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!!"摘要#!目的!研究在其他培养条件相同的情况下不同类型新生牛血清对 U(61细胞体外培养的影响!为
更加合理选择 U(61细胞生长适应的血清类型提供参考依据%方法!采用牦牛血清&UQ6:",7血清&四季青血
清'种牛血清对 U(61细胞进行培养!通过细胞计数法和TTW/法测定细胞生长的细胞数量及活力!并在镜下
观察细胞形态!以比较'种血清细胞培养的效果!采用d.=T<测定41$&4$)&4'/&4;'表达情况以了解细胞衰老
情况%结果!牦牛血清培养细胞的细胞数在第1!)天均显著高于四季青血清!在第1天显著高于 UQ6:",7血
清!差异均有统计学意义"#$%&%;$#其他时间点比较!差异均无统计学意义"#%%&%;$#UQ6:",7血清培养细
胞的细胞数在第'!)天均显著高于四季青血清"#$%&%;$%牦牛血清培养细胞的细胞倍增数在第10&0/&-1&

()&$1%小时均显著高于 UQ6:",7血清和四季青血清!差异均有统计学意义"#$%&%;$!UQ6:",7血清培养细胞
的细胞倍增数在第10小时显著高于四季青血清!差异均有统计学意义"#$%&%;$!其余时间点比较!差异均无
统计学意义"#%%&%;$#此外!与牦牛血清和 UQ6:",7血清比较!四季青血清 U(61细胞41$&4;'表达最高%
结论!牦牛血清的细胞培养效果优于UQ6:",7血清和四季青血清!U(61细胞可能更适应于在牦牛血清中生长%
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!!胎牛血清#L739:Y"N#,7+7JO8%@BZ$是一种广泛
用于非计数型原代细胞和永生化细胞培养的具有代

表性的添加剂-@BZ的精确组成成分尚不清楚%因为
这种添加剂包含各种未知的天然小分子和比例不同

的蛋白质#批次之间成分变化$-牦牛是一种生存于
海拔';%%8以上的野生牛种%是青藏高原及中国周
边地区的标志'$(-牦牛可以充分利用其他牲畜难以
利用的高山草原%并为高海拔居民提供了必要的资
源%是高海拔居民生存的手段'1(-牦牛与低海拔牛在
解剖学和生理学方面有许多不同之处%除通过消除低
氧导致的血管收缩而生活在高海拔地区外''(%其心肺
增大*缺氧性肺血管收缩不足*觅食能力增强*能量代
谢增加使其能更好适应高海拔地区-牦牛作为理解
适应的分子基础模型动物%其最小生物信息学在整个
基因组测序之前便已完成'0(%但牦牛的非正常存活生
物学机制及其对高原氧化应激的反应机制目前尚不

清楚';(%其对细胞的增殖及衰老有何影响至今少见相
关文献报道-本研究通过与其他品种@BZ进行比较%
研究了牦牛血清对胚胎大鼠心肌细胞#U(61细胞$生
长*增殖及衰老的影响%以期找到 U(61细胞生长更相
适应的血清-

?!材料与方法

?&?!材料

U(61由中国人民解放军军事科学院军事医学研
究院辐射医学研究所传代保存-试剂为杜氏改良]9.
K:7培养基#\C]C$培养液*二甲亚砜*TTW/试剂*
血清#四季青*UQ6:",7$等-

?&@!方法

?&@&?!U(61细胞培养
使用含$%A牦牛血清*UQ6:",7血清*四季青血

清加\C]C培养液培养 U(61细胞%置于'-g*;A
Tb1 的培养箱%每1天更换$次培养基%待细胞长至

对数生长期时进行试验-

?&@&@!牦牛血清的制备
取静脉血%室温下静置$2%1;%%J"8#,离心$;

8#,%分离血清%并经%&11#8滤膜滤过%'%8#,水浴
灭活-

?&@&A!细胞计数法
取待测细胞和对照细胞悬液各$%#>%滴于细胞

计数板上%在低倍镜下计数0个大方格内的细胞-边
缘压线细胞以数上不数下%数左不数右的原则进行-

?&@&B!U(61细胞增殖检测
将 U(61细胞以;e$%' 细胞"8>密度#$%%#>$

接种于()孔板中%每组;个复孔%'-g*;A Tb1 培

养箱培养10*0/*-12-培养结束前每孔加入$%#>
TTW/%'-g避光孵育12后用酶联免疫检测仪在0;%
,8波长处测定吸光度#*$值-

?&@&C!d.=T<测定
用HJ#X":法提取总 <̀ G%逆转录获取6\̀ G%配置

好d.=T<反应液后以0副孔加样%瞬时离心去气泡后
采用GBD-;%%@GZHd.=T<仪进行标准=T<扩增程
序!;%g1%+%(;g$%8#,%(;g$;+%)%g $8#,-

