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犬乳腺上皮细胞的分离培养与鉴定

胡静思，袁　榕，李守军
（广东省兽医临床重大疾病综合防控重点实验室／华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立方便、经济的犬乳腺上皮细胞体外培养方法，用于犬乳腺癌的研究．【方法】以新产犬乳汁为材
料，离心并收集乳汁中细胞，进行分离培养．用ＣＣＫ８法绘制细胞生长曲线，细胞角蛋白８免疫荧光染色鉴定上皮
细胞．【结果和结论】试验材料培养后第３天即可见岛屿状的细胞克隆并伴有少量吞噬细胞．继续培养至单克隆细
胞汇合后，可见细胞呈典型的石铺路状，单层平铺生长，且在细胞表层产生乳滴，细胞传代后吞噬细胞消失．ＣＣＫ８
结果显示，细胞生长曲线呈“Ｓ”型．细胞免疫荧光结果显示，细胞角蛋白８呈阳性．表明从犬乳汁中可以分离培养出
高纯度、生长迅速的犬乳腺上皮细胞．本试验建立了短时间内获得大量纯犬乳腺上皮细胞的方法．
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　　乳腺肿瘤是母犬最常发的肿瘤，且一半以上为
恶性肿瘤［１］．乳腺是复管泡状腺，其功能的主要承担

者是乳腺上皮细胞．乳腺上皮细胞的增殖和分化贯
穿整个乳腺发育周期的始终［２］．研究表明，大多数乳



腺癌的发生都与乳腺上皮细胞关系密切［３４］．成功地
对犬乳腺上皮细胞进行体外培养是研究犬乳腺肿瘤

发生、转移、癌变的关键［５］．因此，建立简单易行的犬
乳腺上皮细胞体外培养方法至关重要．早在 １９５７
年，Ｌａｓｆａｒｇｕｅｓ［６］就已经利用胶原酶从成年小鼠乳腺
组织中成功分离出了乳腺上皮细胞．此后，人们对不
同动物，如牛、羊、小鼠、兔等乳腺上皮细胞的离体培

养进行了研究，其技术日趋成熟，并获得了成品的乳

腺上皮细胞系［７９］．然而，犬的乳腺上皮细胞体外培
养在国内外鲜有报道，其分离培养方法仍需要进一

步探究．本试验从犬初乳中分离犬乳腺上皮细胞，并
对其进行传代培养，观察细胞的生长以及形态，利用

细胞免疫组化对所得细胞进行鉴定，成功建立了一

种简单易行、经济快速获得大量高纯度犬乳腺上皮

细胞的方法．

１　材料与方法
１．１　材料

泌乳期健康比格犬，年龄２岁，饲养于广东省兽
医临床重大疾病综合防控重点实验室．

主要试剂：ＤＭＥＭ ／Ｆ１２（１１３２００３３，Ｇｉｂｉｃｏ）、
胎牛血清（１００９９１４１，Ｇｉｂｉｃｏ）、胰蛋白酶（２５２００
０７２，Ｇｉｂｉｃｏ）、青霉素 －链霉素（１５１４０１２２，Ｇｉｂｉｃｏ）、
氢化考的松（Ｓｉｇｍａ）、转铁蛋白（Ｓｉｇｍａ）、表皮生长因
子（Ｓｉｇｍａ）、鼠抗人角蛋白８单克隆抗体（ＢＭ００３２，
ＢＯＳＴＥＲ）等．

主要仪器：超净工作台、ＣＯ２培养箱、普通光学
显微镜、荧光显微镜、离心机等．
１．２　方法
１．２．１　乳汁的采集及细胞分离与培养　用无菌生
理盐水清洗乳房，再用酒精棉球擦净乳头．将乳汁挤
入１５ｍＬ灭菌离心管中．放入３７℃保温盒备用．将
乳汁与含双抗的 ＰＢＳ按适宜比例混匀后，１０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ．此时可见离心管内混合液分为
３层．小心吸出最上层乳脂层和中间层，然后再加入
含双抗的ＰＢＳ继续洗涤．如此重复直至离心后液体
澄清透明．将最下层的细胞沉淀转移至适宜的细胞
培养瓶中，加入完全培养基于体积分数为５％的 ＣＯ２
培养箱中进行原代培养．３ｄ后换液，待细胞长出单
克隆后原瓶消化，直至细胞铺满培养瓶８０％以上，消
化传代，并冻存．
１．２．２　ＣＣＫ８法绘制细胞生长曲线　选择第７代
细胞进行复苏，用台盼蓝染色，对细胞进行计数．按
１０３～１０４ｍＬ－１的细胞接种于９６孔板．置于３７℃、体
积分数为５％ 的 ＣＯ２培养箱中进行培养．分别于培
养后２４、４８、７２、９６ｈ以及５、６、７ｄ后，吸出培养液，

