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食蟹猴肺上皮细胞株MFLE-001的
建立及生物学特性研究
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(1云南省肿瘤医院/昆明医科大学第三附属医院, 肿瘤研究所, 昆明 650118; 2云南省第一人民医院, 
遗传诊断中心, 昆明 650000; 3云南英茂生物科技有限公司, 昆明 650000)

摘要      该研究建立了食蟹猴肺上皮细胞株并鉴定其生物学特性。以食蟹猴肺部组织进行原

代培养, 用差速贴壁法纯化细胞株, 并通过倒置显微镜、透射电镜、扫描电镜观察, 绘制生长曲线, 
进行核型分析以及肺上皮标志物检测等方法研究其生物学特性。结果显示, 体外培养细胞生长均

一、稳定, 细胞倍增时间为4.8天, 免疫组化CK(+)、CK-7(+)、波形蛋白(+), 染色体分析表明, 具有

正常2倍染色体数目(2n=42), 符合食蟹猴肺上皮细胞株特性。该研究成功建立第一株食蟹猴肺上

皮细胞株, 命名为MFLE-001, 为肺部疾病研究和药物筛选提供了理想的体外实验模型。
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Establishment and Biological Characteristics of Lung Epithelial 
Cell Line MFLE-001 from Macaca fascicularis
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Abstract       In the present study, the lung epithelial cell line from Macaca fascicularis was established and 
its biological characteristics was identified. The cells derived from a pulmonary tissue of Macaca fascicularis were 
primarily cultured and purified by differential attachment technique. The biological characteristics of the cell line 
were studied by using optical microscope, electron microscopes, growth curve, karyotype analysis and lung epithelial 
marker. The results showed that the growth of cells were stable and uniform in vitro. The cell doubling time was 4.8 d 
and the results of immunohistochemistry showed the expressions of CK and CK-7. The vimentin was positive and 
the chromosome numbers were 2n=42, all of which were accorded with the characteristics of lung epithelial cell 
line from Macaca fascicularis. MFLE-001 has been proved to be the first lung epithelial cell line of Macaca fas-
cicularis and is an ideal experimental model for lung disease research and drug screening.
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食蟹猴(Macaca fascicularis)也称长尾猕猴, 产
于缅甸、泰国、马来半岛、苏门答腊、爪哇、菲律

宾和中国等区域。食蟹猴与人类基因组相似度高

达97.5%[1], 其与人类疾病直系同源基因和药物靶点

显示高度的序列相似性[2]。目前, 非洲绿猴肾细胞

(Vero)为比较经典的灵长类细胞株[3], 除此外的灵长

类成熟稳定的细胞株鲜少报道; 而食蟹猴细胞系多

为干细胞, 如精原干细胞、食蟹猴脐带间充质干细

胞、食蟹猴孤雌单倍体胚胎干细胞等[4-8], 存在稳定

传代及应用局限。食蟹猴组织原代培养过程中, 由
于杂细胞难分离、竞争性抑制、传代次数受限等, 
较难获得稳定的体细胞株。另外, 由于动物基因库

差别、种族差别、市售生长因子抗体等不能通用, 
食蟹猴体外细胞系建立存在很大困难。我们采用原

代培养的方法, 成功建立第一株食蟹猴肺上皮细胞

株, 对研究肺部损伤、炎症及肺部细胞恶变等相关

疾病的发生发展机制、药物筛选以及药物安全性鉴

定等提供了新的肺上皮细胞模型, 具有重要的理论

及临床意义。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   肺部组织来源      2016年11月30日昆明医科

大学第三附属医院病理教研室手术切除的食蟹猴肺

部组织。雄性食蟹猴, 18A, 编号984673, 由云南英

茂生物科技有限公司提供[许可证号SCXK(滇)2014-
0001], 动物实验获得云南省肿瘤医院/昆明医科大学

实验动物伦理委员会的批准。

1.1.2   主要试剂      DMEM/F12、DPBS、三抗(青
霉素、链霉素、两性霉素)、青链霉素双抗、0.25%
胰蛋白酶购自以色列BI公司; FBS购自法国BioSum
公司; III型胶原酶购自北京索来宝科技有限公司; 
DMSO购自美国Sigma公司; CK抗体、CK-7抗体及

