
!" 卷 " 期

!##$ 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,- !##$

./0/12/3：*’2/45/6 !#，!##7；800/9:/3：;/0/45/6 <=，!##7

>?1@ A’6B A,@ @C99’6:/3 5- :?/ D6,E:@ F6’4 :?/ G/- H6’I/0:@ F’6 ;,16- JE3C@:6- F6’4 +1E1@:6- ’F K01/E0/ ,E3 >/0?E’(’D- ’F L?1E,（*’) !##7M8;#N8<!）,E3

:?/ O6,E:P1EP813 F’6 JEE’2,:’6- H6’I/0: :’ >6,1E O6,3C,:/3 K:C3/E:@ ’F Q1,ED@C H6’21E0/)

" L’66/@9’E31ED ,C:?’6 ) >/(：R S7P!%PSN"=%#N%；TP4,1( ：D(A,EDUEI,C) /3C) 0E
国家科技部十五重大奶业专项（*’) !##7M8;#N8<!）和 !##% 年度江苏省“研究生”创新计划项目资助。

奶牛乳腺上皮细胞系的建立及高温对细胞超微结构的影响
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摘 要 应用差酶消化法和反复贴壁法在体外建立奶牛乳腺上皮细胞培养方法，以细胞流式术、免疫组化、免疫印迹、超微结

构观察等方法对乳腺上皮细胞特性进行检测，并研究高温热刺激对乳腺细胞超微结构的影响。实验结果表明，运用本方法建

立的奶牛乳腺细胞系上皮特性及遗传特征完备；N<Z <? 的高温热刺激可使乳腺细胞染色质浓缩、线粒体肿胀、空泡化，形成凋

亡小体，说明高温可以诱发乳腺细胞凋亡。
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乳腺上皮细胞是特化的具有分泌性的功能细