ＰＢＳ洗涤细胞２遍，加入培养液及体积分数为１０％
的ＣＣＫ８溶液（ＫｅｙＧＥＮ），于体积分数为５％的ＣＯ２、
３７℃培养箱中孵育１～４ｈ．酶标仪４５０ｎｍ处检测每
孔的Ｄ值．每组３个重复并设置阴性对照和空白对
照．用下式计算细胞存活率，绘制生长曲线．

细胞存活率＝
Ｄ加药细胞 －Ｄ空白
Ｄ对照细胞 －Ｄ空白

×１００％．

１．２．３　细胞角蛋白８免疫荧光鉴定　复苏冻存的
细胞进行爬片，用体积分数为 ４％多聚甲醛固定，
ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ．用体积分数为０．２％的
ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理细胞５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次．正常山
羊血清封闭３０ｍｉｎ后洗涤．加入按体积比１∶１００稀
释鼠抗人角蛋白８单克隆抗体（ＢＯＳＴＥＲ）作为一抗，
４℃孵育过夜．洗涤后，加入按体积比１∶１００稀释的
ＦＩＴＣ标记羊抗鼠二抗（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），孵育３０ｍｉｎ．ＰＢＳ
洗涤３次，每次５ｍｉｎ．使用 ＤＡＰＩ染色液（Ｓｉｇｍａ）室
温染色１０ｍｉｎ．在荧光显微镜下观察试验结果．

２　结果与分析
２．１　细胞形态学观察

从乳汁中分离的细胞接种培养３ｄ后，此时已可
见许多岛屿状的细胞克隆和分散的呈不规则形状的

上皮细胞（图１Ａ）．细胞岛屿周围见明显的生长晕．
换液后继续培养，可见细胞逐渐增殖、平铺，待长至

第９天时即可见形成许多大的单克隆，细胞形态较
为单一，单层平铺生长，以多边形和长梭形细胞为

主．此时已少见吞噬细胞的存在（图１Ｂ）．细胞在分
裂增殖的过程中仍可见乳滴的分泌（图１Ｃ）．原瓶消
化细胞，使单克隆细胞分散，继续培养，出现多核细

胞，吞噬细胞完全消失（图１Ｄ）．３ｄ后细胞长满培养
瓶８０％以上，传代冻存．复苏后的细胞继续传代培养
出现多种形态的细胞：多边形的细胞（图１Ｅ）、长形
的细胞（图１Ｆ）、蜂窝状细胞（图１Ｇ）．细胞开始分泌
大量乳滴（图１Ｈ）．细胞长满培养瓶底后不传代继续
培养的，至铺满瓶底进入生长停滞期，此时细胞增殖

不明显，细胞之间出现拉网现象（图１Ｉ），此状态的细
胞在换液的情况下，可维持生长３周以上，传代后仍
可正常增殖．
２．２　ＣＣＫ８绘制细胞生长曲线

取冻存第７代的细胞进行复苏培养，绘制细胞
生长曲线（图２）．细胞在第１至３天时生长较为缓
慢．第３天以后进入对数生长期，细胞快速增殖．第６
天以后细胞活力逐渐下降．表明所培养的细胞具有
正常细胞增殖特性．
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Ａ：培养第３天可见岛屿状的细胞克隆；Ｂ：培养至第９天细胞单层平铺生长，形态单一；Ｃ：原代细胞增殖过程中可见乳滴分泌；Ｄ：多核细胞；
Ｅ：多边形细胞；Ｆ：长形细胞；Ｇ：蜂窝状细胞；Ｈ：细胞大量分泌乳滴；Ｉ：拉网现象．

图１　犬乳汁中上皮细胞培养不同时间的细胞形态学观察
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃａｎｉｎｅｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

图２　犬乳腺上皮细胞生长曲线
Ｆｉｇ．２　Ａｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｃａｎｉｎｅｍａｍｍａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

