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　 　 摘要:　 采用胰酶消化法培养技术ꎬ对乳兔脾脏组织的细胞进行原代培养ꎬ从脾脏组织中分离出 １ 株成纤维型

细胞ꎬ命名为 ＲＳ￣１７ꎮ 通过对细胞传代培养条件优化ꎬ细胞标志性蛋白检测ꎬ细胞生长曲线分析ꎬ细胞核型以及细胞

致瘤性等测定ꎬ结果显示ꎬＲＳ￣１７ 细胞具有血清依懒性ꎬ成纤维细胞标志性蛋白检测阳性ꎬ具有正常的核型ꎬ无致瘤

性ꎬ且目前细胞传至 ９５ 代仍可稳定生长ꎮ 这为 ＲＨＤＶ(兔出血症病毒)感染机制等相关研究提供了细胞材料ꎮ
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　 　 家兔是具有重要毛用和肉用价值的传统经济动

物[１]ꎬ在中国畜牧业生产中具有重要地位ꎮ 兔也是

传统的试验模式动物ꎬ与小鼠、猴、猪等试验动物相

比ꎬ体型适中ꎬ易操作ꎬ且生理结构和调控机制与人

类接近ꎬ尤其适用于人类心脑血管疾病等研究[２]ꎮ
ＲＨＤＶ(兔出血症病毒)从爆发以来ꎬ国内外学

者相继对该病毒开展了深入研究ꎬ在病原学、诊断技

术、免疫防控等多方面取得了卓越的进展ꎮ 但有一

个很棘手的问题就是目前对于该病毒尚无稳定的培

养细胞系统ꎬ国内外的研究者曾用 ６０ 余种动物的原

代细胞和传代细胞培养 ＲＨＤＶꎬ但是均未获得成功ꎮ
ＲＨＤＶ 培养细胞系的缺乏影响着 ＲＨＤＶ 的细胞侵

染机理和防控等方面的研究ꎬ所以探寻出 １ 株合适

的细胞系会是研究 ＲＨＤＶ 侵染机制以及防控该病
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的重要突破ꎮ 近年来ꎬ随着细胞生物学以及肿瘤的

大量研究ꎬ永生化细胞因为有着培养的均一性、稳定

性和操作简便性等一系列的优点逐渐进入人们视

野ꎮ 本研究偶然获得 １ 株可稳定传代的兔脾脏成纤

维型细胞ꎬ对其培养以及建系ꎬ为 ＲＨＤＶ 的侵染研

究提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物

２ 日龄乳兔ꎬ２５ ｇ ６ 周龄 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠购自成都

达硕实验动物有限公司ꎮ
１.２　 主要试剂

干粉 ＤＭＥＭ、胎牛血清(ＦＢＳ)购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ
胰酶、曲拉通 Ｘ￣１００ 透化液、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 购于索莱

宝公司ꎬ青霉素、链霉素、碳酸氢钠、氯化钾、氯化钠、
牛血清白蛋白 ＢＳＡ 等购自博大万科有限公司ꎬＭＴＴ
细胞增殖试剂盒、吉姆萨染色液、秋水仙素购自生工

生物工程(上海)股份有限公司ꎬ波形蛋白一抗购自

武汉博士德公司ꎬ角蛋白一抗购自 Ｎｏｖｕｓ 公司ꎬ羊抗

鼠 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 二抗购自北京博奥森生物技术有

限公司ꎮ
１.３　 主要仪器与设备

高速微量离心机、高速台式冷冻离心机(Ｅｐｐｅｎ￣
ｄｏｒｆ 公司产品)、低速离心机(安徽中科中佳科学有

限公司产品)ꎬ细胞培养板、细胞培养瓶(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司产品)ꎬ５％ ＣＯ２培养箱(Ｔｈｅｒｍｏ 公司产品)ꎬ超
纯水仪(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司产品)ꎬ酶联免疫检测仪、细胞

计数仪(ＢｉｏＲａｄ 公司产品)ꎬ光学显微镜、荧光倒置

显微镜、荧光显微镜(Ｎｉｋｏｎ 公司产品)ꎮ
１.４　 溶液的配制

细胞培养基 ＤＭＥＭ(１ Ｌ)配制:ＤＭＥＭ 干粉 １
包ꎬＮａＨＣＯ３ ３􀆰 ７ ｇꎬ去离子水 １ Ｌꎬ在无菌环境下用过

滤器过滤除菌ꎬ置于 ４ ℃保存ꎮ
青霉素 链 霉 素 溶 液: 配 成 含 青 霉 素 １０ ０００

ＩＵ / ｍｌ、链霉素 １０ ｍｇ / ｍｌ的溶液ꎬ置于－２０ ℃ 保存ꎬ
用时每 １００ ｍｌ 培养液加入 １ ｍｌ 青霉素链霉素溶液

使培养液含青霉素 １００ ＩＵ / ｍｌꎬ链霉素 １００ μｇ / ｍｌꎮ
ＰＢＳ 液(１ Ｌ):Ｎａｃｌ ８􀆰 ００ ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ

２􀆰 ９５ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ２０ ｇꎬＫＣｌ ０􀆰 ２０ ｇꎬ加去离子水定

容至 １ Ｌꎬ高压灭菌 ４０ ｍｉｎꎬ常温保存ꎮ
细胞培养基的配制:根据使用要求配制含相应

浓度的胎牛血清培养基ꎬ加入 １％的双抗ꎮ

１.５　 乳兔脾脏原代细胞的培养

原代细胞培养采用酶消化法ꎬ在超净工作台处

死乳兔ꎬ并在 ７５％酒精中浸泡１~ ５ ｍｉｎꎬ在无菌条件

下取出脾脏ꎬ放置于装有 ＰＢＳ 溶液的培养皿中涮

洗ꎬ尽量除去组织的血液ꎬ转移到有滤网的无菌培养

皿ꎬ在滤网上用剪刀剪碎组织ꎬ加入适量 ０.２５％胰酶

消化ꎬ用完全培养液进行冲洗ꎬ将液体全部吸入 １５
ｍｌ 离心管中ꎬ放置 １０ ｍｉｎ 使大的组织块自然沉降ꎬ
然后将上层培养液转移至底面积为 ２５ ｃｍ２细胞培养

瓶ꎬ于 ５％ ＣＯ２培养箱中培养ꎮ 根据细胞贴壁情况以

及生长状态更换培养液ꎬ选择生长状态稳定的细胞

进行传代培养ꎮ
１.６　 乳兔脾脏细胞的传代培养

待细胞铺满培养瓶８０％~ ９０％时ꎬ弃掉培养液ꎬ
用 ＰＢＳ 液清洗 ３ 次ꎬ加入胰酶消化ꎬ在显微镜下观

察ꎬ待细胞回缩变圆时ꎬ加入完全培养基进行终止ꎬ
轻微吹打使细胞完全从壁上脱离ꎬ按１ ∶ ２ 进行传代

培养ꎬ观察细胞生长状况以及形态ꎬ选取生长状态良

好的细胞继续传代培养ꎬ每传 ２ 代保存一批细胞ꎮ
在乳兔脾脏细胞进行传代培养的过程中ꎬ发现 １ 株

生长状态良好的细胞ꎬ细胞培养至八代时细胞生长

缓慢ꎬ将细胞传代转移到另一个细胞培养瓶ꎬ细胞继

续生长ꎬ且生长速度加快ꎬ将该细胞株命名为 ＲＳ￣
１７ꎬ并对细胞继续传代培养ꎮ
１.７　 ＲＳ￣１７ 的保存

待细胞贴壁达到 ９０％以上时ꎬ弃培养液ꎬ加入

ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ加入 ０􀆰 ２５％的胰酶 １ ｍｌꎬ在显微镜

下观察ꎬ待细胞开始回缩变圆时ꎬ立即加入传代用培

养液终止消化ꎬ用吸管轻轻吹打成细胞悬液ꎬ将细胞

悬液吸入 １０ ｍｌ 的无菌离心管ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ８
ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ 将 ＤＭＥＭ、胎牛血清、二甲基亚砜按

