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牛乳腺上皮细胞体外分离培养模式、
方法及其应用进展
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摘　 要： 乳腺由具有泌乳功能的腺泡组成，乳腺上皮细胞（ＭＥＣ）以单层方式排列在腺泡外围，
是乳腺对外界病原进行免疫保护的重要组分，负责将血液中的营养物质通过一系列复杂生化过

程转化为乳汁。 牛乳腺上皮细胞（ＢＭＥＣｓ）的体外分离培养在很大程度上解决了活体试验条件

不可控、操作困难、成本高及个体差异大等诸多问题，还可以为体外研究乳腺组织生长发育规

律、泌乳机制、乳房疾病等提供良好的细胞模型。 本文总结了 ＢＭＥＣｓ 的分类和作用、培养方法、
模式及其在基因表达机理研究和组学中的应用进展，以期为 ＢＭＥＣｓ 体外培养及相关研究提供

有价值的参考和新思路。
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　 　 乳腺作为给犊牛提供生长所需的营养物质和

抗体的外分泌腺体，其内部汇集有大量具有泌乳

功能的腺泡。 腺泡周围的乳腺上皮细胞（ｍａｍｍａ⁃
ｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＭＥＣｓ）以单层而紧密的方式排

列，它是乳腺中合成和分泌乳汁的基本单元，也是

乳腺对外界病原进行免疫保护的重要组分。 乳汁

正是在 ＭＥＣｓ 内由血液中的各类营养物质经过一

系列复杂生化过程而形成，经过腺泡腔、乳腺导管

和乳头管 ３ 个部位，最后从乳头排出体外［１］ 。 长

期以来由于试验设计和操作等方面的需求，体外

培养技术不断成熟，牛乳腺上皮细胞（ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍ⁃
ｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣｓ）体外分离培养技术也

得到了迅速发展和应用，在很大程度上解决了活

体试验条件不可控、操作困难、周期长、成本高及

个体差异大等诸多问题，还可以为体外研究乳腺

组织生长发育规律、泌乳机制、乳房疾病等提供良

好的细胞模型［２－４］ 。 因此，建立稳定的 ＢＭＥＣｓ 体

外培养技术具有重要的实践应用价值［５］ 。 虽然

ＢＭＥＣｓ 的研究已经历半个多世纪，但越来越多的

学者们利用 ＢＭＥＣｓ 开展的研究方向表现出多元

化，体外分离培养的 ＢＭＥＣｓ 依然存在很多新的问

题和缺陷。 本文主要从 ＢＭＥＣｓ 的分类和作用、培
养方法、模式及其在基因表达机理研究和组学中

的应用进展进行简要阐述和总结，以期为 ＢＭＥＣｓ
体外分离培养相关研究提供有价值的参考和新

思路。

１　 ＢＭＥＣｓ 的分类和作用
　 　 作为泌乳系统专有的腺体组织，乳腺的发育

大多发生在出生后［６］ ，实质为高度分枝的树状结

构，以腺泡为功能单位。 Ｃａｐｕｃｏ 等［７］研究表明，在
整个生物体的生殖生命中乳腺经历周期性的重

塑，在每个发情周期中，尤其是在怀孕期间，上皮

细胞数量显著增加，组织中可以检测到更多的腺

泡，之后乳腺渐渐发生退缩，重新恢复至刚开始的

稳定状态。 动物出生后乳腺自外胚层逐渐开始发
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育、生长，外胚层的小叶－腺泡结构包含形成导管

