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摘　要：采集天祝白牦牛胚胎肾组织，用胰蛋白酶热消化法制备原代细胞，通过差速消化和差速贴壁法继代培养和

细胞纯化，扩增至Ｆ３代后冷冻保存，并对复苏细胞的形态、活力、生长曲线、荧光蛋白质粒转染表达、核型以及乳酸

脱氢酶同工酶等生物学特性进行了分析。结果显示，原代和传代细胞生长形态良好，群体倍增时间为２７．２ｈ；染色

体２ｎ＝６０；二倍体为７４％，占主体；乳酸脱氢酶同工酶电泳图谱有明显特征，ＬＤＨ５浓度较高，活性较强；外源质粒

在该细胞中能进行复制和表达；细菌、真菌、病毒、支原体检测呈阴性。表明本研究已成功建立天祝白牦牛肾组织

成纤维细胞系，该细胞系的建立，使天祝白牦牛这一国家重要种质资源在细胞水平上得以保存，也为基因组文库和

体细胞克隆等研究提供了理想的生物材料。
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证，确定为“国内外牦牛中极其珍贵的地方类群”，被

载入《中国牛品种志》和《甘肃省畜群品种志》。１９９６

年，国家级天祝白牦牛种质资源保护项目正式被国

家农业部批准立项，为白牦牛畜种的发展提供了有

力的保障。但保护这一物种基因资源，维护生物多

样性，维持其种群数量等任务仍十分艰巨。本研究

从培养和保存二倍体稳定细胞—成纤维细胞入手，

对该细胞系的生物学特性进行研究，以期使这一稀

有品种的遗传资源从细胞水平上长期保存下来，同

时也为构建基因组文库，体细胞克隆，基因遗传多样

性研究等提供理想的生物学材料［１３］。

１　材料与方法

１１　材料

　　ＣＫ４０３２ＰＨ 型倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）、

ＣＫ４１型荧光倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）、３１１０型

ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）、普通生物显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）、

ＭＰ１２０型便携式酸度计（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ）、

液氮贮存器（Ｔｈｅｒｍｏ）、ＤＹＹ１２型电泳仪及电泳槽

（北京六一仪器厂）、ＡＲ２１４０型电子天平（奥豪斯公

司）、生物洁净工作台等。

　　ＭＥＭ（ＨｙＣｌｏｎｅ）、胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ）、胰蛋

白酶 （Ｇｉｂｃｏ）、ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ）、ＰＢＳ（自制）、０．８５％

ＮａＣｌ（自制）、青霉素、链霉素（国产）、秋水仙素（Ｓｉｒ

ｉｕｓ进口分装）、Ｇｉｅｍｓａ染料（Ａｍｒｅｓｃｏ）、Ｔｒｙｐａｎ

ｂｌｕｅ（Ｓｉｇｍａ）、ＴＨＩＯ（ＤＩＦＣＯ）、ＴＳＢ（ＤＩＦＣＯ）、Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３２５８（Ｓｉｇｍａ）、牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ，中

国兽药监察所 ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）、丙烯酰胺（Ａｃｒ，国

产）、甲叉双丙烯酰胺（Ｂｉｓ，Ｃｘｂｉｃ进口分装）、吩嗪硫

酸甲酯（ＰＭＳ，Ｇｅｎｅｒａｙ　Ｂｌｏｔｅｃｈ　Ｃｏ．Ｌｔａ）、氯化硝

基四氮唑蓝（ＮＢＴ，ＧｅｎｅｒａｙＢｌｏｔｅｃｈＣｏ．Ｌｔａ）、辅酶

Ⅰ（ＮＡＤ
＋，ＡＭＲＥＳＣＯ）、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ，

Ｓｉｇｍａ）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、红色荧光蛋白质粒（ｐＤｓＲｅｄ

ＭｏｎｏｍｅｒＮ１，Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）、脂质体（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００，ｉｎｖｉｔｏｇｅｎ）等。