７ ∶ ２ ∶ １ 配制细胞冻存液ꎬ向离心管加入细胞冻存

液进行反复轻柔吹打ꎬ吸入 ２ ｍｌ 细胞悬液加入冻存

管ꎬ做好标记ꎬ采用逐步降温法先将细胞置入 ４ ℃冰

箱中 １~ ２ ｈꎬ再移至 －２０ ℃ 冰箱内 ２~ ４ ｈꎬ然后

－７０ ℃冰箱过夜ꎬ再吊入液氮容器颈端气态部分存

放 ２ ｈꎬ最后沉入液氮中保存ꎮ
１.８　 ＲＳ￣１７ 的复苏

从液氮罐中取出细胞冻存管ꎬ迅速将冻存管投

入到 ３７ ℃的水浴锅中解冻ꎬ并不断的摇动ꎬ待融化

后将细胞液转入 １０ ｍｌ 离心管中ꎬ加入 １０ ｍｌ １０％血

清的培养液ꎬ混匀ꎬ放入离心机中１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ８

１３１罗怡琳等:兔脾脏成纤维型细胞 ＲＳ￣１７ 系的建立及其生物学特性



ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ向离心管内加入 １０ ｍｌ 培养液ꎬ吹打

制成细胞悬液ꎬ将细胞悬液分装入培养瓶内ꎬ置于

３７ ℃ ５％ ＣＯ２的培养箱进行培养观察ꎮ
１.９　 ＭＴＴ 法检测血清依赖性

血清依赖性按照 ＭＴＴ 细胞增殖试剂盒说明书

进行ꎮ (１)传至 ６０ 代的细胞ꎬ将细胞消化并按每孔

３ ０００个接种于 ９６ 孔板ꎬ接种后 ２４ ｈꎬ分别用无血清培

养液、３％、５％、１０％、１５％、２０％的培养液更换细胞液ꎮ
按照细胞增殖试剂盒说明书ꎬ每个梯度做 ５ 个重复

孔ꎬ置 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱中孵育 １４ ｈꎮ
(２)用 ＭＴＴ Ｓｏｌｖｅｎｔ(组分 Ｂ)溶解 ＭＴＴ Ｒｅａｇｅｎｔ (组
分 Ａ)ꎬ配制成 ５ ｍｇ / ｍｌ的 ＭＴＴ 溶液ꎮ 配制后放于

－２０ ℃避光保存ꎮ (３)每孔加入 １０ μｌ ＭＴＴ 溶液ꎬ
使每个孔中的 ＭＴＴ 终质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌꎮ 轻

轻混匀后ꎬ５％ ＣＯ２ꎬ３７ ℃培养箱中孵育 ４ ｈꎮ (４)小
心吸取每个孔中的培养基以防止细胞单层破裂ꎮ 每

孔加入 １００ μｌ Ｆｏｒｍａｚａｎ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ(甲臜

溶液)ꎮ (５)将 ９６ 孔板放在振荡器上轻轻震荡 １０
ｍｉｎꎬ直至在普通光学显微镜下观察到甲臜全部溶

解ꎮ 在酶标免疫检测仪 ５７０ ｎｍ 测定吸光度ꎮ
１.１０　 ＲＳ￣１７ 标志性蛋白的免疫荧光检测

选择传至 ６５ 代的 ＲＳ￣１７ 细胞进行细胞波形蛋

白和角蛋白的检测ꎬ取对数生长期且生长状态良好

的培养细胞ꎬ铺于含有无菌盖玻片的 １２ 孔板中ꎬ观
察细胞生长状态ꎬ制作融合度达到 ８０％左右的细胞

爬片ꎮ ４％多聚甲醛 ３７ ℃ 固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ０􀆰 １％
ＰＢＳＴ 洗 ３ 次ꎮ 每孔加入 ０􀆰 ２５％的透化液在 ４ ℃透

化２０~３０ ｍｉｎꎬＰＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ加入 ５％ ＢＳＡ ＰＢＳ 封闭

液在 ３７ ℃封闭 １ ｈꎬＰＢＳＴ 洗 ３ 次ꎮ 用 １％ ＢＳＡ ＰＢＳ
稀释过的一抗 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 每隔 ３ ｍｉｎ 洗 １
次ꎬ洗 ３ 次ꎮ 用 １％ ＢＳＡ ＰＢＳ 稀释过的羊抗鼠二抗

３７ ℃孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 每隔 ３ ｍｉｎ 洗 １ 次ꎬ洗 ３ 次ꎮ 加

入核染工作液核染 １０ ｍｉｎꎬ洗 ３ 次ꎬ然后将盖玻片取

出用甘油封片ꎬ放入荧光显微镜下观察荧光ꎮ
１.１１　 ＲＳ￣１７ 细胞生长曲线的测定

将传至 ６７ 代的 ＲＳ￣１７ 细胞以胰酶消化ꎬ以每孔

细胞数量为１×１０４接种于 ２４ 孔板ꎬ使用细胞计数仪

每天计数 ３ 孔ꎬ求其平均值ꎬ绘制生长曲线ꎮ
１.１２　 ＲＳ￣１７ 细胞染色体观察

参考詹康等[３]的研究方法ꎬ取 ２８ 代、７０ 代对数

生长期细胞ꎬ加秋水仙素至质量浓度 ０􀆰 １ μｇ / ｍｌ 继

续培养 ３~４ ｈꎮ 用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化细胞ꎬ用无

血清培养基洗涤细胞 １ 次ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ
吸取上清液加入预热至 ３７ ℃ ０􀆰 ０７５ ｍｏｌ / Ｌ氯化钾

