
细胞培养中乙二服四Z酸二铀的使用方法

细胞培养在细胞生物学和病毒学的研究中

占有重要的位置.细胞培养中把细胞分散成单

个的细胞是整个培养过程中的重要一环.许多

酶都可以用来分散细胞 [141，也有用膜蛋白酶

和整合剂混合使用或单独用整合剂来分散细

胞[3-5]. 用整合剂分散细胞报道很多，但用乙

二胶四乙酸二制作为分散剂来消化细胞报道

甚少.

乙二股四乙酸二纳 (Disodum Ethylen

ediamine Tetraacetate)也称Versenate diso

dium. 分子量为: CloH14N20sNa2' 2H 2.0 = 

372.25，系白色结晶粉末，溶于水.与常用的

整合剂乙二胶四乙酸〈简称 EDTA) 相比有不

少优点，能溶于水，配制时较方便，低浓度时

对细胞无毒性，消化细胞后可不必倒掉，简化

了消化程序，经高温高压灭菌不被破坏，比展

蛋白酶用抽滤方法除菌要简便得多，配制好后

可长期保存，使用时效力不减，不象膜蛋白酶

保存时间长了会失效.

材料和方法

萤合剂

乙二胶四乙酸二制〈以下简称EDTA 二纳)，分

析纯，上海试剂一厂出品。配成所需要的浓度后，经 15

磅 15 分钟高温高压灭菌， 4 "c冰箱或室温保存备用。
细胞

lFtJH绿猴肾细胞 (MK) Vero 细胞系、婴地鼠肾

[ 6 J Bettega , D. et a l., 1978, Rad. Res. , 77: 
85. 

[ 7 J Bettega, D. et al., 1980. lnt. J. Rad. 
Biol. , 37(]): 1. 

[ 8 J Chaubey, R. C. et al., 1978, lnt. J. Rad. 
Biol., 33(5):507. 

[ 9 J 王天宇等， 1982，南京医学院学报， 2(2): 
18. 

李军

(武汉大学病毒系〉

细胞 (BHK川、人胚肺细胞株 (2B酌，三者均由武

汉生物制品研究所提供，培养基均用 Eagle's 培养液

加膜蛋白酶水解牛肉漫液。乳兔肾细胞 (RK)、鸡胚

细胞 (CE)、地鼠胚细胞 (HE) 均由我们实验室按常

规方法制'备，均用 Hanks 液加 0.2% 水解乳蛋白相

0.1%展蛋白陈作培养液。

消化单层细胞

倾去培养瓶中原有的培养液，用 PBS 缓冲液洗

一次，然后加 0.02%(0.2 毫克/毫升〉的 EDTA二制，

25 毫升瓶(11. 44平方厘米培养面〉加 0.2-0.5毫升，

100毫升方瓶 (35.28 平方厘米培养面〉加 0.5-1. 0 毫

升， 37"C消化 2-4 分钟，看到瓶壁细胞层上露出肉眼

可见小孔时，用手摇动培养瓶，细胞脱离瓶壁被消化下

来，这时加入培养浓 (25 毫升瓶每瓶加 3 毫升， 100 

毫升瓶每瓶加 10 毫升〉用 10 毫升吸管进行冲打进→

步分散细胞，然后置培养箱培养。

结果与讨论

1. EDTA 二铀消化单层细胞时的浓度

将 EDTA 二纳配成 2% 的浓度(即 100 毫

升 PBS 液中加入EDTA二纳粉末 2 克，也就是

20 毫克/毫升的浓度)，然后用 PBS 液稀释成

0.5%<5 毫克/毫升〉、0.25%<2.5 毫克/毫升)、

0.2%< 2 毫克/毫升)、 0.1%( 1 毫克/毫升)、

0.02%(0.2 毫克/毫升〉、 0.01%(0.1 毫克/毫

升〉的浓度，分别对单层细胞进行消化。倾去培

养瓶中原来的培养液，用 PBS 洗一次倒去ι用

以上 7 种浓度在 25 毫升长满单层细胞的培养

瓶中分别加入 0.5 毫升 EDTA 二饷液。 均在

[10J 蒋亦寿等， 1980，江苏医药， 2: 1 。
口口王天字等， 1981，南京医学院学报， , (2): 

