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牛乳腺上皮细胞的分离培养及其生物学特性

多曙光，吴应积"，罗奋华，旭日干
（内蒙古大学 哺乳动物生殖生物学与生物技术教育部重点实验室，内蒙古 呼和浩特 !"!!#"）

摘要：采用胶原酶消化法和胰蛋白酶选择性消化法分离、培养和纯化牛乳腺上皮细胞。形态学观察表明，
培养的细胞具有典型的上皮细胞形态特征；染色体分析结果表明，培养的细胞具有正常的染色体数目。通过荧
光免疫细胞染色方法鉴定了培养的细胞表达上皮细胞特异的角蛋白 $ 和 %。该细胞在添加胰岛素、氢化可的松
以及羊催乳素的无血清培养液中诱导培养时，用 &’()*& 方法检测到了!+ 酪蛋白基因的转录。这些结果表明，
分离培养的细胞是乳腺上皮细胞，这些细胞在诱导培养的条件下能够转录表达!+ 酪蛋白。
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乳腺生物反应器的制备是生物工程领域研究的

热点（R4ED8G678，#!!!）。但因其研究和开发的周

期长、成本大、风险高等问题，因此，在制备转基

因动物之前，对乳腺特异性表达载体构建的合理性

和有 效 性 进 行 检 测 是 非 常 必 要 的 （SE7 8> :@，
#!!$）。目前，国内外普遍采用受精卵显微注射技

术制作转基因小鼠，对转基因的表达水平、组织特

异性和产生蛋白的活性进行分析，为家畜乳腺反应

器的制备提供科学依据。但其技术繁琐、难度大、

周期长，而且一定的基因构件在转基因小鼠模型中

的表达量与大动物中的表达量并不一致，从而使这

种方法的可行性受到一定的限制（T8@:7D8; 8> :@，
"--#；):@8<:7D: 8> :@，"--/）。乳腺上皮细胞具有

合成和分泌乳汁的特殊功能，是制作乳腺生物反应
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器的靶细胞，因此，可以利用体外培养的、能合成

和分泌乳蛋白的乳腺上皮细胞来检测乳腺特异性表

达载体的功能，具有方便、快捷且能够真实反映乳

腺表 达 载 体 在 体 内 表 达 水 平 等 优 点（!" #$ %&，
’(()）。

乳腺上皮细胞培养的研究起步较早。*+,#- #$
%&（./0.）第一次在体外成功地培养了牛乳腺上皮

细胞。其 后，许 多 研 究 者 相 继 分 别 以 器 官 培 养

（12234%, #$ %&，./5)；671-%$8 #$ %&，./59）或是

以细胞培养（:784;3 #$ %&，./5)）的方式培养了乳

腺上皮细胞，并以它们为模型对乳汁的合成和分泌

机制进行了研究。由于乳腺上皮细胞是一种高度分

化的细胞，必须不断地摸索体外培养的最佳条件及

添加因子的作用，同时乳腺细胞在培养过程中容易

脱离分化，必须培养在适宜条件下，才可维持其分

化状态（<82-3%-=2, #$ %&，./5/）。因此，乳腺上皮

细胞的体外培养比较困难。目前已培养成功的、能

够用于乳腺特异表达载体功能检测的细胞系并不多

见。因此，建立乳腺上皮细胞分离培养方法，了解

体外培养细胞的形态特征和生物学特性，对进一步

了解泌乳的调控机理以及作为一个检测系统验证乳

腺表达载体的功能都具有重要意义（>8#,? #$ %&，
’((@）。

本研究采用胶原酶消化和胰酶选择性消化法，

分离培养了牛乳腺上皮细胞，并对其生长特性、细

胞遗传和!A 酪蛋白表达等相关特性进行了分析和

鉴定。拟为进一步研究牛乳蛋白基因表达调控机制

以及检测乳腺表达载体构建的合理性和有效性提供

有利的条件。

! 材料和方法

! "! 材 料

. B. B . 主 要 试 剂 及 耗 材 C6*6 D E.’ 培 养 基 为

1;+72 产品；7CFG 第一链合成试剂盒为 H,I;$-2?#,
公司产品；胰蛋白酶（<-JK=;,）、胶原酶"（L2&&%M
?#,%=# $JK#"）、链霉蛋白酶（N-2,%=#）、氢化可的

