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一种提高体外培养细胞中期分裂相的新方法
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摘!要!为了提高体外培养细胞中期分裂相$用黄牛胎儿成纤维细胞系 !TUU"和西门塔尔小牛成纤维细胞系!VPU"

为实验材料$先经$W低温休克再用秋水仙素处理后制备染色体$比较了不同低温休克处理时间获得的中期分裂相

百分率$并运用该方法对!’代内TUU和VPU核型变异进行了分析%实验发现$TUU和 VPU经低温休克中期分裂

相百分率显著高于对照组!/"’X’%"%其中$!’7低温组中期分裂相!#)G"Y和$’G!Y"高于对照组!$G"Y和

&X$Y"%倍以上!/"’X’)"%实验结果表明$$W低温休克法是一种提高体外培养细胞中期分裂相的简便方法$适

于监测体外培养细胞核型变异%
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!!成纤维细胞是一种用于体细胞克隆的供体细
胞$由于其取材方便*安全&)’$在核移植技术研究中

广泛应用&!!&’%供体细胞必须是完整的二倍体$以
保证克隆后代的遗传性状%但体外培养过程会引起



细胞遗传变异&"’$因此核移植前需要分析细胞核型%
获得大量中期分裂相是制备优良染色体标本的先决

条件%体外培养细胞在指数生长期时分裂相虽多$
但都处于不同分裂期$其中处于分裂中期的细胞数
并不多%常用的秋水仙素法&Q’$通过阻止纺锤体形
成使细胞停止在分裂中期$从而截获更多的中期分
裂相%然而$随着秋水仙素剂量加大或作用时间加
长$在获得更多中期分裂相的同时$也会使染色体缩
短甚至破碎$影响结果观察%本实验采用$W低温
休克法$获得的牛成纤维细胞中期分裂相比传统秋
水仙素法提高%倍以上%同时$采用摇落法选择收
获分裂期细胞$使制片后中期分裂相比例更高$更易
观察%目前$有关$W低温休克法提高体外培养细
胞中期分裂相的研究尚未见报道%

)!材料和方法

<=<!材料

)G)G)!实验材料
牛成纤维细胞VPU和TUU$由新疆农业部家畜

繁育生物技术重点开放实验室提供%细胞培养皿购
自V-.:5:6公司%

)G)G!!试剂和仪器

@MHM高糖培养基$优级胎牛血清$秋水仙素等
试剂分别购自N529-*439;-:0和*56B?公司%其余
试剂均为国产分析纯%V4*光学显微镜和 M̂8<!倒
置相差显微镜为 \;3B,+>公司产品$OO)&]b+

OO%’&’]bV\! 培养箱为40.?0+>公司产品%

<=>!方法

)G!G)!低温休克法制备染色体标本
取对数生长期牛成纤维细胞 VPU和TUU$以

)’% 细胞+BK的密度接种于含!BK@MHMc)’Y
UO*的#%BB! 细胞培养皿中$于#"W*饱和湿度*

%YV\! 培养箱培养%待细胞汇合至&’Y!"’Y$
置$W冰箱低温休克处理一定时间$吸除培养液$加
入含’G)#6+BK!VPU"和’X’&#6+BK!TUU"秋水仙
素的@MHM%继续培养#7后$采用摇落法$横向反
复摇动培养皿收获上清中分裂期细胞$按常规空气
干燥法&(’制片$N50B>?染色后镜检%

)G!G!!传统秋水仙素法制备染色体标本
生长至&’Y!"’Y汇合的VPU和TUU细胞$

不经低温休克处理$分别加入终浓度’G)#6+BK和

’X’&#6+BK秋水仙素的@MHM培养$其他同上%

)G!G#!低温休克处理时间对细胞中期相的影响
将汇合&’Y!"’Y的VPU和TUU细胞随机分

成对照组和低温组$低温组根据处理时间分为$个
亚组%对照组$不经$W处理直接加秋水仙素培养#
7)低温组分别置$W低温休克处理%7*)’7*)%7*

!’7后加秋水仙素培养#7%高倍镜下每片随机选
取)’个视野计数中期相细胞$并计算中期分裂相百
分率%中期分裂相百分率d中期细胞数+观察细胞
数e)’’Y%

)G!G$!低温休克法在细胞核型变异分析中的应用

)’*)%*!’代VPU和TUU细胞按低温休克法制
备染色体$选取)’’个分散良好的中期分裂相$统计
染色体畸变类型和频率数目$并计算核型变异率%

)G!G%!数据统计分析
统计结果以*C**))G’软件进行8检验$/"