和腺泡基底层的肌上皮细胞、排列在导管管腔内

的 导 管 上 皮 细 胞 以 及 合 成 牛 奶 蛋 白 的

ＢＭＥＣｓ［８－９］ ，一般体外培养的 ＢＭＥＣｓ 均含有以上

３ 种细胞。 Ｍａｒｔｉｇｎａｎｉ 等［１０］ 指出差速贴壁法和差

时消化法很难分离 ＢＭＥＣｓ，只有经过梯度离心等

处理才可将其分开。 ＢＭＥＣｓ 由单层细胞组成并合

成和分泌乳汁进入中央管腔，在导管的中下部形

成腺泡，妊娠期分化增殖，临近分娩时才具有分泌

功能，且在干乳期存在退化现象［１１］ 。 Ｇｒｅｅｎ 等［１２］

和 Ｂａｒｎｅｓ 等［１３］研究表明，家畜泌乳期过后上皮细

胞的退化程度较啮齿类动物小，反刍家畜产犊后

在整个产奶期及干奶期乳腺会发生有节制的轮回

变化，当奶牛到达干奶期或腺泡发生破裂后乳腺

的恢复机制会明显加快，之后乳房内的脂肪细胞

会占据腺泡退化后腾出的空间。 肌上皮细胞是围

绕腺泡和小叶内导管且由分支细胞编织的篮子，
主要通过收缩作用于催产素，从而迫使乳汁经腺

泡进入导管来促使其排出［１４－１６］ 。 Ｒｕｄｌａｎｄ 等［１７］ 研

究还发现，转化生长因子 Ｃ、碱性成纤维细胞生长

因子及表皮生长因子等的受体均可由肌上皮细胞

形成。 此外，越来越多的证据显示肌上皮细胞在

乳腺肿瘤进展中的重要性［１８－２０］ 。

２　 ＢＭＥＣｓ 体外分离培养、纯化及鉴定技术
２．１　 ＢＭＥＣｓ 的体外分离培养技术

　 　 目前实验室常见的 ＢＭＥＣｓ 体外分离培养措

施分别为直接通过活体或体外采集乳腺组织进行

细胞培养；利用胰蛋白酶和胶原酶等对剪碎的新

鲜乳腺组织样进行消化，离心后分离培养；将新鲜

乳腺组织剪成更小的碎肉后通过沉淀和过滤等方

法进行体外培养，或采集牛的新鲜乳汁通过反复

离心进行分离、培养［２１］ 。 就试验取材而言，对试验

样品要求最严格的是乳汁分离法，首先整个取样

过程必须严格消毒，确保无菌操作，乳汁中体细胞

数要求少于 ２００ ０００ 个 ／ ｍＬ，这样会减少免疫细胞

的污染；其次对采集的新鲜乳汁必须保持和牛体

内相近的温度（３７ ℃左右），以免 ＢＭＥＣｓ 活力降

低或出现死亡。 对 ＢＭＥＣｓ 体外分离培养影响较

大的因素除样本要求外，采样时牛所处的妊娠或

泌乳时期也是最关键的一点。 反刍动物分娩后具

备泌乳能力，乳腺内部的腺泡结构在泌乳后期趋

于萎缩、退化，泌乳能力降低，经过组织重塑乳腺

组织恢复到干奶期结构。 因此，乳腺腺泡发育和

分化速度最快的时期处于妊娠中晚期和哺乳期，
同样是 ＢＭＥＣｓ 数目较多且泌乳功能最活跃的时

期，在这个时间段进行取样最为合适。 有研究利

用产犊在 ６ 胎左右且没有乳房及其他疾病的牛为

研究对象，采集处于产奶中期或高峰期的乳腺组

织进行 ＢＭＥＣｓ 的体外培养，结果表明 ＢＭＥＣｓ 有

较高的活性和成活率［２２－２３］ 。 在实际应用中不同的

体外培养方法根据试验设计和需求均可灵活

选择。
　 　 大多数文章报道的 ＢＭＥＣｓ 体外分离培养均

采用牛的乳腺组织［２４－２７］ ，然而乳腺组织内的腺泡

结构并不是孤立的，其外围还包被有较多的结缔

组织、脂肪组织和淋巴结等。 由于腺泡和附属组

织的界限不是很明显，在取材时一定要刻意避开

肉眼可见的非腺泡组织［２］ 。 组织块培养法最关键

的问题在于培养体系条件的控制，虽然培养出来

的 ＢＭＥＣｓ 具有较高的增殖能力，培养的整个过程

中没有过高的成本，操作也不繁琐，但消耗的时间

是几种方法里最长的，而且在后期较难将 ＢＭＥＣｓ
完全纯化出来。 成纤维细胞培养 ３ ～ ４ ｄ 在培养瓶

中已清晰可见，而 ＢＭＥＣｓ 在培养 ７ ～ ８ ｄ 才会陆续

出现［２８］ 。 Ｊｅｄｒｚｅｊｃｚａｋ 等［２９］研究表明，从小母牛身

