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组织灌流与贴壁法体外培养奶牛乳腺组织的比较研究
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摘 要 采用组织灌流和组织块贴壁法体外培养奶牛乳腺组织，通过 WFT 活力测定、台盼蓝染色、琼脂糖凝胶电泳、透射电镜

技术比较两种培养方法对奶牛乳腺组织活性及组织超微结构的影响，建立奶牛乳腺组织的培养体系。结果表明，以 $,WY= 的

速度灌流培养的奶牛乳腺组织在 FHRHZ $#[小牛血清培养基中 $! \ "#= 内保持良好的组织活性和超微结构，贴壁培养的奶

牛乳腺组织在 FHRHZ $#[小牛血清的培养基中 "# \ $#;= 内保持良好的组织活性和超微结构，两种培养方法各有优缺点。
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目前为止，乳腺的泌乳机制、乳蛋白的调控机理

及不同激素或生长因子在乳腺中的信号通路研究主

要集中在上皮细胞水平上，实际上乳腺发育和泌乳

的不同时期，乳腺上皮细胞和周围的基质间存在密

切的信号连接与相互作用［$］，因此，建立体外培养乳

腺组织体系可以为更好地揭示乳腺的各种调控机理

提供方便的研究方法。组织培养方法的优点是能保

持细胞之间及与细胞基质之间的相互作用，可以从

整体水平上研究组织的分泌等功能，在某种程度上

能真实反映器官对药物的反映［!］。近年来不少国内

外学者利用体外培养的乳腺组织进行乳腺的上述机

理研究［N，P］，但所用组织培养方法不一。$Q"_ 年至

今，虽然其他组织的灌流培养方法得到了广泛应用，

但用于培养乳腺组织的试验未见研究报道。本文的



目的是建立奶牛乳腺组织的体外灌流培养体系，并

与常规的贴壁培养法相比较，观察两种方法的培养

效果，为体外研究乳腺组织代谢及信号传导机能建

立一个平台。另外，体外培养的乳腺组织是获得原

代乳腺上皮细胞或上皮细胞系的前提，从而可以用

于乳腺细胞转基因和乳腺生物反应器定位表达载体

的评估［!］，对于牛、羊等大动物乳腺生物反应器的研

究有重要意义。

! 材料与方法

!"! 药物、试剂

"#$#（%&’()），小牛血清（杭州四季青），*"+
试剂盒（南京建成，,--!.,-/），01234饱和酚（北京双翔

生化，,--5-6.7），蛋白酶 8（(9*’&)(+$#），其他试

剂均为分析纯级别。

!"# 仪器

自动体外组织灌流系统由美国（(:;: <=1>?1）产

冷水柜、., 通道恒流泵、恒温水浴锅、自制培养室、

及空气泵等组成（装置图参见王根林的实验）［5］，灌

流液置于冷水柜中，经恒流泵，连续灌流培养乳腺

组织，通过输出管收集样本，所有培养液中均通入

经 -@,!!> 过滤器滤过的新鲜空气。

(), 培养箱、无菌操作台、高速低温离心机、透

射电子显微镜、分光光度计等。

!"$ 方法

!"$"! 奶牛乳腺组织块制备：乳腺组织采自健康屠

宰奶牛，切取乳腺组织，选择脂肪较少而富含乳腺小

叶的部位，尽量剔出脂肪，用 <’A（含有 .BC* 青霉素、

-@!BC* 链霉素）冲洗组织块，放入 6D <’A 中暂存。

在超净工作台上，于含有少量 <’A（含有 -@.BC* 青霉

素、-@-!BC* 链霉素）的培养皿中用眼科剪反复剪切

成大小约 ,>>7 的小块，将组织块连同 <’A 倒入离

心管 中，再 补 加 <’A，用 吸 管 轻 轻 吹 打，静 置 , E
7>2F，吸除上清再加入 <’A 如此反复洗涤组织块 7
E ! 次，吸除上清，组织块用于体外培养。