胞，是乳腺行使泌乳功能的细胞基础，亦是研究泌乳

启动、功能维持、退化等生理过程中内外细胞因子调

节、信号传导、功能基因的表达以及乳腺肿瘤形成、

癌变必不可少的实验材料。现有的研究显示反刍动

物与人、啮齿类动物泌乳调控机制存在很大的差

别［<，!］，并且相对与其他种类动物而言，反刍动物的

乳腺细胞调控机理很多尚未充分阐明［"］，因此，建立

体外乳腺细胞培养体系，可以为进一步开展乳腺细

胞信号传导的研究提供较为理想的实验模型。乳腺

上皮细胞培养一直存在技术难点，而反刍动物尤其

是奶牛的乳腺细胞培养更是起步较晚。经过 N# 年



来的探索，研究者先后通过在培养液中添加生长因

子、细胞单克隆、流式细胞器分离、!"#$ 大 % 抗原基

因转染等方法建立了牛乳腺上皮细胞系［#，&］，但是传

统的方法常出现上皮细胞被成纤维细胞取代、细胞

单克隆难以获得、成本高等弊端，而转染 !"#$ 大 %
抗原构建永生乳腺细胞系似乎为解决该难题提供了

新思路，但是外源基因的插入是否会影响乳腺细胞

原有的生理学功能还需进一步验证；近年来国内也

开始出现乳腺上皮细胞培养方法的报导，可是未对

细胞的上皮特性和遗传学特征进行检测。因此，本

实验的目的是建立简便易行的乳腺上皮细胞体外培

养体系，对细胞上皮特征及遗传学特性进行检测，并

通过改变细胞生长的外环境，对细胞进行高温热刺

激，观察细胞亚结构的形态变化，为深入探讨高温对

反刍动物乳腺细胞作用机理提供实验参考。

! 材料与方法

!"! 奶牛乳腺上皮细胞的培养

采用组织块培养法获得乳腺上皮细胞。乳腺组

织采自刚屠宰的健康荷斯坦奶牛，切开乳腺组织，选

择脂肪较少且富含乳腺小叶的部位，尽量剔出脂肪，

冲洗浸泡，剪成 ’ ( )**+ 的小块，接种铺有鼠尾胶

原的培养瓶，加入含有 ’$, 小牛血清（-./.01）的

232 4 5’)（6789:;<）培养液（培养液中添加：$=’*>?@
胰岛素、$=’*>?@ 氢化可的松、’*>?@ 孕酮、’!>?@ 雌

激素、’!>?@ 催乳素、$=’>?@ 青霉素、$=$&>?@ 链霉

素），+AB &,01) 环境培养。待细胞长满底壁 C$,
( D$,消化、传代。利用上皮细胞和成纤维细胞对

胰酶、胶原酶敏感度和贴壁速度的不同，采用差酶消

化法和反复贴壁法连续纯化上皮细胞。

!"# 细胞二倍体及核型检测

收集第 ’) 代乳腺细胞，利用流式细胞仪进行二

倍体检测，标准对照为正常健康奶牛淋巴细胞，方法

参照丁志杰［E］，FGH 指数（F.）I（样品 -$ ?-’ 期 FGH
量平均值）?（标准二倍体 FGH 量平均值）。

收集第 ’) 代乳腺细胞进行染色体分析，方法参

照司徒镇强［A］。

!"$ 免疫组织化学染色

!"$"! 角蛋白免疫组化染色：对上皮细胞标志性蛋

白进行检测。制成细胞爬片，进行角蛋白 C 和 ’C 免

疫组化染色，按照 !H/0 试剂盒（武汉博士德）说明

书进行操作，一抗为单克隆角蛋白 C 和 ’C 抗体（北

京中衫金桥），二抗为羊抗小鼠 .>-，阴性对照组以

J/! 代替一抗。

!"$"# 波形蛋白免疫荧光组织化学染色：对细胞培

养体系中成纤维细胞、间质细胞的分布进行检测。

采用 "K*<;LK; 免 疫 荧 光 染 色 法，实 验 步 骤 参 照

MNO［C］，一 抗 "K*<;LK; 单 克 隆 抗 体（2H/ P ’ECA
0N<*K8:;），二抗 5.%0 标记羊抗鼠 .>-。阴性对照用

J/! 代替一抗，耳缘成纤维细胞为阳性组对照组。

!"% &’()’*+ ,-.))/+0
对体外培养的乳腺细胞分泌功能进行检测。收

集第二代乳腺细胞培养液，采用等电点法沉淀酪蛋

白，进行 Q<RL<S; T9:LLK;> 检测，方法参照 MNO［C］，一抗

为兔抗奶牛"U8ORK;< 免疫血清（’ V ’$$ 稀释，新疆农

科院李文蓉研究员惠赠），二抗为辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔 .>-（’ V&$$ 稀释，武汉博士德）。

!"1 细胞超微结构观察

收集生 长 旺 盛 的 乳 腺 细 胞（’ W ’$E ( & W ’$E

个），’$$$S?*K; 离心 ’$*K;，去除上清夜，用冷 )=&,
戊二醛 #B进行固定，经过清洗，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 M32U’$$0X#型透射电镜下观察乳腺细胞的

超微结构。

!"2 高温处理乳腺细胞

对数生长期的乳腺细胞进行梯度高温处理。将

细胞培养瓶完全浸入 #$B和 #’B恒温水浴系统内，

持续作用 ’N，处理后立即置入 +AB，&,01) 的培养

箱内进行恢复培养。在设定的时间内采用细胞刮收

集乳腺 细 胞，进 行 细 胞 超 微 结 构 的 观 察，方 法 同

’=&。

# 结果

#"! 乳腺细胞形态观察

接种的乳腺组织块贴壁性良好，培养至 ’ 周时，

可见有细胞从组织边缘处向外生长，细胞排列紧密

形成生长晕圈；培养至 ) 周时，可见在上皮细胞的周

围有“火焰”状的成纤维细胞，但是两种细胞并不混

杂生长；培养至第 + ( # 周细胞长至 C$,汇合时可

进行传代处理，结合反复贴壁法和酶交替消化法尽

量去除成纤维细胞，纯化上皮细胞。传代后的细胞

生长旺盛，细胞体积增大，细胞间界限不分明，出现

上皮细胞特有拉网结构，在传代生长的过程中形成

不同的细胞群形态（图 ’）。
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图 ! 细胞形态及超微结构
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!"! 乳腺细胞 #$% 二倍体及核型分析