(ＫＣｌ) 溶液 ７ ｍｌꎬ轻轻吹打均匀ꎬ３７ ℃ 水浴 １７ ｍｉｎꎬ
悬液中加入甲醇 /冰醋酸(３ ∶ １ꎬ体积比)固定液 １
ｍｌꎬ轻轻吹打混匀ꎬ将悬液以１ ４００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ
去上清液ꎬ加入新鲜固定液 ７ ｍｌ 吹打混匀ꎬ室温静

置 ３０ ｍｉｎꎬ１ ４００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ 弃上清液ꎬ重复

上个步骤固定 １ 次ꎬ视细胞量加入适量固定液ꎬ吹打

均匀ꎮ 取出预冷的载玻片ꎬ将载玻片倾斜 ４５°ꎬ在载

玻片上方 ５０ ｃｍ 处用吸管迅速滴上２~ ３ 滴细胞悬

液ꎬ用嘴轻轻吹散使细胞分散均匀ꎬ室温干燥ꎮ 吉姆

萨(Ｇｉｅｍｓａ) 工作液染色 １５ ｍｉｎꎬ冲洗ꎬ空气干燥ꎮ
先用低倍镜寻找良好的分裂相ꎬ再使用高倍镜观察ꎮ
１.１３　 ＲＳ￣１７ 细胞致瘤性

取传至 ７２ 代的 ＲＳ￣１７ 细胞ꎬ用生理盐水重悬调

整细胞密度为 １ ｍｌ １×１０６个ꎬ以 ＳＰ２ / ０ 骨髓瘤细胞

为阳性对照ꎬ生理盐水为阴性对照ꎬ６ 周龄 Ｂａｌｂ / ｃ
小鼠背部皮下无菌接种细胞悬液 ０􀆰 ２ ｍｌꎬ定期观察

小鼠生长状态ꎬ并制作病理切片ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 兔原代细胞观察

乳兔脾脏细胞在放入培养箱 ３ ｄ 后开始贴壁

(图 １Ａ)ꎬ细胞形态主要为多边形ꎬ梭形ꎬ以岛屿状

逐渐向四周扩大ꎬ７ ｄ 后细胞贴壁达到 ９０％以上(图
１Ｂ)ꎬ细胞中央核明显ꎬ常有 ２ 个以上的核仁ꎬ无重

叠生长现象ꎮ

放大倍数:１００ 倍ꎻＡ:培养 ３ ｄꎻＢ:培养 ７ ｄꎮ
图 １　 脾脏原代细胞培养

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ

２.２　 ＲＳ￣１７ 细胞的传代

ＲＳ￣１７ 细胞主要呈梭形ꎬ由一个中心向四周发

射生长ꎬ似典型的成纤维型细胞形状ꎬ细胞在传代后

４~６ ｈ 贴壁生长ꎬ３~ ４ ｄ 细胞铺满细胞瓶底ꎮ 该细

胞已传至 ９５ 代且生长状态稳定良好(图 ２)ꎮ
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放大倍数:１００ 倍ꎻＡ:２０ 代ꎻＢ:３０ 代ꎻＣ:５０ 代ꎻＤ:８０ 代ꎻＥ:９５ 代ꎮ
图 ２　 ＲＳ￣１７ 细胞形态

Ｆｉｇ.２　 Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ ＲＳ￣１７

２.３　 ＲＳ￣１７ 的冻存与复苏

ＲＳ￣１７ 细胞在经过逐渐降温法冻存于液氮后ꎬ
第 ３ ｄ 将其从液氮中取出ꎬ快速解冻后培养过夜ꎬ细
胞贴壁ꎬ生长状态良好ꎬ细胞呈长梭形ꎬ与未冻存细

胞生长一致ꎬ３~４ ｄ 细胞铺满瓶底ꎬ且能稳定地继续

传代培养ꎮ
２.４　 ＲＳ￣１７ 血清依懒性

６０ 代细胞 ＭＴＴ 比色结果经统计学分析如图 ３
所示ꎬＲＳ￣１７ 细胞的生长对血清有依懒性ꎬ在无血清

的培养基中ꎬ细胞生长较缓慢ꎬ有血清培养基对细胞

有极显著促生长作用(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ５％、１０％血清培养

基与 ３％血清培养基相比促进细胞增殖作用无显著

差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ１５％、２０％血清培养基与 ３％血清培

养基相比有极显著促进作用(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ５％、１５％、
２０％血清培养基之间的促进作用差异显著 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ１０％、１５％、２０％血清培养基之间对细胞的促