!"$"# 灌流培养：将组织块装入自制的灌流小室

中，培养基中通入新鲜空气 7GD进行灌流培养。

（.）最 适 培 养 基 的 选 择：三 种 培 养 基：+=FH3、
"#$#、"#$# I .-J小牛血清（含有 -@.>BC* 胰岛

素、-@.>BC* 氢化可的松、.>BC* 孕酮、.!BC* 雌二醇、

-@.BC* 青霉素、-@-!BC* 链霉素），每组 7 个重复，以

6>*CK 的速度（参考王根林［5］的实验）灌流培养奶牛

乳腺组织 ,6K，灌流结束后取组织和灌流液进行组

织活性检测，确立最适合的培养基。

（,）最适灌流速度的选择：采用（.）确立的最适

培养基以 />*CK、6>*CK、.>*CK 三种速度分别灌流组

织 ,6K，检测组织活性来确立较适合的灌流速度。

（7）培养时间对奶牛乳腺组织活性的影响：采用

（.）和（,）确立的最适培养基和最适速度连续灌流培

养乳腺组织 G,K，每隔 .,K 采组织样和灌流液进行活

性检测，观察灌流不同时间乳腺组织活性变化。

!"$"$ 贴壁培养：将组织块培养在铺有鼠尾胶原

（按林桂娟的方法制备鼠尾胶原，,--6）［G］的 5 孔培

养板（(:1F2FB 公 司）上，用 含 有 .-J 小 牛 血 清 的

"#$# 培 养 液（培 养 液 中 添 加：-@.>BC* 胰 岛 素、

-@.>BC* 氢 化 可 的 松、.>BC* 孕 酮、.!BC* 雌 二 醇、

-@.BC* 青霉素、-@-!BC* 链霉素。）入 (), 培养箱 7GD
进行贴壁培养。贴壁组织块连续培养 .,-K，每隔

.,K 收集培养上清和组织块进行活性检测。

!"$"% 活性指标检测：

（.）收集的培养液中 *"+ 活力测定：收集灌流

液和贴壁培养上清液，直接取原液按试剂盒说明测

定 *"+ 活力。计算公式：收集的培养液中 *"+ 活

力（LC*）M（测定管 !" 值 N 测定空白管 !" 值）C（标

准管 !" 值 N 标准空白管 !"）O -@7/- O .--->*C样
品取样量（>*）O 测试前样品稀释倍数。

（,）培养后的组织细胞活力测定：取培养后的组

织块置入 ,@!BC* 胰蛋白酶溶液在室温下消化 , E
7K，加入少量营养液终止消化，7-- 目尼龙网过滤，

滤液经 .!--1C>2F 离心 .->2F，去上清液，洗涤 , 次，

.!--1C>2F 离心 .->2F，去上清液，制备成 ! O .-5 左右

的细胞悬液，加入 ,-BC* 台盼蓝，滴入血细胞计数

器，光镜下计数 6 个大格内的着色细胞和拒染细胞

即活细胞，根据下式计算细胞活力：细胞活力 M［拒

染细胞数C（着色细胞数 I 拒染细胞数）］O .--J
（7）"P9 完整性检测：培养后组织加入 7>* 裂

解缓冲液（加入 ,-!* <1:Q?2F=3? 8）混匀，!-D水浴摇

床振摇过夜；先加入 ,>* 0123 饱和酚混匀 .->2F，

.- ---1C>2F 6D离心 .->2F，移出上层水相至新离心

管中；加入酚 R 氯仿 R 异戊醇（,! R ,6 R .）等体积（.>*
酚，.>* 氯仿C异戊 醇）轻 柔 颠 倒 混 匀，.- ---1C>2F
6D离心 .->2F；取出上清液，再加入另一离心管内，

加氯仿 R 异戊醇（,6 R .）.>* 混匀 .->2F，.- ---1C>2F
6D离心 .->2F；取上清，上清液中加入适量无水乙

醇沉淀 "P9，挑取 "P9 至 .@!>* $< 管，用 G!J预

冷乙醇洗涤 "P9 , 次；敞开离心管口在超净工作台

上干燥，使 残 留 的 乙 醇 挥 发，加 入 0$ 缓 冲 液 和

SP=3? 9，使 "P9 充分溶解。用 .J琼脂糖凝胶电泳
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检测并照像。

