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表皮生长因子和胰岛素对大熊猫体外培养皮肤

成纤维细胞生物学特性的影响
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摘要：用 )*+,-./01 2!"（! ,!）培养液，添加 3 个水平的表皮生长因子和 " 个水平的胰岛素，组合成 $ 种

培养体系（45）分别培养大熊猫皮肤成纤维细胞。通过对细胞生长速度和染色体数目变异率进行测定，测得在

添加 !&!6 7 /8 的胰岛素和 ’& 96 7 /8 的表皮生长因子的培养体系（45:%）中：以（! ;$<3 = & ;!(%） > !&% 7 /8 密

度接种细胞，经 3 ;% ?，密度达到 $ ;(@& > !&% 7 /8，其生长速度最快；染色体数目为二倍体细胞的比率 <% ;<<A；

核型分析显示，培养的细胞是大熊猫体细胞。综合衡量，45:% 更适合大熊猫皮肤成纤维细胞的培养。
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大熊猫是世界珍贵的哺乳动物，但由于其繁殖

力低、栖息地不断缩小，野生种群的数量不断减少

（2N96 NK .J，!@@!）。大熊猫具有宝贵的遗传研究价

值，其遗传资源保护研究刻不容缓。通过细胞培养

建立的大熊猫细胞库与其配子库及胚胎库一起，形

成多层次、多角度的遗传资源保藏系统（VFJ/RLN NK
.J，!@@(）；同时，培养的细胞可以为全世界的研

究者提供丰富的研究材料，有利于大熊猫保护的世

! 收稿日期："&&% D &" D ""；接受日期："&&% D &$ D 3&
基金项目：成都大熊猫繁育研究基金（ "&&!&&3）

" 通讯作者（4RLLN1SR9?F96 .IKTRL），+:/.FJ：‘TIaF96%@%@bYFS ;!$3 ; HR/
第一作者简介：张明（!@<% D ），男，讲师，博士研究生，主要从事动物繁殖生物技术相关研究。



