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空间环境中特有的空间辐射、微

磁场和微重力对地球生命有多方面

的影响,对其进行研究有助于理解重

大生命科学问题[1]。目前,空间细胞生

物学的研究还处于起步阶段,主要原

因是细胞在空间环境中难以存活。我

们设计的细胞太空搭载装置[2]已成功

地将小鼠黑色素瘤细胞 B16、基因工

程细胞 CHO- dhfr-、骨髓间充质干细
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[摘要] 探讨基于微载体技术的改良细胞单克隆化方法 ,及直接研究微载体上细胞形态、细胞增殖、核酸提取的方法。 利用快速染色法

直接观察微载体上的细胞形态 ,并用 MTT 法直接分析细胞增殖 ,用 Trizol试剂和吸附柱直接从微载体提取细胞核酸。对微载体上的细

胞可直接进行染色 ,观察正常细胞和凋亡细胞的形态。MTT 分析显示细胞数和 OD 值呈直线关系。从微载体上直接提取的 RNA完整性

好 ,可用于 RT- PCR 分析 ,提取的 DNA含量较高。改良细胞单克隆化方法操作简便 ,细胞活性好 ;不消化细胞 ,可以直接研究微载体上

的细胞形态、细胞增殖 ,提取核酸。
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micro- carrier, morphological characteristics of normal and apoptotic cells are analyzed by staining and microscopic observation,

while the cell proliferation is analyzed by MTT methods. The RNA and DNA are directly isolated with Trizol reagent and QIAamp

DNA kit from cells adhered on micro- carriers. Cells can be morphologically observed and photographed when attached to micro-

carrier. MTT analysis shows that a linear relation exists between cell amount and OD value. RNA isolated from cells on micro-

carriers is intact and can be used for RT- PCR. DNA quantity of directly isolated group is larger than that of trysin group. Cell

monocolonization protocol modified by us is simpler and cheaper with acceptable viability. The shape and proliferation of cells
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胞 等 10 种 细 胞 无 源 搭 载 第