（!）亚细胞结构观察：培养后的组织用冷 "#$%
戊二醛 !&进行固定，清洗，再用 ’%锇酸固定，后经

脱水、包埋、聚合、切片、染色等步骤制成超薄切片，

在透射电镜下观察乳腺组织细胞的亚结构。

! 数据统计

实验中各处理组内设置 ( ) $ 个重复，每个实验

独立重复 $ 次。数据以“平均数 * 标准差”表示，采

用 +,++’’#$ 软件进行单因素方差分析，差异显著表

示为 ! - .#.$，差异极显著表示为 ! - .#.’。

" 实验结果

"#$ 灌流方法对奶牛乳腺组织活性的影响

"#$#$ 不同培养基对奶牛乳腺组织活性的影响：用

/0123、4565、4565 7 ’.%小牛血清 ( 种培养基灌

流培养 "!8 ，测得三个组收集灌流液中的 94/ 活力

差异显著（ ! - .#.$），/0123 组显著高于 4565 和

4565 7 ’.%小牛血清组（! - .#.$），4565 组显著

高于 4565 7 ’.%小牛血清组（! - .#.$）。台盼蓝

检测三组间组织细胞活力差异显著，/0123 组显著

低于后两组和对照组（ ! - .#.$），4565 组显著低

于 4565 7 ’.%血清组和对照组（! - .#.$），4565
7 ’.%小牛血清组低于对照组但差异不显著（ ! :
.#.$，见表 ’）。

/0123 组组织基因组 4;< 不完整有刷状死亡条

图 ’ 三种培养基灌流培养奶牛乳腺组织的基因组 4;<
=>?@’ A8B 4;< ?B1CDB CE F0>GH ICJ D0DD0GH K>33LB >1ILM0KBF

>1 K8GBB F>EEBGB1K DBF>LD
B@ ?@ 4565 01F ’.% I0NE 3BGLD，4565，/0123 >1 OBGEL3>C1 3H3KBD，

901B ! GBOGB3B1K3 4;< IC1KGCN BPKG0IKBF EGCD F0>GH ICJ D0DD0GH K>33LB@

带出现，4565 和 4565 7 ’.%血清组基因组 4;<
完整（图 ’）。新鲜采取的乳腺组织电镜观察可见常

染色体均匀分布，在其成熟面附近有大量中等密度

的分泌颗粒（+Q），细胞表面有上皮细胞微绒毛（5R）
结构并且可见细胞胞吐现象（图 "）。/0123 培养的

乳腺组织超微结构呈现明显的凋亡特征，异染色质

（/I）浓缩在细胞核边缘、核膜破裂（图 (）。4565
组细胞超微结构基本正常但异染色质（/I）浓缩在

细胞核边缘有轻微凋亡特征（图 !），4565 7 ’.%小

牛血清组上皮细胞完整，线粒体（5>）丰富，分泌颗粒

（+Q）较多，细胞微绒毛（5R）明显（图 $）。结果表明

体外灌流培养乳腺组织采用 4565 7 ’.%小牛血清

对于 保 持 乳 腺 组 织 活 性 与 结 构 优 于 /0123 和

4565。

表 $ 不同培养基对灌流培养的奶牛乳腺组织活性的影响

%&’() $ *++),-. /+ 01++)2)3- 4)0154 /3 -6) &,-171-8 /+ ,/9 4&44&28 -1..5) ,5(-52)0 13 :)2+5.1/3 .8.-)4

QGCLO SC1KGCN /0123 4565 45657 ’.%3BGLD

94/ R>?CGT（!T9） ((U#$UV * (#WXV0 "V!#.’X * (#($VM "."#(WU * !#(.XI

SBNN R>0M>N>KHT% WX#’!( * ’#’U.< XV#..( * "#’UUY VU#UU. * ’#U.XS W(#.V. * ’#!X$<

;CKB：Z0NLB3 >1 K8B 30DB N>1B J>K8 K8B F>EEBGB1K 3LOBG3IG>OK NBKKBG3 F>EEBG 3>?1>E>I01KNH（! - .#.$）@

"#$#! 不同灌流速度对奶牛乳腺组织活性的影响：

采用 4565 7 ’.%小牛血清以 VD9T8、!D9T8、’D9T8
三种速度分别灌流培养组织 "!8，台盼蓝染色检测

组织细胞活力，因为不能采取三种速度同时灌流组

织，因此每种速度灌流 "!8 后组织的细胞活力与对

照组织细胞活力的比值作为三种速度的比较。由

表 "可见，!D9T8 与 ’D9T8 组细胞活力高于 VD9T8 组

差异显著（! - .#.$），但 !D9T8 与 ’D9T8 组两组间

组织细胞活力差异不显著（! : .#.$）。三种速度培

养奶牛乳腺组织 4;< 基本保持完整，VD9T8 略有刷

状条带出现（图 U）。

表 ! 不同灌流速度对组织细胞活力的影响

%&’() ! *++),-. /+ 01++)2)3- .:))0. /3 -6) &,-171-8 /+
,/9 4&44&28 -1..5) ,5(-52)0 13 :)2+5.1/3 .8.-)4
+OBBFT（D9T8） SBNN R>0M>N>KHT%