14 。

口2] 中国科学院数学研究所统计组编， 1973，常
用数理统计方法，科学出版社， pp.85 , 
116一118 。

[1 3] 郭祖超， 1965，医用数理统计方法，人民卫
生出版社， pp.100 。
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37 0C时消化 2-4 分钟，用于摇动瓶子，细胞脱

瓶赔与 EDTA~工的液混合在一起 (EDTA 二

的不倒去)每瓶各加培养液 2.5 毫升.试验

结果如不

(1)γ 种浓度的 EDTA2NIl液均能把细胞

消化下来。这里所说的消化下来的标准，是指

各种单层生长的细胞在消化剂 (EDTA 二铀)

的作用下，细胞自动脱离瓶壁、经过手摇动、

用吸管冲打三种方式细胞离开了原来附着生长

的瓶醋。只是 0.01% (0.1 毫克/毫升〉的浓度

消化细胞时效果略差，有 10% 左右的细胞(经

手摇动瓶子并用吸管冲打仍附着在原来的瓶壁

上)没有消化下来。 2% (20 毫克/毫升)的浓度

消化细胞时虽然能将细胞很快地消化下来(只

要用手将瓶子移动一下，细胞很快地就脱离了

原来附着的瓶壁) ，但对细胞有明显的毒性作

用，其毒性作用表现在细胞受损伤太严重均不

能贴壁，并且很快地被溶解了.这种毒性作用

可能是 2%的 EDTA 二制在 370C时消化 2-4

分钟和 0.33% 的浓度与细胞接触 2 小时以上

共同作用的结果。因为在实验中曾观察到，用

2% 的 EDTA 工纳消化细胞时间极短-一-半

分钟以内，细胞是能够贴壁的，消化时间超过

了半分钟，细胞贴壁和生长都差了。在加培养

液后最终浓度在 0.H3% 时对细胞肯定有毒性

作用，因最终浓度在 0.10% 时就对细胞有毒

性作用.

(2) 0.5% (5 毫克/毫升〉的浓度消化细胞

时，细胞都能正常贴壁.每次在细胞长满单层

后传代，传f-\:时将培养液加入细胞消化下来的

瓶中，充分混合均匀然后等体积分装到各瓶，

这样各瓶的细胞浓度和数量是一样的.在长满

单层的 BHK21 细胞传代时 ， 1 瓶传 8 瓶，传代

后培育 2 小时 90% 细胞贴壁， 5 小时贴壁完.

但生长分裂稍慢， 3 天才能铺满单层.而 Vero

(非洲绿猴肾细胞系)细胞 1 瓶传 8 瓶 2 天就能

铺满单层。可见。 .15% 的浓度消化细胞时，对

BHKZ1 细胞等有轻微的影响，对 Vero 细胞没

有影响。这提示我们 0.5%的 EDTA 二饷是

消化细胞时的最高浓度界限(加培养;在后的最

终浓度都在 0.083% 以下时) ，消化细胞时的最

高浓度不得超过 0.5% ，加培养液后的最终浓

度不得高于 0.083%.

(3) 0.25%(2.5毫克/毫升〉室0.02% (0 .2

毫克/毫升〉的 6 个浓度消化细胞时，不但能把

细胞很好地消化下来，而且对细胞没有毒性，

如原代鸡胚细胞传代后培育 10 分钟 80% 细胞

贴壁， 2 小时完全贴壁， 1 瓶传 3 瓶 2 天可铺

满单层.原代 RK、 HE 细胞，长满单层的培

养瓶 1 瓶传 2 瓶，传代后培育 2 小时贴堕完，

8 天铺满单层。二倍体细胞株如 2BS 细胞，则

与原代 RK 细胞相类似。传f-\:细胞系如 MK、

BHK21 细胞， 1 瓶传 8 瓶 6 小时内贴壁完， 2 

天铺满单层，有时 L瓶传 4 瓶在 3-4 天内也能

铺满单层.试验证明 EDTA 二饷的 0.25%至

0.02%浓度消化细胞后不倒去对细胞传代没有

影响， 0.02%的浓度既能将细胞很好地消化下

来，又能做到节省药品，是消化细胞可选择的

浓度。

2. 温度

试验中采用 0.2%(2 毫克/毫升)的浓度，

25 毫升长满单层细胞的培养瓶，每瓶加

EDTA 二锅液。.5毫升，消化后加培养液2.5毫

升。在 20 0C 和 37 0C 下分别对 MK 、RK 、BHK21

细胞进行消化，结果 MK 细胞在 200C 时需 12

分钟才能将细胞消化下来，但在 37"C时只需 3

分钟; RK 细胞在 200C 时需 6 分钟，在 37"C时

只需 8 分半钟; BHKz1 细胞在 200C 时需 6 分

钟，的。C 时只需 1 分半钟。37 0C 时消化细胞的

速度要快得多，说明 370C 是消化细胞时的比较

适宜温度.

