
B7-2 小鼠胚胎癌细胞的无血清培养*

施渭底 也林千

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

恶性 B '(-2 胚胎癌 (EC)细胞 是 从 129/

SV-ter 小鼠辜丸白发畸胎癌经腹腔移植和体外

培养并克隆化而获得的[1 ， 2 ) 。它具有类似于早

期胚胎细胞的许多生物学特性， 不仅在体内能

分化为多种类型的体细胞[ 3 ] ， 在体外经化学药

物诱导也能分化为内胚层样细胞，并发生许多

表型标志的变化 [2川 J o EC 细胞是开展哺乳类胚

胎早期发育、 细胞分化、癌细胞本质和癌胚关

系等研究的较好实验材料。然而，在 EG 细胞

体外诱导分化实验中， 利用含有小牛血洁的培

液存在着许多缺点，不仅因为血清中常含有影

响 EC 细胞分化的因子， 而且其中的一些蛋白

可能与加入的诱导物有相互作用，使分析诱导

物的作用机理复杂化;同时，血清中未知成分

也妨碍对 EC 细胞内源性生长调 节分子的研

究[ 5 J 。考虑到这些问题，近年来用已知的蛋

白 、 脂类 、 激素 、 生长因子和某些稀有元素等

物质加到基础培y夜以替代小牛血清，发展了适

于一些 EC 细胞生长的人工培液 [ 6 ， 7 J 。不同类

型的 EC 细胞需要不同的增添物。本文介绍一

种适于 B 7-2 EC 细胞克隆株生长的 B 7-85 无

血请人工培液。

材料和方法

一、 B 7-85 f夜配制

RPMI-164 0, HAM/ F 12(Nissui Seiyaku Co.) 

