ.时〈计数板计数， 11'2平均俏 ， 绘 flj lJ 生长 曲

线。 从图 ] 看 出，细胞按种日i 24 小时， 增 殖

不阴险， 2 .1 小时 !、川口开始生长， 五;在 7 天为细

. 
o 

40 

30 

Lzo 
~ 
~ 

10 

。

固 1 MI<-8S11 细胞系，第;2 5 代生长曲线

因 2 MK-8S11 细胞系第 30 代分裂指敏曲线

3 . 分裂肘敖 JIJ 30 代的 lU"/;tf;升细 胞

尘: 111. ， ~ ~}料1 之j ' 内 含习、 条击~} Ji( J \. If月 Z;!J点;'lff[ I村， 才可­

ìf1U:立和! ' 1 毫升，马 日 JW ~张光刑)'，' ， Jlj H.E 

? !『‘ f! ， :ì!:纣~ 8 ')巳 ， J寻5 日 ;- ! . :)000 个 I'm 11也 巾 的 各

分裂 WI细胞数，绘 íl;I!)J立分~'~.jA数:rt!i位 ， J)\. 图 2

汗 !抖 ， J击 ;宇 :在 3 天术细胞分裂达I~':j UI仨介裂 lf1
数为 3 5 J~oo

4 . 平板f在蒂安'()苔; )刊第 2 /j 代的 1 0 0 个细

胞/1 0 毫判， 松和1 ' :1'1: 3 个 n径 8 )i'ï{米的 价养 Jm

内， 置 3%C02 :i常养箱内， 35 0C I'Ú飞置 拮 养 2 0

天 ， 吸 /Y培养液， 力1: 0. 0 075 % 价盯I 紫 甲陪溶

液染色， 用肉眼观察平板?在落数 ， f~平均集落

形成率为 56+] . 4 % 。

5 . 核型分析将培养第 3 天 2 t1 代细胞，

加秋水仙素， 最终浓度为 0 . 1 1:攻克/毫升， 培

养 5 小时后， 肢附消化， 收集细胞，经低渗、

固定、 11 ， I J 片 、 晾干 、 女r~姆萨液染色， 计算 100

个巾期分裂榈细胞染色体数(表 1 ) oMK- 8611 

细胞系染色体为 ，II~棋倍休( 罔!以用 3 ) ， j i、数目

在 4' 1 -- 190 之问 ， 主流为 61-8 0，占 总数

61% , 卫气'币' 二 ff7 休 染{!'. 体 ( 2 n =42 ) 仅 占
G %I ISJ 。

l裴'1 MK-8611 细胞系染色体数分布情况

. 染色 41-50 51- 60 6 唱 川 7 1 ， - 8 0 81-90 91 以上
体数一←一 ←- J二
细胞数 12 7 34 27 14 6 

6 . ß('. 层细胞维持情养及细胞冻存 细胞

形成单层后， 换成 5%小叶血清维持液， 分另I J

置 35 0C 和 2 8 0C ， 何隔 1 0-15 天Nâ夜 ， 观察培

养物维持正常形态时间。经两批 1'(1. 层 细胞观

察， 平均维持正常形态时间为 59 天和175 天。

细胞在 H、 2 1. 、 3 2 代分另IJì企行液氮冻存 ，

冻存)，~ 1 月 、 6 月 、 1 年复刀， 细胞存活约为

90%左右，细胞垠态 、 生民特性与 J东存前细)j包

基本一致。

7. 对病毒的敏感性 MK- 86 11 细胞 系对
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m 1 2 在飞飞 1 1111 细胞生物学公 ;IE l3 

我 2 MK-8S'门细胞对病毒的敏感范围

一 气;jzr一一-37丁丁一一~曰:;一一一飞了一亏一

脊灰 Sabin 1 + ·轮状病毒 Wa 株 + 
(' 

SA j >Sabin :rr + 十

Sabin m + Hachi 十 、 A

ll ru nhilde 十 脐、病态 3 ". 
MEF 1 + 7 + 
Saukett + *11 + 

++

F 
Z

一
胞
川

一

抬
出

~

阳
地

一

军
J
J
f
p

忖

流

一-
行

-
j
j
j一叫一一

问

+
一

一那
一川中

省

.
一
刷

一研一物

U
川

一四
M川之

一
院一医

COX B2 + 

‘ B" 
*Bs 

+ 

+ 

ECHO 7 + 

麻ft病毒 • + 

流~~病毒甲 1/青防 85-12

A3/贵防 89-30

乙/京科 87- 1 + 

裴 3 MK-8S11 细胞对瘸霉的敏感性
, 

】一←一一一一d…占…-一一一一
病毒感染滴度 (LgTCIDso/毫升〉

?阳海名利;
MK-86 11 细胞

j商度差 p 
Hep-2 细胞

ECHO 7 2. 8 2.63 + 0. 17 0.85 I > 0 . 05 

11 3 . 8 2.63 + 1. 2 5. 85 < 0.01 

片泉州 i:b ~{ 2. 97 2 . 8 + 0. 17 0.85 > 0. 05 

脊灰';~.i 均 I 7. 8 6 . 63 • 1. 17 5. 85 < 0.01 

E 7.6 3 7 . :~9 十 0 . 24 0. 44 > 0.05 

m 7. 63 7. 53 + 0. 1 0.32 > 0.0 5 
COXB2 6. 97 7.3 - 0. 33 1. 04 > 0.05 

麻彦病毒 5 . 63 4.97* + 0. 66 2.09 < 0. 05 
E一曰"一…一一一一 且.._-且--‘-.&1.-". .回回 ... ， . =...‘...也_，.......... ..自_，__，...，"---'、--、咱...._..---‘--嗣……-……·