3. pH 值

用 8.8%的 NaHCOg将 2%的 EDTA二的

液 (pH 值在 6.0 以下〉调 pH 到 6.5 、 7.0 、 7.5

三个值，再将稀释液 (PBS) 的 pH 同样调到

6.5、 7.0、 7.5. 然后稀释，使三种 pH 值的

EDTA二锅液最终浓度为0.2%(2毫克/毫升) , 

在长满单层细胞的 25 毫升瓶中，各瓶分别加入
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不同 pH 值的 EDTA 二制液各 0.2 毫升(25毫 6. 0.02% 的 EDTA 二铀消化不同的单

升瓶〉消化细胞的时间是一样的。消化后加 2.5 层细胞比较

毫升的培养液，并用灭过菌的 8.8% 的碳酸氢 用 0.02% (0.2 毫克/毫升〉的浓度对多种

制和 0.2% 的盐酸将每个瓶中的pH都调至IJpH 细胞进行消化比较，结果证明同样都是有效的 p

7.0，然后放培养箱培育，细胞在贴壁、生长等 我们用 BHKzh MK、 CE、 RKF2 (乳兔肾细

方面对同种细胞来说，三种 pH 值消化的细胞 胞第 2 代〉、 RKF20 (乳兔肾细胞第 20 代〉、

无明显差另IJ. 这说明 EDTA 二纳 pH 的高低 2BS、 HE 等进行消化的结果，其效果无明显

对消化细胞来说影响不大. 差别.只是不同细胞消化时间上有所差异(见

4. EDTA 二锅与膜蛋白酶消化单层细胞 表).

的比较 寝。.02%的 EDTA 二铀消化不同细胞时间
用 0.25%(2.5 毫克/毫升〉的膜蛋白酶和 的差别

0.25% (2.5 毫克/毫升〉的 EDTA 二锅消化

BHKz1 ， MK 细胞(用膜蛋白酶消化细胞的方法

和消化下来的标准同 EDTA 二制扎在长满单

层细胞的 25 毫升瓶中，各瓶分别加上述消化液

0.3 毫升，结果表明两种消化液的作用无明显

差别。我们又将 O.部%的膜蛋白酶、0.02%的

EDTA二的与0.25%的膜蛋白酶混合液(1:1) 、

0.02%(0.2 毫克/毫升}的 EDTA 二纳三种进

行比较，消化长满单层的 BHK21' MK 细胞，在

100 毫升方瓶中每瓶加 1 毫升，消化后每瓶加

培养液 9 毫升。试验结果三种处理无明显差别，

说明 0.02%的 EDTA 二的与膜蛋白酶以及与

EDTA 二的和膜蛋白酶的棍合浪在消化单层

细胞时是有同样功效的.

5. EDTA 二铀消化组织块试验
Rinaldini 发现整合剂在 0.1-1. 0%的浓

度比蛋白水解酶分解胚心和肝效率低得多[5].

我们用 0.25% 的 EDTA 二锅分散乳兔肾组织

块，其效率比 0.25% 的膜蛋白酶也低得多，但

比单纯用组织块不经任何消化液消化在玻璃瓶

中培养要好.用膜蛋白酶消化的乳兔肾组织块

在 2-3 天内细胞可铺满单层 z 用 EDTA 二的

消化的乳兔肾组织块需 10-15 天在组织、块周

围伸展出单层细胞，铺满瓶培养面的 90%; 而

不经消化的组织块附着在瓶壁上培养，由组织

块周围伸展出单层细胞在 10-15 天才能铺瓶

培养面的 1/3. 试验表明 EDTA 二纳不能使

用于消化组织快.