采用细胞流式术对体外培养的乳腺细胞 !"#
整倍体进行分析，以正常的奶牛外周血淋巴细胞为

参照，计算 !$ % &’( ) (’(&，(’*!!$!&’&，符合二倍

体 !$ 值范围，说明该培养体系的乳腺细胞均为正常

的二倍体。对染色体的分析表明，细胞分裂到第 &+
代时仍然保持良好的染色体数，经比对分析，共 ,(
对 -( 条，未发现有突变和缺失的染色体，说明该细

胞培养体系健康，细胞保持正常完整的遗传特征。

!"& 乳腺上皮细胞特性鉴定

本实验采用细胞免疫组织化学和免疫印迹法，

对培养的奶牛乳腺细胞的上皮细胞特性及分泌性能

进行鉴定。免疫细胞化学染色结果表明，在细胞浆

内有大量的角蛋白 . 和 &. 阳性颗粒，而 /0123403 免

疫荧光染色结果为阴性，说明该培养体系的细胞为

上皮细胞，非成纤维和间质细胞（图 +）。用奶牛乳

蛋白!5678203 抗体进行免疫印迹测定，结果表明，第

二代乳腺细胞仍具有一定的分泌功能（图 ,）。

图 + 乳腺上皮细胞特征鉴定
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图 , 乳腺细胞!5678203 表达的检测
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! ’( 乳腺细胞亚结构的观察

