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添加8_B短肽的新型培养基对细胞生长*融合及

外源基因表达的影响
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!!'摘要(!目的!在普通培养基中添加RWM短肽制备新型培养基#观察新型培养基对细胞生长状态*杂交瘤细

胞融合和外源基因表达的影响)方法!以普通培养基为对照#在普通培养基中添加不同质量浓度的RWM制备新

型培养基#通过观察人胰腺上皮细胞株 JTM<&=,*的生长增殖情况确定RWM的最佳质量浓度#然后#在培养基中

接种不同浓度!(h!'
$*!'(*(h!'

(
+V

f!"的 JTM<&=,*细胞#通过倒置显微镜观察细胞的形态*贴壁*长势和密度

情况&再分别用普通培养基和添加RWM短肽的新型培养基进行杂交瘤细胞的融合#比较两种培养基融合后克隆形

成率和克隆阳性率的差异&通过转染含绿色荧光蛋白!/OT"的质粒观察其荧光强度的方法和转染过表达QL09

质粒观察其蛋白表达的方法#观察添加RWM短肽的新型培养基相比普通培养基在转染外源基因表达水平方面的

优势)结果!RWM短肽使用的最佳质量浓度为!'/0++V&添加RWM短肽的新型培养基所培养的细胞相比普通培

养基形态更佳*贴壁更好*增殖更快)同时#添加RWM短肽的新型培养基应用于细胞融合所形成克隆的百分率和

克隆阳性率均高于普通培养基!T%'%'("&与普通培养基比较#此新型培养基在转染外源基因/OT后荧光强度更

高!T%'l'("#表达外源基因QL09的蛋白水平也更高!T%'%'(")结论!添加RWM短肽的新型培养基在细胞生

长状态*杂交瘤细胞融合及外源基因表达方面有突出优势#RWM短肽应用于细胞培养可能具有广泛前景和潜在的

价值)
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!!细胞培养技术在现代医学和生物学领域占据了

举足轻重的地位#而细胞培养基的选择是细胞培养

技术的关键
-!.)将细胞所需的营养物质按其种类和
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所需数量严格配制而成的培养基#称为基础培养基)

通常在使用基础培养基时#需加入血清*血浆等一些

天然成分
-".)近年来#许多研究者通过尝试在基础

培养基中添加一些特殊成分从而达到改善培养细胞

生长状态的目的
-# $.)

RWM序列是包含了#个氨基酸即精氨酸*甘氨

酸和天冬氨酸的短肽序列#也是细胞外基质中含有

的高度保守序列#能与细胞表面的整合素受体特异

性结合#具有生物活性-( !!.)已有研究表明#RWM

序列为人纤维连接蛋白!\O"与其受体的结合位点#

具有高效促黏附性
-&#!" !$.)细胞与基质的黏附作

用是细胞生长和生存的生理基础#RWM序列在介导

细胞与基质间的黏附作用中至关重要
-).)而细胞表

面的整合素也与细胞的黏附作用有关#介导着细胞

与细胞以及细胞与底物之间的相互作用#并参与许

多生物学过程
-&.)RWM短肽作为配体与细胞表面

的整合素受体特异性结合#结合后可以有效地促进

细胞对生物材料的选择性黏附及调节细胞的相互作

用#从而可直接影响到细胞的生长*增殖-(.)目前#

有许多药物化学研究者对RWM序列进行了改造#

通过化学修饰*氨基酸改变或与其它药物载体偶联

等方式#藉此提高 RWM 序列的生物稳定性和药

效
-( &#!(.)在本实验中使用的RWM短肽也是由人

工合成的一种含RWM序列的新型短肽)

!!因RWM肽具有的黏附作用及对细胞生长增殖

的影响#本实验通过观察在细胞的培养基中添加新

型RWM短肽后与普通培养基相比细胞生长状态的

变化#探索此新型培养基在细胞培养技术方面的应

用前景)

1!材料和方法

1%1!细胞

!!人胰腺上皮细胞株 JTM<&=,*!上海歌凡公

司"&骨髓瘤细胞株5T"+'!美国LB,,#四川大学华

西基础医学与法医学院免疫教研室贮存"&RTUF

!&$'粉末#按使用说明配制成基础培养基!W3KA7公

司"&小牛血清和胎牛血清!兰州民海公司"&含RWM

序列的短肽!成都源泉生物科技有限公司合成")