界性联合研究。已有研究（!"# $% &’，()))；*&+ $%
&’，,--(）显示，成年大熊猫皮肤成纤维细胞的培

养较幼体难，并且采用普通培养体系培养又难以成

功。我们前期预备试验初步表明，幼仔大熊猫的皮

肤成纤维细胞体外培养比较容易，年龄在 (- 岁以

上的大熊猫，皮肤成纤维细胞体外培养的增殖比较

缓慢。

在细胞培养中，细胞因子和激素的添加，主要

应用在非分泌型细胞的无血清培养体系，或者有血

清或无血清培养的分泌型细胞培养体系，以及培养

过程中生长缓慢、难培养细胞的培养体系中（./%0
%$+1%$"+ 2 3&%/，()4)；5&6%7&，()89）。本 研 究 通

过添加不同水平的表皮生长因子（$:";$6<&’ =6/>%7
?&@%/6，ABC）和胰岛素，观测其对大熊猫皮肤成纤

维细胞生长以及遗传稳定性方面的影响，来优化培

养体系，以实现对老龄大熊猫皮肤成纤维细胞的培

养，建立大熊猫个体遗传资源细胞系。

! 材料与方法

! "! 试验材料

来自成都大熊猫繁育研究基地的 - DE F 8 岁大

熊猫共 (8 只。大熊猫麻醉后，股内侧剃毛、清洗

消毒（碘酒消毒后立即用 4EG 的酒精脱碘）后，

用 ) F (, 号针头挑起皮肤，再按与针尖垂直的方向

切割挑起的皮层，每块皮肤约 , F H <<,，然后迅

速将其放入含 E-- IJ K <! 青霉素 E--!= K <! 和链霉

素（长征制药二厂）的 L.3 液中（自配制），9 M
下保存备用，保存时间不得超过 98 7。

! "# 试验方法

( D, D ( 皮肤组织细胞的分离 将大熊猫皮肤组织

在含 (-- IJ K <! 青 霉 素 和 (-- != K <! 链 霉 素 的

*&+NO1 液（*PQ’/+$，R5A(S-(S）中洗涤 H 次，每

次浸 E <"+ 后 (,- T ! 离心洌干。用电子天平称重

皮肤组织块，然后在 9 M下用 ,-- IJ K <! 的胶原蛋

白酶 I（B"U@/ .V!，(-,(-8,）持续酶解 HS F 98 7。

酶解过程中随时观察，待皮肤组织呈絮状时停止酶

解。细胞悬液洗涤后用血球计数法测量细胞密度，

计算细胞得率。并将所有熊猫个体酶解的细胞混

合，制成细胞样品池。

( D, D , 细胞培养 在 W5A X *&<O1 C(,（*PQ’/+$，

R5A(E4E(）培养液中添加 (-- IJ K <! 青霉素、(--

!= K<! 链 霉 素、 E != K <! 两 性 霉 素 .（ 3"=<&，

(4(HE）、E!= K <! 50L’&1</@"+Y5（I+Z"Z/B$+，晶美

分 装， ,90(-H05LL） 和 , <</’ K ! !0B’#（B"U@/
.V!，(-S,E-H）组成基础培养液，然后在基础培

养液中添加不同剂量的胰岛素（3"=<&，IEE--）和

ABC（ I+Z"Z/B$+，((,-S44），组 成 S 种 培 养 体 系

（表 (）。原代培养液中添加 ,-G C.3（*PQ’/+$，

R[.((9,-），传代培养液中添加 (-G C.3。

表 ! 本研究所采用的 $ 种培养体系

%&’ ( ! %)* +,- .,/0+ 12 345647* +8+6*9 ,/ 6)* +640,*+

培养体系

Q#’%#6$ 1P1%$<
基础培养液

.&1"@&’ @#’%#6$ 1P1%$<

胰岛素

I+1#’"+
（!= K <!）

表皮生长

因子

A:";$6<"1
=6/>%7 ?&@%0
/6（+= K <!）

Q30( (）W5A K *&< C(,（( X(） - -

Q30, ,）(-- IJ K <! 青链霉素 - 9-

Q30H H）E!= K <! 两性霉素 . - 8-

Q309 9）E!= K <! 50L’&1</@"+Y5 (- -

Q30E E）, <</’ K ! !0B’# (- 9-

Q30S (- 8-

培养时，将酶解获得的细胞用培养液调整浓度

到 , F 9 T (-E 个 K <!，每个 4E <! 培养瓶（C&’@/+，

HEH-(9）中添加 , <!，静置 S 7 后再添加相应培养

液 H <!。每 , 天更换 , K H 的培养液，当细胞汇合铺

满瓶底 8-G时，用 - D,EG胰蛋白酶（B"U@/ .V!）

消化脱壁传代。

( D, D H 细胞生长速度测定和生长曲线绘制 取传

至第 S 代的细胞，按（( DS4H \ - D(8E-） T (-E K <!，

每孔 - DE <! 接种细胞到 (, 孔板培养板（C&’@/+，

HEH-9H），然后每隔 (, 7 消化 ( 孔，测定细胞个数，

8 个重复。

( D, D 9 染色体数目变异率测定 分别取 S 种培养

液中的第 E 代细胞，用秋水仙碱（3"=<&，H([(EH9）处

理后进行核型制片（]&+= 2 Q7$+=，()8)），并将核型

片制作成临时装片。

分析每种培养体系中的 8- F (-- 个细胞的核

型，根据细胞染色体数目（^），将其分成亚单倍

体（+ _ ,(）、单倍体（+ ‘ ,(）、亚二倍体（,( _ +
_ 9,）、二倍体（+ ‘ 9,）、超二倍体（9, _ + _ SH）

和多倍体（+!SH）S 种类型，并分别计算每种类

型细胞所占的百分比，通过染色体数目变异率测

试，衡量细胞在不同培养体系中的遗传特性。

! ": 统计分析

用方差分析（" 检验）和"
, 检验对数据进行

统计分析。
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图 !—" 大熊猫皮肤组织酶解和细胞培养结果（ # !$$）

%&’( ) ! * " +,-./0 1&’0(2&3, 34 5&6,2 76,168( (9&, 2&((:0 6,1 ;:<2:=01 4&>=3><6(2(（ # !$$）

