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摘要： 旨在建立猪乳腺上皮细胞 （ＰＭＥＣ） 的原代培养方法， 为猪乳腺发育、 分化及泌乳机制研究和病原体感染提供生物材料和细胞模型。 以 ９
月龄未孕健康母猪的乳腺组织为研究对象， 利用胶原酶Ⅰ型和透明质酸酶联合消化法分离 ＰＭＥＣ， 通过形态学观察、 生长曲线测定、 间接免疫荧

光试验 （ＩＦＡ）、 聚合酶链式反应 （ＰＣＲ）、 免疫印迹试验 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 对其进行鉴定。 结果： 经酶消化组织块法获得的 ＰＭＥＣ 呈现鹅卵石状、
上皮样形态并形成单层聚集形岛屿， 冻存复苏后细胞生长状态良好， 且纯化后的 ＰＭＥＣ 具备正常的 “ Ｓ” 型生长周期； 经浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 与 ２
ｍｇ ／ Ｌ 的催乳素刺激 ＰＭＥＣ 后， 采用 ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测发现细胞中 β－酪蛋白 （ＣＮＳ２） 的表达水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且升高趋势与

催乳素的浓度呈正相关； ＩＦＡ 结果显示分离的 ＰＭＥＣ 表达特异性标记物细胞角蛋白 １８ （ＣＫ－１８）， 且表达紧密连接蛋白 （ＺＯ－１）， 表明该细胞形

成良好的紧密连接。 本研究成功建立了 ＰＭＥＣ 的分离、 培养及鉴定体系， 为进一步研究乳腺生物学及相关机制奠定了基础。
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　 　 乳腺作为哺乳动物体内独有的腺体组织， 承载着

新生动物获取宝贵初乳的重任［１］。 乳腺上皮细胞

（ＭＥＣ） 可合成并分泌乳蛋白、 乳糖和脂类［２］， 是机

体黏膜免疫系统的一部分， 是抵御病原体的第一道屏

障［３］。 ＭＥＣ 具有分泌特异性 β －酪蛋白 （ＣＮＳ２） 的

特性［４］， 这一特性进一步强调了其在乳汁合成过程

中的核心地位。 在妊娠与哺乳这一生命循环的关键阶

段， ＭＥＣ 在催乳素的精密调控下， 经历了从增殖到

分化的精妙转变［５］。 这种激素不仅是启动产乳过程

的 “钥匙”， 更是维持整个哺乳期间乳汁持续分泌的

“引擎”。 通过调节 ＭＥＣ 的活性与功能， 催乳素确保

了哺乳动物能够顺利地进行哺乳， 为后代的健康成长

提供坚实的营养保障。
已报道多种病毒可经乳汁进行垂直传播， 如寨卡

病毒 （ ＺＩＫＶ） ［６－７］、 人类免疫缺陷病毒 （ ＨＩＶ） ［８］、
巨 细 胞 病 毒 （ ＣＭＶ ） ［９］、 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒

（ ＰＥＤＶ ） ［１０－１１］、 猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒

（ＰＲＲＳＶ） ［１２］等。 尽管有研究者试图对病毒经乳汁垂

直传播的机制进行研究， 但由于难以在围生期母体体

内获取组织样本以及合适的实验动物模型的缺乏限制

了对其研究。 因此， 当前亟需开发并建立一种可靠的

细胞模型， 以模拟并解析病毒经乳汁垂直传播的复杂

过程， 这对于理解病毒传播机制、 评估公共卫生风险

以及制定有效的防控策略具有至关重要的意义。
在本研究中， 首先通过酶消化组织块法分离出猪

乳腺上皮细胞 （ＰＭＥＣ）， 其次通过连续传代对细胞

进行纯化， 并进行生长曲线的测定。 最后通过间接免

疫荧光试验 （ ＩＦＡ）、 聚合酶链式反应 （ＰＣＲ） 和免

疫印迹试验 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 从分子水平和蛋白水平

对 ＰＭＥＣ 进行鉴定， 结果表明本研究成功分离出

ＰＭＥＣ， 对阐明营养物质和激素刺激猪乳腺合成乳汁

的潜在机制具有重要的生物意义， 同时为病原体经乳

汁传播的机制研究提供工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物及组织采集

选择健康的 ９ 月龄未怀孕、 未妊娠长白母猪

（来源于保定某猪场）， 将其麻醉后， 使用 ７５％酒精

将母猪发育良好的乳房及其周围进行消毒， 使用高压

灭菌的手术器械割开表皮组织， 沿筋膜表面分离乳腺

组织， 切除乳腺， 半径为 ２ ～ ３ ｃｍ， 深度约为皮下

３ ｃｍ， 将切割下来的组织放入含 ７５％酒精的烧杯中，
３～５ ｍｉｎ 后， 将组织放入含 ２％双抗的 ＰＢＳ 溶液中浸

泡 ５ ｍｉｎ 左右， 便于分离 ＰＭＥＣ。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶、 青－链霉