1%/!试剂

XRL5和WLTMJ 一抗购自成都正能生物技

术有限公司#山羊抗兔的二抗购自北京中杉金桥生

物技术有限公司#MOL转染试剂购自F/H3;870./公

司#Y.9;.8/K>7;相关试剂!制胶试剂盒*Q,L定量

试剂盒*<,V化学发光试剂等"购自宝信生物工程

有限公司)质粒:VV#%*和:,MOL#%!为四川大

学华西基础医学与法医学院免疫学教研室贮存#质

粒:,MOL=QL09为本课题组构建重组质粒)

1T6!确定8_B短肽使用的最佳质量浓度

!!培养JTM<&=,*细胞至对数期#调整细胞浓度

为(h!'
$
+V

f!
接种至?&孔板#分别用添加不同质

量浓度RWM短肽的培养基培养)实验设计 RWM

质量浓度梯度为!'''**('*(''*"('*!''**(*('*

"(*!'*'/0++V#每种质量浓度设置复孔#个)常

规培养"$-后#通过倒置显微镜观察细胞状态并计

算活细胞数#以RWM质量浓度为横坐标#活细胞数

为纵坐标#绘制细胞生长增殖曲线)以对细胞存活

无影响的最低质量浓度为最佳质量浓度)

1%3!观察细胞生长状态

!!通过!%#确定RWM短肽的最佳质量浓度#设

置两组实验$对照组!普通培养基"和实验组!添加

RWM短肽的新型培养基"#分别接种不同浓度!(h

!'
$*!'(*(h!'

(
+V

f!"的 JTM<&=,*细胞#每种浓

度设置#孔#常规培养"$-后#通过倒置显微镜观

察细胞的形态*贴壁*长势和密度情况)

1%N!杂交瘤细胞融合

1%N%1!融合形成的克隆数!按杂交瘤细胞融合的

基本原理#前期进行小鼠免疫及血清效价测定#于融

合前!1收集饲养细胞
-!& !*.!促进少量或单个的细

胞生长繁殖成群体而加入的细胞称之为饲养细胞#

本实验主要用的是腹腔巨噬细胞"#收集的饲养细胞

等分两份#分别用普通培养基和添加RWM短肽的

新型培养基重悬细胞!即对照组和实验组"#接种于

?&孔板#各$板)准备生长状态良好的5T"+'细

胞#并将免疫小鼠的脾脏制备成细胞悬液备用)

细胞融合时首先对5T"+'细胞和脾细胞进行

计数#将5T"+'和脾细胞以!g!'比例混合#离心

后加入质量浓度为!+0++V的T<W$'''#再次离

心后用无血清的培养基洗涤细胞)最后用含次黄嘌

呤!JLB"的两种不同的培养基重悬细胞#吹匀后加

入到各自有饲养细胞生长的培养板中#每种培养基

各$个板#置#*m*('+V+V,S"细胞培养箱中培

养)期间观察?&孔板里细胞群落!克隆"的形成)

待*1后计算两组培养板内的克隆数#计算克隆形

成率!?&孔板形成单一细胞群落的孔记为一个克

隆#每个孔板形成克隆数除以?&孔板的孔数即为每

个孔板的克隆形成率")

1%N%/!<VF5L间接法检测存活克隆的阳性率!待

细胞群落超过孔的底部面积一半时即取上清进行检

!'"
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测#用间接<VF5L法进行杂交瘤细胞的阳性筛选)

根据间接<VF5L法的原理#首先于?&孔板中包被

抗原#然后分别取!%(%!中形成克隆的上清平均加

入每孔中#实验分为两组$对照组为加入普通培养基

融合形成的克隆上清#实验组为加入新型培养基融

合形成的克隆上清#每组各设置$个板)并设置阴

性对照组即不加上清只加相应的培养基)最后用酶

标仪检测$('/+处的光密度!SM"值#SM值高于

阴性对照"倍以上即为阳性孔#计算两组形成克隆

的阳性率)

1%5!检测外源基因的表达水平

1%5%1!转染外源基因的荧光观察!分别采用添加

RWM短肽的新型培养基!实验组"和普通培养基!对

照组"同时接种培养 JTM<&=,*细胞!培养基不加

抗生素#接种!'&+皿细胞于直径&'++培养皿"#

"$-后两组细胞均转染含/OT的质粒:VV#%*!质

粒(-0"#正常培养&))-后#分别更换培养基!添

加RWM新型培养基或普通培养基"#$)-后在荧光

显微镜下观察两组荧光#并拍摄图片)荧光图片采

用F+40.软件进行处理#将荧光强度转换为SM值)