松（OJ3-272-$;=2,#）、羊催乳素（N-2&%7$;,）为 :;?M
4% 产品；CF%=# 为 N-24#?% 公司产品；标准胎牛血

清为 <PC 产品；胰岛素购自江苏万邦制药公司；

无机盐类及 CMNP: 为日本和光试剂；其余试剂为国

产分析纯。

. B. B ’ 培 养 液 乳 腺 上 皮 细 胞 生 长 培 养 液：

C6*6 D E.’ Q .(R EP: Q S ,? D 4T *1E；乳腺上皮

细胞诱导培养液：C6*6 D E.’ Q ( B@ U D 4T H,="&;, Q
.#? D 4T OJ3-272-$;=2,# Q @#? D 4T N-2&%7$;,。

! "# 方 法

. B’ B . 牛乳腺上皮细胞的分离与纯化培养 取本

地屠宰的健康黑白花奶牛乳腺组织，置于 @ V冰盒

中带回实验室。乳腺组织经 9SR 酒精浸泡消毒，

分离去除脂肪和结缔组织后剪碎。加入 ( BSR胶原

酶"溶液于 )9 V和 .’( - D 4;, 条件下消化处理 ) 8。

消化液用孔径 ’((#4 的细胞滤器过滤，收集细胞

滤液，.(( ! 离心 ) 4;,，吸弃上清。在沉淀中加

入含 ( B(SR蛋白酶（N-2,%=#）的消化液悬浮细胞，

于 )9 V和 .’( - D 4;, 条件下消化 )( 4;,，.(( ! 离

心 ) 4;,，吸弃上清。用含有 SR EP: 的 NP: 溶液

悬浮细胞，. S(( ! 离心 .S =，吸弃上清，重新悬

浮细胞，此操作重复 0 次。细胞计数后，用乳腺上

皮细胞培养液悬浮细胞，以 ) W .(@ 细胞 D 74’ 的密

度接种于直径 0 74 的培养皿中，于 )9 V 和 SR
LX’，在饱和湿度培养箱中原代培养。每日观察细

胞的生长情况。待细胞生长至 5(R—/(R汇合时，

使用 ( B(SR 胰蛋白酶 D *C<G 和 )9 V条件下消化，

待少量污染的成纤维细胞变圆后即中止消化，轻轻

吹吸几次后，吸弃消化液，再用 NP: 洗 ) 遍，加入

生长培养液，继续培养细胞至 5(R—/(R汇合度，

重复上述操作 )—@ 次后，即可去除少量污染的成

纤维细胞，得到高纯度乳腺上皮细胞。

. B’ B ’ 牛乳腺上皮细胞冻存和解冻复苏培养 用

( B(SR胰蛋白酶 D *C<G，在 )9 V条件下，消化细

胞 .( 4;,，’ ((( - D 4;, 离心 S 4;,，收集细胞；加

入 . 4T 新鲜的培养液重悬细胞，台盼蓝染色和血

球计数板计数后，用冷冻保护液（含 ’(R EP:、

.(R C6:X 的 C6*6 D E.’ 培养液）调整细胞数至 .
W .(0 细胞 D 4T，每个冷冻管中分装 . 4T， A 5( V
冰箱过夜，然后放入液氮罐中长期保存。