波形蛋白抗体购自美国BD公司。

1.1.3   主要仪器、设备      CO2培养箱、生物安全柜、

ST40离心机、恒温震荡水浴锅购自美国Thermo公
司。CX51倒置显微镜购自日本Nikon公司。

1.2   方法

1.2.1   组织培养      获取新鲜无菌的食蟹猴肺部手

术标本, 剪成1 mm3左右的组织小块, 加入30倍体

积的III型胶原酶(1 mg/mL), 于37 °C水浴震荡消化

30 min; 1 500 r/min离心5 min, 弃上清, DPBS洗涤, 以

(2~10)×105/mL的密度接种于T-25细胞培养瓶, 37 °C、
5% CO2培养箱中培养。细胞长至培养瓶80%后胰酶

消化, 差速贴壁培养细胞, 6 h后显微镜下观察成纤

维状细胞大部分贴壁, 轻轻晃动培养瓶, 将未贴壁上

层细胞悬液转移到新的培养瓶中, 原瓶添加适量完

全培养基继续培养。P10后细胞初步纯化完成, 即可

进行常规传代。

1.2.2   形态学观察      倒置显微镜每日观察细胞形

态及生长状态, 细胞初步纯化后, 按常规方法制备扫

描电镜及透射电镜的观察标本, 观察细胞表面及内

部超微结构。

1.2.3   生长曲线测定      按文献[9]的方法, 1×104个/
孔的密度接种于24孔板, 培养约10天, 每日消化计数

3孔内细胞数量, 绘制生长曲线, 计算细胞倍增时间。

倍增时间(Td)的计算公式: Td=t×lg2/(lgNt–lgNo)计
算。t为培养时间, No为首次记下的细胞数, Nt为t时
间后的细胞数。

1.2.4   核型分析      取对数生长期的细胞, 按照染色

体G显带法[10]进行染色体制备及结构显示, 对细胞

进行种属、染色体结构分析。

1.2.5   免疫组化      将细胞消化计数, 按照(1~5)×105

个/片接种在黏附性载玻片上, 培养3~5天, 吸弃培养

基, DPBS洗涤1~2次, 4%多聚甲醛固定, 检测细胞角

蛋白(cytokeratin pan, 广谱CK)、CK-7(cytokeratin-7)
和波形蛋白(vimentin)。

2   结果
2.1   原代及传代培养

原代培养细胞在液体培养基中黏附性聚集贴

壁生长, 细胞混杂, 90%以上为成纤维样细胞、少量

多边形或圆形细胞, P20以后细胞均一, 多为上皮样细

胞(图1A)。已在体外培养12个月, 50余代(图1B), 不
依赖任何细胞因子, 细胞生长稳定; 液氮保存复苏后

锥虫蓝染色, 细胞活率维持在95%以上。

2.2   形态学观察

倒置显微镜观察细胞多为上皮样细胞, 细胞直

径为50~100 μm; 扫描电镜见细胞形状不规则, 细胞

表面有很多丰富细密的微绒毛, 细胞接触黏连生长

(图2); 透射电镜见细胞核仁明显, 核区占比约20%, 
外泌小泡比较丰富, 胞质内大量糖原颗粒弥漫分布, 
含有大量的粗面内质网、线粒体和高尔基体, 为生

长旺盛的正常上皮细胞(图3)。
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A: 原代细胞(P0)聚集贴壁生长, 细胞混杂; B: 第56代细胞(P56)均一, 多为上皮样细胞。

A: the cells concomitance and adherence in the primary culture, B: the fifty-sixth generation of cells were uniform and mostly epithelioid.
图1   食蟹猴肺上皮细胞形态学观察

Fig.1   Morphological observation of the lung epithelial cells from Macaca fascicularis

200 µm 200 µm

A B

图2   食蟹猴肺上皮细胞P30扫描电镜观察

Fig.2   The lung epithelial cells of Macaca fascicularis P30 observed under scanning electron microscopy

25 µm

图3   食蟹猴肺上皮细胞P30透射电镜观察

Fig.3   The lung epithelial cells of Macaca fascicularis P30 observed under transmission electron microscopy

2 µm
100 kV
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2.3   细胞增殖特性研究

接种后细胞增殖较慢, 第7天后细胞汇合度接

近100%, 不能堆叠生长, 根据细胞计数结果, 绘制生

长曲线(图4)。经公式计算, 食蟹猴肺上皮细胞P56倍

增时间为4.8天。

2.4   核型分析

选取染色体分散良好的分裂相进行分析, 计数

100个分裂中期散开较好的染色体。染色体数目非

整倍性, 但42条正常二倍体染色体数目出现频率高

达66%, 可判定该细胞株染色体为2n=42, 配成21对。

其中, 常染色体20对, 性染色体1对, 根据着丝点指数

和形态进行染色体分类, 排列制成染色体组型图(图
5), 综合分析该细胞为食蟹猴细胞株[11]。

2.5   免疫组织化学

细胞爬片免疫组化结果显示, CK阳性率约为

30%, 多在细胞核内表达(图6A); CK-7阳性率约为

95%, 细胞核和细胞质均有不同程度表达(图6B); 波
形蛋白阳性率接近100%, 主要在细胞质表达(图6C)。

3   讨论
急性肺损伤(acute lung injury, ALI)和急性呼吸窘

迫综合征(acute respiratory distress syndrome, ARDS)是
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图4   食蟹猴肺上皮细胞生长曲线