1%5%/!Y.9;.8/K>7;检测外源蛋白XRL5的表达

实验设计$组$对照组L*实验组L*对照组Q和实

验组Q#其中L组细胞用普通培养基培养#Q组细胞

用添加RWM短肽的新型培养基培养&对照组 L*Q

转染质粒:,MOL#%!#实验组 L*Q均转染过表达

QL09
W!",
的质粒:,MOL=QL09)各组同时接种

培养 JTM<&=,*细胞!培养基不加抗生素"#"$-后

实验组L*Q转染质粒:,MOL=QL09#对照组转染

质粒:,MOL#%!!质粒(-0"#正常培养&))-后#

分别更换培养基!普通培养基或添加 RWM新型培

养基"#$)-收集细胞#用RFTL裂解细胞#提取总蛋

白#利用Q,L试剂盒对蛋白总量进行定量#然后进

行 Y.9;.8/ K>7; 实 验 检 测 JTM<&=,* 细 胞 内

XRL5蛋白的表达变化#以 WLTMJ 为内参#取

$'-0+"'-V的 蛋 白 经 5M5=TLW< 分 离 后 转 至

TZM\膜上#室温封闭!-后#分别加入XRL5!!g

(''"和 WLTMJ 一抗!!g('''"#$ m孵育过夜)

第"天 TQ5B 洗涤#次#加入山羊抗兔的二抗

!!g('''"#室温孵育!-#再用TQ5B洗涤后#<,V

发光液显色#Q37=R41仪器曝光#再用灰度扫描软件

分析条带的灰度值)以目的蛋白与内参蛋白灰度值

的比值作为目的蛋白的相对表达量#对照组目的蛋

白的相对表达量为!)

1%I!统计学方法

组间比较采用D检验或卡方检验#T%'%'(为

差异具有统计学意义)

/!结果

/T1!确定8_B的最适质量浓度

结果见图!)RWM为"(')!'''/0++V时#

对细胞的增殖有抑制作用!T%'l'("#RWM为!')

!''/0++V时#对细胞增殖有促进作用!T%'l'("#

但RWM!')!''/0++V组间对细胞生长增殖的影

响无明显差异!图!"#因此确定RWM的最适质量浓

度为!'/0++V)后续实验均采用此质量浓度)

图1!XPB.5C>I细胞的生长增殖曲线

J#D1!_:?H=%$&:*,?AXPB.5C>I

" T%'l'(#H9%'/0++VRWM

/%/!细胞生长状态比较

!!结果见图")从细胞的贴壁*密度*形态等状态

来看#实验组贴壁情况更佳#形态也较好#细胞长势

迅速#密度更大)实验组相比对照组在细胞生长状

态方面优势明显)

/%6!杂交瘤细胞融合的克隆形成率及克隆阳性率

比较

!!对照组克隆形成率为"'%'̂ e"%&̂ #实验组

克隆形成率为&*%(̂ e(%'̂ #实验组高于对照组

!T%'%'(")对照组克隆阳性率为"'%'̂ e(%(̂ #

实验组克隆阳性率为$&%'̂ e$%)̂ #实验组高于

对照组!T%'%'(")

/%3!外源基因表达水平的比较

/%3%1!转染/OT 基因后细胞荧光强度!结果见

图#)转染/OT 基因后#对照组细胞荧光强度为

!*%*e)%?#实验组细胞荧光强度为#!%?e)%'#实

验组高于对照组!T%'%'(")

/%3%/!转染QL09基因后细胞蛋白表达水平!结

果见图$)实验组 L XRL5蛋白的相对表达量为

!%!&#实验组QXRL5蛋白的相对表达量为!%(&#

"'"
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图/!XPB.5C>I细胞的生长状态) /̀0!!!图6!XPB.5C>I细胞的荧光强度) /̀0

J#D/!_:?H=%9='=,?AXPB.5C>IT /̀0!!!J#D6!JK&?:,9$,($,#(=,(9#=G?AXPB.5C>IT /̀0

L$W./.84>A2>;28.+.132+&Q$O.GA2>;28.+.132+411.1G3;-RWM&4=A$,7/A./;84;37/97D3/7A2>4;.1A.>>9G.8.(h!'( +Vf!#

!'(+Vf!#(h!'$+Vf!#8.9:.A;3H.>C

图3!XPB.5C>I细胞F8;"蛋白的表达

J#D3!.U@:,99#?(?AF8;"@:?=,#(#(XPB.5C>I$,KK9

L$W./.84>A2>;28.+.132+&Q$O.GA2>;28. +.132+ 411.1

G3;-RWM&,7/;87>$:,MOL#%!