进作用差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 根据各质量浓度血

清的促生长作用以及细胞的培养状态ꎬ细胞生长的

最优血清质量浓度为 １０％ꎮ

图 ３　 ＲＳ￣１７ 细胞对血清的依赖性

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ＲＳ￣１７ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ

２.５　 ＲＳ￣１７ 细胞标志性蛋白的免疫荧光检测

按照方法 １.１０ 所示的方法选用波形蛋白、角蛋

白 ２ 种标记蛋白对 ６５ 代 ＲＳ￣１７ 细胞进行鉴定ꎮ 其

中波形蛋白是成纤维细胞的标志ꎬ角蛋白是上皮细

胞标志ꎮ 免疫荧光染色结果见图 ４ 所示ꎮ 试验结果

表明ꎬ波形蛋白阳性(图 ４Ａ、图 ４Ｂ、图 ４Ｃ)ꎬ角蛋白

阴性(图 ４Ｄ、图 ４Ｅ、图 ４Ｆ)ꎬ说明该细胞为成纤维型

细胞ꎮ

放大倍数:２００ 倍ꎻＡ、Ｂ、Ｃ:波形蛋白核染和特异性反应ꎻＤ、Ｅ、Ｆ:角蛋白核染和特异性反应ꎮ
图 ４　 细胞免疫荧光鉴定

Ｆｉｇ.４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲＳ￣１７

２.６　 ＲＳ￣１７ 细胞的生长曲线

取传至 ６７代的 ＲＳ￣１７ 细胞ꎬ以约每孔１×１０４个接种

于 ２４孔板ꎬ２４ ｈ 后对消化细胞进行计数ꎬ如图 ５所示ꎬ细

胞在２ ｄ 后增殖旺盛ꎬ３~５ ｄ 为对数增长期ꎬ６ ｄ 细胞进入

平台期ꎬ细胞老化脱落死亡ꎬ细胞生长曲线为 Ｓ 形ꎮ 以上

数据表示ＲＳ￣１７细胞符合细胞生长的一般规律ꎮ
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图 ５　 ＲＳ￣１７ 细胞生长曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ＲＳ￣１７ ｃｅｌｌｓ