· 用 vero 细胞1商定的病毒滴度

多种肠道、 呼吸道和流行'问:出血热等病毒的感

染均敏感(见表 2 )。用该细胞 与 Hep-2 细胞

(人喉癌细胞系)同时滴定脊灰 I 、 E 、 E 型 、

2患病毒 3 型 、 ECHO; 、 II 圳 、 COXBz 病 毒，

除个另IJ病 毒外， 其病毒感染 滴度均 略 高 干

Jfep-2 细胞;切!I!ít: f部彦涡污 ri白皮， 明显高于

Vero 细胞 (见 :7.{3 ) 。

8 . 异和11动物移植实有 用 40 代细胞接种

裸鼠 4 只(毗雄各 2 只)， 在左侧前肢皮下接种

细胞悬液 3 X 1 0 6 /只 ， 观察 1 00 天后小鼠均健

存， 接种部位未生长肿瘤 、 解剖后各脏器均正

常。取在种部位皮下组织作病理切片、未几异

常细胞和肿瘤组织。

9 . 微生物污染检查 用马丁、 膜酷、 猪

胃 3 利1培养基检拌， 未发现细菌 、 支原体等微

片物It l乏。

讨 论

本文报道从恒河猥:肾组织成功地建立了一

株细胞，定名为 MK-8611 细胞系。才二株 细胞

除在某些生物学特性， 如细胞形 态 、 生 长条

件、 速度等方面与 Hull 等报道的 LLC-;-MK2细
胞 [7 J基本相似外， 尚具有细胞退变缓慢， 维持

正常形态时间长和对病毒有较广谱的敏感性等
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2.1 细胞生物 γ 杂 志 199 0 年

特点。

MK-8till 细胞iU上 ;在初) J9 J ， 采用延长作

代时间和 Z8 "C 、 3 7 0C 交替1}/ þ的 方法。 ~I )J包

通过延长 fU {\: 时间，制: 一 -些抗， j- 退变 、 夜老的

细胞被 i句汰而保留了形态均一、 生命力较强的

极少数细胞，再由 i主-些细胞 jl'~~lll发展而成细胞

系。这样既提高丁细胞群体的纯度， 同时又可

筛选出能够在校长时间内不传代而仍保抖正iz

形态的细胞，克服丁很多 1t代细胞二11"::特异性退

化出现快， 生rH!} 1E常形态时 r~ij 饨的缺，I! 〔 ， 有利

于各种敏感病毒的分町， 特别对 F 一些j怜刑缓慢

的病毒可提问分 IA机会。

MK-8fìll 细胞系对 多种病毒具有 较 高的

敏感性。按种脊灰、 柯萨奇、 ECHO， rfH雪等

病毒后，病变速度快且典型， 接来11 乙型流感病

毒， 24小时 后即可观察到细胞病变，并且有明.

显的 rÛl. 球版|咐现象。接和l ' 流行性出血l 热病毒

后， 中途不需要换液， 一般 7 一1 0天 C!i]可用免

疫荧光或酶联免疫试验检测出病海抗踪。布:示l'

轮状病毒 wa 和 SA jj 株后， 不l~:第 3 天 l'tjl可 ~H

现典型病变。 对这些病毒的研究和分内珩养提

供了一株新的敏感细胞。 实验表明该细胞系是

有较大的JSv_用前景， 为病再t:t5言及研究提供了

户一个很好的细胞实验模型。

摘 要

/从人 f健建 };;占JU:捕雄H在削:1升'1机jI♂

EDTA 二纳?液夜 i消肖 化， 获得的细胞悬液， 采用延

长传代时间平1:1 28 0C 及 37 CC交替单CiJí} 'îi'，:培养 ，

í1:ï'[. 一株能妇在传代的细胞系 ， 命俨!为 MK-

8 G .L1细胞系。该细胞退/JEf差 '1业 、 f(ì: H'd:: 币'形态

I1 ;J 问 长， 未发现细菌 、 在菌 、 艾肌体甘;微生物

j亏飞lh 对异种 j";)J 物无致癌性，经 i式阶对汗灰 、

麻痊 、 腺加'']":!_年 、 ECHO、 COXB、 乙 )\'~ if;E 感 、

轮状病毒、呼吸道合Jj~Q 、 流行性出 lílL热乎病毒

敏感。
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角膜内皮和角膜上皮的细胞培养研究来

林宁

u l ' l LJ!!i仆大学中 li l f!良科中心眼科研究所 )

Dalc R Meycr James P. McCulley 

(美国德克萨斯大学达拉斯健康科学rl-' 心 II民利)

近年对角膜病研究的一个重要方而是角膜

内皮细胞和角膜上皮细胞的培养，并在此基础

上进行一系列的实验研究。早 在 50 年代末

句oçker 等 [1) 已进行兔角膜内皮细胞的组织培

养 ， 1974 年 Perlman 和 Baum(2)改进了珩养方

法，获得具有兔角膜内皮细胞形态学特点的培

警 本实验在美国德克萨斯大学达拉斯陪底科学中

心眼科完成。
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