V VV#’UU * ’#’"X0

! W’#(V( * .#$$"M

’ W"#’(! * ’#("XM

;CKB：Z0NLB3 >1 K8B 30DB ICNLD1 J>K8 K8B F>EEBGB1K 3LOBG3IG>OK NBKKBG3 F>EEBG
3>?1>E>I01KNH（! - .#.$）@

"#$#" 不 同 培 养 时 间 对 乳 腺 组 织 活 性 的 影 响：

4565 7 ’.%小牛血清以 ’D9T8 的速度连续灌流培

养乳腺组织 X"8 后检测组织活性，发现灌流 U.8 的

"!.’ "#$%&’& ()*+%,- ). /$)0&1#%)-)23 生物工程学报 "..U，ZCN#""，;C#U



组织超微结构正常，分泌颗粒（!"）较多，微绒毛明

显（#$）（图 %）；灌流 &’( 后 )*+ 活性显著下降 ,-(
开始趋于平稳（图 .）；组织细胞活力 /&( 后显著升

高（! 0 1213），/& 4 -1( 之间细胞活力处于增殖期

（图 5），-1( 后细胞活力下降；%&( 内组织 *67 较完

整没有明显凋亡或死亡条带出现（图 /1），说明 %&(
内组织能保持较高活性，/& 4 -1( 内活性最好。

!"# 组织块贴壁法对奶牛乳腺组织活性的影响

贴壁培养的组织上清 )*+ 活力 &’( 后显著下

降（! 0 121/），-1 4 /1.( 之间 )*+ 活力最低处于平

台期，-1(、%&(、.’( 和 5-( 四组间 )*+ 活力差异不

显著（! 8 1213），/1.( 后 )*+ 活力又升高（图 //）；

组织细胞活力 /&( 4 5-( 细胞呈现增殖期，5-( 后活

力下降但 /&1( 细胞活力仍保持在 519（图 /&）；/&1(
内各时间点基因组 *67 基本完整（图 /,）；贴壁培养

-1( 的组织电镜观察超微结构正常，核染色质分布

均匀，可见细胞释放分泌颗粒（!"）（图 /’），培养

/&1( 的组织线粒体含量较丰富（图 /3）；倒置显微镜

下观察组织在 ’.( 完全贴壁，组织开始增殖在组织

周围长出新的透明细胞，均说明贴壁培养的乳腺组

织在 -1 4 /1.( 内活性最高。

图 & 正常的乳腺组织亚细胞结构

:;<=& >?@ABC@ADE@DAF GH IGAJB? JBJJBAK @;CCDF EF??C（ L %311）

6D：IDE?FDC；!"：CFEAF@GAK <ABID?F；#$：J;EAG$;??; =

图 , +BIMC 灌流培养 &’( 的乳腺组织亚细胞结构

:;<=, >?@ABC@ADE@DAF GH JBJJBAK @;CCDF EF??C
;IEDNB@FO ;I +BIMC HGA &’(（ L /3 111）

6D：IDE?FDC；+E：(F@FAGE(AGJB@;I；)K：?KCGCGJF=

图 ’ *#P# 培养基灌流培养 &’( 的乳腺组织亚细胞结构

:;<=’ >?@ABC@ADE@DAF GH JBJJBAK @;CCDF EF??C
;IEDNB@FO ;I *#P# HGA &’(（ L /3 111）

6D：IDE?FDC；#;：J;@GE(GIOA;DJ；APQ：AGD<( FIOGR?BCJ;E AF@;ED?DJ=

图 3 *#P#S /19小牛血清灌流培养 &’( 的乳腺

组织亚细胞结构

:;<=3 >?@ABC@ADE@DAF GH JBJJBAK @;CCDF EF??C ;IEDNB@FO
;I *#P# BIO /19 EB?H CFADJ HGA &’(（ L /1 111）

6D：IDE?FDC；#;：J;@GE(GIOA;DJ；#$：J;EAG$;??;；TU：@;<(@ VDIE@;GI=
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图 ! 不同灌流速度培养奶牛乳腺组织的基因组 "#$
"#$ %&’()& (* +,-./ 0(1 ),)),./ 2-334& -’045,2&+ -’ 6&.*43-(’ 3/32&)