! ) 酶解后得到的细胞悬液（?:(@0,101 ;0<< 6420= (9&,A2&((:0 >0&,’ 1&’0(201 B&2C 0,-./0）；

D ) 经过简单处理的细胞悬液（?:(@0,101 ;0<< <&E:&1 >. (&/@<0 2=062/0,2）；

F ) 原代接种的皮肤组织分离细胞（G=&’&,6< ;:<2:=0 ;0<< 4=3/ (9&, 2&((:0 >0&,’ 1&’0(201）；

" ) 传到第 F 代的皮肤成纤维细胞（H3 ) F ’0,0=62&3, 4&>=3><6(2）。

! 结果与分析

! "# 大熊猫皮肤组织酶解及细胞得率

由于大熊猫年龄和组织块大小的差异，酶解分

离时间一般需要 FI J "K C。酶解后的皮肤组织呈絮

状悬浮物，其中最上层为非细胞悬浮物，紧接着是

单细胞层，中层为细胞团，最下层为毛根和未被消

化的皮肤表层。酶解所得的细胞悬液经离心洗涤，

取中层悬液，其他非细胞成分含量会大大减少（图

!、D）。大熊猫皮肤组织酶解分离的细胞平均得率

为 L M$NO # !$I 个 P ’。

! "! 细胞培养

培养中发现，原代细胞的贴臂速度往往比传代

细 胞 慢。 通 过 相 差 显 微 镜 （ G<./@:(， QRAN$，

S6@6,）观察发现，原代培养物中往往混有其他类

型的细胞（图 F），经过 D 次传代后，通过形态观

察，培养细胞主要为成纤维样细胞（图 "）。

! "$ 细胞生长速度

用血球计数法测量细胞密度，计算每孔细胞个

数，所得的数据见表 D。

最大细胞个数的 T? 培养体系的顺序是：T?A"
（IO MKI） U T?AL（IK MO$） U T?AF（IL MNF） U T?AI
（LI MN"） U T?AD（LL MLK） U T?A!（LF M!"），其中