上采集的乳腺样本是启动原代培养最有效的材

料，且第 ２ 代细胞是分析乳腺功能和基因表达活

性的最佳模型。 Ｌｕ 等［３０］以产高脂肪、高蛋白质乳

和产低脂肪、低蛋白质乳的奶牛乳腺组织作为

ＢＭＥＣｓ 系的来源，建立了高脂肪、高蛋白质乳和低

脂肪、低蛋白质乳 ＢＭＥＣｓ 系，为研究乳脂肪、蛋白

质的基因功能及脂肪代谢机制提供了有利模型。
机械破碎法除兼具组织块培养法的优势外，还具

有分离出的 ＢＭＥＣｓ 数目较高、有较快的增殖速度

的优势［３１］ ，然而此方法对细胞整体具有一定破坏

性，同样存在纯化难度大的问题［２］ 。 酶消化法由

于加快了组织裂解的速度，因此获得细胞的速度

明显较前 ２ 种方法快且纯化后成纤维细胞污染较

少，国内外研究均有报道［２５，３２－３３］ 。 Ｃｈｅｎ 等［３４］ 利用

酶消化法在 ＢＭＥＣｓ 的分离中发现乳滴和空泡结

构。 组织细胞分离中酶的选择及消化的适时程度

是培 养 的 关 键 因 素， 因 此 运 用 酶 消 化 法 分 离

ＢＭＥＣｓ 时研究人员对酶浓度和消化时间的把控至

关重要［３５－３６］ 。 由于在泌乳期乳汁中会经常性地脱

落 ＢＭＥＣｓ，因此也可从乳汁中进行体外分离。 该

７５
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方法简便、易于操作，最大的特点是采样不受限制

且分离的细胞无成纤维细胞污染，ＢＭＥＣｓ 的纯度

较高，在体外具有较快的增殖速度，给研究者节省

更多宝贵的时间。 但该技术对无菌操作要求较

高，分离 ＢＭＥＣｓ 难度稍高，因为免疫细胞在乳汁

中的数量较大，而具有活性的 ＢＭＥＣｓ 数量较少，
因此在实际操作中应用的不多，尽管如此，目前有

很多文献报道已成功从乳汁中分离出 ＢＭＥＣｓ，且
纯度较高［３７－３８］ 。
２．２　 ＢＭＥＣｓ 的纯化技术

　 　 牛乳腺由不同的细胞组成，包括乳房中的上

皮细胞、结缔组织中的成纤维细胞、脂肪细胞以及

血管内皮细胞［１０］ 。 试验中经常可能遇到的主要问

题之一是成纤维细胞的携带，这些成纤维细胞能

够以更高的速度增殖并很大程度影响 ＢＭＥＣｓ 的

正常生长。 自 １９６１ 年乳腺细胞体外培养成功以

来，研究人员经常会被 ＢＭＥＣｓ 中成纤维细胞的污

染而困扰［２］ 。 为解决这一难题，近年来有研究陆

续报道了各种纯化方法，包括刮除法、差速贴壁

法、差时消化法、密度梯度离心法、组织块转培法、
Ｄ－缬氨酸或霍乱毒素的培养基法等，不同的纯化

方法各有特点。 在分离培养初期，ＢＭＥＣｓ 长势较

成纤维细胞缓慢，从而导致 ２ 种细胞的边界较为

明显，无用的成纤维细胞能够用细胞刮刀或无菌

枪头通过刮除的方法分离［３９－４０］ 。 刮除法虽不会对

ＢＭＥＣｓ 造成伤害，但纯化效率较低。 有学者利用

成纤维细胞和 ＢＭＥＣｓ 对消化酶敏感性的差异将

成纤维细胞分离（ＢＭＥＣｓ 需要 ５ ｍｉｎ，成纤维细胞

则只需 １ ～ ２ ｍｉｎ），进而培养出有较高纯度的

ＢＭＥＣｓ［４１］ 。 差速贴壁法也是实验室纯化 ＢＭＥＣｓ
的重要手段，由于 ＢＭＥＣｓ 与成纤维细胞在细胞培

养瓶底部贴壁的时间存在差异，成纤维细胞一般

在 ２０ ｍｉｎ 内基本上可完成贴壁过程，而 ＢＭＥＣｓ 在

同样的生长环境中可能需要更长的时间才能完成

附着［４２］ 。 在实际应用中研究人员多数会结合差速

贴壁 法 与 差 时 消 化 法， 将 ２ 种 方 法 同 时 用 于

ＢＭＥＣｓ 的纯化，即回避了消化酶对细胞的伤害又

使得纯化效率有明显提高［４３］ 。 另外，李震等［４４］ 和

Ｍａｒｔｉｇｎａｎｉ 等［１４］分别使用组织块转培法和单克隆

