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介绍几个哺乳动物细胞株的培养

方法及其应用

邱信芳薛京伦起寿元李昌本

(复旦大学遗传学研究所)

T. T.Puck 成功地分离出单个体细胞在

体外进行培养，使民成一个无性繁殖系，这已

成为体细胞遗传学研究中的一个重要工具。生

物特性的遗传学分析，!恃别是高等生物一一人

的特性的遗传学分析，过去通常必须用性细胞

通过有性生殖未研究，现在则可用体细胞在实

验室中进行。

体细胞遗传学研究还引进了诱发和分离微

生物营养缺陷型的方法，分离出单个变异细胞

的元性繁殖系，建立了一系列营养突变缺陷

型、抗药性和条件致死等的变异细胞株。这些

细胞株，都各带有一个或几个遗传标记，并且

能用一种简便的生物化学方法把这些变异株从

大量生长的细胞背景中选择出来。这种标记性

状对于进一步的遗传学研究如细胞杂交，细胞

间基因转移等工作也是必不可少的。因此突变

型细胞株是体细胞遗传学的基本实验材料。今

将我们实验室已有的七株哺乳动物细胞的特

性、培养方法及其应用作一简单介绍。

我们现有的七个细胞株 (CHO-Kl ， DON , 

V79 , Wg 3 -h , B82 , A 9 /28DKS , 3T3) , 

其来顿、标记性状和染色体组成情况均列于

表 1 .，-其中仓鼠四株，小鼠三株。具有遗传标

t己 HGPRT (Hypoxanthine-guanine phos 

phoribòsyl transferase) ，次黄瞟岭一--鸟瞟岭

磷酸核糖基转移酶〉缺失的有三株z 仓鼠

Wg3-h , CHO-Kl 和小鼠 A 9 /28DKS 同时也

是 APRT (Adenine phosphoribosyl transfe

rase，腺瞟岭转磷酸核糖基酶〉缺失的， CHO

Kl 同时也是脯氨酸缺陷型的。具有TK (Thy

midine Kinase，胸腺略目定核背激酶〉缺失的有

二株E 小鼠 B82和 3T3 。另外， V79既是半乳

农 1 七个嗣胞林均未源，特性和染色体组成.

编号|细胞株各| 、来 源 | 标记性状铮
rTTA Tr T .-hFT=l..A.. S r;;r.rU$r*I';r'~ßn nh. 日GPRT- 脯氨酸缺陷型FD-2 CHO-KI 中国合鼠卵巢成纤维细胞 l 
'-'.1..1'-.1 .I.l..... T I=!=J I:!o ~Ii\i !'ï ~I-'Ã.I ;:I ;;;P:='"IJ.lJl~ (谷氨酸- 8- 半隆合成酶缺失)

FD--7 I DON ! 中国仑鼠(雄)肺成纤维细胞

l 染色体数目

20'" 19 

22 

1""..,n r-hFT=lA...!St/~'n:r ~I.-rL.A."，"JI..L.学乳糖缺陷型 i FD-8 V79 中国仓鼠(雄)肺成纤维细胞 l 抗争杂氮嚼岭 HGPRT 活性降低 I 21 '" 23 

FD三LLP士~--I 土哇哇些塑EIY. 一一 HGPRT二一一_1二主二;生-
FD-13 I一~~:----I-~呵?叫月二 -l- TK- 51 ~ 58 
FD-3 A9/28 Dks I 小白鼠 L 成纤维细胞 I HGPRT- APRT- 51 ~ 58 

FD-ll 3 T 3 I 小白鼠胚胎皮肤成纤维细施 TK- I 76 (64 ,,", 80) 

·各细胞栋的营养缺陷型标记性状未全部列入;这类标记性状系建株后，在培养过程中由自发突变所产生:例如 CHO-KI
细JlIil体还伴有脱硫隘酶，精氨(基)就王自酸合成酶，精氨(基)琉泊酸裂介爵等的缺失.
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铺缺陷型，又对 8一杂氮鸟瞟岭( 8-础guani