素 （双抗）、 胎牛血清 （ＦＢＳ）， 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司 （美
国）； 氢化可的松、 无动物成分重组人表皮生长因子

（ＥＧＦ） 蛋白、 细胞角蛋白 １８ （ＣＫ－１８） 多克隆抗

体， 购自 Ｂｉｏｓｓ 公司 （北京）； ＥＣＬ 化学发光超敏显

色试剂盒、 牛胰岛素， 购自翌圣生物科技 （上海）
股份有限公司； 庆大霉素、 胶原蛋白酶 Ａ、 透明质酸

酶， 购自泰克兰博公司 （北京）； 催乳素购自 Ｍｅｄ
Ｃｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 生物科技公司 （美国）； 细胞裂解液、
１００％甲醇、 抗 ＣＮＳ２ 单克隆抗体、 辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ） 标记的山羊抗鼠免疫球蛋白 Ｇ （ＩｇＧ）、 ＨＲＰ
标记的山羊抗兔 ＩｇＧ， 购自索莱宝科技有限公司 （北
京）； 兔抗 β －肌动蛋白 （β －ａｃｔｉｎ） 多克隆抗体购自

Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ 公司 （武汉）； Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 购自上海雅

酶生物医药科技有限公司； 细胞计数试剂盒 （ＣＣＫ－
８ 检测试剂盒） 购自 ＡＰＥｘＢＩＯ 公司 （美国）； 紧密连

接蛋白 （ＺＯ－１） 抗体购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 （美国）；
ＹＦ４８８ 山羊抗鼠 ＩｇＧ、 ＹＦ５９４ 山羊抗兔 ＩｇＧ， 购自苏

州优逸兰迪生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 猪乳腺的采集与 ＰＭＥＣ 的分离

为从 ９ 月龄非怀孕、 非妊娠期母猪的乳腺中分离

ＰＭＥＣ， 采用高压灭菌后的手术器械将母猪发育良好

的乳腺 （上层皮肤、 中间组织及下层肌肉） 取下，
放入含 ７５％医用酒精的烧杯中消毒 ５ ｍｉｎ 左右， 再将

其转入含 ２％双抗的 ＰＢＳ 中洗涤 １０ 遍左右， 用高压

消毒的手术器械将乳腺的上层皮肤及下层肌肉剥离，
并将其剪切为约 １ ｍｍ３的组织块， 移入含 ３０ ｍＬ 添加

有 ５％ ＦＢＳ、 ２％双抗溶液、 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 庆大霉素、 ５００
ｍｇ ／ Ｌ 胶原酶 Ａ 及 ０􀆰 ０５％透明质酸酶 ＤＭＥＭ 消化培养

基的 ５０ ｍＬ 离心管中， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２的培养箱

中消化 １２ ｈ。 消化完毕后， 将悬液经 ７０ ｎｍ 过滤器过

滤到 ５０ ｍＬ 离心管中， 离心 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ８ ｍｉｎ。 弃

去上清液， 再用含 ２％双抗溶液的 ＤＭＥＭ 培养液重悬

沉淀， 共洗涤 ２ 次， 离心 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ８ ｍｉｎ。 最后

用 １ ｍＬ 含 ５ ｍｇ ／ Ｌ 牛胰岛素、 ５ ｍｇ ／ Ｌ 氢化可的松、
１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＥＧＦ、 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 庆大霉素、 １０％ ＦＢＳ 和 ２％
双抗的 ＤＭＥＭ 培养液重悬沉淀， 将其转移到 Ｔ２５ 细

胞培养瓶中， 补充营养液至 ６ ｍＬ。 根据细胞生长情

况适当换液。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＭＥＣ 的传代和冻存

弃去细胞瓶中的营养液， 用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 洗

去残留营养液， 加入胰酶－ＥＤＴＡ 消化， 边消化边拍

打， 待细胞脱壁后， 加入含胎牛血清的营养液终止消

化， 然后根据细胞生长情况对细胞进行 １ ∶ ３ 传代。
将生长情况良好的细胞保存在冻存液中， 放入液氮罐

长期保存。
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１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＭＥＣ 生长曲线的绘制