法也实现了 ＢＭＥＣｓ 的纯化。 林杰等［２］ 通过在完

全培养液中添加 Ｄ－缬氨酸或霍乱毒素也可以得

到纯度较高的 ＢＭＥＣｓ，但目前以上 ３ 种方法应用

相对较少。 上述方法均能有效分离出成纤维细

胞，但由于试验需求想要分离出 ＢＭＥＣｓ、导管上皮

细胞和肌上皮细胞时却达不到预期效果，这时就

需要通过密度梯度离心法才能够完成［４５］ 。
２．３　 ＢＭＥＣｓ 的鉴定技术

　 　 体外分离培养、纯化后会得到肉眼可见且具

有一定形态特征的 ＢＭＥＣｓ，但这并不意味着培养

的 ＢＭＥＣｓ 具备牛体内 ＢＭＥＣｓ 特有的增殖分化、
基因或蛋白表达的功能。 利用 ＢＭＥＣｓ 为模型进

行分子水平方面的研究前，必须对培养的 ＢＭＥＣｓ
有比较明确的形态认识，目前 ＢＭＥＣｓ 鉴定最简

便、直接的方法是形态学观察法。 Ｂｕｅｈｒｉｎｇ 等［４６］

研究表明，体外培养 ＢＭＥＣｓ 在不同的生长阶段会

表现出特有的形态特征。 ＢＭＥＣｓ 在原代培养初期

表现为单层且紧密排列，５ ～ ７ ｄ 后，细胞铺满整个

瓶底，汇集程度达 ９０％以上，视野中可见鹅卵石

样、圆饼样、多角样具有典型 ＢＭＥＣｓ 形态的细

胞［２５，３４］ 。 细胞在进一步传代过程中，由之前的圆

饼状慢慢伸展开来，形成岛屿状聚集生长的不同

形态（三角形、不规则多边形和长方形）且扁平的

极性细胞［２９］ 。 尽管 ＢＭＥＣｓ 在不同生长阶段有自

己独特的形态特征，但形态学观察法的可靠性仍

然较差且细胞纯度无法检测。
　 　 实验室常用的鉴定技术为标志性骨架蛋白检

测。 肌动蛋白纤维、中等纤维及微管蛋白是哺乳

动物细胞骨架的重要组成部分，主要用于促使

ＢＭＥＣｓ 抵抗理化应激和维持正常组织更新。 在

ＢＭＥＣｓ 中表达量最高的为具有组织特异性的中等

纤维，其理化性质基本不受外界因素影响且容易

检测，是标准的角蛋白纤维，因此可作为 ＢＭＥＣｓ
的首选鉴定标志物。 目前用于 ＢＭＥＣｓ 鉴定的有

角蛋白 ７、角蛋白 ８、角蛋白 １８，其中在实践中广泛

应用的是角蛋白 １８［４７－４９］ 。 通常 ＢＭＥＣｓ 还会分泌

很多特异性蛋白，如 κ－酪蛋白、α ｓ１－酪蛋白、β－酪
蛋白和 α ｓ２－酪蛋白，这些特异性蛋白的表达情况

也可以作为 ＢＭＥＣｓ 的鉴定指标，进行泌乳能力和

细胞类型的评价［２］ 。 由于所有酪蛋白中 β－酪蛋

白 占 有 的 比 例 最 高， 为 ４８％， 试 验 中 常 作 为

ＢＭＥＣｓ 培养成功的标志［５０］ 。 目前对于细胞骨架

蛋白和分泌蛋白所采用的鉴定方法主要有逆转录

ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）、蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）及
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）等。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法主要

用于检测 ＢＭＥＣｓ 中特异表达目标基因的量［５１］ ；
ＢＭＥＣｓ 分泌的特异性蛋白（如酪蛋白）常用 Ｗｅｓｔ⁃

８５
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ｅｒｎ ｂｌｏｔ 法进行检测，最大的优点是具有较高的灵

敏度和特异性，然而不适于大样本量的检测；
ＥＬＩＳＡ 法同样具有很强的特异性，能够弥补 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 法的缺陷，但灵敏度不够理想。