从液氮罐中取出冻存管，在 )9 V的水浴中保

温 .—’ 4;,，使其完全融化。加入 S 4T 培养液悬

浮细胞，’ ((( - D 4;, 离心 S 4;,，收集细胞；再加

入 S 4T 生长培养液重悬细胞，将其接种于 0 74 细

胞培养皿中，于 )9 V和 SR LX’，在饱和湿度条件

下培养，当细胞生长至约 9(R—5(R 汇合度，传

代扩大培养。

. B’ B ) 生长曲线的绘制 将培养至第 S 代乳腺上

皮细胞以 ’ W .(@ 细胞 D 4T 的密度接种于 .’ 孔细胞

培养板中，每孔加入 ( BS 4T，于 )9 V和 SR LX’，

(() 动 物 学 研 究 ’9 卷



在饱和湿度的培养箱中培养。每天同一时间用胰蛋

白酶消化 ! 孔细胞，血球计数板分别计数后，求平

均值。连续 " 天。以培养时间为横坐标，! 孔细胞

的平均数为纵坐标绘制细胞生长曲线。

# $% $ & 中期分裂相染色体的制备与核型分析 牛

乳腺上皮细胞中期分裂相染色体的制备方法见 ’()
*+ ,-（%../）。

# $% $ / 用荧光免疫细胞染色法鉴定乳腺上皮细胞

采用免疫组化方法检测培养的细胞角蛋白 / 和 "
的表达。待检测的细胞在室温下用 &0多聚甲醛固

定 !. 123，再用含 . $%0452+(36 7 #.. 的 89: 通透

处理细胞 / 123，89: 清洗 ! 次，每次 / 123。用含

#.0山羊血清的 89: 封闭处理 !. 123。然后用鼠抗

人的细胞角蛋白 / 和 " 单克隆抗体（# ; /. 稀释）于

室温下振荡孵育 # <，89: 清洗 ! 次，每次 / 123。

加入 =>4? 标记的山羊抗小鼠 >@A 抗体（# ; /.），室

温下避光振荡孵育 !. 123，89: 清洗 ! 次，每次 /
123。再加入含碘化丙锭（B5(B2C2)1 2(C2C*，8>）#.

!@ D 1E 的 89:，室温下染核 #. 123。用荧光显微镜

观察结果，同时用牛成纤维细胞作阴性对照。

# $% $ F 鼠尾胶原的制备与铺板 鼠尾胶原的制备

与铺板方法参见文献（G)H,3@ I J2,3，%..!）。

# $% $ K L4 7 8?L 检测"7 酪蛋白 1LMN 水平的表

达 正常培养的、诱导乳蛋白表达以及转基因后，

再诱导乳蛋白表达培养的牛乳腺上皮细胞，用快速

LMN 抽提试剂盒提取 LMN，再经无 LMN 酶的 OMN
酶处理，然后以此 LMN 为模板，用 POMN 第一链

合成试剂盒合成 POMN 第一链。根据 9(3Q23@ *+ ,-
（#R""）发表的牛"7 酪蛋白基因序列和 9,*S *+ ,-
（#R"K）发表的牛"7 酪蛋白 1LMN 序列设计 8?L

引物（表 #），检测"7 酪蛋白基因在 1LMN 水平上

的表达。选用甘油醛 7 ! 7 磷酸脱氢酶（AN8O’）

作为 L4T8?L 检测基因在 1LMN 水平表达的标准化

内参。根据 AN8O’ 1LMN 序列（U"/.&%）设计引

物（表 #）。

表 ! "#$ 引物序列和反应条件

%&’ ( ! ")*+,) -,./,01, &02 ),&13*4, 1502*3*50 56 "#$
引物名称

8521*5
引物序列

8521*5 Q*V)*3P*
8?L 反应条件

L*,P+2S* P(3C2+2(3 (W 8?L
8?L 产物长度

E*3@+< (W 8?L B5(C)P+（XB）

牛"7 酪蛋白 = /YNAANN?NA?NA?NNN?NA !Y R& Z变性 !. Q，// Z复性 !. Q， /KR
9(S23* X*+,TP,Q*23 L /Y444??NA4?A?NA4?NN4 !Y K% Z延伸 # 123
甘油醛 7 ! 7 磷酸脱氢酶 = /YN?AA?N?NA4?NNAA?NAN !Y R& Z变性 !. Q，/F Z复性 !. Q， !KF
AN8O’ L /YA4AN4AA?A4AAN?NA4AA !Y K% Z延伸 # 123