18, 20, 22 颗返回式卫星 , 细胞在其

中可生存 30 d以上。

经空间环境作用后的细胞,其生

物特性发生多方向的变化[3- 4],故需细

胞单克隆化、扩增冻存后 , 逐株筛选

研究,工作量巨大。本文探讨了基于

微载体技术的改良细胞单克隆化方

法,以及不消化细胞直接研究微载体

上细胞形态、细胞增殖、细胞凋亡和

提取 DNA, RNA的方法,为动物细胞

的空间无源搭载和后继研究提供方

法学支持。

1 材料和方法

1.1 实验材料

微载体 CytoporeTM2 购自 Amer-

sham Biosciences 公司 ; 胎牛血清和

DMEM培养基购自 Gibco 公司 ; Tri-

zol试剂为 Invitrogen 公司产品 ; QI-

Aamp DNA Mini Kit 购自 QIAGEN
公司 ; AMV 逆转录酶和 Taq 酶购自

Promega 公司 ; 人肝癌细胞系 BEL-

7402为本室保存。

1.2 改良细胞单克隆化及细胞复苏、

细胞扩增

1.2.1 细胞单克隆化和扩增

将培养于微载体上的 BEL- 7402
细胞 0.25%胰酶消化 , 按每孔 1 个细

胞的浓度接种于 96 孔板; 细胞形成

较大单克隆后,消化,转种于 24 孔板

中的 0.4 ml微载体上。

1.2.2 细胞冻存

细胞在微载体上约 60%～80%融
合后, 分 2 份吸入细胞冻存管中,待

微载体沉降后 , 吸去旧培养液 , 加入

细胞冻存液 , 大量棉花包裹 , 置于

- 70℃数日,转入液氮中长期保存。
1.2.3 细胞复苏

从液氮中取出细胞冻存管,立即

投入 37℃温水中,融解后静置片刻微
载体沉降 , 吸去上清 , 将微载体转入

6 孔板中 , 加入新鲜培养液置于

37℃, 5% CO2 培养 , 2 d 后染色观察
细胞状态。

1.2.4 细胞扩增

吸去旧培养液,加入含微载体的

新鲜培养基, 37℃, 5% CO2培养。
1.2.5 细胞形态

取 2 份微载体,分为正常培养组

和细胞凋亡组,用 3 μmol/l 阿霉素作
用 24 h 诱导细胞凋亡。吸取 1 滴微

载体 , 滴于载玻片上 , 加 1 滴快速染

液,混匀染色 30 s,显微镜下观察、摄

影。

1.3 MTT法测定细胞增殖

吸取 200 μl 微载体加入微量离
心管中,倍比稀释。每个浓度设 3 个

平行管。每管中加入 20 μl MTT液 ,
终浓度为 0.5 mg/ml, 培养 4 h。吸去

上清 , 加 150 μl DMSO, 剧烈振荡
15 s; 将上清吸至酶标板中 , 测量

492 nm的 OD值。

1.4 提取细胞总 RNA 和 RT- PCR
分析

取出 0.1～0.2 ml 微载体 , 吸净上
清。加入 1 ml Trizol,剧烈振荡 15 s,

室温放置 5 min。加入 0.2 ml氯仿分

相 ; 上层水相中加入 600 μl 异丙醇
沉淀 RNA, 80%乙醇洗沉淀 , 50 μl
DEPC 水溶解 RNA。取 15 μl 进行

1%琼脂糖凝胶电泳。EB染色 , 紫外

光下观察 , 拍照。RT- PCR 按试剂说

明书操作扩增看家基因 β- actin, 引
物序列见文献[5]。

1.5 细胞 DNA的提取

分别取出 0.1～0.2 ml 微载体 , 放
入 2 个离心管中。一组为直接提取

组 , 吸净上清 , 加入 20～40 μl QIA-

GEN蛋白酶,混匀 ,加入 200 μl 裂解
液 , 56℃水浴 10 min;一组为消化组 ,
将细胞从微载体上消化下来,离心收

集细胞后 , 吸净上清 , 同上加入蛋白

酶和裂解液 , 56℃水浴。各组加入
200 μl 无水乙醇 , 剧烈振荡 , 上清吸
入离心柱中,吸附的 DNA洗 2 次后 ,

用 200 μl TE( pH8.0)重溶。分光光度
法测定 DNA浓度 , 各取 15 μl 进行

1%琼脂糖凝胶电泳。

2 结果

2.1 改良细胞单克隆化及细胞复苏

冻存的细胞复苏后染色,可见微

载体上有细胞贴附生长。细胞核大 ,

核仁清楚 , 胞膜完整 , 部分细胞处于

分裂相 , 细胞存活 , 状态良好 (见图

1)。

2.2 快速染色法观察正常细胞状态

和细胞凋亡

快速染色法将微载体上的细胞

核染成蓝色,核仁清晰,胞膜明显。诱

导凋亡组可见染色质边集、核碎裂、

凋亡小体形成等细胞凋亡形态,而微

载体本身不着色(见图 2)。

2.3 MTT法测定细胞增殖

改良 MTT法直接检测微载体上

细胞增殖 , 将 492 nm的 OD值对稀

释倍数作图, 可见二者成直线关系 ,

R2值为 0.998 9(见图 3)。

2.4 提取的细胞总 RNA
贴附于微载体上的细胞不经消

图 1 改良细胞单克隆化后复苏的 BEL- 7402 细胞

Fig. 1 Resuscita ting amended BEL- 7402 cells after monocloning

( b)放大倍数 200×

( b) Magnification of 200×
( a)放大倍数 100×

( a) Magnification of 100×
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图 4 Trizol试剂提取微载体上