３　 体外培养物的添加对 ＢＭＥＣｓ 泌乳的
调控
　 　 试验操作过程中为了保证体外分离培养的

ＢＭＥＣｓ 维持正常的泌乳生理活性，实现其应用价

值，研究人员便尝试建立有效的 ＢＭＥＣｓ 体外培养

体系。 完全培养液中除了含有基础培养基与胎牛

血清外，另外需添加各种激素、微量元素和小分子

物质。 其中雌激素、孕酮、催产素、胰岛素和肾上

腺糖皮质激素等与乳腺发育及泌乳密切相关［５２］ 。
段安琴等［５３］在基础培养基中通过添加雌二醇和孕

酮等激素成功建立了水牛乳汁分离 ＢＭＥＣｓ 的新

方法。 催乳素具有促进 ＢＭＥＣｓ 生长和分化的重

要作用，在生物体内催乳素能够与非受体型酪氨

酸蛋白激酶 ２ 受体特异结合，刺激腺泡发育，进而

对乳汁、乳蛋白质和乳糖的合成与分泌具有促进

作用，同时可以维持泌乳机能的正常进行，而乳脂

的分泌基本不受影响［５４］ 。 Ｗｕ 等［５５］ 研究发现，在
怀孕期间，未修饰的催乳素促进乳腺生长，而磷酸

化后催乳素的增加抑制其生长。 催乳素对乳腺发

育的积极作用还受到胰岛素和糖皮质激素的正向

促进，其次配体约束力和自动磷酸化诱导作用可

以促使胰岛素受体蛋白位点的生成，使得胰岛素

亚基受体Ⅰ被激活，加快 ＢＭＥＣｓ 乳汁的生物合

成。 有研究发现胰岛素对体外培养的细胞贴壁生

长具有促进作用［５６］ 。 张燕等［４０］ 研究表明，完全培

养液在添加胰岛素和催乳素的基础上继续添加氢

化可的松后会产生更加明显的泌乳现象，并且对

β－乳球蛋白和 β－酪蛋白的表达有一定的积极响

应。 此外，乳腺自身分泌的激素也会影响 ＢＭＥＣｓ
的分泌活动，在含有催乳素的培养基中添加瘦素

可以促进 α－酪蛋白和 β－乳球蛋白表达升高，脂肪

酸分泌增加［５７］ 。 Ａｃｃｏｒｎｅｒｏ 等［５８］ 研究还发现肝细

胞生长因子也可以促进 ＢＭＥＣｓ 系的增殖和诱导

细胞的运动和扩散。
　 　 随着泌乳的持续进行，ＢＭＥＣｓ 数量的减少可

能部分是由于氧化应激所致。 硒是几种抗氧化酶

的组成部分［５９］ ，也是一种必需的矿物质营养素，动
物体内缺乏硒是一个全球性的问题，导致对各种

疾病的易感性和生产性能的下降［６０］ 。 Ｍｉｒａｎｄａ
等［６１］研究发现，补充硒蛋氨酸可保护 ＢＭＥＣｓ 免

受过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的凋亡，提高 ＢＭＥＣｓ 的

抗氧化应激能力。 Ｚｏｕ 等［６２］进行无机和有机硒对

热应激 ＢＭＥＣｓ 的保护作用研究表明，４２．５ ℃热休

克 １ ｈ 可触发热休克反应，降低细胞存活率，亚硒

酸钠蛋氨酸或亚硒酸钠预处理细胞可有效减轻热

休克对细胞的负面影响。 然而，细胞受亚硒酸钠

处理的影响较大，但对亚硒酸钠蛋氨酸的耐受性

更强。 乳汁中的主要渗透成分葡萄糖是牛奶体积

的重要决定因素，更是乳糖的主要前体物质，Ｌｉｎ
等［６３］研究表明，葡萄糖具有诱导 ＢＭＥＣｓ 乳糖合

成的能力，并对细胞活力和增殖能力有明显提高。
１２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度是诱导 ＢＭＥＣｓ 生长和乳