7 结 果

7 8! 牛乳腺上皮细胞的分离和纯化培养

分离剪碎的乳腺组织，经过胶原酶消化 ! < 后，

成为由 #..—%.. 个细胞组成的细胞团，再经过蛋

白酶作用 !. 123 后，大多数的细胞团被消化成单细

胞。因此，接种培养的细胞是大多数的单细胞和少

量的较小的细胞团的混合液，接种 &—/ < 后，细胞

贴壁，培养 % 天后，几个至十几个细胞聚集在一起

生长，大多数细胞为鹅卵石状，呈典型的上皮细胞

特征（图 #,）。继续培养 & 天后，每个聚集生长的

上皮细胞团被少量污染的成纤维细胞分隔（图 #X）。

然后，用 . $./0 胰蛋白酶 [ . $.%0 \O4N 和 !K Z
条件下消化 ! 123，多数的成纤维细胞变圆脱壁，

再通过轻轻的吹打，吸弃消化液后，大部分的成纤

维细胞便被去除，加入新鲜的生长培养液继续培

养。如此操作重复 ! 或者 & 次后，即可得到比较纯

净的上皮细胞（图 #P）。之后，用 . $./0胰蛋白酶

[ . $.%0 \O4N 在 !K Z条件下消化 #. 123，加入

#.0 =9: 的培养液终止消化。离心收集纯化后的乳

腺上皮细胞，重新接种培养，以扩大培养，用于进

一步的实验。

7 87 牛乳腺上皮细胞解冻复苏培养

冻存的牛乳腺上皮细胞解冻后，培养 % < 贴壁。

生长过程中仍旧保持几个至十几个细胞聚集生长的

特性，细胞形态良好（图 %）。这一结果表明，常规

的细胞冷冻保存及解冻复苏培养的方法也同样适于

牛乳腺上皮细胞。

7 89 牛乳腺上皮细胞生长曲线

以培养天数为横坐标，! 孔细胞数的平均值为

纵坐标绘制了牛乳腺上皮细胞生长曲线图（图 !）。

生长曲线显示：牛乳腺上皮细胞生长滞留期为 .—%
C，对数生长期为 %—F C，K C 后进入平台期。结果

表明，培养的牛乳腺上皮细胞具有正常的分裂增殖

#.!! 期 多曙光等：牛乳腺上皮细胞的分离培养及其生物学特性



图 ! 分离和纯化培养的牛乳腺上皮细胞（相差显微镜图， " !##）

$%& ’ ! ()*%+, -.--./0 ,1%23,4%.4 5,446 %+ %6)4.2,7 .+7 18/%9%,7 58428/,
（:)+2/.62 -%5/)65)1,， " !##）

. ’ 分离培养 ; 天的牛乳腺上皮细胞；< ’ 分离培养 = 天的牛乳腺上皮细胞；5 ’ 经胰蛋白酶选择
性消化，得到比较纯净的牛乳腺上皮细胞。

. ’ >3, <)*%+, -.--./0 ,1%23,4%.4 5,446 %+ %6)4.2,7 58428/, 9)/ ; 7.06；< ’ >3, <)*%+, -.--./0 ,1%23,4%.4
5,446 %+ %6)4.2,7 58428/, 9)/ = 7.06；5 ’ >3, 18/%9%,7 <)*%+, -.--./0 ,1%23,4%.4 5,446 9/)- 6,4,52%*, 7%&,6?
2%)+ @%23 2/016%+ ’

图 ; 解冻培养的牛乳腺上皮细胞（相差显微镜图， " !##）

$%& ’ ; ()*%+, -.--./0 ,1%23,4%.4 5,446 %+ 58428/, .92,/ 23.@%+&
（:)+2/.62 -%5/)65)1,， " !##）