２．３　犬乳腺上皮细胞的鉴定
同样取冻存第７代细胞复苏培养，爬片固定后

进行细胞免疫荧光鉴定．荧光显微镜下观察可见，细
胞核在激发光照射下显示蓝色．一抗孵育呈阳性细

胞的细胞质在激发光照射下显示绿色．细胞角蛋白８
在分离培养的细胞中表达均成阳性（图３）．表明所
分离的乳腺细胞的确为乳腺上皮细胞．

图３　免疫组化鉴定细胞角蛋白８
Ｆｉｇ．３　Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ８ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ａｓｓａｙ
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３　讨论与结论
分离培养乳腺上皮细胞最常用的方法是酶消化

法．本试验在用乳汁分离培养乳腺上皮细胞的同时，
也试图用胶原酶消化犬乳腺组织来培养犬乳腺上皮

细胞，但是效果并不理想．细胞中有大量的成纤维细
胞污染，很难得到纯净的乳腺上皮细胞．且所获得乳
腺上皮细胞状态较差，增殖能力较弱，这与郑玉才［１０］

的研究结果一致．究其原因可能是因为用乳腺组织
培养乳腺上皮细胞对所取样品的要求高，必须要求

所用动物乳腺健康且所取乳腺组织无其他组织残

留；酶消化的时间和程度较难把握，且酶的作用对细

胞的损伤较大．因此，采用酶消化法从组织中分离乳
腺上皮细胞方法复杂、技巧性高、耗费时间，而且很

难纯化［１１］．
动物在泌乳期时，大量乳腺上皮细胞脱落，随着

乳汁排出．许多研究者认为从乳汁中分离乳腺上皮
细胞成功率较低［１２］．本研究发现，乳汁中分离乳腺上
皮细胞成功的关键是取材和操作，具体包括：１）要选
择哺乳早期的犬进行乳汁采集，一般在１周内为宜；
２）采集乳汁的过程中应注意无菌操作，尽量减少污
染的可能性；３）收集到的乳汁应立即放在３７℃保温
盒中保存，并尽快进行后续处理．这对于保持细胞的
活力至关重要；４）用加双抗的ＰＢＳ对乳汁进行洗涤，
吸出上层乳脂层时一定要缓慢操作，小心不要将下

层细胞沉淀吸出，采集足够量的细胞是试验成功的

关键；５）在细胞贴壁后长出大面积克隆时，应进行一
次原瓶消化，此步骤保证新长出的细胞克隆不会衰

老，有助于细胞进一步的增殖；６）细胞传代过程中，
传代细胞长至３～４ｄ即可长满，如遇细胞密度较低
的情况，可能在细胞没有铺满的情况下细胞就会出

现衰老，此时应时刻观察细胞生长，在细胞衰老之前

及时传代．
相对于酶消化法来说，从乳汁中分离乳腺上皮

细胞的方法简便、经济、快捷，不需要复杂的操作方

法和试剂．所得的细胞中除了乳腺上皮细胞，仅有吞
噬细胞存在．吞噬细胞本身的贴壁增殖能力弱，容易
自发死亡，经１次传代后即可得到高纯度的乳腺上
皮细胞．所得的乳腺上皮细胞增殖能力强，生长迅
速．细胞传至１０代以上，未发现细胞老化，其形态、
生长速度均未出现明显变化．

角蛋白８是存在于上皮细胞中的结构蛋白，是
乳腺上皮细胞的标志性蛋白．本试验用鼠抗人角蛋
白单克隆抗体作为一抗，复苏第７代冻存细胞进行
爬片固定，进行细胞免疫荧光试验，从犬乳汁中分离

出的细胞角蛋白８呈阳性．
ＣＣＫ８法绘制的细胞生长曲线表明，从犬乳汁

中可分离培养的细胞具有正常的分裂增殖的能力．
利用细胞形态学以及细胞免疫荧光的方法鉴定所得

细胞为乳腺上皮细胞．表明从犬乳汁中可以分离培
养出纯净的犬乳腺上皮细胞，所得细胞生长旺盛，增

殖迅速．
本研究从犬乳汁中分离出了犬乳腺上皮细胞．

建立了体外培养犬乳腺上皮细胞的方法．该方法操
作简单、快捷、经济，且能有效地避免乳腺上皮细胞

体外培养过程中面临的成纤维细胞污染以及酶处理

造成细胞损伤的问题，在短时间内即可大量获得纯

净的犬乳腺上皮细胞，为乳腺上皮细胞体外培养提

供了有效的方法，也为研究犬乳腺肿瘤的发生、发展

提供了素材．
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