糖合成的最佳浓度。 在体外，１２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖

增加了乳糖含量，并增加了参与葡萄糖转运和乳

糖生物合成途径的相关基因表达。

４　 ＢＭＥＣｓ 二维和三维培养模式的建立
　 　 １９０７ 和 １９１２ 年蛙胚神经纤维和鸡的结缔组

织体外培养标志着动物细胞体外二维培养方法的

建立［６４］ 。 二维细胞培养的优点在于易操作、成本

低、样品重复性高及环境可控（ ｐＨ、温度、渗透压

等）等［６５］ 。 目前，很多实验室都在使用二维培养

模式体外培养 ＢＭＥＣｓ，进行奶牛泌乳调控机理及

奶牛疾病的预防与治疗等方面的研究。 徐丹丹

等［６６］和欧阳五庆等［６７］ 分别利用二维培养的方法

对奶牛和山羊的 ＭＥＣｓ 进行成功分离、培养及鉴

定。 在奶牛泌乳调控方面，研究多集中于 ＢＭＥＣｓ
泌乳代谢相关调控因子，如乳成分合成前体物、激
素对 ＢＭＥＣｓ 增殖、凋亡及泌乳相关基因表达的影

响［３０，６８－６９］ 。 在奶牛疾病方面，主要探究 ＢＭＥＣｓ 炎

症标志物的影响因素及各种致病菌对 ＢＭＥＣｓ 生

长和程序性死亡的影响［７０－７１］ 。 但二维培养模式在

常规试验中也存在一些不足之处，如体外生长的

ＢＭＥＣｓ 不能重现生物体内乳房的腺体结构，也不

能提供最佳的系统来充分了解增殖、细胞死亡和

分化的调节［７２－７３］ ，尽管二维培养在 ＢＭＥＣｓ 培养中

应用广泛，但学者们在实践研究过程中发现二维

培养的 ＢＭＥＣｓ 其培养环境还达不到体内环境的

特殊性，并且 ＢＭＥＣｓ 组织学特性会随着传代次数

的增加逐渐丢失，功能特性得不到完全发挥，如二

维培养的 ＢＭＥＣｓ 并不能诱导表达 κ －酪蛋白

９５
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等［６６］ 。 生物体内的组织和器官行使其重要功能离