. ’ 解冻后接种于培养皿中的牛乳腺上皮细胞；< ’ 解冻培养 ; 天的牛乳腺上皮细胞。

. ’ >3, <)*%+, -.--./0 ,1%23,4%.4 5,446 @,/, /,14.2,7 %+ 7%63 .92,/ 23.@%+&；< ’ >3, <)*%+, -.--./0 ,1?
%23,4%.4 5,446 @,/, 58428/,7 %+ 7%63 9)/ 2@) 7.06 .92,/ 23.@%+& ’

图 A 牛乳腺上皮细胞的生长曲线

$%& ’ A B/)@23 58/*, )9 <)*%+, -.--./0 ,1%23,4%.4 5,446

特性。

! "# 核型分析

选择分散良好和轮廓清晰的 A# 个分裂相进行

统计分析，结果表明 ;C 个细胞具有正常的染色体

数目（;+ D =#），正常率 E#F（;C G A#）。图 H 为其

中 ! 个分裂相。

! "$ 荧光免疫细胞染色分析细胞角蛋白 $ 和 % 的

表达

应用荧光免疫细胞染色分析了分离培养并经过

纯化后的乳腺上皮细胞的骨架蛋白———角蛋白 I 和

J 表达情况，结果分离培养的乳腺上皮细胞几乎全

部呈强阳性（图 I：.，<），而作为阴性对照的牛

成纤维细胞则呈阴性（图 I：5，7）。这一结果证

明：分离培养的细胞来源于乳腺上皮。用 K>?L:K
方法也检测到细胞角蛋白 I 和 J 的 -KMN 在分离培

养的乳腺上皮细胞中表达（未出示结果）。

! "& ’()*+’ 检测!, 酪蛋白 -’./ 水平的表达

培养的细胞在正常的生长培养液中生长至完全

汇合后，分成两组，一组加入诱导培养液进行诱导

培养；另一组则继续加入正常的生长培养液培养。

;#A 动 物 学 研 究 ;C 卷



图 ! 牛乳腺上皮细胞的染色体（"# $ %&）

’() * ! +,-./.0./1 .2 3.4(#1 /5//5-6 17(8,19(59
:1990（"# $ %&）

两组均分别培养 "!、!; 和 <" ,，提取两组细胞的

总 =>?，应用 =@AB+= 检测两组培养的细胞!C 酪

蛋白 /=>? 的表达，其结果（图 %）表明：诱导培

养 "!、!; 和 <" , 的细胞均检测到了!C 酪蛋白

/=>? 的表达；而非诱导培养的细胞只有 <" , 的

才有极少量的!C 酪蛋白 /=>? 表达。此外，我们

在实验中还比较了用鼠尾胶原处理过的培养皿和未

处理的培养皿对诱导乳腺上皮细胞!C 酪蛋白 /=A
>? 表达的影响，其结果（图 <）表明：培养皿是

否使用鼠尾胶原处理对酪蛋白 /=>? 的表达没有

明显的影响。

图 D 细胞免疫荧光染色法分析体外培养的牛乳腺上皮细胞角蛋白 D 和 ; 表达

’() * D +68.E1-58(# D F ; 1G7-100(.# (# 3.4(#1 /5//5-6 17(8,19(59 :1990 :H98H-1I
!" #!$%& 36 J//H#.29H.-10:1#:1 085(#(#) 5#5960(0

一抗：小鼠抗人细胞角蛋白 D 和 ; 单克隆抗体；二抗：’J@+ 标记山羊抗小鼠 J)K。

5，3：用抗体染色的纯化的牛乳腺上皮细胞（ L M&&）；:，I：阴性对照，用抗体染色的牛成纤
维细胞（ L M&&）。其中 5，: 为荧光显微镜图；3，I 为相差显微镜图。