１２　方法

１．２．１　样品采集　所有样品均采自天祝县某屠宰

场。在屠宰场选取受孕母牛，屠宰剖开腹腔后，剪取

子宫，用线绳扎住宫颈，立即放入８～１２℃的标本箱

中并与冷媒保持一定距离，在６ｈ内运输到实验室；

在生物洁净工作台内无菌取出胎牛，剖开胎牛腹腔，

将其整个肾脏取下，置于已消毒的９０ｍｍ培养皿

并做好标记。

１．２．２　原代培养　用０．２５％胰蛋白酶热消化的方

法［４］分离细胞并进一步培养，原代培养接种浓度约

５．０×１０５／ｍＬ，置于培养箱（ＣＯ２浓度５％，３７℃）中

培养。视原代细胞的贴壁生长情况，在视野中出现

大量细胞明显贴壁时，换加等量的新鲜细胞培养液

继续培养。

１．２．３　传代培养　当培养的细胞８０％～９０％汇合

后，采用常规的方法［５］进行传代，在传代时采用差速

消化和差速贴壁法［６］，纯化成纤维细胞。视细胞生

长和代谢物情况进行换液，适时观察拍照记录，同时

也可进行相应的生物学特性研究。

１．２．４　 细胞保存 　 采用液氮超低温保存 （－

１９６℃），冻存前２４ｈ更换新鲜培养液，常规法消化

细胞，制备成细胞悬液后通过计数计算细胞总量。

以１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ弃上清再重复离心１

次，尽量除去胰蛋白酶。加入４℃预冷的冻存保护

液（９０％ＦＢＳ＋１０％ＤＭＳＯ或７０％ＭＥＭ＋２０％ＦＢＳ

＋１０％ＤＭＳＯ），调整细胞密度约３．０×１０６／ｍＬ。每

支冻存管中装约１ｍＬ后封口，标明日期、品种、细

胞名称和培养代数。冻存管置于４～８℃使其ＤＭ

ＳＯ充分渗透到细胞内，平衡２ｈ，移到液氮罐液氮

表面以上预冷，再每隔一定时间向下降一定高度，约

２ｈ完全放入液氮罐底部。

１．２．５　细胞复苏　从液氮中取出冻存管，立即投入

３９～４０℃水中快速晃动，直至冻存液完全融解，最好

在９０ｓ内完成复温过程。移入洁净工作台中加入

约１０ｍＬ（５０ｍＬ培养瓶）培养液，置５％ ＣＯ２培养

箱中培养，２ｈ后换加等量的新鲜细胞培养液以降

低ＤＭＳＯ对细胞的损害作用。根据以下试验进展

情况，及时进行传代。

１．２．６　细胞活力检测　用台盼蓝染料排除法
［６］，将

待检细胞复苏后稀释１０倍制成细胞悬液，取细胞悬

液０．５ｍＬ＋ｌ％台盼蓝染液０．５ｍＬ，混匀。血球计

数板计数［７］，健康活细胞胞体完整，细胞透明，不着

色，凡着色呈蓝色者均为死细胞。活细胞和死细胞

分别计数，计算活细胞占细胞总数的百分数即细胞

活力。冻存前和复苏后细胞分别计数１０００个细

胞，并计算细胞活力。

１．２．７　复苏细胞生长曲线　将复苏后传代１次的

细胞，调整终浓度为１．０×１０４／ｍＬ并接种到２４孔

培养板上，继续培养，连续计数７ｄ，每次计数３个

孔，将计数结果应用ＳＰＳＳ１０．０软件进行处理，绘制

生长曲线并求得倍增时间参数（ＰＤＴ）
［８］。

７２７
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１．２．８　复苏细胞染色体分析　按照常规方法进行