不开特定的环境和细胞自我平衡稳态，体外培养

的细胞更是如此，拥有和体内生存环境相似的培

养体系是研究细胞功能和基因表达机理的先决条

件，更是试验成功的重要前提，因此，模拟体内特

殊环境的体外三维培养模式逐渐运用而生。
　 　 与二维培养不同，三维培养模式能够提供细

胞生长所需的类似体内环境的多孔支架，类腺泡

结构可以在这种高仿的体外培养系统里面存活半

个月或更久。 三维生长的 ＢＭＥＣｓ 表现出体内乳

腺上皮的许多特征，包括形成具有中空管腔的腺

泡样球，组成这些腺泡的细胞顶端基底极化，基底

膜成分（Ⅳ型胶原和层黏连蛋白Ⅴ）的基底沉积，
在某些情况下有乳蛋白的产生［６５，７４］ 。 三维培养技

术应用较多的有凝胶和海绵技术、中空纤维技术、
球体技术等，但胶原凝胶技术是目前最为方便、经
济的培养方法［７５］ 。 在胶原凝胶中不同种类的细胞

能够以特有的方式移动和汇集，到达一定时间后，
经过不断增殖和分化形成特定的组织样结构。 细

胞在凝胶中的接种方式有埋植培养和顶部培养，
其中顶部培养对于气体和营养物质的转运更加灵

活。 目前有关三维培养的研究已是国内外的热点

领域［７６－７７］ ，Ｈｉｌｌｒｅｉｎｅｒ 等［７８］首次建立了从鲜奶中分

离出的具有生理功能的原代 ＢＭＥＣｓ 三维细胞培

养模型，有望揭开泌乳生理过程的基本分子机制，
如乳蛋白生产、细胞分化、免疫反应以及代谢紊乱

等。 有研究表明，三维培养的 ＢＭＥＣｓ 为 κ－酪蛋

白、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）和蛋白激酶

Ｂα（ＡＫＴ１）基因在体内表达的相关研究提供了较

好的模型［７９］ ，且能够改变 ＢＭＥＣｓ 在培养基中的

生存状态、样式及其作用，促使 κ －酪蛋白的表

达［６６］ 。 Ｚｈａｎ 等［７５］ 研究也表示在三维培养中，可
在一定传代范围内检测到 αＳ１－酪蛋白、β－酪蛋白

和 κ－酪蛋白的表达，但检测不到 αＳ２－酪蛋白的表

达，提示三维培养系统是长期研究体外泌乳机制

的重要工具，但三维培养得到的 ＢＭＥＣｓ 与牛体自

身细胞的特性仍然存在一定差异。 目前，三维培

养技术在 ＢＭＥＣｓ 培养中的研究是一个热点话题，
在医学领域的研究已较为广泛［８０－８２］ 。

５ 　 ＢＭＥＣｓ 体外培养在基因表达机理
研究及组学中的应用
　 　 ＢＭＥＣｓ 作为经典的模型一直以来被广泛应用

于乳腺组织的生理功能等多方面的研究。 李喜艳

等［８３］已对体外培养的 ＢＭＥＣｓ 建立乳腺生物反应

器细胞模型和在奶牛乳房疾病中的应用进行了详

细的概述，本文收集了近年最新文献，重点对体外

培养的 ＢＭＥＣｓ 在基因表达机理研究及组学中的

研究进行详细阐述，为大数据和组学时代 ＢＭＥＣｓ
模型的应用提供有价值的基础资料。
　 　 甾醇调节元件结合蛋白 １（ＳＲＥＢＰ１）作为一种

重要的转录调节物，参与调节乳脂合成酶和蛋白

的表达和活性，从而影响 ＢＭＥＣｓ 甘油三酯的合成

与分泌。 Ｘｕ 等［２５］以酶消化法成功分离的 ＢＭＥＣｓ
为模型，研究证明了 ＳＲＥＢＰ１ 基因是调控乳脂合成

的中心转录因子，ＳＲＥＢＰ１ 基因可能作用于细胞外

信号调节蛋白激酶 １ ／ ２（ＥＲＫ１ ／ ２）信号通路来调控

过氧化物酶体增殖体激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）的基因

表达，且固醇调节元件结合蛋白裂解激活蛋白能

够增加细胞核中 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白的表达，对硬脂酰

辅酶 Ａ 去饱和酶基因的转录过程具有激活效

果［８４］ 。 黄牛分娩后整个泌乳过程乳腺中 ＳＲＥＢＰ
都具有很强的活性，对 ＢＭＥＣｓ 合成乳脂起着重要

的作 用［８５］ 。 Ｌｉ 等［８６］ 基 于 基 因 功 能 研 究 发 现

ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ 基因在乳腺组织中的表达依赖于脂肪

酸结合蛋白 ５（ＦＡＢＰ５）正向调节，促进乳脂的合

成，并证实了 ＦＡＢＰ５ 是蛋氨酸 （Ｍｅｔ） 和雌二醇

（Ｅ２）诱导的 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ 基因表达和乳脂合成所必

需的。 Ｋａｄｅｇｏｗｄａ 等［８７］ 研究发现，过氧化物酶体

增殖体激活受体失活和长链脂肪酸在不同程度上

也会改变 ＢＭＥＣｓ 脂肪生成基因网络。 Ｃｈｅｎ 等［８８］

研究发现，极长链脂肪酸延长酶 ７ 通过转录因子

ＳＰ１ 调控而参与 ＢＭＥＣｓ 的脂质积累。 Ｃｈｅｎ 等［３４］

又通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞特异性基因的表达，证
明乳脂肪球的总 ＲＮＡ 主要来源于 ＢＭＥＣｓ，可用于

研究 ＢＭＥＣｓ 的功能基因表达，解决了哺乳动物乳

腺组织不易获得，乳腺中基因表达水平较难检测

的问题。 二酰基甘油转移酶 １（ＤＧＡＴ１）几乎在所

有组织中表达，包括乳腺。 Ｌｕ 等［８９］ 通过下调

ＢＭＥＣｓ 内源性 ＤＧＡＴ１ 表达，结果同样显著降低

了 ＢＭＥＣｓ 中 甘 油 三 酯 的 含 量。 Ｗａｎｇ 等［９０］ 以

ＢＭＥＣｓ 系为模型发现黄芪甲苷预处理 ＢＭＥＣｓ 可

有效抑制细胞内活性氧水平和细胞凋亡率的升

高，抑制氨水诱导的炎症反应，挽救细胞活力的下

降，进一步说明黄芪甲苷对氨诱导的 ＢＭＥＣｓ 损伤

有保护作用。 Ｃｈｅｎ 等［９１］研究发现转化生长因子－
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β１（ ＴＧＦ⁃β１） 通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路诱导

ＢＭＥＣｓ 上皮－间质转化。 ＢＭＥＣｓ 过表达细胞色素

Ｐ４５０１Ａ１ 能够减轻脂多糖诱导的上皮细胞增殖抑

制，降低了脂多糖诱导的炎性细胞因子和肿瘤坏

死因子［９２］ 。
　 　 牛乳中不仅含有多种营养成分，还含有被认

为 是 由 ＢＭＥＣｓ 分 泌 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ （ ｍｉＲＮＡ ）。
Ｍｕｒｏｙａ 等［９３］将 ＢＭＥＣｓ 经催乳素（ＤＩＰ）处理后，
发现 ｍｉＲ⁃１４８Ａ 表达水平升高可能与其泌乳期乳

量增加有关。 为了确定 ｍｉＲＮＡ 水平上如何调控

牛奶中脂质的合成和代谢，Ｓｈｅｎ 等［９４］ 采用组织块

培养法体外分离培养了 ２ 头乳脂含量差异极大的

中国荷斯坦奶牛的原代 ＢＭＥＣｓ，分别构建小 ＲＮＡ
文库，通过二代测序和生物信息学技术共检测到

２９２ 个已知 ｍｉＲＮＡｓ 和 １１６ 个新的 ｍｉＲＮＡｓ。 长链

非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡｓ）已知转录调节多种疾病。
Ｗａｎｇ 等［９５］ 通 过 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 技 术 在 牛 乳 腺 炎