ne) 有抗性，还伴有 HGPRT 活性降低; OON 

是正常的二倍体中国仓鼠细胞株。

仓鼠细胞棒!而染色体组戒镜稳定，染色体

数目变动范理在19'""'23之间〈仓112 n= 22) 。

小鼠的染色体组成情况变化泼大，有非整倍

体，大多是亚四倍体，染色体形态有中央者丝

栓，亚中央:苦丝撞击1端点著丝枝，其染色体数

目 i可变 ，;M宦围在51 ---:>S之间，平均为55 (小鼠

2n=40) ，小鼠 3T3 细抱掏染色体数目更

多，变掉泪111为64'""'30，均系端点着丝粒染色

l 体.一越来品，培养:勘生去旺聋时，二倍体细

胞占优势，生长迟缓时，常有拉多的非整倍体

细胞出现。

这些细胞株的培养方法，基本上分为仓鼠

和小鼠两类，今将七个细胞株的培养液的配制

方法列于表2。战们用改良的 Eagle's 液〈表纱，

再加入 5%水解轧蛋白 z 血清的量虽然稍有差

异，但影响不大，仓鼠细胞株从 5 %""""-20% , 

小最细胞株均为20%。小鼠 3T3 细胞株培养

液中再添加 L一谷氨耽股( 0.292克11000 毫

升〉。仓鼠 V79细胞株培养坡中另 3日 lmM丙

酣酸铺，可以防止细胞因萎缩而脱壁。用

M199 , RPMI1640 培养波代替改良的 Eagle's

.f.. 2 七个拥抱林的培养浪配方

Eagle I 山清 l 水解乳蛋白 丙阳|明院胶|青链霉素各
. 

pH 注
(%) I (%) i (%) (mM) ;(0.292元/斤 )[(100单位Iml)

也可补叫-kl 86 10 5 + 7.2 

ON 86 10 5 + 7.2 

9 90 5 5 + 7.2 用半长乳更糖时
生好

I-h 85 10 5 + 7.2 

12 I 76 20 s + + 
'28 I 86 ; 10 5 + + 
F→-一』

3 [75 20 5 + + 7.2 

FEl 
CHO 

D 

V 

问
-
B
-
A
-
门

攘，放果部很好。我们认为，各实验室可根据

自己掏条件采用各种不同的培液，完全可以

达~mJ要求，一般来说 ， J茂楝的细胞培养条件是

很易掌握忡。我们用的培养服分25毫升和100

毫升大小两神，当用小方瓶时，每瓶含培灌

3""4 毫汗，大方瓶每瓶含培液12.......15毫升。

墙液中耳加入青、链霉素各100单位/毫升。墙

被南 5%碟 1克氢铺凋 pH 至7.2一7.4 。

当细强民成单层时，即同ff专代。先得培养:皮

全 i事i到去， :哥 Hank's ~夜轻轻冲洗一次，加入

2 ~3 毫汗(小方报) 0.25%膜啤榕攘，在室

温FY肖他 2'""'3 分钟(夏季室温高时只需 1 分

钟)菁到赌莹细胞层上露出针尖状小孔时，倒

去应起晦壤，继主要在室温下静置片刻tl (随气温高

低掌握时间) ，用于拍打玻瓶，看到细胞松动

脱藩时，随即加入配制好的培液 8 毫升，用滴

管冲打细胞团，制成细胞悬液，每只小方瓶接

种 0.5 毫升细胞悬液，再补足培液至 8 毫升，

静止平放于3TC温箱中，在最初 2--3 小时内

不要挪劲，以兔影响细胞贴j筒。仓民主细胞楝的

辞体情增期为12---15小时，细胞生长旺盛，一

般传代后48小时细胞就长成单层，又可再次传

代。小虱细胞楝的群体倍增期为24小时，传代

后72小a才左右，细胞长属单J~即可再次传代@

控制j细胞的接种量，可以调整两次传代之间的

时间。

.染色体制备是当细胞传代培养24小时后，

观察理j细胞铺满瓶壁的三分之二且有许多透元

的圆细胞(透亮的圆细胞大多数为分裂细胞〉

时，加入秋水仙素播液(最终浓度为 0.2 做
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无机盐

~3 改良Eagle'事培养浅的成份

氨基酸

CaCl. L稽氨酸 105 

31 

58 

10 

84 

96 

MlCla. 8 H20 

mg/1000ml 

200 

110 
400 

6800 

158 

1320 

KCl 

NaCl 

Na H. P04. 2 H20 

Na HCO. 

锥生素

D 生物素

氯化胆碱

叶酸

•• 
, 

•• 
‘ 

HHMazu--&-2·4'·····4·-aaz 
-
a

。
.