’X’%时差异显著%

!!结!果

>=<!低温休克处理时间对细胞中期相数目的影响
从表)可见$TUU和 VPU低温组与对照组相

比$中期分裂相百分率均有显著差异!/"’X’%"%
随着低温休克处理时间延长$VPU和TUU中期分裂
相百分率均增高%在!’7低温组中$细胞中期分裂
相百分率!TUU#)G"Y和VPU$’G!Y"最高$高于对
照组!TUU$G"Y和VPU&G$Y"%倍以上!/"’X’)"%
根据分裂期细胞胞体呈圆球形$折光性强的特点$在
倒置相差显微镜下可见$TUU经低温休克处理后分
裂期细胞明显多于对照组!图)*图!"$制片后获得
的中期分裂相比例也较高!图#"%

图<!低温处理<?)@AA分裂期细胞!e)’’"

A23=<!’2(#(2//%&&1#+@AA0+(%,+,%%B2.3
+#,<?)!e)’’"

!"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图>!@AA对照组分裂期细胞!e)’’"

A23=>!’2(#(2//%&&1#+@AA2./#.(,#&3,#47!e)’’"

图C!低温处理<?)@AA中期分裂相细胞!e!’’"

A23=C!’%(07)01%/%&&1#+@AA0+(%,

+,%%B2.3+#,<?)!e!’’"

>=>!低温休克法在细胞核型变异分析中的应用
采用低温休克法获得的大量中期分裂相$发现

!’代内胎牛成纤维细胞TUU保持二倍体核型!图

$"%而小牛成纤维细胞VPU)’代内呈二倍体核
型$但培养至)%代后出现三倍体*四倍体核型$!’
代细胞核型变异率!)%Y"高于)%代!(Y"!/#
’X’%$表!"%这说明体外长期传代培养的胎牛成纤
维细胞TUU染色体能够正常复制和分裂%

图D!@AA染色体!!:$e)’’’"

A23=D!E)%/),#5#1#5%#+@AA!!:$e)’’’"

表<!不同低温休克处理时间对细胞中期相数目的影响
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表>!不同代次牛成纤维细胞核型变异率比较
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细胞

V0;;

培养代次

C?>>?60

染色体数目

P-G-D97.-B->-B0

核型变异率

b?.5?/5-:.?/0
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#!讨!论

骨髓细胞*外周血淋巴细胞和体外培养细胞是
动物染色体制备最常用的#种途径%骨髓细胞分裂
指数高$淋巴细胞由于有丝分裂刺激剂的作用$二者

$"#!#期!!!!!!!!!!!!!侯!颖等#一种提高体外培养细胞中期分裂相的新方法



均能获得丰富的中期分裂相%但大多数体外培养细
胞在指数生长期时$细胞分裂指数在%Y以内%虽
然传统的秋水仙素法对提高体外培养细胞中期分裂

相有一定效果$但尚不能满足研究需要%为此$本实
验利用$W低温休克法来提高体外培养细胞中期分
裂相$其原理是低温休克可逆地抑制@PI合成而不
影响其他期细胞沿细胞周期运转$使细胞群体同步
于*期$此时再用秋水仙素处理来抑制细胞有丝分
裂装置形成$可将细胞阻断于分裂中期%另外$根据
分裂期细胞变圆$应力纤维和细胞质微管消失&)’’$
稍加振荡即可脱落的特点$采用摇落法这一简易方
法来选择性收获分裂期细胞$防止了大量间期细胞
混入$起到了类似提高分裂相比例的效应%
本实验结果表明$与对照组秋水仙素法相比$低

温组获得的牛成纤维细胞中期分裂相显著高于前者

!/"’X’%)表)"$而且随着低温处理时间延长$中期
相细胞增加%!’7 低温组中期分裂相百分率
!TUU#)G"Y$VPU$’G!Y"$高于对照组!TUU$G"Y
和VPU&G$Y"%倍以上!/"’X’))表)"%可能是长
时间的低温休克会使更多的细胞同步于*期$从而
获得更高的分裂指数效应%据报道细胞分裂受阻能
持续)&!!’7&))’%随着体细胞克隆技术和组织工
程技术的迅速发展$核移植供体细胞和胚胎干细胞
!H*"的体外培养成为当今生物技术的研究热点%
供体细胞和H*细胞在体外培养过程中易失去二倍
体核型$需要定期检查细胞核型变化%因此$建立

$W低温休克法来提高培养细胞中期分裂相$在核移
植供体细胞选择和H*细胞诱导分化监控方面具有
重大应用价值%

$W低温休克法的独特之处在于$在细胞培养中
采用同步化处理来提高分裂指数$具有便于操作*重
复性好*对细胞损伤小及所需材料少的优点%该方
法不仅为监测体外长期培养细胞核型变化提供了有

效的方法$也为开展原位杂交等细胞遗传学分析奠
定了基础%应用该方法时要注意#!)"掌握好体外
培养细胞动态$以&’Y!"’Y汇合度为宜$此时细
胞处于对数生长期有较多的分裂相)!!"鉴于低温
休克处理!’7与)%7获得的中期分裂相差异不显
著$为节约时间和便于安排实验$以)%7低温休克
处理为宜$超过!’7会影响细胞活力)!#"采集分裂
期细胞时勿用力过大$以免非分裂细胞脱落影响

观察%

参 考 文 献#H%+%,%./%1$!