采用 ＣＣＫ－８ 法进行 ＰＭＥＣ 生长曲线的绘制。 将

生长状态良好的第 ９ 代 ＰＭＥＣ 常规消化后进行细胞计

数， 以 １×１０４个 ／ ｍＬ 的浓度接种到 ９６ 孔板中， 共分

为 ６ 个组， 每组 ５ 个重复， 每孔中加入 １００ μＬ 完全

培养基， 置于 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２的培养箱中培养， 分别

于接种后 １、 ３、 ５、 ７、 ８ ｄ 加入 １０ μＬ ＣＣＫ－８ 试剂，
同时设阴性对照， 用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度

（ＯＤ） 值， 以培养时间为横坐标， ＯＤ 值为纵坐标，
绘制 ＰＭＥＣ 的生长曲线。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＩＦＡ 检测 ＺＯ－１ 蛋白分布

免疫荧光检测 ＰＭＥＣ 之间 ＺＯ－１ 蛋白的分布， 具

体步骤： 将生长状态良好的第 ９ 代 ＰＭＥＣ 常规消化后

进行细胞 计 数， 以 ３ × １０５ 个 ／ ｍＬ 的 浓 度 接 种 到

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室中， 并加入 ２００ μＬ 完全培养基，
下室中加入 ８００ μＬ 完全培养基， 培养 ６ ～ ８ ｄ 后， 使

用手术刀片和眼科镊将小室中的聚碳酸酯膜撕下并贴

于载玻片上， 随后将载玻片上的聚碳酸酯膜用免疫组

化笔圈出并滴加无水甲醇于 － ２０ ℃ 固定 １０ ｍｉｎ，
２００ μＬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后， 滴加 ２００ μＬ ２％牛血清白蛋

白 （ＢＳＡ） －ＰＢＳ 溶液于 ３７ ℃恒温培养箱封闭 １ ｈ，
进一步滴加 ２００ μＬ （用 １％的 ＢＳＡ－ＰＢＳ 溶液稀释）
ＺＯ－１ 抗体 （１ ∶ １００）， ４ ℃孵育过夜； 洗去一抗并

在圈内的膜中滴加 ２００ μＬ （用 １％的 ＢＳＡ－ＰＢＳ 溶液

稀释） ＡＦ５９４ 山羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ２００）， 室温孵育

４５ ｍｉｎ 后， ２００ μＬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次； 加入１００ μＬ （用
１％的 ＢＳＡ－ＰＢＳ 溶液稀释） 核染液 Ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｄｅ （１ ∶
２ ０００）， 室温避光显色 １０ ｍｉｎ， ２００ μＬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次

后拍照。
１􀆰 ３􀆰 ５　 催乳素刺激 ＰＭＥＣ

将消化下来的 ＰＭＥＣ 进行细胞计数， 分为对照

组及 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 和 ２ ｍｇ ／ Ｌ 催乳素刺激组， 将细胞接种

在 １２ 孔板上， 每组 ３ 个重复孔， 每孔加 １ ｍＬ 含 １０％
ＦＢＳ、 ２％抗生素溶液、 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 庆大霉素、 ５ ｍｇ ／ Ｌ
牛胰岛素、 ５ ｍｇ ／ Ｌ 氢化可的松的 ＤＭＥＭ 营养液 （不
含 ＥＧＦ）， 观察细胞生长状况， 当每孔细胞达到 ７０％
聚集时， 对各孔细胞进行换液， 对照组的营养液与原

营养液相同， 催乳素刺激组的营养液为 １ ｍＬ 含 １０％
ＦＢＳ、 ２％抗生素溶液、 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 庆大霉素、 ５ ｍｇ ／ Ｌ
牛胰岛素、 ５ ｍｇ ／ Ｌ 氢化可的松、 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 或 ２ ｍｇ ／ Ｌ
催乳素的 ＤＭＥＭ 溶液 （不含 ＥＧＦ）。 最后培养 ３ ｄ，
每天换一次营养液。 ７２ ｈ 后收样， 加入 ＴＲＩｚｏｌ 或细