’(-08 5#8(3.I6：N.#.:9.#59 /.H01 5#8(A:68.E1-58(# D F ;；O1:.#I 5#8(3.I6：5 N. J)K（P Q R） S ’J@+ *
5，3 * @,1 7H-(2(1I 3.4(#1 /5//5-6 17(8,19(59 :1990 085(#1I T(8, 8,1 5#8(3.I(10， L M&&；:，I * >1)58(41
:.#8-.9，8,1 3.4(#1 2(3-.39508 085(#1I T(8, 8,1 5#8(3.I(10 L M&& * 5，: * ’9H.-10:1#8 /(:-.0:.71；3，I *
+.#8-508 /(:-.0:.71 *

! 讨 论

乳腺细胞的培养已有半个多世纪的历史，在这

个过程中，人们主要是培养混合的乳腺细胞，这一

方面是由于乳腺细胞的分离纯化十分困难；另一方

面，复合的细胞组成有利于上皮细胞的分化状态的

维持。然而，混杂的乳腺细胞在传代过程中往往把

上皮的成分损失掉，这样便给上皮细胞分化增殖研

究带来极大不便。因此，许多人试图通过乳腺细胞

的分离培养得到纯化的乳腺上皮细胞系，但往往得

不到好的结果（R( 18 59，"&&&）。本研究发现，要

想通过分离培养得到较纯的乳腺上皮细胞，取材是

最关键的一步。由于乳腺组织与其他组织的颜色、

界限的分辨不是十分清晰，所以取材过程中一定要

特别注意避免误取淋巴结、肌腱等非乳腺组织，从

而避免培养过程中淋巴细胞和成纤维细胞的污染。

另外，在妊娠的中晚期或是哺乳期，乳腺腺泡数量

最多，是乳腺上皮细胞取材的最佳时期。

?,# 等采用低浓度（& U&DV）的胶原酶"长时

间（M! ,）的消化后，再用蛋白酶消化的方法分离

了牛的乳腺上皮细胞，得到了 D&—M&& 细胞组成的

牛乳腺上皮细胞团（?,# 18 59，MWWD）。>.45-. 等

应用较高浓度（& U"V）的胶原酶 ? 短时间（X ,）

消化结合高速短时间离心的方法分离纯化了小鼠的

乳腺上皮细胞（>.45-. 18 59，"&&X）。本研究应用

较高浓度（& UDV）的胶原酶"消化 X , 后，再应

用蛋白酶处理并结合反复 % 次高速（M D&& ’）短

时间（MD 0）离心的方法分离并初步纯化了乳腺上

皮细胞，得到了较为理想的结果。经过初步纯化的

细胞培养后，再采用贴壁培养的上皮细胞和成纤维

X&XX 期 多曙光等：牛乳腺上皮细胞的分离培养及其生物学特性



图 ! "#$%&" 检测牛乳腺上皮细胞!’ 酪蛋白

(")* 表达

+,- . ! /01021,34 35 6017$2780,4 (")* 09:;088,34 ,4
63<,40 (7((7;= 0:,1>0?,7? 20??8 6= "#$%&"

@：%&" @7;A0;；B、C 和 D 分别为在生长培养液中培养 CE、EF 和

GC > 的牛乳腺上皮细胞；E、H 和 ! 分别为在诱导培养液中培养 CE、

EF 和 GC > 的牛乳腺上皮细胞。

@：%&" @7;A0;；B，C，D：I3<,40 (7((7;= 0:,1>0?,7? 20??8 2J?1J;0K ,4
-;3L1> (0K,7 71 CE，EF 74K GC >，;08:021,<0?=；E，H，!：I3<,40 (7($
(7;= 0:,1>0?,7? 20??8 2J?1J;0K ,4 ,4KJ21,34 (0K,7 71 CE，EF 74K GC >，;0$
8:021,<0?= .