乳腺上皮细胞核内常染色体均匀分布，胞质内

有丰富的粗面内质网，成群排列，其上附有核糖体，

此外还有丰富的游离核糖体，高尔基复合体也很发

达，在其成熟面附近有中等密度的分泌颗粒，细胞表

面有上皮细胞微绒毛结构（图 &R）。体外培养的乳

腺细胞具顶质分泌的特征，高尔基分泌泡、脂肪滴等

物质聚集在细胞顶部，形成富有微绒毛的顶质突起，

内有聚集的核蛋白体和一些小泡，有些小泡有中等

电子致密的无定形状物质（图 &T）。实验结果表明，

体外培养的乳腺细胞生长状态良好，分泌上皮的细

胞特征完备。

! ’) 高温对细胞亚结构的影响

P(U和 P&U的高温热处理对细胞超微结构的

作用相似，P&U作用略强。高温作用后细胞核出现

凝集现象，染色质固缩边缘化，呈指环状分布（图

PVP !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 +((V，/@E’+,，"@’,



!"），细胞质内出现大量的空泡状结构，并观察到凋

亡小体的产生（图 !#），凋亡小体的形成是细胞凋亡

的典型特征。对细胞器的观察发现，高尔基体发生

膨胀，线粒体形态变圆、膨胀，内部的嵴断裂，甚至空

泡化，在线粒体周围出现较多的次级溶酶体，提示线

粒体膜崩裂后释放的酶等内容物被溶酶体吞噬（图

!$）。

! 讨论

!"# 乳腺上皮细胞的形态学特征

本实验建立了简易的细胞培养方法，利用胶原

酶、胰酶对上皮细胞和成纤维细胞不同的消化敏感

性，以剔出成纤维细胞，并利用上皮细胞和成纤维细

胞所需贴壁时间的长短，采用反复贴壁法，进一步筛

除成纤维细胞，结果表明，% & !% 代内保持了良好的

上皮细胞特征，染色体未发生缺失和突变，表明该体

外培养体系稳定，细胞生长性能良好，形态正常。

细胞在生长的过程中呈典型的上皮样形态，出

现上皮细胞特有的拉网结构，与山羊乳腺上皮拉网

结构相同［’］。拉网的形成可能与分泌透明质酸酶有

关，使细胞间质发生液化，导致细胞相互分离甚至

脱落。细胞群在生长过程中出现各种形态，如细胞

呈多角形紧密连接成片生长，与 ()*+,- 报道的奶牛

乳腺原代上皮细胞形态极为相似［!.］，细胞群还形成

乳腺泡状的结构，呈腔体状，这与 /-*+0+1（!’’2）和

3-)4156 等人描述的奶牛乳腺上皮细胞的形态相

同［7，!!］。乳 腺 细 胞 培 养 时 出 现 的 滴 状 分 泌 物 与

8-9:59;199 对大鼠乳腺癌细胞单细胞克隆过程中观

察到的现象相似［%’］，与孙丽翠对兔子乳腺细胞原代

培养观察相一致［<.］，经 8=>;=9, 分析，证明体外培养

的乳腺细胞仍具有一定的分泌性。

上皮 细 胞 鉴 定 中 使 用 了 角 蛋 白（?@;16=9-;+,，

?A）、波形蛋白（B+C=,;+,）两种细胞标志性蛋白抗

体。?A 广泛应用于分辨不同组织来源及分化状态

的上皮细胞［!%，!<］。?AD 和 ?A!D 是上皮细胞的标志

物，应用于乳腺上皮细胞的鉴定。B+C=,;+, 是间质

细胞特异性表达的一种中间纤维蛋白，与 ?A 均属

于中间纤维蛋白家族的成员，参与细胞骨架的构成，

是间质细胞、成纤维细胞的标志蛋白之一。最初在

细胞生物胚胎发育过程中，发现某些上皮细胞在与

其周围间质的相互作用过程中，逐渐获得了一些间

质细胞的特有性状，表现为丧失部分上皮细胞特征

（细胞间连接丢失，某些粘附分子下调，细胞极性丧

失）、获得部分间质细胞特征（成纤维细胞样外形，波

形蛋白等间质细胞特有蛋白的表达），这种现象被称

为“上皮E间质转化”（=F+;4=)+-) C=>=,G4@C-) ;9-,>+;+1,，

(H3）［!I］。而后，在体外培养的很多上皮细胞中也发

现存在 (H3 现象［!7，!2］，推测 B+C=,;+, 与细胞的生长

分化状态以及细胞游走迁移有关［!J，!D］。在前列腺

癌、乳腺癌、肺癌和结肠癌患者的转移灶肿瘤细胞中

B+C=,;+, 高表达，并认为这与增强癌细胞攻击行为

密切相关［!’ K %!］。本试验中未发现 B+C=,;+, 的阳性

表达，说明该培养体系的乳腺上皮细胞未出现“上皮

K 间质转化”。

乳腺上皮细胞的结构与其功能密切相关。实验

中发现在高尔基体成熟面附近观察到中等密度的分

泌颗 粒（ LM），这 与 N-5)1+, 等 人 的 报 道 极 为 相

似［%%，%<］。此外还观察到体外培养的乳腺细胞具有顶

质分泌的特征，与授乳期所见的蛋白质分泌颗粒的

结构非常类似，与 M)19+- 报道的乳腺细胞超微结构

相似［%I］。

!"$ 高温对乳腺细胞亚结构的影响

检测细胞凋亡的方法很多，但最权威的方法是

对细胞超微结构的观察，本实验采用透射电镜观察

法研究高温对乳腺细胞的影响。实验表明，高温诱

导乳腺细胞核固缩，核内常染色质浓缩为异染色质，

并聚集在核的边缘。每个细胞核内的 OPQ 含量是

十分恒定的，它不依细胞类型和机能状态不同而改

变，但是常染色质和异染色质的含量，常因细胞类型

和机能状态不同而有差别，凡是代谢活动旺盛的、进

行多种合成机能的细胞，需要从细胞核 OPQ 转录大

量信息运送到细胞质内，常染色质多，而异染色质

少；反之，不需要从细胞核向细胞质运送大量信息，

异染色质多，常染色质低少，细胞代谢活动低［%7］，本

实验结果提示高温热刺激对细胞核的信息运送产生

了抑制作用，细胞代谢处于抑制状态。此外，我们还

观察到凋亡小体。凋亡小体是凋亡细胞内聚集的染

色质块，经核碎裂形成大小不等的染色质块（核碎

片），释放到胞质中，通过发芽、起泡等方式形成一个

球形的突起，并在其根部较窄而脱落形成一些大小

不等，内含胞质、细胞器及核碎片的膜包小体，它是

A=99 定义细胞凋亡的形态学基础。凋亡小体可被巨

噬细胞或邻近细胞吞噬，被溶酶体酶所降解。

细胞受到高温热刺激后，细胞器结构发生改变，

尤其以线粒体的变化最为显著，表现为嵴数目减少、

排列紊乱、线粒体肿胀、线粒体膜解体，空泡化等，这

可能与钙离子重新分布后引起线粒体膜电位下降，

继而破坏线粒体蛋白转运及心磷脂的合成有关。本

实验与李建明、陶梅、康可人等人观察上皮细胞凋亡

过程中线粒体形态变化相类似［%2 K %D］。许多研究表
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明，线粒体损伤是导致细胞凋亡的中心环节，引发了

细胞凋亡的级联反应。
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