胞裂解液提取核酸或蛋白。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＩＦＡ 鉴定 ＣＫ－１８ 表达

将 ＰＭＥＣ 均匀铺在 ９６ 孔板上， 分为阴性对照组

和试验组， 每组 ８ 个重复， 验证 ＰＭＥＣ 中 ＣＫ－１８ 的

表达， 待孔中细胞长到 ９０％聚集时， 弃去孔内培养

液， 常温 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次并弃去。 每孔加入预冷

的无水甲醇， －２０ ℃固定 １０ ｍｉｎ， ２００ μＬ ＰＢＳ 洗涤 ３
次， 弃去后每孔加入 １００ μＬ 的 ２％ ＢＳＡ－ＰＢＳ 封闭液

于 ３７ ℃， 封闭 １ ｈ。 弃去每孔液体， 试验组每孔加入

１００ μＬ （用 １％的 ＢＳＡ－ＰＢＳ 溶液稀释） ＣＫ－１８ 抗体

（１ ∶ ２００）； 对照组每孔加入 １００ μＬ １％ ＢＳＡ－ＰＢＳ 稀

释液， ３７ ℃孵育 １ ｈ。 ２００ μＬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后， 每孔

加入 １００ μＬ （用 １％ 的 ＢＳＡ － ＰＢＳ 溶液稀释） 由

ＹＦ４８８ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ２００）， 于 ３７ ℃孵育

４５ ｍｉｎ。 ２００ μＬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后， 每孔加入 ５０ μＬ
（用 １％的 ＢＳＡ－ＰＢＳ 溶液稀释） 核染液 Ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｄｅ
（１ ∶ ２ ０００）， 室温避光显色 １０ ｍｉｎ， ２００ μＬ ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次后， 置于荧光显微镜下观察并拍照。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＣＮＳ２ 基因的转录

使用 ＴＲＩｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂从猪乳汁和 ＰＭＥＣ
中提取总 ＲＮＡ， 并将其反转录为 ｃＤＮＡ。 采用 ＰＣＲ
检测 ＣＮＳ２ 基因（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＧＵ８２７３９０􀆰 １）的表

达。 引物序列： Ｆ： ５′ －ＡＴＴＧＴＴＣＣＣＡＡＧＣＧＴＡＡ－ ３′，
Ｒ： ５′ － ＧＡＧＡＣＴＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧＣ － ３′。 ＰＣＲ 体 系

（２０ μＬ）： １０ μＬ ２×Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ （Ｄｙｅ）， ７ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ， ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 上 下 游 引 物 各 ０􀆰 ５ μＬ， ２ μＬ
ｃＤＮＡ （１００ ｎｇ ／ μＬ）。 反应程序： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ 预变

性； ９４ ℃ ３０ ｓ 变性， ４６ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３５ 个

循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＣＮＳ２ 蛋白的表达

将 ＰＭＥＣ 均匀铺在 １２ 孔板， 分别用 ０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ
和 ２ μｇ ／ ｍＬ 催乳素处理 ３ ｄ 后， 收取样品， 在细胞中

加入细胞裂解液， ４ ℃离心 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ， １０ ｍｉｎ， 取

上清液。 加入 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液混匀后， １０５ ℃变性

１０ ｍｉｎ， 蛋白样品即制备完毕。 同时提取猪乳汁蛋白

作为阳性对照。
配制 １２％ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ， 电泳完毕后， 将滤纸、

分离胶浸泡于转膜液中 ２０ ｍｉｎ。 将 ＰＶＤＦ 膜放于

１００％甲醇中浸泡 ５ ｍｉｎ， ２０％甲醇中浸泡 ２ ｍｉｎ。 处

理完毕后， 将三明治结构放于半干转膜装置上， 从负

极开始依次是： 滤纸、 分离胶、 ＰＶＤＦ 膜、 滤纸， 盖

上电极， 接通电源， ２３ Ｖ 电压 ３０ ｍｉｎ。
转膜完毕后， 将 ＰＶＤＦ 膜置于平皿中， 用 １０ ｍＬ

ＴＢＳＴ 稀释的 ５％脱脂奶封闭 ＰＶＤＦ 膜， 室温 ２ ｈ。 封

闭完毕后， 将 ＰＶＤＦ 膜置于平皿中， 加入 １ ∶ ５００ 稀

释的抗 ＣＮＳ２ 抗体 ４ ℃孵育过夜。 孵育完成后， 使用

ＴＳＢＴ 洗膜 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ。 最后加入 １ ∶ ５ ０００ 稀

释的山羊抗兔酶标二抗， 室温孵育 ２ ｈ。 ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次， 每次 １０ ｍｉｎ。 用 ＥＣＬ 化学发光超敏显色 Ａ 液和