T?A"、T?AL 与 T?AI、T?AD、T?A! 之 间 差 异 显 著

（! V $ M$L，" 检验）；细胞生长最先达到峰值的

T? 培养体系是 T?AL（K" C）和 T?AD（K" C），然后

依次是 T?A!（OI C）、T?A"（!$K C），最后是 T?AF
（!D$ C）和 T?AI（!D$ C）。

T?A! 培 养 体 系 细 胞 达 到 平 台 期 经 历 的 时 间

（OI C）比 T?AD、T?AF、T?A"、T?AL 和 T?AI（K" C）

长；其 ND J !D$ C 的 细 胞 个 数 的 变 异 系 数 为

FF M!OW。T?AD、T?AF、T?A"、T?AL、T?AI 培养体

系 ND J !D$ C 的细胞个数变异系数分别为 N MD$W、

!" M"LW、O M!!W、N M"$W 和 !$ MNDW，与 T?A! 的

差异显著。主要原因是达到平台期后，T?A! 培养

体系中细胞数量很快减少，而 T?AD、T?AF、T?A"、

T?AL、T?AI 的平台期维持较长（FI C）。在平台期

内，T?AD 中细胞的数量呈缓慢下降趋势，而 T?AF、

T?A"、T?AL、T?AI 中细胞数量波动较小。

! "% 染色体数目变异率分析

!$LL 期 张 明等：表皮生长因子和胰岛素对大熊猫体外培养皮肤成纤维细胞生物学特性的影响



将 !" 培养细胞进行核型制片，分析每种培养

体系中 #$ % &’$ 个细胞的核型，算出每种类型的百

分率见表 (。

) 种 !" 培养体系中的二倍体染色体百分率差

异不显著（! * $ +$,，!
’ 检验），但 !"-&、!"-’、

!"-.、!"-, 中的二倍体细胞百分率比 !"-(、!"-)
略高，!"-, 中二倍体细胞百分率最高。

! "# 核型分析

将 !"-, 培养的大熊猫皮肤成纤维细胞进行核

型分析，确定细胞的种属特性。对 / 个核型正常、

染色体比较清晰的细胞染色体进行放大、测量、统

计、分组、编号，将染色体的相对长度和着丝粒指

数与大熊猫染色体组型（!012 13 45，&66&）进行

比较，数据见表 .。

培养细胞的染色体众数为 .’，与大熊猫正常

核型的染色体数目一致。经配对试验 " 检验，染色

体相对长度的测量值与理论值之间差异不显著（!
* $ +$,），染色体着丝粒指数测量值和理论值之间

差异显著（! 7 $ +$,）。根据着丝粒指数确定的染

色体类型中，第 6、&$ 号染色体测量类型为中部着

丝（8），理论类型为亚中部着丝（98），这种差异

可能主要由测量误差引起，但也不排除 6、&$ 号染

色体结构变异的可能性。

大熊猫染色体组型见图 ,。

$ 讨 论

$ "% &’( 对成纤维细胞生长的影响

:;<是 细 胞 广 谱 的 促 分 裂 剂，能 促 进 细 胞

=>?、@>?、蛋白质以及大分子物质的合成，能够

增 加细胞内外物质的转运（=A2B C D42，’$$&；"E2B
C <42B，’$$’）。在细胞培养中，:;< 常作为一种

促进细胞增殖的添加物。在鸡角膜缘上皮细胞、人

结膜 上 皮 细 胞、真 皮 成 纤 维 细 胞、牙 周 膜 细 胞

（ F=D!9）的培养研究中表明：:;<能够促进细胞

的增殖，但促进细胞的增殖能力与细胞的种类、

:;< 的 浓 度 有 关（GEH 13 45，’ $ $ ’；I42B 13 45，

表 ! 大熊猫皮肤成纤维细胞在 ) 种培养体系中的细胞个数（&$. 个 J孔）

*+, - ! ./00 123,/45 216/4 6788/4/19 7152071 +16 &’( :20924/ 5;59/3（&$. J 0E51）

培养体系

!H53HK1 9L9318

培养时间 !H53HK1 3A81（0）

$ &’ ’. () .# )$ /’ #. 6) &$# &’$

!"-& &) +/( &( +6$ &) +.6 ’& +6& ’# +’# .$ +$) (/ +./ ., +&( ,( +&.M (. +$, &6 +),

!"-’ &) +/( &’ +&, &( +/, ’$ +&/ ’/ +6) ($ +$’ ,’ +$’ ,, +,#M ,, +(, ,( +.$ .) +’6

!"-( &) +/( &( +,) &’ +)) &# +&$ ($ +’6 .$ +6’ .. +,. )& +)& )$ +$( ). +)) ), +/(M

!"-. &) +/( &( +,$ &6 +)/ ’# +./ ’, +#( .6 +)$ ,/ +$6 )& +). ,/ +6/ )6 +#)M )/ +)6

!"-, &) +/( &’ +’6 ’’ +$& ’. +($ ’6 +/( .’ +(& )$ +#6 )# +6$M )$ +#6 ,) +)& )& +&#

!"-) &) +/( &. +$’ ’$ +)/ ’& +.$ ’6 +$( (’ +/’ .( +6’ ,, +&& .) +66 ,( +&. ,) +/.M

M表示在测试过程中生长达到的最大细胞个数（N01 54KB193 O155 2H8P1K9 QHKA2B O155 BKER30）。

表 $ ) 种培养体系中培养 # 代后大熊猫成纤维细胞染色体数目的变异率

*+, - $ <+47+97=1 >/4:/19 =8 :?4=3=5=3/ 123,/4 =8 ’7+19 @+16+A5 87,4=,0+59 71 57B C7165 =8 :20924/ 5;59/3
=1 9?/ 8789? >+55+D/

培养体系

!H53HK1 9L9318

染色体数目百分率 F1KO123 ES O0KE8E9E81 2H8P1K（T）

波动范围

U4KA4P51 K42B1
众数

VE93 2H8P1K亚单倍体

"HP04M5EAQ
单倍体

G4M5EAQ
亚二倍体

"HPQAM5EAQ
二倍体

=AM5EAQ
超二倍体

GLM1KQAM5EAQ
多倍体

VH53AQAM5EAQ

!"-& & +’’ & +’’ ’& +/$ /( +.& ’ +.. — &) W ,/ .’