图 G 鼠尾胶原处理的培养皿对!’ 酪蛋白 (")*
表达的影响

+,- . G M55021 35 1;071(041 35 1>0 2J?1J;0 K,8> L,1> "71 23??$
7-04 1=:0" 34 09:;088,34 35 6017$2780,4 (")*

@：/)* 分子量标准；B：在生长培养液中 GC > 的牛乳腺上皮细
胞；C：在未处理的培养皿中诱导培养 GC > 的牛乳腺上皮细胞；D：
在鼠尾胶原处理的培养皿中诱导培养 GC > 的牛乳腺上皮细胞。

@：/)* (7;A0;；B：@7((7;= 0:,1>0?,7? 20??8 2J?1J;0K ,4 -;3L1> (0K,7
53; GC >；C：I3<,40 (7((7;= 0:,1>0?,7? 20??8 2J?1J;0K ,4 ,4KJ21,34 (0K,7
34 1>0 K,8> L,1>3J1 1;071(041 L,1> ;71 23??7-04 1=:0" 53; GC >；D：@7($
(7;= 0:,1>0?,7? 20?? 2J?1J;0K ,4 ,4KJ21,34 (0K,7 34 1>0 K,8> L,1> ;71 23??7$
-04 1=:0" 53; GC > .

细胞对胰蛋白酶的敏感性的差异进一步去除污染的

成纤维细胞，得到了较为纯净的乳腺上皮细胞。体

外培养的乳腺上皮细胞鉴定通常是鉴别细胞的特异

性标志物，其中细胞骨架，如角蛋白，是上皮细胞

重要的标志蛋白。本研究中所使用的鼠抗人细胞角

蛋白 H 和 F 单克隆抗体具有对上皮来源的细胞呈阳

性反应的特性。应用此抗体对分离培养细胞的免疫

组化染色几乎全部呈阳性的结果表明，分离培养的

细胞是乳腺上皮细胞。

体外培养的乳腺上皮细胞在诱导培养时能够表

达分泌乳蛋白，这对研究乳蛋白的调控机理及应用

它检测乳腺表达载体构建的合理性和有效性都具有

重要意义。乳腺上皮细胞生物学功能的分化取决于

细胞与胞外基质的相互作用，在泌乳激素存在的条

件下也是如此。M(0;(74 01 7?（BNGG）首先报道了

这一现象之后，许多研究者也相继发表了许多重要

的细胞与胞外基质相互作用的实验结果。应用鼠尾

胶原处理过的培养皿进行小鼠乳腺上皮细胞的原代

培养已经成为一种普遍采用的方法（#7?>3JA 01 7?，
BNND；O>74434 P %,10?A7，BNFB；O787A, P M47(,，

BNN!）。另外，体内多种激素成分共同作用于乳腺

组织，促进上皮细胞的生长及分化，缺乏任何一种

因子或激素，其他激素也会部分或全部地失去作用

（IJ??32A 01 7?，BNGH）。催乳素和胰岛素是两种主要

的生乳激素，这两种激素在诱导乳腺细胞分化及维

持这些细胞的功能方面的作用已得到公认。

本实验中使用含有胰岛素、氢化可的松和催乳

素的诱导培养液，对体外培养的牛乳腺上皮细胞进

行了乳蛋白诱导表达实验，用 "#$%&" 方法在 ("$
)* 水平检测到了!’ 酪蛋白的表达。这个结果表

明：本实验中分离培养的牛乳腺上皮细胞在胰岛

素、氢化可的松和催乳素同时存在的条件下，具有

在 (")* 水平表达!’ 酪蛋白的能力。同时在实验

中我们也对比了鼠尾胶原对分离培养的牛乳腺上皮

细胞的!’ 酪蛋白 (")* 表达的影响，结果表明，

鼠尾胶原的存在与否对!’ 酪蛋白 (")* 表达的影

响不明显，这与 *>4 01 7?（BNNH）报道的研究结果

相一致。本实验只对!’ 酪蛋白的 (")* 的表达进

行了检测，而鼠尾胶原是否会对其他的乳蛋白的表

达产生影响，还有待于进一步探讨。

EQD 动 物 学 研 究 CG 卷
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