和 DMEM(Gibco)三种营养液按体积 3 : 1: 1 比 例配制

成基础Ji与液， )JII入细胞生长所必需的其它成分 : )民岛

京( 2 微克/宅 JI. ， Sigma) ，人转铁蛋白 ( 5 微克/

毫升 ， Sigma ) ，牛血清白蛋白 ( 1 毫克/毫升，Sigma) • 

爷氨眈胶(600 做了U宅升， _I海生化所试剂厂)和lïi!4元

素(1 X 10- 8 mol/L) 。 弦上主B组份阳制的)c血j盲人工培

液称为 B 7-85 液。

二、细胞培养

B 7-2 EC 细胞在含有 10% 小牛血洁的 RPMI-

1640 t音液中生长， 3-4 天需传代一次。在转为无血

清培养时， 传代细胞保留 1/3 体积的原培液 ，加入 2/ 3

体积的新鲜 B 7-8 5 液。细胞培养 3-4 天后再次传

代，仍然用 1 / 3 传代前的原培液和 2/3 新鲜 B 7-85 

液。随着细胞的不断传代， 逐渐降低了细胞培养的血

清含量。经过 1 0 代左右的适应性底养， 不再需要保

留一定比例的原培液， 直接将细胞传至完全不含小牛

血洁的 B 7-85 液。在无血清 B 7-85 液生长 40 余代

后，分析它们的生长特点。

三、 JH-胸腺嘈哽核誓掺入试验

取 24 孔塑料板， 每孔均加以 1 毫升 5 x 10' B 7-

2 EC 细胞， 分组各用含 10 %小牛血j甫的 RPMI一 1640

培液和 B 7-85 液培养 24 ， 48 , 72 , 96 和 120 小时。

按实验组别加入 1 微居里/毫升 JH_胸腺u密览核昔(比

度为 27.2 居里/毫克分子， 上海原子核研究所〉标 记

4 小时。离心收集细胞， 用 PBS 洗涤， 乙醇/冰醋酸

(3:1 , V/V)液固定 ， 15 分钟后用 10%三氯醋酸洗二

次， 再以 0.1 mol/ L pH 7 . 2 PBS 洗一次。 200 微升

。 .2 mol/ L NaOH 溶解细胞，加入 5 毫升闪烁 液。

Backman LS 9800 计数器测 立掺入细胞的脉 ìrl' 数

(cpm) 。

四、长帽率检测

为比较生长在 B7-85 液和!合血清常规培液中的

B7-2 EC 细胞在同系宿主体内的分化j佳能和长瘤率，

将细胞接和j'于 129/SV-ter 品系小鼠左右腋部皮下，

10 只雄鼠共 20 个接种点， 每点接种 I. 5 X I0 6 细胞。

接种后 30 天计算民瘤率 ， 并随机取部分瘤组织用

Bouin 浪固;也 ， 常规组织学切片观察。

象 本文 111 自然科学基金 85-S~9 可侨 J I}J" Jf 承骂骂

姚主教授热情鼓励和文舟， 1单致谢意。
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结果和讨论

一、 B 7-85 油及其组份对 B 7-2 EC 细胞

生长的影晌

B 7-2 EC 细胞生长在台 10 % 小牛JtIL洁的

RPMI-16 ，1O 培液， 细胞界限清楚， 以单个半

悬浮状态生长为主。 我们 tfi 直接把 RPMI一 1 640

1音液中小牛 J!úi青浓度降至 5% ， 虽然细胞仍然

能缓 '出生长，但传代 2-3 次后 ， 细胞逐死亡 3

1也请浓度降至 2 % ， 细胞*1~ 本不能生 i夭。以

RPMJ- 1640 培养基为主 ， 适当地配以 DMEM ，

HAM/ F 12 和其它必需物质组成的 B 7-85 液 ，

则能够维持 B 7-2EC 细胞增殖在l传代 ， 细胞形

态和台 10 %牛I也请中的无明显差圳。我们也

曾将生民fr r? 10%小牛JÚl Ý剖击波的 细胞不经

过适应性培养， 直接转入 B 7-85 液培养 ， 但未

获得传代成功。 B 7-2 EC 细胞由含有血洁的

培液转入无血清Jì1养 7 、i程巾，必需添加传代前

细胞的旧地'液 ， 这-- 山象提示 B 7一2 EC 细胞

生长可能也依赖于细胞自身分泌的类似小牛J且

洁中的某种生长因子。

B 7-35 液的组成除了基础培养基成分外 ，

还含有牛jLU 国白蛋白 、 转铁蛋白 、 膜岛东 、 谷

氨酣;脏和仙元东等物质。 从 B 7-85 液中 ， 逐

个撤除其中的补充物 质， 发 现各个组份对

B 7-2 EC 细胞生长均有程度不同的影响t表

1 )。以生民:Li 10 %小牛血清培液的细 胞数为

对照，比较不同沮份人工培液中细胞生长的相

对百分半， 其中白蛋白影响最大， 缺乏白蛋白

的 B 'ï-85 液 ， B 7-2 EC 细胞生长 3 天的细胞

总数仅是含 10%小牛血清的 14 % ， 大部分细

胞趋于死亡。白蛋白是血清的主要成分， 具有

维持渗透压， 转输各种激素 、 脂肪酸等多种功

能， 并对细胞生长有促进作用 [8 J 。 然而， 主|二 [111.

清白蛋白 II兄脂后， 则对细胞生长无 促 进作

用 [9J 。古些 EC 细胞无lÍtl清培液需特地添加脂

蛋白一类物质[ 7 J 。 我们所用的牛j阮洁白蛋白未

经脱JJ旨处坷， I才能杂有微量与蛋白络 台 的脂

类。因此， 血洁白蛋白对 B 7-2 EC 细胞生长

褒 1 87-85 液中各种组成对 B7-2 EC 细胞生

长的影晌

l.. 培液组成
细胞数· 相对生长速

( X 1 05/毫升)率..( %) 

1 0%小牛血i沓的 RPMI-1 640 ,13 100 
'RPMI- 1640 • HAM/ F 12 + DMEM ,1. 5 10 . 王

RP如何 一 1640 + HAM/FIl 十 DMEM +

( 1) BSA 十 In + Se+ Tr + Gln 38 88 . .1 

(2) BSA • ln ← S巳 +Tr :u 72 . J 

(3 ) BSA + ln 斗 . Se + Gl n 28 6[; . 1 

(4 ) BSA + In • Tr + Gln 24 5S . 8 
(5) BSA 斗 Se + Tr + Gln 23 53. 5 
(6) In + Se +Tr+Gln 6 14.0 