!"-’ ’ +)( — ’$ +’) /. +., ’ +)( — &/ W ,’ .’

!"-( & +)6 — &, +.’ )6 +(’ ( +(6 &$ +&/ &( W #) .’

!"-. ’ +), — &) +() /’ +(# ’ +’# & +’$ &, W .6 .’

!"-, ’ +6$ & +., &) +$6 /. +// . +#$ — &, W .6 .’

!"-) — & +’’ ’$ +.6 )/ +(’ ’ +.. # +,. ’& W /) .’

—：表示该种类型在统计中不存在（>E 9HO0 3LM1）。
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表 ! 大熊猫染色体相对长度和着丝粒指数

"#$ % ! &’(#)*+’ (’,-). #,/ 0’,)123’1’ *,/’4 25 6*#,) 7#,/# 0.1232823’

染色体编号

!"#$%$&$%’ ($ )

染色体类型

!"#$%$&$%’ *+,’
相对长度

-’./*01’ .’23*"
着丝粒指数

!’2*#$%’#’ 024’5

测试

65,’#0%’2*
对照!

!$2*#/&*!
测试值

65,’#0%’2*/. 1/.7’
对照值!

!$2*#/&* 1/.7’!
测试值

65,’#0%’2*/. 1/.7’
对照值!

!$2*#/&* 1/.7’!

8 % % 9 :;<= > ? :@9;= 9 :?A > ? :?9@ A@ :B@B > B :<?<@ A< :C@ > ? :<;C

; % % = :@=B > ? :<;?C = :<< > ? :8<B A8 :==? > ; :A?;; AB :A8 > ? :=?A

B % % < :=?B > ? :AB=8 < :<; > ? :8;= A? :8;B > ; :@@8@ A@ :8; > ? :<9?

A % % < :?;9 > ? :89C? < :8; > ? :88? BC :8;9 > B :9@=< AB :;9 > ? :=@C

@ &% &% @ :9=? > ? :;9B= @ :@9 > ? :8?9 B8 :@?9 > < :A?C= B8 :9A > ? :9A<

< % % @ :<C? > ? :89<= @ :== > ? :?98 B9 :C<? > = :;;<= A@ :=@ > ? :=A?