3: I BHK21 际 i 卢卡卢ilmf212…
都I 1叫 3 11吊'~I. 4 I )J'~~I-~ 

结

用整合剂一-EDTA二铀消化单层细胞是

一种比较好的分散剂，消化细胞时使用的浓度

最好是 0.02%(0.2 毫克/毫升) ，在0.25% (2.5 

毫克/毫升)以下的浓度时对细胞无毒性，可不

必倒掉，同时比不倒掉会得到更好的消化效

果，因为不倒掉消化得充分，细胞贴壁多，生

长快.在 0.02% 的浓度下消化细胞时的用量

为 25 毫升瓶〈在 11.44 平方厘米面上长满单层

细胞〉中每瓶加 0.2-0.5 毫升， 100 毫升方瓶

(在 35.28 平方厘米面上长满单层细胞〉中每瓶

加 0.5-1. 0 毫升为宜。消化细胞时温度控制在

37CC 为最佳. EDTA 二铀液的 pH 调到 7.0

为宜. EDTA 二锅消化组织块中细胞效果差，

所以在消化组织块时最好还用膜蛋白酶.

参考文献、
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科学技术出版社.
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用不同浓度的 ß-PL处理病毒，然后对病毒的几

种生物学活性的反应进行分析，我们的结果与

他们的有相似之处，结果都表明病毒的感染力

灭活最快，其次是融合活性，血凝活性较稳定。

但我们与他们又各有出入， Neff 等用 0.03% 、

0.06% 和 0.13%ß-PL 处理病毒，融合活性

仍保持完好 z 而 Wainhery 等用 0.05% ß-PL 

处理，病毒消失融合活性，用 0.013% 者保留

融合活性:我们在预备实验中用 0.05% ß-PL 

处理病毒并在 37"C处理 120'分钟，病毒的融合

效力表现不稳定。有些样品融合效力保持原状，

有些不同程度地下降，有些消失了融合活性z

而用 O.Ol%ß-PL 处理者，融合活性保持良

好.这说明不同样品的病毒融合活性对较高

浓度的。-PL 反应不稳定，而对较低浓度的

日-PL 反应较稳定. Brusik[1]曾就 ß-PL 对遗

传物质作用的特征进行评论，认为"自-PL是一

种高度活跃的分子，它快速地与嗜核中心

(nu c1eophilis cen ters)如蛋白之类物质起反

应，特别与含硫氨基酸起反应，使核酸发生单

股断裂，而不损害病毒的外壳气这大概就是

为什么病毒的感染力对自-PL 特别敏感，而融

合活性和血凝活性较稳定的原因，因为后两种

活性只与病毒的外壳有联系，必须提出的是自

PL 不损害病毒的外壳，只是对低浓度的。-PL

而言，而较高浓度的 ß-PL 对病毒外壳是有损

害的.我们用 0.01%日-PL 处理的病毒其融合

活性没有变化，并能较长时间保存，而用0.05%

。-PL 处理者融合活性降低，只能保存较短时

间，这都说明病毒的外壳随着自-PL 的浓度的

增加，受损害也加剧.

Dean[8] 曾用大自鼠的自血球进行实验，

发现 2.5 x 10-4Mß-PL 就有细胞毒作用，分

裂指数明显降低. Perry 和 Evans[町的工作

说明 3 x 10-5-3 X 10-4 M ß-PL 对 CHO 细胞

有显著的诱发 SCE 的作用.虽然不同动物的细

胞对日-PL 的反应会有不同，但从这些资料看

来，自-PL 的毒性和诱变性还是相当富的，国

外各实验室一般都采用 0.05% ß-PL 灭活病

毒，浓度较高，为了使药物降解，制剂在37"C

处理 120 分钟，而这样对病毒的融合效力影响

较大，有些融合效力下降了，有些消失了融合

活性.我们的实验证明，如果在 370C热处理时

采用连续振荡法，可以加速药物的降解。0.05%

。-PL 热处理 60 分钟，残留 ß-PL 没有显著的

诱变性和细胞毒性.实验还证明用 O.Ol%ß-PL

就足以灭活病毒，在 37"C处理 30 分钟到 60

分钟其残留日-PL 没有显著的细胞毒性和诱变

性.但融合效力保持良好，并能较长时间保存.
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