染色体制片［５，９１０］，Ｇｉｍｅｓａ染色后油镜下观察并照

相。对５０个铺展完好的中期相统计染色体数目，并

进行核型分析。

１．２．９　同工酶分析　首先收集细胞，用ＰＢＳ清洗，

约５×１０７／ｍＬ细胞重悬，制备酶的提取液。回收上

清液，贮存于－７０℃。采用不连续聚丙烯酰胺凝胶

电泳的方法［１１１２］对样品进行分析。电泳结束后，将

浓缩胶割去，同酶试剂反应，孵化５～２０ｍｉｎ，洗胶、

干燥、检测［１２］。

１．２．１０　细菌、真菌、支原体检测

１．２．１０．１　细菌、真菌检测：　所有的待检细胞在无

抗生素培养液中培养，传代后３ｄ内进行检测。在原

代培养和传代同时，显微镜下观察有无活动的黑色颗

粒；并取２ｍＬ细胞培养液分别加入ＴＳＢ和ＴＨＩＯ培

养基中，培养１４ｄ，观察培养基有无颜色变化；

１．２．１０．２　病毒检测：　日常培养中，在相差显微镜

下注意观察有无蚀斑、空斑等病毒损伤情况；另外随

机挑选细胞进行外源因子试验［１３］。

１．２．１０．３　支原体检测：　培养法及ＤＮＡ荧光染

色法［１４］对复苏后传代细胞悬液进行检测。

１．２．１１　荧光蛋白质粒转染表达　选取致密度达

７０％～８０％且生长旺盛、形态好的细胞，用ＰＢＳ漂

洗细胞２次，将ＤＮＡ、脂质体和不含血清的培养液

的混合物滴加在待转染的细胞表面，于ＣＯ２培养

箱中继续培养５～２４ｈ，倒掉转染液，加入含血清

的培养液，于培养箱中继续培养细胞，在４８８ｎｍ

蓝色荧光激发下观察红色荧光蛋白的表达结果，

并拍照。

２　结　果

２１　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞形态学观察

　　１～２ｄ后便可见大量上皮样细胞与成纤维样

细胞混杂生长，４～６ｄ后便可铺满瓶底。细胞经传

代、筛选纯化后，成纤维细胞生长逐渐占优势，经２

～３次传代，即可完全排除上皮型细胞。细胞贴壁

后大致呈梭形或不规则形，细胞核位于中央，胞质外

伸出２～３个长短不同的突起，生长时呈放射状、漩

涡状走向，细胞界限不清晰；原代细胞及传代后细胞

见图１、２。

２２　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞冻存前及复苏

后细胞活率

　　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞冻存前细胞活力

图１　天祝白牦牛肾组织成纤维原代细胞

犉犻犵１　犘狉犻犿犪狉狔犲狓狆犾犪狀狋犮狌犾狋狌狉犲犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊狅犳犽犻犱狀犲狔

犳狉狅犿犜犻犪狀狕犺狌犠犺犻狋犲狔犪犽（９６犺，×４０）

图２　天祝白牦牛肾组织成纤维犉３ 代细胞

犉犻犵２　犉３犲狓狆犾犪狀狋犮狌犾狋狌狉犲犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊狅犳犽犻犱狀犲狔犳狉狅犿

犜犻犪狀狕犺狌犠犺犻狋犲狔犪犽（７２犺，×４０）

平均达到９５．４％，复苏后平均达到９３．３％，细胞在

冻存前和复苏后均有较高的存活力，达到９０％以

上。

２３　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞生长的动态观察

　　接种密度为１×１０
４／ｍＬ，每周换液３次。经

ＳＰＳＳ软件统计和计算，得其最大增值浓度４０．５×

１０４／ｍＬ，其平均倍增时间为２７．２ｈ，绘制细胞生长

曲线见图３。

图３　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞生长曲线

犉犻犵３　犜犺犲犵狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳犜犻犪狀狕犺狌 犠犺犻狋犲狔犪犽

犽犻犱狀犲狔犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊

８２７
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２４　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞染色体观察