= &% &% @ :<;B > ? :;<AA @ :A= > ? :8?= B@ :A?@ > C :B88= B; :;; > ? :=9B

9 % % @ :;=9 > ? :BB?C @ :;; > ? :8;8 A; :8<B > 8 :=;9< A8 :;@ > ? :<<A

C % &% @ :?A9 > ? :8=C@ A :C; > ? :8?8 B9 :C@B > < :@A?8 B< :?B > ? :<CB

8? % &% A :CB@ > ? :;A8= A :C; > ? :?<C BC :;BB > @ :A;C= B@ :<A > ? :<@A

88 % % A :@=9 > ? :;;@? A :<; > ? :?9; A8 :C@@ > < :8B9C A; :C9 > ? :<;=

8; % % A :A8? > ? :?BB= A :AA > ? :?9C AA :=89 > @ :998@ A@ :8; > ? :C8@

8B % % A :;;9 > ? :?A@? A :B< > ? :?=A A; :<;? > A :<<8C AB :BA > ? :@B8

8A % % A :8;? > ? :8BBA A :8A > ? :?<? AB :;AB > < :B9?; A@ :9C > ? :=?C

8@ % % B :9=? > ? :8@B9 B :C? > ? :?=A A; :8A@ > ; :9<B@ A; :=9 > ? :<9B

8< % % B :=;? > ? :;B<A B :=< > ? :?@9 AB :;CB > A :8AB? A@ :C9 > ? :=B8

8= — — ; :=9? > ? :<98? B :@A > ? :8@? — —

89 — — ; :;@B > ? :A@@< ; :8B > ? :?A= — —

8C — — 8 :9AB > ? :8=?< 8 :C? > ? :?A= — —

;? — — 8 :<89 > ? :;;B9 8 :=C > ? :?B< — —

D % % @:B@B > ? :;@C9 @ :@8 > ? :?9B A; :<<9 > @ :?<?? A? :B< > ? :<?<

E — — 8 :;<? > ? :?@== — — —

!来自 !"’2 ’* /.（8CC8）［F#$% !"’2 ’* /.（8CC8）］。

图 @ 大熊猫染色体组型（雄）

F03 ) @ G0/2* H/24/I& J/#+$*+,’（%/.’）

;??8；K/23 ’* /.，;??;；LM ’* /.，;??;）。在大熊

猫皮肤成纤维细胞培养体系中添加 6GF，可能有利

于细胞的增殖，对于老龄大熊猫皮肤成纤维细胞的

培养有利。

在本研究中，发现 6GF 有促进大熊猫皮肤成

纤维 细 胞 体 外 增 殖 的 能 力， 而 且 9? 23 N %L 组

（<@ :=B） 细 胞 的 增 殖 数 量 高 于 A? 23 N %L 组

（@@ :@9），说明 6GF 对细胞的增殖作用存在剂量依

赖性，但差异不显著。这种原因可能由于 A?、9?
23 N %L 两个水平浓度差异太小，不足以引起大熊猫

B?@@ 期 张 明等：表皮生长因子和胰岛素对大熊猫体外培养皮肤成纤维细胞生物学特性的影响



皮肤成纤维细胞增殖的显著变化；也可能因为两个

水平的浓度太低或太高，处于 !"# 剂量效应的边

缘区。在添加了 !"# 的培养体系中，大熊猫皮肤

成纤维细胞数量在平台期呈现波动变化，平台期的

维持延长，这种变化可能与换液间隔有关；同时

!"# 的作用是通过促进细胞周期蛋白 $%$&’()* 和

+),-. 的表达，进而使细胞 "* 期缩短来促进细胞

增殖的（/0(1 2 #3(1，4554），这种作用本身具有

周期性。

! "# 胰岛素对成纤维细胞生长的影响

胰岛素可促进细胞对葡萄糖的利用。在细胞培

养中， 胰 岛 素 有 促 进 细 胞 增 殖 的 作 用 （678，

*99:）。本研究中，通过对 +/-* 和 +/-. 比较表明：

胰岛素能明显促进大熊猫皮肤成纤维细胞的体外增

殖；在添加了胰岛素的培养体系中，大熊猫皮肤成

纤维细胞生长的平台期延长。

! "! $%& 和胰岛素对成纤维细胞生长的共同作用

胰岛素和 !"# 同时使用时：在低剂量 !"# 下，

胰岛素和 !"# 促进细胞增殖的能力存在累加作用；

在高剂量 !"# 下，胰岛素和 !"# 表现出对大熊猫

皮肤成纤维细胞体外增殖的抑制作用。由此可以说

明，细胞的增殖潜力除受胰岛素和 !"# 浓度影响

外，还受细胞内在因素控制，细胞的增殖潜力存在

极限。!"# 和胰岛素与受体结合后，引起各自受体

上酪氨酸磷酸化，通过酪氨酸激酶途径引起细胞内

的生 物 效 应（)’(1 2 ;3(，455*；/0(1 2 #3(1，

4554；678，*99:；)<(1 2 673(1，*99=；>3% <? 3&，
*9=*；"’3(<??0 2 "@’AB0&C，*9:9）。 在 胰 岛 素 和