草草戳胶

D-泛酸锦

盐酸咣哆庭

核黄素

盐酸就胶

肌醇

L盐酸组氨酸

DL赖氨酸

L色氨酸

DL苯丙氨酸

DL苏氨酸

L 亮氨酸

DL辙氨酸

DL异亮氨酸

DL甲硫氨酸

L酶氨酸

L胧氨酸

谷眩耽胶

其他成分:

104 

96 

52 

30 

36 

36 

300 

葡萄糖 1000 

4 

各10万单位

酷红

青、链霉素

克/毫升)， 3TC处理 4小时F 收获细胞时，

轻轻倒去培液，加入0.25%膜酶攘，消化方法

和传代时一样，待细胞脱落后，加入 0.075M

氯化锦低渗液， 37 0C处理 6 .........25分钟〈低渗时

间随室温高低有所变动，在10"C以下时处理25

分钟，在35 0C左右时只需 6 分钟)。低渗处理

结束后立即加入新鲜国远液(甲醇z 冰醋酸为

3 : 1 ) 0.5毫升，打匀，随即离心收集细胞

( 1000转/分，离心 5 分钟) ，倒去上清液，

加入新鲜的固定液 8 毫升，打散细胞，固定15

分钟F 然后再离心、固定一次，按常规气干法

制片，根据需要作分带或吉姆萨常规染色，镜

检。

体外培养的正常细胞有一定的寿命，一般

在 50.........100 代之间，因此需将细胞保存在液氮

( -196 0C )中，这是冻存细胞的一种常规方

法。我们将需要流存的细胞，按前述方法消化

F来，加入冻液 1.........1.5毫升〈冻液按下法配

制: Eagle' s 波75% [小鼠为 65%J +15%小

牛血清[小鼠应为25%J +10%甘油[或二甲

基亚嗣] +青、链霉素各100 单位/毫升， pH 

7.0 )冲打细胞，制成细胞悬攘，注入 2 毫升

、、、、飞、飞、、

安部瓶中，火焰封口，置一 40 0C 冰箱2小时或过

夜s 然后在气态氮中预冻20分钟，随即沉入液

氮。安部瓶浸在液氮里就能长时间保存 F去。

如无液氮罐，也可因陋就简，用普通热水并代

替，但由于热水井中的液氮很易逸散，所以隔

天就要添加。细胞复耻时，从液氮中取出安就

瓶，立即投入40"C水浴中，动作要敏捷，使细

胞冻液在一分钟内融化。

由于液氮用量很大，费用昂贵，如一时不

具备条件，可先将安部j艇在液氮中冻存20分钟，

然后移入一 40"C低温冰箱，也可保存相当长的

时间。

HGPRT 或 TK缺失的细胞株，可广泛用

于细胞融合实验。如用这二种缺陷型作为融合

亲本，杂交后可以用 HAT 选择培羌基把杂种

细胞选择出来。我们实验室用仙台病毒促进细

胞融合后，并开始从异核细胞中选择杂种细

胞，将融合后细胞在生长培养基主培养24/1、时

后，换去生长培养基，加入 HAT 选择培养基，

HAT 培养基含有次黄瞟岭( Hypoxanthine ) 
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1 xiO- 4 111，氨基喋岭( Aminopterin ) 

4 x10- 7 111 , }J句腺暗晓核苛( Thymidine ) 

1.6 x 10- 5 111 的 M199 或 Eagle' s 液中，另加

10%小牛血清及市、链霉素。(如用Eagle' s 

液配;阔的 HAT 选择培养基，则需补充适量的

甘氨酸约 3 x 10- 6 111)0 HAT 选择培养基中的.

氨基喋岭( A )阻断细胞中从头合成核酸的代

谢路线，但正常细胞币以利用现成的次黄瞟岭

(H) 和1胸腺略晓核仔仔)，藉1'7.急通路( Sal-

lvage pathway ) !f;f合成核酸(图 1 )。由于

j气安一生物合成途径
(从头合成)