&)’!K̂]f5<K-:6$_IPNM5:<J?:6$K̂f5:<*-:6$*]PZ5:6<T+?:$E]

‘75$V4HP@?<T+?:GV+;/+.0-D2-A5:00?.D52.-2;?>/>G’<84

I66B6.+<4(+-+<4$)((($$%!$"#$"!!$"#0
刘冀珑$王敏康$李劲松$孙青原$徐!直$陈大元G牛耳成纤维

细胞的培养G动物学报$)((($$%!$"#$"!!$"#G
&!’!V520;;5fO$*/590*K$N-;+0L0Cf$J?:0ff$f0..3f$O;?9L<

S0;;V$C-:9010K0-:UI$=-2;fMGV;-:01/.?:>60:599?;A0>

,.-1+901D.-B:-:g+50>90:/D0/?;D52.-2;?>/>G(<+*-<*$)((Q$

!Q’#)!%&!)!%Q0
&#’!J00D0.VK$J03>/-:=$K?a?.5>I$O7?/5?O$O065:̂ $O5;-10?+

I*$‘7-+Uf$J?D515P$_?:6O$O?;1?>>?..04$J?.?/a?>V

PGC.-1+9/5-:-D9;-:016-?/>?D/0.:+9;0?./.?:>D0.+>5:6?1+;/

>-B?/5990;;>G)+6B6.269#*>76?@<8+6-$!’’!$&&#)((!!’#0
&$’!*97:50L0IH$J5:1If$=5/9750_I$M39-9LJ$*9-//I=$

=5/9750M$_5;B+/̂$V-;B?:I$V?B,20;;J4G4+B?:D?9/-.$

/.?:>60:59>700,,.-1+90123/.?:>D0.-D:+9;05D.-B/.?:>D09/01

D0/?;D52.-2;?>/>G(<+*-<*$)(("$!"Q!%#$&"#!)#’!!)##0
&%’!\:-T$*75B-a?S?J$M+6+..+B?JGV;-:01B590D.-BD52.-<

2;?>/90;;>?..0>/01?/B0/?,7?>023?>0.5?;:+9;0?./.?:>D0.G

)+6B#*>67?$!’’)$&$#$$!%’0
&&’!\:5>75I$̂S?B-/-M$IL5/?8$M5L?S?*$8?L01?J$IS?/?

8$4?:?1?4$C0..3IVGC569;-:5:623B59.-5:F09/5-:-DD0/?;

D52.-2;?>/:+9;05G(<+*-<*$!’’’$!Q(!%$Q!"#))QQ!))(’0
&"’!J+0>_I$V?.:S?/7f_$P50B?::4$C?+;@G*0.+B10,.5A?<

/5-:5:1+901 @PID.?6B0:/?/5-:-D,-.95:0D0/?;D52.-2;?>/>G

&A*+76.*-6B6.2$!’’’$%##!!Q!!#(0
&Q’!_IPNT5<C5:6$V4PHN‘?5<T+G870B0/7-1>-D,.0,?.5:6

0?.;3B0/?,7?>097.-B->-B0>?:1/70>/+13-D/705.N<2?:15:6

,?//0.:>5:B-+>0D52.-2;?/>G!*7*?+84;!O05F5:6"$)(Q($))!)"#

!)!!#G
王一平$程在玉G小鼠成纤维细胞早中期染色体标本制备及N
带核型分析G遗传$)(Q($))!)"#!)!!#G

&(’!TIPN‘75<M5:6G85>>+00:65:00.5:6GO05F5:6#V70B59?;̂:1+>/.3

C.0>>$!’’!$)%%!)%"G
杨志明G组织工程G北京#化学工业出版社$!’’!$)%%!)%"G

&)’’_IPNJ+:<=0:$E]H*7?-<O?5$K̂]4+5<8+GV0;;O5-;-63!*09<

-:1 H15/5-:"GO05F5:6#O05F5:6 80?970.<8.?5:5:6 ]:5A0.>5/3

C.0>>$)((Q$!Q"!!(#G
汪堃仁$薛绍白$柳惠图G细胞生物学!第二版"G北京#北京师

范大学出版社$)((Q$!Q"!!(#G
&))’H‘70:6G8097:-;-63-D85>>+0V+;/+.0?:1M-;09+;?.V3/-;-63G

O05F5:6#O05F5:6C.0>>$)(($$)&$!)&"G
鄂!征G组织培养和分子细胞学技术G北京#北京出版社$

)(($$)((!!’)G

%&# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!