!"# 的作用下，二者竞争酪氨酸激酶信号通路中的

公用信号转导蛋白质，从而使大熊猫皮肤成纤维细

胞的增殖不表现累加作用，甚至表现抑制作用。在

胰岛素和 !"# 共同作用下，酪氨酸激酶信号通路

中的公用信号转导蛋白质的数量制约着细胞的增殖

潜力。通过对 +/-*、+/-4 和 +/-. 的分析表明：*5

!1 DE 的胰岛素引起细胞的增殖能力大于 .5 (1 D E;
的 !"# 引起细胞的增殖能力。

在未添加胰岛素和 !"# 的 +/-* 中，细胞的增

殖速度，增殖峰值明显小于其他组，平台期的维持

时间也明显短于其他组。在所有培养体系中，细胞

生长周期可明显分为潜伏期、指数生长期、平台期

和衰退期，其中各培养体系在潜伏期、指数生长期

差异不明显。平台期开始出现差异，+/-* 培养体系

平台期很短，很快进入衰退期，而其他培养体系有

相对较长的平台期。这与胰岛素和 !"# 促进细胞

增殖的潜能相关。

! "’ 培养细胞遗传稳定性评估

作为遗传资源保存的细胞系，遗传稳定性是极

其重要的。发生高度变异的细胞系，既失去了细胞

原有的生物学特性，也失去了遗传资源保存的意

义。体外培养的细胞发生突变后，极少的细胞丧失

增殖能力，大部分细胞变异后仍能够分裂增殖，从

而使培养细胞的可遗传变异不断积累加剧，最终造

成细胞系的分化（"’3(<??0 2 "@’AB0&C，*9:9），由

于培养过程中的自然分化，很多细胞系根据遗传物

质的 差 异 可 以 分 成 更 多 的 细 胞 株（673(1 <? 3&，
455*）。因此细胞的体外培养过程也是一个细胞变

异积累，产生分化的过程。673(1 <? 3&（455*）在研

究 : 种 动 物 的 肾 细 胞（#-*=、+>#F、+,#、G)-
+,、H<@0、H<@0-4、GI-*5.、JK,-4*）和 K<&3 细

胞系中若干细胞株的染色体变异率、克隆形成率和

肿瘤形成的相互关系时发现：体外培养的细胞系，

染色体数目变异是普遍现象，其变异的程度不仅与

细胞系（株）自身特性有关，还与培养体系、方法

和传代次数有关。寻找尽可能维持培养细胞遗传稳

定性的培养体系，对于遗传资源细胞系的培养非常

重要。

添加 !"# 和胰岛素，对大熊猫皮肤成纤维细

胞的遗传变异是否产生影响？研究中发现：高浓度

的 !"# 可引起多倍体细胞的比率上升，从而相应

减少正常二倍体细胞的比率，但与其他组差异不显

著。这种现象可以用机体中 !"# 和 !"#> 过度表达

引起的肿瘤易发性和肿瘤高移除率进行解释（L3(-
<&E3( <? 3&，*995）：在体条件下，!"# 的过量，使

细胞核裂加快，容易引起染色体数目和结构的变

异，这种变异导致细胞瘤变，但瘤变细胞激发机体

免疫系统清除瘤变细胞、!"# 和 !"#> 过度表达的

细胞，从而表现出肿瘤的高移除率；而在体外培养

中，高浓度引起的多倍体变异细胞无法被清除，从

而导致多倍体细胞增加。此外，还可能与形成的核

分裂相重叠，影响观察有关。对 M 种培养体系的细

胞染色体数目变异率分析表明，胰岛素对体外培养

的大熊猫皮肤成纤维细胞的染色体变异率没有影

响。

在 !"# 和胰岛素这两种促进大熊猫皮肤成纤

维细胞增殖的物质中，胰岛素是更理想的促进细胞

增殖的添加物。在已经建立的 +/ 培养体系中，从

.5N 动 物 学 研 究 4M 卷



促进细胞生长增殖速度上考虑，!"#$、!"#%、!"#&
比较适合大熊猫皮肤成纤维细胞的生长，其中 !"#$
最适合；从生长速度和染色体数目变异率分析综合

考虑，!"#$ 比较适合大熊猫皮肤成纤维细胞的培

养。更加优化的大熊猫皮肤成纤维细胞培养体系可

以不添加 ’()，只添加胰岛素。

为了深入研究 ’() 和胰岛素对大熊猫皮肤成

纤维细胞生物特性的影响，可以采用 *+#,-(’ 和

++#,!. 技术，研究不同浓度 ’() 和胰岛素作用于

大熊猫皮肤成纤维细胞引起的蛋白质和 ’"/0 的差

异。
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基金会的资助；美国国立癌症研究中心亚洲濒危猫

科动物遗传资源保护研究课题组也给予帮助，一并
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