Ｂ 液等比例混合， 均匀滴加到目的条带处， 曝光
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３０ ｓ， 观察结果。
１􀆰 ３􀆰 ９　 统计分析

所有数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件对试验数

据进行作图。 使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件的单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ） 检查组间显著性。 结果以 “平均值±标准

误” 表示。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＰＭＥＣ 的形态学观察

经组合酶消化组织块法分离 ＰＭＥＣ， 第 １ 代细胞

大小不等， 种类较为杂乱， 但能观察到有部分细胞贴

壁 （图 １Ａ）； 在培养第 ３ 代时 ＰＭＥＣ 与成纤维细胞

混杂生长形态多为梭状与多角形 （图 １Ｂ）； 当传至第

８ 代时， 大部分成纤维细胞已被去除， 保留了较纯的

ＰＭＥＣ， 其形态多为鹅卵石状， 表现为单层、 上皮样

形态， 形成单层聚集形岛屿 （图 １Ｃ）； 重新复苏后的

ＰＭＥＣ 生长状态良好 （图 １Ｄ）。

Ａ􀆰 第 １ 代细胞， 红框所示为贴壁细胞； Ｂ． 第 ３ 代细胞； Ｃ． 第 ８ 代细胞； Ｄ． 复苏后第 ８ 代细胞。

图 １　 ＰＭＥＣ 的形态学观察

２􀆰 ２　 ＰＭＥＣ 生长曲线的测绘

如图 ２ 所示， ＰＭＥＣ 生长曲线呈 “Ｓ” 型， 培养

１～ ３ ｄ 时处于潜伏期， 细胞生长较为缓慢； 培养 ３ ～
５ ｄ 时为对数生长期， 细胞增殖速度明显提高； 培养

７～８ ｄ 后进入平台期， 细胞增殖速度大幅度降低。 上

述结果表明， 本试验条件下分离培养的 ＰＭＥＣ 生长

状态良好。
２􀆰 ３　 ＰＭＥＣ 中 ＺＯ－１ 蛋白的表达

ＩＦＡ 结果可见， ＺＯ－１ 抗体可与蛋白特异性结合，
细胞与细胞之间出现了红色荧光信号， 表明 ＰＭＥＣ
之间形成良好的紧密连接 （图 ３）。

图 ２　 ＰＭＥＣ 生长曲线
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图 ３　 ＰＭＥＣ 中 ＺＯ－１ 的表达

２􀆰 ４　 ＰＭＥＣ 中 ＣＫ－１８ 蛋白的表达

ＩＦＡ 结果可见， ＣＫ－１８ 抗体可与该细胞特异性结

合， 细胞胞浆出现了绿色荧光信号， 表明该细胞表达

ＣＫ－１８ （图 ４）。

图 ４　 ＰＭＥＣ 中 ＣＫ－１８ 的表达

２􀆰 ５　 ＰＭＥＣ 中 ＣＮＳ２ 基因的转录

对 ＰＭＥＣ 标志基因 ＣＮＳ２ 进行 ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 结

果可见该细胞转录 ＣＮＳ２ 基因， 且 ＰＭＥＣ 经 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ
与 ２ ｍｇ ／ Ｌ 的催乳素刺激后， ＣＮＳ２ 基因的转录相比对

照组均有升高的趋势。 （图 ５）。
２􀆰 ６　 ＰＭＥＣ 中 ＣＮＳ２ 蛋白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果如图 ６ 所示， 未经催乳素

刺激的 ＰＭＥＣ 表达的 ＣＮＳ２ 较少， 而催乳素刺激后

ＰＭＥＣ 表达的 ＣＮＳ２ 增多， 且随着催乳素浓度的增大

ＣＮＳ２ 表达增加 （图 ６Ａ）。 将催乳素刺激组与阴性对

照组蛋白的内参归一化后灰度值统计结果显示， 催乳

素刺激组与阴性对照组相比， ＣＮＳ２ 蛋白表达极显著

增加， 且随着催乳素浓度的增加， 该蛋白的表达也存

在显著的增加 （图 ６Ｂ）。
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Ｍ． ＤＬ １００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未经催乳素刺激的 ＰＭＥＣ； ２􀆰 ０􀆰 ２
ｍｇ ／ Ｌ 催乳素刺激的 ＰＭＥＣ； ３􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 催乳素刺激的 ＰＭＥＣ； ４􀆰 从母