　　天祝白牦牛体外培养的成纤维细胞正常染色体

数为２ｎ＝６０，包括２９对常染色体和１对性染色体，

常染色体２９对为端着丝点染色体，性染色体Ｘ和

Ｙ染色体为近中着丝粒染色体，计数５０个细胞染色

体数目时，对２ｎ＝６０的进行统计，为７４％，染色体

中二倍体占主体。染色体的特征见表１、２和染色体

核型见图４、５。

表１　天祝白牦牛成纤维细胞染色体特征（♂）

犜犪犫犾犲１　犆犺狉狅犿狅狊狅犿犲犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊（♂）

编号

Ｎｏ．

相对长度

Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｎｇｔｈ

类型

Ｔｙｐｅ

编号

Ｎｏ．

相对长度

Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｎｇｔｈ

类型

Ｔｙｐｅ

１ ５．７４±０．１３ Ｔ １７ ３．１５±０．１７ Ｔ

２ ５．３７±０．１９ Ｔ １８ ３．１１±０．１５ Ｔ

３ ４．８１±０．１４ Ｔ １９ ３．０１±０．０７ Ｔ

４ ４．７２±０．２１ Ｔ ２０ ２．９６±０．１３ Ｔ

５ ４．３１±０．１５ Ｔ ２１ ２．８７±０．２０ Ｔ

６ ４．０７±０．１２ Ｔ ２２ ２．８２±０．１８ Ｔ

７ ４．０７±０．０９ Ｔ ２３ ２．７８±０．０７ Ｔ

８ ３．７０±０．１１ Ｔ ２４ ２．７７±０．０９ Ｔ

９ ３．７０±０．０５ Ｔ ２５ ２．６７±０．１５ Ｔ

１０ ３．７０±０．１９ Ｔ ２６ ２．６５±０．１３ Ｔ

１１ ３．６６±０．１６ Ｔ ２７ ２．６３±０．１９ Ｔ

１２ ３．６１±０．０４ Ｔ ２８ ２．５９±０．０４ Ｔ

１３ ３．５２±０．０２ Ｔ ２９ ２．５９±０．１２ Ｔ

１４ ３．３３±０．１８ Ｔ Ｘ ５．８６±０．０６ ＳＭ

１５ ３．１９±０．１１ Ｔ Ｙ ０．９０±０．１９ ＳＭ

１６ ３．１５±０．１３ Ｔ

表２　天祝白牦牛成纤维细胞染色体特征（♀）

犜犪犫犾犲２　犆犺狉狅犿狅狊狅犿犲犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊（♀）

编号

Ｎｏ．

相对长度

Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｎｇｔｈ

类型

Ｔｙｐｅ

编号

Ｎｏ．

相对长度

Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｎｇｔｈ

类型

Ｔｙｐｅ

１ ５．８０±０．０８ Ｔ １７ ３．００±０．０８ Ｔ

２ ８．２０±０．１２ Ｔ １８ ２．９５±０．２４ Ｔ

３ ４．９１±０．１５ Ｔ １９ ２．８４±０．２１ Ｔ

４ ４．８３±０．０４ Ｔ ２０ ２．８４±０．３１ Ｔ

５ ４．２６±０．２３ Ｔ ２１ ２．７８±０．２０ Ｔ

