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牛的卵泡颗粒细胞采集与培养
＊

吴赛辉

(黑龙江省农科院畜牧研究中心 , 哈尔滨 150086)

摘要:本试验培养了牛的颗粒细胞 ,并且进行了细胞的冷冻与复苏 ,建立了一套颗粒细胞的培养方

法 ,为后期的牛体细胞核移植技术做准备 。
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Collect and Culture Granulosa Cell of the Cow
WU Sai-hui

(Anim al H usbandry Research Center , H eilong jiang Academy of Ag ricultural Sciences , H arbin

150086)

Abstract:The majo r objective of this study w as to culture bovine g ranulosa cel l o f cow , tested the

method of ref rig eration and resusci tation o f the cell , established the cultivation of g ranulosa cell in

vit ro.prepared for the later pe riod cow som atic cell nucleus-t ransplant technology.

Key words:cow ;g ranulo sa cell;cul ture

　　动物组织 、细胞的离体培养很早就被人们认识

和研究 ,经过几十年的发展 ,已有比较成熟的方法 。

当前组织培养技术已广泛应用于生物学和医学各个

研究领域 。近年来随着体细胞克隆动物的成功 ,且

近来体外成熟(IV M)、体外受精(IV F)、体外生产胚

胎(IVP)被人们重视 ,这方面的研究也很多。但是

早期胚胎体外发育存在“发育阻断现象” ,即 50%以

上的胚胎发育至 8 ～ 16细胞阶段后 ,很难再继续发

育下去 ,这就要求用一种方法来提高其发育能力。

为此 ,许多实验室采用颗粒细胞共培养术来消减早
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一个方面 。预防接种一定要选择对号 、有效和安全

的疫苗 ,否则不能预防和控制口蹄疫的发生和流行 。

5.3　有效隔离

有效隔离可预防畜群与毗邻的潜在感染的野生

动物或家畜接触 。严禁从疫区(场)购买患病牲畜或

其肉制品 。饲养场区和屠宰场的工作人员要做好自

身的防护工作 ,接触病畜后应立即洗手消毒 ,防止患

病畜的分泌物和排泄物等落入口鼻和眼睑膜或是伤

口处 。做好饲养场所 、饲喂工具和饲草饲料等生产

资料和生产工具的消毒工作 ,防止向周围环境散播

病毒 。

5.4　高水平的卫生措施和高质量的管理实践

在适当条件下 ,通过单独的“扑灭”政策 , FM D

可以被根除 ,如英国 、日本 、丹麦和爱尔兰。在其他

国家或地区 ,每年对易感动物的预防接种与屠宰相

结合 ,期待在 FM D 暴发事件中消灭病毒和根除本

病 。
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期胚胎体外培养的阻断现象
[ 1]
。本试验拟培养牛颗

粒细胞 ,建立牛颗粒细胞的培养方法 ,为牛体细胞核

移植技术做准备 。

1　材料与方法
1.1　牛颗粒细胞的原代培养

牛卵巢购于屠宰厂。将卵巢用 30℃的生理盐水

冲洗干净 ,置于 30℃的生理盐水中 ,在 4 h内用暖瓶

带回实验室。将带回实验室的牛卵巢用生理盐水冲

洗 1 ～ 2遍 ,然后拿进无菌室中 ,用 PBS洗 3遍 ,用手

术刀片划破卵巢表面直径 2 ～ 6 m m 的卵泡 ,用注射

器吸取 PBS 培养液冲洗卵泡腔 ,在实体镜下收集卵

丘及卵丘卵母细胞复合体。并在镜下用 PBS 清洗 5

～ 6遍 ,置于小培养皿中加 1 m L 胰酶室温消化 ,边

消化边吹打 ,边观察 ,当大部分颗粒细胞游离出来

后 ,加入 5 m L 含 10%血清 、1%青 -链霉素的

DM EM/F12终止消化 , 1 000 r/min离心 5 min ,弃

去上清用 1 m L 无血清 DM EM/F12重悬沉淀 ,然后

加无血清 DM EM/F12 至 3 m L , 1 000 r/min离心 5

min ,弃去上清 ,用 1 mL 含 10%血清 、1%青-链霉

素的 DM EM/F12 重悬沉淀 , 细胞计数 ,调整密度

10
6
/mL ,接种于 25 m L 的培养瓶 , 于 5% CO 2 、

38.5 ℃的 CO 2 培养箱中培养。约 12 h 后观察。待

细胞长至 90 %汇合时传代 、冻存或制作共培养滴(中

间每 2 d换液一次)。

1.2　传代培养

在混合生长的原代或传代细胞培养中 ,吸除培

养瓶中的培养液 ,加入无 Ca2 + 、M g2 +PBS 清洗一次

后 ,加入 0.25%胰蛋白酶 PBS 液 ,室温消化 3 min ,

观察贴壁的颗粒细胞开始变圆时 ,拍打培养瓶底 ,见

颗粒细胞悬浮后 ,用 1 m L 微量移液器轻轻吹打几

次 ,此时颗粒细胞绝大部分可悬浮 , 加入 3 m L 含

10%胎牛血清的 DMEM/F12培养液 ,吸取混和液

离心收集细胞 ,计数稀释并接种培养。

1.3　细胞冻存与解冻

1.3.1 　细胞冻存　消化培养的细胞 ,加入 10%FCS

和 10%二甲基亚枫(DMSO)分装于冻存管中 ,先将

冻存管置 4℃0.5 h ,然后移入-20℃过夜 ,再放入液

氮长期保存。

1.3.2　细胞复苏　将液氮中保存的冻存管取出 ,在

空气中停留 5 ～ 10s ,放入 38℃水浴中迅速融化 ,酒

精搽拭管壁后吸出细胞悬液 ,滴加 10 倍含 10%FCS

的 DM EM 培养液 ,混匀后 1 000 r/min离心 5 min ,

除去上清液 ,再加适量培养液重悬 ,离心洗涤两次 ,

制备成密度为 5 ×104 个/mL 的细胞悬液 ,接种培

养。6 ～ 10 h 后待细胞贴壁后可部分换液 ,移去细胞

碎片 ,以后每隔 48 h 换液 1次 。

2　结果及讨论
2.1　牛颗粒细胞的原代和传代培养

原代贴壁的颗粒细胞 ,未成纤维样细胞 ,形状为

梭形或不规则三角形 ,呈放射状排列。传代培养时 ,

接种密度 106个/m L(1 ～ 4 ×106 个/m L),培养第 2

～ 3 d开始贴壁 ,第 3 ～ 6 d呈优势生长 ,7 d左右长

满平皿底 。由于试验需求只传至 7 代 ,仍然生长旺

盛 ,可继续传代 。

能够影响体外培养的细胞生长的因素很多 ,例

如营养条件 、培养温度 、培养液的酸碱度等
[ 2]
。营养

条件是细胞体外生长的基本条件 ,体外培养细胞的

营养条件主要通过培养液来供给。血清是由很多分

子量不同的生物分子组成的极为复杂的混合物 ,包

括各种血浆蛋白 、肽类 、脂肪 、糖类 、无机物质以及血

小板凝集时释放的各种生长因子。血清中含有激素

与生长调节因子 ,生长因子能够刺激细胞生长分化

与增生
[ 3]
。

2.2　细胞冻存与解冻

经冻存的细胞复苏后于体外培养 ,其贴壁速度

相当于分离后直接培养的颗粒细胞
[ 4]
。而生长速度

与直接接种培养的颗粒细胞没有明显的差别 ,复苏

的颗粒细胞经传代培养后的生长情况与不经冻存的

细胞传代后的生长情况没有差别。
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