,2 27& 36&&+ (* 8)9:7，;)9:7 ,’+ <)9:7（=,’&3< > ?，.&36&02-@&=/）

图 A 灌流 !B7 的乳腺组织亚细胞结构

C-%DA E=2.,32.4024.& (* ),)),./ 2-334&
0&==3 -’045,2&+ *(. !B7（ F <B BBB）

#4：’40=&43；G@：)-0.(@-==-；HI：3&0.&2(./ %.,’4=&D

图 8 灌流培养不同时间上清液中 9"J 活性

C-%D8 K7& ,02-@-2/ (* 9"J -’ 6&.*43-(’ 3/32&)
（! L ?，27& .&34=23 .&6.&3&’2 )&,’ M H"）D

图 N 灌流培养不同时间乳腺组织细胞活力

C-%DN K7& @-,5-=-2/ (* ),)),./ 2-334& 0&==3 -’ 6&.*43-(’ 3/32&)
’ L ?，27& .&34=23 .&6.&3&’2 )&,’ M H"D

图 <B 灌流培养不同时间对奶牛乳腺

组织基因组 "#$ 的影响

C-%D<B K7& &**&023 (* 04=24.& 2-)& -’ 6&.*43-(’ 3/32&)
(’ 27& "#$ %&’()& (* +,-./ 0(1 ),)),./ 2-334&

9,’&3 < > A .&6.&3&’23 "#$ %&’()& (* 27& 2-334& &O2.,023 ,2 <P7，P;7，

?!7，;87，!B7，AP7 ,*2&. 6&.*43-(’D

! 讨论

!"# 灌流培养对奶牛乳腺组织活性的影响

关于体外灌流培养乳腺组织的试验研究尚未见

报道，灌流培养其他组织实验中所用培养基由最初

的 QRS 缓冲液到 G<NN 等完全培养基［8］。本实验发

现体外灌流培养乳腺组织采用 "GTG U <BV小牛血

清对 于 保 持 乳 腺 组 织 活 性 与 结 构 优 于 J,’W3 和

"GTG。因为 J,’W3 成分简单是与组织细胞等渗的

离子平衡盐溶液，没有营养成分供应给组织细胞，因

此只能用于短时间保存组织，不能长时间保持组织

的活性与代谢功能。"GTG 属于完全培养基，包含

组织细胞生长所需的各种基本营养成分，因此对于

组织细胞培养来说是常用的培养基，但目前进行细

胞培养均要在 "GTG 等完全培养基中添加血清，血

清是细胞、组织培养中用量最大的天然培养基，含有

丰富的细胞、组织生长所需要的营养成分（激素、蛋

白质、多肽、结合蛋白及其它生长因子），其主要功能

是能促进贴壁组织的贴壁、伸展和生长，对体外培养

组织能够维持组织的基本活性和功能，另外血清在

培养基当中还具有酸碱缓冲、解毒等作用［N］。因此

添加 <BV小牛血清的 "GTG 培养基灌流培养的乳

腺组织活性较高。

关于 灌 流 速 度 说 法 不 一，有 ;)9:7、PA)9:7、

AB!9:)-’、PXY )9:)-’ 等 不 同 水 平 的 灌 流 速

度［!，8，<B ］。灌流速度大小可能与对组织的压力有关，

组织在体内是处于一定压力状态下，因此不同灌流

;;B< "#$!%&% ’()*!+, (- .$(/%0#!(,(12 生物工程学报 PBB!，Z(=XPP，#(X!



速度对于组织活性可能有一定影响。本实验发现奶

牛乳腺组织在 !"#$% 与 &"#$% 中组织细胞活力较显

著高于 ’"#$% 组，但 !"#$% 与 &"#$% 两组间差异不

显著，可能是 !"#$% 与 &"#$% 这两种速度能基本保

持组织的生理压力，而灌流速度过快时可能压力偏

大，也可能是组织不能充分吸收营养物质导致组织

活性降低，同时灌流速度过快也浪费培养基，因此建

议使用 !"#$% ( &"#$% 的速度对奶牛乳腺组织进行

灌流培养。

图 !! 贴壁培养不同时间上清液中 #)* 活性

+,-.!! /%0 123,4,35 67 #)* ,8 9:;0<813183 13
=,770<083 1=%0<083 2:>3:<0 3,"0

! ? @，3%0 <09:>39 <0;<09083 "018 A B).

图 !C 贴壁培养不同时间乳腺组织细胞活力

+,-.!C /%0 4,1D,>,35 67 "1""1<5 3,99:0 20>>9
13 =,770<083 1=%0<083 2:>3:<0 3,"0

! ? @，3%0 <09:>39 <0;<09083 "018 A B).