６ ４．０１±０．２４ Ｔ ２２ ２．７６±０．１６ Ｔ

７ ３．９８±０．０８ Ｔ ２３ ２．６２±０．１３ Ｔ

８ ３．８３±０．０９ Ｔ ２４ ２．６２±０．２１ Ｔ

９ ３．８２±０．２１ Ｔ ２５ ２．６１±０．２２ Ｔ

１０ ３．８０±０．３１ Ｔ ２６ ２．５８±０．１７ Ｔ

１１ ３．７２±０．２４ Ｔ ２７ ２．４３±０．０９ Ｔ

１２ ３．５２±０．２６ Ｔ ２８ ２．４０±０．０５ Ｔ

１３ ３．３１±０．１５ Ｔ ２９ ２．３４±０．１５ Ｔ

１４ ３．１９±０．１４ Ｔ Ｘ ５．７８±０．１６ ＳＭ

１５ ３．１４±０．０９ Ｔ Ｘ ５．７２±０．１４ ＳＭ

１６ ３．０８±０．０１ Ｔ

２５　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞同工酶分析

　　通过聚丙烯酰胺凝胶电泳，对天祝白牦牛肾组

织成纤维细胞的乳酸脱氢酶进行了测定，并与大通

牦牛肾组织成纤维细胞电泳图谱进行比较，结果见

图６。从图中看出，天祝白牦牛乳酸脱氢酶同工酶

显示ＬＤＨ１、ＬＤＨ２、ＬＤＨ３、ＬＤＨ４、ＬＤＨ５５条谱带，

大通牦牛只显示４条谱带，缺ＬＤＨ５谱带，二者比

较，对应谱带的浓度明显不同。

图４　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞染色体核型（♂）

犉犻犵４　犕犲狋犪狆犺犪狊犲犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲犪狀犱犻狋狊犽犪狉狔狅狋狔狆犲狅犳犜犻犪狀狕犺狌犠犺犻狋犲狔犪犽（♂）

２６　荧光蛋白质粒转染表达

　　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞经脂质体介导红

色荧光蛋白质粒（ｐＤｓＲｅｄＭｏｎｏｍｅｒＮ１）转染后１２

ｈ即可见发红色荧光的细胞，分布均匀，但强度较

弱。转染２４ｈ后阳性细胞明显增多，强度增强（图

７）。

２７　污染的检测

２．７．１　细菌和真菌检测　每次处理细胞时（如：换

液、传代、冻存等）用肉眼检查污染，同时借助显微镜

检查污染，已建库保存的细胞中没有发现污染的特

９２７



畜　牧　兽　医　学　报 ３９卷　

图５　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞染色体核型（♀）

犉犻犵５　犕犲狋犪狆犺犪狊犲犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲犪狀犱犻狋狊犽犪狉狔狅狋狔狆犲狅犳犜犻犪狀狕犺狌犠犺犻狋犲狔犪犽（♀）

图６　天祝白牦牛肾组织与大通牦牛肾组织乳酸

脱氢酶同工酶谱带

犉犻犵６　犜犺犲犫犪狀犱犻狀犵狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犔犇犎犻狊狅狕狔犿犲狋犺犲

犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋犮犲犾犾狊（犃：犜犺犲犠犺犻狋犲狔犪犽；犅：犇犪

狋狅狀犵狔犪犽）

图７　狆犇狊犚犲犱犕狅狀狅犿犲狉犖１转染的天祝

白牦牛肾组织成纤维细胞 （２４犺，

×１００）

犉犻犵７　犉犻犫狉狅犫犾犪狊狋狊狋狉犪狀犳犲犮狋犲犱犫狔狆犇狊犚犲犱

犕狅狀狅犿犲狉犖１狏犲犮狋狅狉

征，将被检细胞的培养液加入到ＴＳＢ和ＴＨＩＯ中进

行培养，结果培养基均清亮透明，且ＴＨＩＯ培养基

分层明显，也未发现污染，阴、阳性对照成立。

２．７．２　病毒检测　Ａ直接观察

　　每次处理细胞时（如：换液、传代、冻存等）用显

微镜观察细胞的形态情况，冻存前培养和复苏后被

检的细胞形态正常，有的细胞培养到１５代时生长仍

良好且形态没有发生改变。

　　Ｂ牛肾原代细胞病变法

　　经冻融处理后的待检细胞液，将其接种到

ＢＶＤＶ敏感的单层牛肾原代细胞（尕里巴牛肾细

胞），培养１４４ｈ后观察细胞ＣＰＥ。试验设立的阴性

对照（图８）和阳性对照（图９）组均成立，待检细胞均

没有出现ＣＰＥ。

图８　未现犆犘犈牛肾原代细胞 （×１００）

犉犻犵８　犖狅狉犿犪犾狆狉犻犿犪狉狔犽犻犱狀犲狔犮犲犾犾狊狅犳犫狅狏犻狀犲（犖犲犵犪狋犻狏犲）

图９　出现犆犘犈牛肾原代细胞（×１００）

犉犻犵９　犆犘犈狅犳狆狉犻犿犪狉狔犫狅狏犻狀犲犽犻犱狀犲狔犮犲犾犾狊（犘狅狊犻狋犻狏犲）

０３７
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２．７．３　支原体检测　Ａ培养法：

　　把经冻融处理后的待检细胞接入专用支原体琼

脂培养基中培养１４ｄ后，阳性对照（ＡＴＣＣ１５５３１

株，图１０）、阴性对照成立时，加入待检细胞液的平

皿上均没有出现支原体菌落，表明细胞没有被支原

体污染。

图１０　支原体犃犜犆犆１５５３１的菌落

犉犻犵．１０　犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪犮狅犾狅狀狔（×１００）

　　ＢＤＮＡ荧光染色法：

　　待检细胞用荧光染料（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８）染色后，

在阳性对照（ＡＴＣＣ１５５３１株，图１１）、阴性对照（图

１２）成立时，待检细胞核外均没有出现荧光，进一步

确认了以上结果。

图１１　支原体阳性对照荧光照片

犉犻犵．１１　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狆犻犮狋狌狉犲犳狅狉犿狔犮狅狆犾犪狊犿犪

狆狅狊犻狋犻狏犲（×１００）

３　讨　论

　　天祝白牦牛肾组织成纤维细胞传代培养第４天

进入指数生长期，到第７天生长进入平稳状态，倍增

时间为２７．２ｈ，最大增殖浓度为４０．５×１０４／ｍＬ，表

明该细胞系生长较慢，且细胞胞体较大。冻存前后

图１２　支原体阴性对照荧光照片

犉犻犵．１２　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狆犻犮狋狌狉犲犳狅狉犿狔犮狅狆犾犪狊犿犪

狀犲犵犪狋犻狏犲（×１００）

细胞活力用狋检验方法统计，狋＝０．０３１＜狋０．０５，犘＞

０．０５，表明冻存前后细胞活力差异不显著，说明冻存

的各项条件对细胞没有损伤，细胞在生长时健康状

况良好，培养条件适宜；染色体数目为３０对，其中二

倍体细胞占主体，冻存复苏细胞染色体没有异常表

现，说明该细胞系为稳定二倍体细胞系，随着传代数

增加，细胞染色体有发生改变的趋势，超二倍体出现

的频率增大，由于需要保存的是二倍体细胞，所以细

胞冻存应当尽量在培养代数早期进行。

　　由于同工酶在种与种之间，甚至种内之间存在

多态性，因此，通过色谱或电泳得到的同工酶图谱是

区别种间细胞系的一个极好的方法［１５１６］，在细胞系

鉴定的质量控制以及种间污染检测中，同工酶多态

性生化分析被认为是标准方法，在世界几个重要的

生物资源中心如ＡＴＣＣ，ＥＣＡＣＣ，ＤＳＭＺ等，常使用

这种方法对细胞的种间污染进行检测［１５１７］。对天祝

白牦牛成纤维细胞系的ＬＤＨ同工酶酶谱进行了检

测，从结果来看，ＬＤＨ有５条区带，与大通牦牛肾组

织的谱图比较，多了 ＬＤＨ５，且 ＬＤＨ５染色浓度较

深，活力较高，说明该细胞系没有种间污染，且存在

明显的种别特征；外源质粒（ｐＤｓＲｅｄＭｏｎｏｍｅｒＮ１）

能在保存的天祝白牦牛成纤维细胞内进行有效复

制、转录、翻译和翻译后修饰，能用于瞬时转染和永

久表达系的建立，这为以后对白牦牛的结构基因组、

功能基因组以及转基因研究等工作提供了依据［１６］。

　　本研究对白牦牛肾组织成纤维细胞的生物学特

性检测项目与美国ＡＴＣＣ细胞库进行比对，除了致

癌性、药物敏感性没有进行，其他项目检测方法基本

一致，且检验结果也符合ＣＡＬ特征要求
［１８］。表明

通过本项研究建立了性质稳定的天祝白牦牛肾组织
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成纤维细胞系，该细胞系的建立，使天祝白牦牛这一

国家重要种质的遗传资源在细胞水平上得以保存下

来，也为相关遗传学研究提供了有效的理论依据和

理想的生物材料。
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