Fig.4   The growth curve of the lung epithelial cells from Macaca fascicularis
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图5   食蟹猴肺上皮细胞染色体组型图

Fig.5   The chromosome of the lung epithelial cells from Macaca fascicularis
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由肺内外因素引起的肺部炎症反应, 肺泡上皮细胞以

及毛细血管内皮细胞异常, 临床表现为呼吸频速、窘

迫、进行性低氧血症, 最终结果为呼吸衰竭[12]。ALI
通常被认为是ARDS的早期表现, ARDS的发病率约

为每年86.2/100 000人次, 有着相当高的病死率, 达
35%~40%[13]。多种临床药物及治疗手段对ARDS进
行治疗, 无一证实能有效降低该病的死亡率。临床

现实迫使我们对ARDS发病机制进行深入研究, 发
掘潜在的治疗靶点及手段, 降低死亡率。由此, 我们

建立的食蟹猴肺上皮细胞株MFLE-001, 为探讨ALI/
ARDS的发生、发展以及治疗提供了理想的体外研

究模型。

本研究取食蟹猴新鲜肺部组织, 利用恒温震荡

结合胶原酶消化的方法成功分离制备原代细胞; 该
方法操作简单, 消化结果理想, 胶原酶接触时间短, 
减少对原代细胞状态影响。采用差速贴壁法培养食

蟹猴肺部组织细胞传代培养, 获得稳定均一的细胞

株。细胞倍增时间为4.8天, 生长缓慢。在体外培养

过程中, 透射电镜、扫描电镜观察细胞为正常上皮

样细胞。免疫组化CK(+)、CK-7(+)、波形蛋白(+)。 
CK是角质细胞中的主要骨蛋白, 主要分布于上皮细

胞, 具有极高的保守性和组织分化特异性; CK-7多
为肺腺上皮抗体; 波形蛋白为细胞中间丝蛋白抗体, 
肌纤维表达最为明显, 也常用于间叶和上皮鉴别的

一线抗体; 结合染色体组型图, 该细胞株为国内外首

株食蟹猴肺上皮细胞株。

迄今为止, 已有不同种属的多种肺上皮细胞株,
作为研究ALI/ARDS等相关肺部疾病的体外细胞模

A: 细胞角蛋白CK免疫组化结果; B: CK-7免疫组化结果; C: 波形蛋白免疫组化结果。

A: immunohistochemical results of CK; B: immunohistochemical results of CK-7; C: immunohistochemical results of vimentin.
图6   食蟹猴肺上皮细胞免疫组化 

Fig.6   The immunohistochemistry of the lung epithelial cells from Macaca fascicularis 

A B C

100 µm 100 µm 100 µm

型, 常用的为人正常肺上皮细胞株(BEAS-2B)、人

肺腺癌上皮细胞(A549)、小鼠肺上皮细胞株(MLE-
12)等[14-15]。但因细胞株存在种属差异、个体差异等, 
导致同一刺激不同细胞株表现的应激方式、相关基

因以及蛋白的表达也不尽相同, 推及到不同的动物

模型更是相去甚远。相较于体型较小的啮齿类动

物以及兔、犬、猪、羊模型, 灵长类动物与人类疾

病直系同源基因和药物靶点高度相似。本研究首次

成功建立食蟹猴肺上皮细胞株, 丰富了食蟹猴稳定

传代细胞系, 具有较大应用潜能。未来可利用食蟹

猴肺上皮细胞株建立体外细胞模型, 对比正常肺上

皮细胞株和肺腺癌上皮细胞株对药物应激方式的差

别, 进行药物筛选及药理机制研究; 也可对食蟹猴正

常的肺上皮细胞株永生化建立食蟹猴体外模型, 为
进一步探索药物体内代谢机制及安全性研究提供基

础资料等。此外, 也为急性肺部损伤、炎症等肺部

疾病的基础研究和临床前应用提供了理论依据。
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