实验组Q高于实验组L!T%'%'(")

6!讨论

!!细胞培养基不仅是细胞培养中供给细胞营养和

促使细胞繁殖的基础物质#也是培养细胞生长和繁

殖的生存环境
-".)合适的培养基可维持渗透压和酸

碱度的平衡#有利于细胞的快速生长和繁殖#到实验

预期结果)

!!RWM短肽是应用于结合细胞表面蛋白质的首

选序列#它能介导细胞表面与细胞外基质的黏附作

用#细胞与基质的黏附是细胞生长和生存的生理基

础#RWM短肽可作为配体与细胞表面的整合素受体

特异性结合#结合后可调节细胞的相互作用从而直

接影响细胞的生长状态
-(.)

!!本研究在普通培养基中添加RWM短肽制备成

新型培养基后#观察到培养细胞生长状态良好*应用

于杂交瘤细胞融合优势明显及转染外源基因后蛋白

表达水平提高#从#方面说明RWM短肽应用于细

胞培养中的潜在价值)

首先#通过观察培养基中添加的不同质量浓度

RWM短肽对细胞生长的毒性作用#确定RWM短肽

使用的最佳质量浓度为!'/0++V)然后设置两组

实验#即对照组为普通的完全培养基#实验组为添加

RWM短肽的新型培养基#分别培养不同浓度的

JTM<&=,*细胞#"$-后观察细胞的生长状态#发

现实验组贴壁情况更佳#形态也较好#细胞长势迅

速#密度更大)因此我们猜测 RWM短肽可能会促

进细胞的生长和增殖#这可能与RWM短肽具有的

高效黏附性有关
-!).)

其次#比较两种培养基应用于杂交瘤细胞融合

方面的差异#我们分别用普通培养基和添加 RWM

短肽的新型培养基进行杂交瘤细胞的融合#而后比

较两种培养基融合后克隆形成率和克隆阳性率的差

异#发现实验组相比对照组在杂交瘤细胞融合中克

隆形成率及克隆阳性率更高)在细胞融合过程中

T<W对细胞有一定的毒性#T<W质量浓度*:J 值

和处理时间均会影响其对细胞的毒性程度#从而影

响最后克隆的形成)添加RWM短肽的培养基用于

细胞融合后形成的克隆数较多#可能与 RWM短肽

促进细胞生长和增殖有关
-(.#RWM短肽可能降低了

细胞融合过程中产生的细胞毒性#有利于融合后细

胞生长和状态恢复)

#'"
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最后#比较两种培养基在转染外源基因表达水

平方面的差异#我们通过转染含/OT 的质粒观察

其荧光强度的方法和转染过表达QL09 质粒观察

其蛋白表达的方法#探索添加RWM新型培养基相

比普通培养基在转染外源基因表达水平方面的优

势#结果显示#添加RWM短肽培养基培养的细胞荧

光更强*XRL5蛋白表达水平更高)在转染外源基

因时#因转染试剂对细胞有严重的破坏作用#甚至转

染后的细胞可能会发生坏死及凋亡#当更换添加

RWM短肽的培养基时#可能因RWM短肽有促进细

胞生长状态的作用
-(.#相比普通培养基更有利于转

染后的细胞生长状态恢复#从而导致检测的外源基

因表达也相对增高)

上述#个方面的实验结果显示#添加RWM短

肽的新型培养基对细胞生长状态*杂交瘤细胞融合

及转染外源基因的表达都有影响)然而目前#关于

RWM短肽对细胞生长状态影响的相关研究并不多#

RWM短肽促进细胞生长和增殖的机制尚无详细报

道#并且本研究中出现的RWM短肽对杂交瘤细胞

融合的影响及对转染外源基因表达的影响的机制是

否如猜测一样是因为RWM短肽促进细胞生长且有

利于细胞状态恢复有关#又或者有其他的因素参与

其中#尚需进一步验证)

!!但不可否认#RWM短肽确实具有高效的促黏附

性#可直接影响到细胞的生长和增殖)同时人工合

成的含RWM短肽的化合物及类似物因其高效的黏

附性而成为多种药物设计的新靶点#可应用于多种

生物工程和疾病的治疗)本研究也证明了RWM短

肽可促进细胞生长且有利于细胞状态恢复#应用于

细胞融合和转染外源基因的表达也有其潜在价值#

因此该新型培养基具有一定的应用前景)
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