ＢＭＥＣｓ 模型中筛选可能具有功能的 ｌｎｃＲＮＡ，结果

发现 ｌｎｃＲＮＡ⁃ＴＵＢ 在接受促炎刺激的 ＢＭＥＣｓ 中

的表达高于正常细胞。 Ｍａ 等［９６］ 研究发现，Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＸＩＳＴ（调控 Ｘ 染色体失活）介导 ＢＭＥＣｓ 炎

症反 应 通 过 核 因 子 － κＢ ／炎 性 小 体 ３ （ ＮＦ⁃κＢ ／
ＮＬＲＰ３）途径完 成。 Ｘｕ 等［９７］ 利 用 脂 多 糖 刺 激

ＢＭＥＣｓ 后进行转录组学分析，提示白细胞介素－１
（ ＩＬ⁃１）介导的 ＢＭＥＣｓ 通透性增加是通过 ＩＬ⁃１β⁃
ＥＲＫ１ ／ ２－肌球蛋白轻链激酶（ＭＬＣＫ）轴途径来实

现的。 Ｌｉ 等［９８］ 将 ＢＭＥＣｓ 暴露在热应激下，并将

它们与对照组进行比较，使用液相色谱－串联质谱

进行相对和绝对定量，与对照组相比，热处理组鉴

定出 １０４ 个差异升高的蛋白质（＞１．３ 倍）和 １６７ 个

差异降低的蛋白质（ ＜０．７７ 倍）。 大多数差异表达

的蛋白质与细胞－底物连接组装、分解代谢过程和

代谢过程相关。 目前国内外利用体外分离培养的

ＢＭＥＣｓ 进行组学分析的报道还相对较少，更多的

是通过乳腺组织直接测序分析［９２，９９－１００］ 。 然而

ＢＭＥＣｓ 是乳腺的基本功能单位，体外培养的原代

ＢＭＥＣｓ 较好地保留了乳腺组织原有的合成和分泌

特性，因此是探讨乳腺泌乳特性和代谢调控机制

的重要辅助研究手段。

６　 小　 结
　 　 ＢＭＥＣｓ 体外二维培养技术目前日趋成熟，通
常以乳腺组织分离培养和酶消化法连用，操作简

单且效果最佳，然而不可避免会受到成纤维细胞

的影响。 乳汁分离法恰好可以弥补这个缺陷，分
离的 ＢＭＥＣｓ 纯度较高，需要注意的是试验过程中

特别注重规范的无菌操作。 在分离培养初期为了

使体外培养的 ＢＭＥＣｓ 具有和体内细胞尽可能相

同的性状和功能，会添加一些激素和小分子，使得

细胞具有正常泌乳生理活性和分化状态，且效果

也得到了证实。 尽管如此，二维培养的 ＢＭＥＣｓ 其

生长和增殖的环境还达不到生物体自身条件的特

殊性，并且 ＢＭＥＣｓ 组织学特性会随着传代次数的

增加逐渐丢失，功能特性得不到完全发挥，因此，
三维细胞培养作为一项新兴的细胞培养技术逐渐

被人们所重视，其最大的优势在于能够提供细胞

生长所需的类似体内环境的多孔支架，类腺泡结

构可以在这种高仿的体外培养系统里面存活半个

月或更久，因而具有极大的可开发性。 然而目前

三维培养得到的细胞生存和分化能力有限，与牛

体自身细胞的特性仍然存在一定差异，且受到成

本的制约，还有待科研人员更深入地探索和研究。
虽然细胞体外培养技术还在不断地改进和完善，
但体外分离培养的 ＢＭＥＣｓ 已在牛乳房疾病和基

因表达机理研究中广泛应用。 不仅如此，目前已

有研究报道将 ＢＭＥＣｓ 和组学关联起来进行差异

基因、非编码序列及蛋白的筛选，寻找调控泌乳或

和疾病相关的新基因和蛋白，因此是探讨乳腺泌

乳特性和代谢调控机制的重要研究手段，具有很

好的应用前景。
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Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅ Ｓｈａｎｇｈａｉ，２０００，１６（３）：２５－２８．（ ｉｎ Ｃｈｉ⁃
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Ａｎｉｍａｌ，１９９６，３２（３）：１３８－１４８．
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