· 收集培养 3 天的细胞计数， 2-3 次实验的平均

值。
难各组成1;;;液~U毛 3 天的细胞数相对于台 10 %小

牛血j肯7元'划:J{1 1i仅 4二l 细胞数比较的百分字。

BSA甲牛血清白 蛋白 ， ln-恢岛京 ， Sc-wg , 
Tr~人转铁运白 J Gln-谷氨路t胶。

的促进作用还不能排除所含脂类物质的影响。

二、 B 7- 2 EC 细胞在E B7-85 液 中的生长

率和胸腺唔昵核普掺入

B7一2 EC 细胞在含 10 %小牛I也请培液中

的倍增时间约为 24 小时- 。 当细 胞接种数为

1 X 10 5/毫升， 7 2 小时 后细 胞数已 增 加到

5 . 7x105j毫升。此后，细胞即处于密度依赖

抑制状态; 而在 B 7- 85 i-夜的细胞倍增 时间约

为 27 小时， 72 小时后细 胞数增加到，1 . 5 x 

10 5/毫升，比在 10 %小牛血情培液 中 生长的

细胞数少 1. 2 x 10 5 /毫升。在 96 小时，细胞生

长才趋于饱和， 细胞数和含 10 %小牛血清的

非常接近(表 2)0 3H一胸j尿哺吭核苦的掺入试

验也得到同样结果。在 B7一85 液 中，细胞培

养 24-72 小时 ， 3H一胸腺暗览核昔掺入迅速增

加， 表明这期间的细胞有一个快速增殖期。 其

后 ， 3H一胸腺 l密 1定'核音掺入降低，细 胞生长边

度下降。至 96 小时， 同样细胞处于密度依赖

打p制状态，因而在 120 小时 ， 仅检测 出 很低

的同位素掺入脉冲数(表 2 )。结果表 明 ， B 7-

85 人j. J背液能较好地支才!f B 7- 2 EC 细胞o二长

和增殖， 当细胞达到较时岳j主后， 细胞增殖明
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表 2 B 7-85 液中的 B 7-2 EC 细胞生长速率

和胸腺曦嗖楼警告'入
x-x 在 B7-85 液中的细胞生长曲线

' …. 'ì才照组 ， 在含 10%小牛血清 常规培液中的
细胞生 i乏曲线

口 B7 -85 液 ， 3H-H句如íl阳市I!it 核 ~: ft) 人 )v};ìY '数
(cpm) 

~ i甘肌j击液 ， 3H-flèijJ踉啼I先核 干年怒入脉冲数

( cpm)。均系 2-- .1 次实验的平均值

显下降。:向 B 7-85 液和台 10%小非 血清的培

液相比较， EC 细胞在 B '1- 85 液中的生长速半

显得缓慢些，说明 B 7-85 液尚缺乏某些存在

于小牛血请中的医i 子，还有待进一步完善。但

就细胞形态和生长行为而言，与含血清的常规

j音液相比较， 未发现有明显的斗别。

三、长捕率

将生长在 B'[-85 液的 B 7-2 细胞接和11到同

系小鼠腋部皮下， 10 只雄鼠共 20 个'接种点，

2 周后 ， 除 3 个接种点未长 瘤 外， 17 个接种

点均 民I::H大小不 同的瘤子，最大可达 18 x 

15 x 12 mm，民瘤率为 85%。部分痛组织切片

观察，发现除 EC 细胞外，主要是腺管样结构 ，

也发现个别肾小体和类神经管样组织。长瘤率

和瘤组织中的分化细胞类型与我们以前报道的

在含有小牛血洁的常规 培 液中生长的 B7-2

EC 细胞-一样[ 2] 。

摘 要

本文 报道以 RPMI-1640 ， DMEM 农j

HAM/F 12 人工培养基做基础培液，加入牛血

洁白蛋白 、 服岛素和转快蛋白等物质， 发展了

一'种无血 清(B 7-85)培 液。 在 B 7-85 液中，

B 7-2 EC 细胞生长速率虽略低于含 10%小牛

血洁常规培液， i旦细胞形态 、 生长行为布在同

系宿主体内的民瘤率及分化潜能， 均未发现存

在区别。 因此， B 7-- 85 液是适于 B 7-2 EC 细

胞生长的无血请人工培液。这种人工培液中除

膜品素外，没有人为地增添外源性多肤生长因

子，这将有 利于分析 B 7-2 EC 细胞和其分化

细胞产生的内源性生长因子。
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