２.７　 ＲＳ￣１７ 细胞的染色体观察

通过对细胞染色体进行染色ꎬ镜下观察第 ２８ 代

(图 ６Ａ、图 ６Ｂ) 和第 ７０ 代 ＲＳ￣１７ 细胞 (图 ６Ｃ、图
６ Ｄ)ꎬ细胞染色体条数均为４４条ꎬ染色体形态结构

正常ꎬ以上数据表明传至第 ７０ 代的 ＲＳ￣１７ 细胞具有

稳定的生物学功能ꎮ
２.８　 ＲＳ￣１７ 细胞致瘤性

取 ７２ 代 ＲＳ￣１７ 细胞与小鼠骨髓瘤细胞分别接

种 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠后ꎬ接种 ＲＳ￣１７ 细胞的小鼠生长状态

良好ꎬ背部接种部位无明显变化ꎬ背部无肿物形成ꎻ
接种小鼠骨髓瘤细胞的小鼠 １０ ｄ 后在背部接种部

位有小结节生长ꎬ随着时间延长ꎬ小结节逐渐变大ꎬ
小鼠精神状态变差ꎬ逐渐消瘦ꎬ毛色脏乱ꎬ４９ ｄ 后小

鼠死亡ꎮ 解剖注射 ＲＳ￣１７ 细胞的小鼠皮下正常(图
７Ａ)ꎬ而注射 ＳＰ２ / ０ 的小鼠在背部形成结节 (图

７Ｂ)ꎬ病理切片如图 ８ 所示ꎬ接种 ＲＳ￣１７ 细胞的小鼠

背部肌肉纹路清晰ꎬ而接种 ＳＰ２ / ０ 的小鼠可明显看

到很多核分裂相的细胞ꎬ且细胞排列紊乱ꎮ

Ａ、Ｂ:２８ 代细胞ꎻＣ、Ｄ:７２ 代细胞ꎮ
图 ６　 ＲＳ￣１７ 细胞染色体分析

Ｆｉｇ.６　 Ｋａｒｙｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＳ￣１７

Ａ:注射 ＲＳ￣１７ 细胞小鼠ꎻＢ:注射 ＳＰ２ / ０ 小鼠ꎮ
图 ７　 ｂａｌｂ / ｃ 小鼠解剖病变

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｌｂ / ｃ

３　 讨 论

长期以来ꎬ永生化细胞的建立主要运用于攻克

动物疾病研究以及人类医学上的相关难题ꎮ 辐射以

及病毒转染会促使永生的细胞在生长特性以及生物

学特性上都会有所改变ꎬ而通过端粒酶转染的细胞

Ａ:注射 ＲＳ￣１７ 细胞ꎻＢ:注射 ＳＰ２ / ０ 细胞ꎮ 放大倍数:１００ 倍ꎮ
图 ８　 病理切片

Ｆｉｇ.８　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ

保持着正常细胞的特点ꎬ所以近 ２０ 年通过端粒酶建

立了大量的人类器官的永生化细胞ꎬ如人的视网膜

上皮细胞、输卵管上皮细胞、神经干细胞、成纤维细

胞等[４￣７]ꎮ 同时ꎬ大量的动物永生化细胞也通过该方

法进行建立ꎬＶｅｉｔｏｎｍａｋｉ 等[８] 将ｈＴＥＲＴ转入牛毛细

管内皮细胞ꎬ将细胞内源性的 ｐ１６ＩＮＫ４ａ / ｐ Ｒｂ 灭
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活ꎬ而使细胞发生永生化ꎮ 洪海霞等[９]、苏正元

等[１０]通过转染 ｈＴＥＲＴ 质粒构建了猪的血管内皮细

胞ꎮ 本研究中的细胞在培养至 ８ 代后ꎬ细胞在 １４ ｄ
内基本停止增殖ꎬ当把细胞通过胰酶消化转移到新

的培养瓶时ꎬ细胞开始生长ꎬ且生长速度加快ꎬ生长

能力以及形态随着细胞的继续传代未有明显改变ꎮ
而培养了几批次的原代细胞都在传至７~９ 代就开始

生长缓慢ꎬ传至 １０ ~１１ 代细胞停止生长开始脱落ꎮ
目前 ＲＳ￣１７ 细胞已传至 ９５ 代仍形态稳定ꎬ完全超过

了细胞正常的生长周期以及传代次数ꎬ说明 ＲＳ￣１７
细胞在体外培养的过程中经过自发或外界因素的影

响从增殖衰老危机中逃离而达到了永生化ꎮ 啮齿类

动物细胞自发永生化的几率为１０－６ ~ １０－５、０~ １０－６ꎬ
这不是第 １ 个乳兔细胞在自然状态下达到永生化的

案例ꎬ１９９２ 年ꎬ吉传义等[１１] 在培养乳兔肾原代细胞

的过程中ꎬ也偶然获得了 １ 株转化的上皮细胞系ꎮ
ＲＳ￣１７ 细胞在培养过程中ꎬ贴壁后前期细胞密

度小ꎬ细胞多为突起的纺锤形以及扁平星形ꎬ后期细

胞增殖变多后形态主要为梭形ꎬ根据形态可初步认

定其为成纤维型细胞ꎬ进行免疫荧光染色显示细胞

波形蛋白阳性ꎬ参照相关研究结果[１２￣１３]ꎬ鉴定该细

胞属于成纤维型细胞ꎮ 在细胞生长曲线测定中ꎬ可
见随着细胞增殖密度加大ꎬ有细胞脱落死亡ꎬ同时细

胞无重叠生长状态出现ꎬ显示细胞具有正常的生长

特性ꎬ且具有接触抑制性ꎬＭＴＴ 检测血清依赖性试

验中ꎬ３％的血清培养基相对于无血清培养基有着极

显著的促进生长作用ꎬ而与 ５％、１０％的血清培养基

之间促进作用无显著差异ꎬ说明 ３％、５％血清培养基

可以作为 ＲＳ￣１７ 细胞的培养基ꎻ核型观察细胞染色

体为 ４４ 条ꎬ这与家兔的染色体条数一致ꎬ且选取了

２ 个传代次数的细胞ꎬ在染色体数目上没有明显变

化ꎬ说明 ＲＳ￣１７ 细胞具有正常的染色体ꎬ细胞在注射

小鼠后没有体现出致瘤性ꎮ 以上试验结果表明该细

胞已经建系成功ꎬ为后续 ＲＨＤＶ 侵染相关研究提供

了科学材料ꎮ
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