猪乳汁中提取的总 ＲＮＡ （阳性对照）； ５􀆰 阴性水对照。

图 ５　 催乳素刺激后 ＣＮＳ２ 基因的转录

１􀆰 未经催乳素刺激的 ＰＭＥＣ； ２􀆰 经 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 催乳素刺激的

ＰＭＥＣ； ３􀆰 经 ２ ｍｇ ／ Ｌ 催乳素刺激的 ＰＭＥＣ； ４􀆰 母猪乳汁中提取的蛋

白。 ∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ ＜
０􀆰 ０００ １。

图 ６　 催乳素刺激后 ＣＮＳ２ 蛋白的表达

３　 讨论

近几年来， 国内外学者已成功培养出了多种动物

的 ＭＥＣ， 如人［１３］、 小鼠［１４］、 奶牛［１５－１６］、 水牛［１７］、
绵羊［１８－１９］、 山羊［２０］等， 但是国内对于 ＰＭＥＣ 分离与

培养的研究还比较少。 本研究采用组合酶消化组织块

的方法对 ＰＭＥＣ 进行了分离培养， 并通过形态学观

察、 生长曲线测定、 ＩＦＡ、 ＰＣＲ 等多种手段对其进行

鉴定， 结果表明本研究成功分离了 ＰＭＥＣ， 且细胞间

形成紧密连接， 可用于体外共培养模型的建立。
本研究分离和培养 ＰＭＥＣ 所用的组合酶消化组

织块法是基于从啮齿动物身上获得 ＭＥＣ 的方案［２１］ 以

及 Ｄａｈａｎａｙａｋａ 等［２２］分离母猪 ＭＥＣ 的方法所制定。 组

合酶消化组织块法是使用透明质酸酶和胶原蛋白酶联

合消化猪乳腺组织后获得 ＰＭＥＣ 的方法。 此方法用

时短， 采取的组织腺泡发育越好获得的上皮细胞数目

越多， 虽会掺杂少量成纤维细胞， 但因成纤维细胞与

ＰＭＥＣ 对胰酶的敏感性不同， 可在每次传代时使用胰

酶消化的时间不同进行纯化， 进而得到纯度较高的

ＰＭＥＣ。 由于庆大霉素可诱导成纤维细胞凋亡 （程序

性细胞死亡） ［２３］， 但 ＭＥＣ 对庆大霉素具有高度耐药

性［２４］。 本研究方法在组织消化液和初始培养液中使

用庆大霉素 （５０ μｇ ／ ｍＬ） 来培养从新鲜猪乳腺组织

分离的 ＰＭＥＣ， 以利于去除分离细胞中的成纤维

细胞。
ＭＥＣ 的鉴定主要以检测 ＣＫ－７、 ＣＫ－８ 和 ＣＫ－１８

为主， 其中检测 ＣＫ－１８ 较为普遍［２５］。 ＣＫ－１８ 是一种

上皮细胞特有的中间细丝蛋白， 是细胞骨架的组成成

分， 该蛋白是上皮细胞谱系的特异性标记物［２６］， 其

广泛地应用于多种动物 ＭＥＣ 的鉴定。 本研究采用

ＩＦＡ 对细胞中 ＣＫ－１８ 进行鉴定， 发现分离的细胞高

表达ＣＫ－１８。 ＺＯ－１ 作为特征性紧密连接分子的完整

膜蛋白， 在细胞间形成单层屏障的过程中起到尤为重

要的作用［２７］。 本研究采用 ＩＦＡ 对分离的 ＰＭＥＣ 进行

ＺＯ－ １ 检测， 结果发现细胞间高表达 ＺＯ － １， 表明

ＰＭＥＣ 间可以形成紧密连接， 为体外共培养模型的建

立奠定基础。 ＣＮＳ２ 是 ＰＭＥＣ 的特异性标志物， ＣＮＳ２
的表达与哺乳期乳腺产生催乳素有关［２８］。 本研究发

现在不同浓度催乳素刺激下， 可以检测到 ＣＮＳ２ 的表

达， 且其表达量与催乳素呈剂量依赖性。
本研究成功分离并培养出原代 ＰＭＥＣ， 可以用于

实验室研究， 为未来研究猪乳腺疾病以及人乳腺类疾

病提供了可靠的模型。
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