细胞的总 RNA

Fig. 4 Total RNA of cells on

micro- carriers us ing Trizol

图 5 RT- PCR 扩增细胞 β- actin

Fig. 5 β- actin express ion of cells

us ing RT- PCR

图 6 1%琼脂糖电泳检测提取

的细胞 DNA

Fig. 6 Electrophores is of DNA in

agarose gess of cells

化 , 直接加入 Trizol 试剂 , 按常规提

取细胞总 RNA, 检测 OD260/OD280

为 1.9, 电泳结果显示 RNA 条带清

楚 , 28S 和 18S RNA 约为 2∶1, RNA
完整性较好(见图 4)。RT- PCR 结果

可见 ,β- actin 条带清楚 , 无杂带 (见
图 5)。

2.5 细胞 DNA
直接提取组和消化组从等量微

载体上分别提取到 3 280.7 ng 和

307.5 ng DNA, 前者是后者的 10.7
倍。电泳结果显示,直接提取组 DNA
完整性较好, 消化组 DNA则不可见

(见图 6)。

3 讨论

在我国现阶段,研究空间环境对

动物细胞的影响主要利用返回式卫

星 , 但其要求无电源、无热源、无供

氧、CO2、细胞不更换培养液存活约

30 d,细胞存活成为空间细胞生物学

研究的首要障碍。本课题组研制的细

胞太空搭载装置已成功无源搭载小

鼠黑色素瘤细胞 B16、人肺鳞癌细胞

L78、人宫颈癌细胞 Caski、基因工程

细胞 CHO- dhfr-、人牙髓基质细胞、人

牙周基质细胞、兔及人骨髓间充质干

细胞、人 T 淋巴细胞 Jurkat、人主动

脉内皮细胞等 10 种细胞; 并已对部

分细胞进行了细胞增殖、细胞凋亡、

细胞黏附力、细胞因子分泌、致瘤性、

基因和蛋白表达等生物特 性 研

究 [3,5- 7], 发现经空间环境作用后的细

胞发生多个方向的变化,故而需将回

收的细胞先进行单克隆化 ,然后进行

研究。

常规的细胞单克隆化程序需先

将细胞以 0.5 个细胞/孔的密度接种

于 96 孔板,形成单克隆后 ,消化下来

图 3 MTT 法检测微载体上

细胞的增殖情况

Fig. 3 Proliferation of cells

on micro- carriers

图 2 快速染色法显示微载体上 BEL- 7402 细胞的正常和凋亡形态

Fig. 2 Shapes of BEL- 7402 cell on micro- carriers by ins tant s taining

( b) 凋亡形态

(b) Apoptotic morphological characteristics

( a) 正常形态

(a) Normal morphological characteristics

注 : 1 为 DNA分子量标准 , 1000, 900, 800, 700,

600, 500, 400, 300 bp; 2 和 3 为 RT- PCR 扩

增的β- actin 条带( 552 bp)

1 is DNA Marker: 1000, 900, 800, 700,

600, 500, 400, 300 bp; 2 and 3 are β- actin

( 552 bp) by RT- PCR

注 : 1 为 DNA 分子量标准 , 2000, 1000,

750, 500, 250, 100 bp; 2 为消化组细

胞 DNA; 3 为直接提取组细胞 DNA

1. DNA Marker: 2000, 1000, 750, 500,

250, 100 bp; 2. Total DNA isolated

from cell- digested group; 3. Total DNA

isolated from directed- isolation group
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接种到 24 孔板;待细胞长满后,再消

化接种到 25 ml 培养瓶;培养瓶中细

胞长满后再消化接种 100 ml 培养

瓶 ;细胞长满后再消化下来 , 离心后

换细胞冻存液, 在液氮中冻存 2 管。

我们的改良方法将细胞单克隆直接

接种于微载体上,相对于常规的单层

培养,微载体的特性为细胞贴壁更迅

速,营养交换更充分、相对面积更大,

仅需换液和添加新的微载体即可维

持细胞的连续生长, 细胞增殖旺盛 ,

避免了频繁的消化传代,大大减低了

工作量和污染的机会[8]。另外,我们将

生长于微载体上的未经消化细胞直

接冻存,对细胞的损害较小;复苏时 ,

细胞是贴附于微载体上被复苏,细胞

可直接进入生长增殖期;而且添加新

的微载体细胞即可迅速扩增,保证得

到足量的细胞进行后续研究。

微载体技术由于其多方面的优

点已经在组织工程、基因工程中被广

泛应用,但对生长于其上的细胞状态

和细胞生物特性的研究较困难,现在

通行的方法是将细胞从微载体上消

化下来,接种到细胞培养板和培养瓶

中再进行研究。此方法的弊端是操作

繁杂, 不能反映细胞当时的状态 ,部

分发生变化的细胞,如凋亡细胞和分

裂的细胞容易丢失。

现在检测微载体上细胞生长状

态的方法主要是间接地检测培养液

中的葡萄糖和乳酸含量 [9], 本课题采

用的快速染色法可以实时、直接地观

察微载体上的细胞形态 , 且染色迅

速、背景干净,无需固定洗涤等程序 ,

避免了凋亡细胞等的丢失。

本课题的改良 MTT法是将微载

体在微量离心管中培养,无需专门的

试剂, 相对耗资较少。以测得的 OD
值对微载体的稀释倍数作图,二者为

直线关系, R2=0.998 9, 说明可用 OD

值表示微载体上细胞增殖状态。

从微载体上直接提取 RNA, 将

Trizol 加入微载体悬液中直接溶解细

胞 , 不仅简化了操作步骤 , 而且避免

了细胞消化时对细胞的损害,减少了

RNA降解的概率。另外,在离心后吸

取上层水相时,微载体混在中间层蛋

白杂质中, 使蛋白质层不易被牵动 ,

含 RNA的水相的吸取更为容易。经

测定 , RNA 较纯 , 完整性较好 , 可用

于 RT- PCR分析细胞中的基因表达。

现在提取细胞 DNA有多种试剂

盒可用。本实验测定此类试剂盒能否

直接从微载体上提取 DNA。实验结

果发现,试剂盒中的蛋白酶 K和细胞

裂解液都不和微载体的惰性基质发

生反应,提取的 DNA纯度较好 ,数量

较大。胰酶消化微载体上的细胞时 ,

有部分位于微载体孔道内部的细胞

难以被消化下来, 细胞总数减少 ,而

我们的方法是直接裂解微载体上的

细胞,所得 DNA数量较多。此法无需

胰酶消化, 减少了细胞丢失的机会 ,

尤其适用于提取凋亡细胞的 DNA,

进行 DNA Ladder实验。

4 结论

本文初步探讨了操作较简便的

改良细胞单克隆程序,及直接研究微

载体上细胞形态、细胞增殖、细胞核

酸提取的方法,有利于细胞太空搭载

系统被进一步用于空间细胞生物学

的研究,并为组织工程等进一步应用

和发展微载体技术提供了研究线索。
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