图 1 核替政竹生物合成途径

在HAT选择培基养上主要生物合成途径被氨基喋吟封闭

突变型细胞都缺失应急通路中所需的两种酶

HGPRT和TK，因此无法利用现成的H和T，在

HAT选择培养基上就不能生长。融合后的细胞

由于缺失的二个基因得到补偿，杂种细胞能够

产生HGPRT和TK二种酶，因此能够利用 H 和

T，于是细胞就能正常生长(图 2 ) 

z、长

图2 用 HAT选择培养基后，只有开核形成的杂

种细胞才能生长

从图中我们可以清楚地看到， f lJ于异核体细胞

是来自两个亲本的杂种细胞，所以能在HAT培

养基上生长，而用核体细胞虽然也包含了两个

核或几个核，但都是来自同一亲本，所以和亲

本细胞一样仍不能在 HAT选择培养基上生长。

因此可以利用HAT 选择培养基，把融合后的杂

种细胞选择出来。以上工作还正在进行中。我

们用仓鼠细胞×人体成纤维细胞，小鼠细胞×

人体成纤维细胞，仓鼠细胞×小鼠细胞，小鼠

细胞×人体淋巴细胞等各种组合进行融合试验

〈图 3 、 4 )。因 5 是融合后的细胞生长情况。

因3 小鼠成纤给细胞与人成纤维细胞融合(相差照片)

因4 仓鼠成纤维阳胞与人成纤维陶胞融合(相差照片)

如果杂种细胞的亲本是人体细胞和小鼠细

胞，那么传代 4.........5 次后，人的染色体就会逐

步丢失，而小鼠的整套染色体组仍完整元缺地

保留着。用分带技术可以鉴定残存的人体染色

体是那几条，然后再用凝胶电泳法分析杂种细
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图5 融合后的细胞生长情况

胞中出现那些人体的酶，根据酶的有无同染色

体或染色体片段的存在与否，就可把这种酶的

基因定位在某一条染色体或某→条染色体的某

一区段上。目前已定位的基因数自己超过300

个，单是X染色体上用体细胞杂交方法定位的

基因就有21个之多。

哺乳动物细胞株还可作为检测化学物质致

癌性或诱变性的材料。几十年来，都一直沿用

动物致癌试验，化时长，收效慢，费用大，己

远远不能适应目前工业发展和环境保护等的需

要。我们用细胞株为材料，以姊妹染色单体互

换 (SCE) 为指标，对于先经鼠伤寒沙门民菌

/微粒体系统( Ames法〉测定为诱变或潜在致

癌性阳性和阴性的几种化学物质作了进一步的

测定，所得结果列于表4。从表中可以看出 Ames ，

法的结果与 SCE 的结果是可以相互印证的。

"'4 Ames 法与 SCE 法的比往

一待检化学物质 | 观察| 每个细胞申 SC E I ,_. _. Ames 

名 称 浓 度|细胞数|平均数土'标准误|范 围 1 … - I 检测诱变性

对照 \ 80 \ 6.86 士 1.05 2 ~ 12 

。， 05 20 7 ， 90 士 0 ， 43 5 ~ 12 P > 0.5 NTG _ . -~ ..-- - -.-- I _ -__~~. 
|到 6.00 土1. 95 I 8 ~ 42 P <0. 01 i + 

1 20 I 27.05 士1. 46 \ 6"" 40 j P<O.Ol 

?|-70 」1 25 甲士 3.03 啤2111 叭。1 1 

块雌 E享 10** 20 1 1. 90 土。 .56 ! 9 "" 18 I 0.02>P>0.01 i + 

二丰豆:豆二自: 二0.2 二丁l二7二三二20二___=]丁-二丁1二丁丁\二=] 57.75 土J二一1… [!王""引-甲121
焦亚硫酸说 10 2川o i 6.20 士 0.44 4"" 8 I P>0.5 

100 20 7.15 土 0.52 5 "" 10 I P>0.5 

杀虫脉 10

100 

20 

20 
6.65 士 0.36|3~9l PO-sl 

8 6il 士 0.38 6"" 13 I 0.5>P>O.4 : 

通过这些细胞株的诱变试验，还可研究真

核细胞中突变作用的过程和突变的频率，以及

可与己知的原核生物进行比较。

实验性的诱变作用，细胞融合和细胞间基

因的转移，是近年来三项很有意义的技术性进

展，大大促进了体细胞遗传学的快速发展。这

些工作都用了细胞株，这表明人和哺乳动物的唱

各种细胞株是开展体细胞遗传学工作的必要工

具。随着我国体细胞遗传学研究工作的不断深而

入，其应用也将越来越广。

精本文承项维教授审阅，谨此致谢，
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