图 !@ 组织块贴壁法培养不同时间对奶牛乳腺组织基因组 )EF 的影响

+,-.!@ /%0 077023 67 =,770<083 1=%0<083 2:>3:<0 3,"0 68 3%0 )EF -086"0 67 =1,<5 26G "1""1<5 3,99:0
#1809 ! ( !H <0;<090839 )EF -086"0 67 3%0 3,99:0 0I3<1239 13 !C%，C&%，@J%，&’%，JH%，KC%，’&%，LJ%，!H’% 18= !CH% 1730< 2:>3:<,8-.

图 !& 贴壁培养 JH% 的乳腺组织亚细胞结构

+,-.!& M>3<193<:23:<0 67 "1""1<5 3,99:0 20>>9
,82:D130= ,8 1=%0<083 2:>3:<0 76< JH%（ N !H HHH）

E:：8:2>0:9；O4：",2<64,>>,；BP：902<036<5 -<18:>0.

图 !Q 贴壁培养 !CH% 的乳腺组织亚细胞结构

+,-.!Q M>3<193<:23:<0 67 "1""1<5 3,99:0 20>>9 ,82:D130=
,8 1=%0<083 2:>3:<0 76< !CH%（ N CH HHH）

E:：8:2>0:9；O,：",362%68=<,:".

#)* 为乳腺上皮细胞胞浆内所含酶之一，而

#)* 活性升高通常做为乳腺损伤程度的一个重要

指标。在正常情况下，细胞内酶由于细胞膜的屏障

作用不易逸出，但当细胞受到损伤，细胞膜的通透性

Q&H!狄和双等：组织灌流与贴壁法体外培养奶牛乳腺组织的比较研究



加大便会释放出来，其活性明显升高［!!］。灌流乳腺

组织 "#$，发现上清液中 %&’ 活力 #($ 前活性较高，

可能是由于组织由采集到培养过程中受到剪切冲洗

等操作，导致组织块外周部分细胞受到损伤，膜通透

性增加，分泌 %&’ 较多；#($ 后组织适应了新环境开

始进行新陈代谢，因此 %&’ 活力下降并趋于平稳，

说明组织活性保持良好。同时检测组织细胞活力、

基因组完整性和超微结构结果均说明 "#$ 内组织活

性良好，但 )*$ 后细胞活力下降说明组织活性随培

养时间的进一步延长而下降，但 "#$ 组织细胞活力

仍能达到 +*,。

!"# 贴壁培养对奶牛乳腺组织活性的影响

本实验发现，贴壁培养的乳腺组织 )* - !*.$ 内

%&’ 活力最低，细胞活力 !# - +)$ 内较高，)*$ 时组

织分泌性较好均说明组织细胞活性良好，!*.$ 后

%&’ 活力升高同时 +)$ 后细胞活力也开始下降，说

明组织随培养时间的进一步延长，活性开始降低。

可见组织贴壁后开始代谢增殖，保持良好的组织活

性，保持良好组织活性一段时间后组织活性开始下

降，与赵学军报道的实验结果相符［!#］。但与之报道

不同的是，本实验所用组织为新鲜采取的乳腺组织，

而非液氮冻存的组织所以组织培养到 !#*$ 组织细

胞活力仍能达到 +*,。研究表明胶原可以促进体

外培养的乳腺组织块和上皮细胞的附着和生长，培

养基中添加胰岛素和氢化可的松也可以促进组织细

胞的贴壁，本实验中应用了胶原和激素可能是组织

活性保持良好的一个因素。

!"$ 两种培养方法的优缺点比较

灌流培养奶牛乳腺组织方法操作比较简单，培

养 #($ 后即可对组织进行试验处理，试验周期短，可

以减弱组织代谢底物对培养组织的反馈调节作用，

培养基处于不断流动状态不易污染，比贴壁法更加

接近与体内的环境；而组织块贴壁培养的奶牛乳腺

组织 (.$ 完全贴壁后才具有良好状态，一般在培养

后 )*$ 才可进行处理，实验周期较长，培养过程中要

及时更换培养基增加了污染机会。但是，贴壁方法

一次培养的组织量大于灌流法培养的组织量，可以

满足对组织需求多的试验。总之两种培养方法在一

定时间内均能较好的保持组织的活性，各有优缺点，

应该根据不同实验加以选择。

本实验建立了体外培养奶牛乳腺组织的体系，

对于利用乳腺组织研究乳腺的功能机理提供了组织

模型。该体系也是研究乳腺转基因与乳腺生物反应

器过程中建立乳腺上皮细胞的前提，对于建立奶牛

乳腺生物反应器的研究有实验意义。
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