?&A!统计学处理
采用Z=ZZ$-&%进行统计分析%计量资料以JaE

表示%两两比较采用!检验%多组间比较采用方差分
析%以#$%&%;差异有统计学意义-

@!结!!果

@&?!不同血清对 U(61细胞生长的影响
牦牛血清培养细胞的细胞数在第1!)天均显著

高于四季青血清%在第1天显著高于 UQ6:",7血清%
差异均有统计学意义##$%&%;$&其他时间点比较%差
异均无统计学意义##%%&%;$&UQ6:",7血清培养细
胞的细胞数在第'*0*;*)天均显著高于四季青血清%
差异均有统计学意义##$%&%;$%见表$-

表$!!'种血清对 U(61细胞生长的影响%JaE'1E0&

时间 牦牛血清 UQ6:",7血清 四季青血清 Q #

第$天 1&1''a%&1%/ 1&)%%a%&%%% 1&;''a%&$;' ;&$;% %&%;%

第1天 0&0)-a%&%;/9 '&%)-a%&1%/9 '&%)-a%&%;/9 $$-&)%% %&%%%

第'天 )&$%%a%&$%%9Y )&-%%a%&1%%9Y 0&1)-a%&%;/9Y 1-$&$/- %&%%%

第0天 /&))-a%&1'$9Y6 /&%''a%&$;'9Y6 )&-''a%&1;19Y6 )1&0;1 %&%%%

第;天 $'&))-a$&$;;9Y6! $'&))-a$&;1/9Y6! /&;''a%&-1'9Y6! $/&/)- %&%%'

第)天 $)&'''a$&$;;9Y6!7 $/&'''a$&$;;9Y6!7 $1&$)-a$&1;/9Y6!7 1%&()$ %&%%1

Q $('&)'% $/1&%/0 $$$&/$%

# %&%%% %&%%% %&%%%

!!9!#$%&%$%与第$天比较&Y!#$%&%;%与第1天比较&6!#$%&%;%与第'天比较&!!#$%&%$%与第0天比较&7!#$%&%$%与第;天比较-
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@&@!不同血清对 U(61细胞增殖的影响
牦牛血清培养细胞的细胞倍增数在第10*0/*-1*

()*$1%小时均显著高于 UQ6:",7血清和四季青血清%

UQ6:",7血清培养细胞的细胞倍增数在第10小时显
著高于四季青血清##$%&%;$%其余时间点比较%差异
均无统计学意义##%%&%;$%见表1-

@&A!不同血清对 U(61细胞41$&4$)&4'/&4;'表达
的影响

四季青血清41$*4;'表达均显著高于牦牛血清
和 UQ6:",7血清%差异均有统计学意义##$%&%;$-

'种血清4$)*4'/8<̀ G表达比较%差异均无统计学
意义##%%&%;$%见表'-

表1!!'种血清对 U(61细胞增殖的影响%JaE'1E0&

时间#2$ 牦牛血清 UQ6:",7血清 四季青血清 Q #

10 1&110a%&%-( 1&1-/a%&%-/ $&($-a%&%/) 1'&%/' %&%%%

0/ 0&-%(a%&'$%9 '&001a%&1(;9 '&%)/a%&$/;9 0%&(%( %&%%%

-1 -&%10a%&'/;9Y ;&1'$a%&$%'9Y ;&1$1a%&%-(9Y -/&-$' %&%%%

() -&$$0a%&1/)9Y6 ;&';'a%&1'%9Y6 0&/('a%&0(/9Y6 0'&%/$ %&%%%

$1% /&)/%a%&%/;9Y6! )&010a%&%)/9Y6! )&1('a%&'-09Y6! $01&-$0 %&%%%

Q '-'&--' '0%&((1 $0$&('(

# %&%%% %&%%% %&%%%

!!9!#$%&%%$%与第10小时比较&Y!#$%&%%$%与第0/小时比较&6!#$%&%;%与第-1小时比较&!!#$%&%$%与第()小时比较-

表'!!'种血清对 U(61细胞41$$4$)$4'/$4;'表达的影响%JaE&

组别 41$ 4$) 4'/ 4;'

牦牛血清 $&%%-a%&$$) $&%%'a%&$$% $&%%'a%&$0; $&%$'a%&1$$

UQ6:",7血清 $&(;%a%&001 $&1('a%&%;- $&$$'a%&$)( $&)/%a%&0-0

四季青血清 1&1-%a%&-''9 $&1''a%&100 $&$-%a%&1%1 1&%%-a%&0$/9

Q ;&1%% 1&/1% %&-$0 ;&$(0

# %&%0( %&$'- %&;1- %&%0(

!!9!#$%&%;%与牦牛血清*UQ6:",7血清组相比-

A!讨!!论
血清是从牛胎血液中所获得的体外培养基的常

见补充物%包含生长因子*激素*维生素*氨基酸*脂肪
酸和细胞生长所需的微量元素%因此%早期即被引入
细胞生物学研究中')(-血清作为真核细胞体外培养
的补充物%在心肌细胞生长*繁殖过程中发挥着重要
作用-不同血清对心肌细胞的生长影响不同%因此%
找到与 U(61细胞生长相适应的血清显得尤为重要-

牦牛能很好地适应高寒草原环境%在空气稀薄*
温度低*紫外线强*草短等恶劣高原环境下自由生活
和繁殖'-(-据文献报道%牦牛血中的低聚肽抗氧化能
力及脂质过氧化抑制能力均显著优于商品化大豆低

聚肽%且牦牛血低聚肽还可缓解缺氧导致的机体应激
损伤%具有潜在药用价值'/(-但在以往%牦牛血未能
得到良好的利用及研究%本研究通过比较'种不同品
种@BZ对 U(61细胞生长及增殖发现%U(61细胞在
含有牦牛血清的培养基中生长状态良好%细胞活力
好%增殖倍数优于 UQ6:",7血清和四季青血清%提示
与 UQ6:",7血清和四季青血清比较%U(61细胞可能
更适应于在牦牛血清中生长-

衰老是细胞*组织和器官结构和功能渐进性恶化

的生物过程%细胞衰老的典型特征是不可逆的细胞周
期阻滞%可能由 \̀ G损伤*氧化应激*营养剥夺*致癌
损伤或化疗毒性引起'((-目前有研究表明%细胞衰老
具有两面性%一方面在衰老过程中衰老细胞在各种组
织中积累%导致发生许多与年龄相关的疾病%如动脉
粥样硬化*癌症*肝脂肪变性*阿尔茨海默病*纤维化
肺病和骨关节炎'(.$1(%而消除这些衰老细胞可以延长
寿命'$'(-另一方面衰老细胞在胚胎发育*肿瘤抑制*
伤口愈合和组织修复等过程中发挥着多种有益作

用'$0(-细胞增殖和衰老是一个复杂的过程%涉及多种
细胞成分和信号通路%其中41$*4;'肿瘤抑制基因家
族是与衰老相关的最具特征性的因素'$;(%而4$)是由
大多数衰老细胞表达的用于鉴定衰老的关键标记

物'$)(-4'/作为一种有丝分裂原激活的蛋白激酶%可
被外界信号和炎性细胞因子激活%参与细胞增殖*分
化*迁移*衰老和凋亡等多种细胞生物学过程'$-(-因
此%本研究通过检测上述指标发现%与牦牛血清和

UQ6:",7血清比较%四季青血清 U(61细胞41$*4;'
表达最高%而4'/*4$)表达无明显差异%提示41$*4;'
过度表达可能导致 U(61细胞衰老进而影响 U(61细
胞的生长和增殖-而 >==]c.bHp̀ 等'$/(和 CS.
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b̀c.]Z=D̀ 等'$((研究也表明%在衰老细胞中不可逆
细胞周期阻滞主要是由细胞周期抑制剂...4$)*

41$*4;'上调所致-然而%牦牛血清与其他血清的不
同之处及其如何影响细胞生长*增殖及衰老尚需进一
步深入研究-
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