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低氧培养对小鼠胚胎成纤维细胞生长和线粒体分布及功能的影响#

王
!

春#魏含清#裴轶劲$

!广东医科大学基础医学院生理学教研室"干细胞与再生医学研究所#广东东莞
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$

!!

"摘要#

!

目的
!

研究低氧培养条件对小鼠胚胎成纤维细胞!

=MN0

$的生长和线粒体分布及功能的影响%方法
!

将
=MN0

分

为
%&>

氧浓度的常氧培养组和
7>

氧浓度的低氧培养组连续培养#每
%4

小时采用台盼蓝染色对
=MN0

活细胞计数*

=-G,2*EAB_FE

8EFF1

对细胞线粒体染色并在激光共聚焦显微镜下观察*腺苷三磷酸!

6*Q

$试剂盒检测
6*Q

合成%结果
!

对数生长期低氧培养

组活细胞数高于常氧培养组#差异有统计学意义!

$

%

&.&7

$*并且低氧培养组细胞内线粒体核周分布型比例高于常氧培养组#差

异有统计学意义!

$

%

&.&7

$*同时两组细胞内
6*Q

水平比较#差异有统计学意义!

$

%

&.&7

$%结论
!

低氧培养条件影响线粒体在

=MN0

细胞内的分布和能量的合成#对细胞生长的促进作用高于常氧培养%
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氧是细胞必要的生存条件#是细胞增殖$分化$凋亡等生理

功能调节的重要的因素%大多数细胞体外培养是将细胞置于

与空气中氧浓度近似的常氧条件下进行+

!

,

%体外细胞培养系

统往往是模拟体内环境建立起来的#但大多数培养系统都采取

与空气中的氧浓度一致的培养条件%但在正常的生理状况下

体内细胞组织所处的微环境与体外环境是有区别的#因此逐渐

有研究尝试降低氧浓度对细胞进行培养并且已证明不同的氧

浓度对细胞状态的影响+

%2(

,

%线粒体是存在于真核细胞中的细

胞器#是维持生命活动的能力工厂#是除细胞核外唯一具有遗

传效应的细胞器#其主要功能是合成腺苷三磷酸!

6*Q

"%目前

已有研究表明线粒体的特征与卵母细胞的成熟+

32"

,

$干细胞的

.干性/维持+

!&

,及分化+

!!2!%

,有非常密切的联系%线粒体形态$

膜电位$能量代谢等参数在卵母细胞成熟前后#以及干细胞分

化前后有非常明显的变化+

!&

#

!#

,

%

小鼠 胚 胎 成 纤 维 细 胞 !

?,C0FF?\E

P

,1-BK-\E,\DA0G0

#

=MN0

"应用广泛#在胚胎干细胞和诱导性多能干细胞的培养

中#经过丝裂霉素或
*

射线处理终止生长后作为支撑干细胞生

长的滋养层使用+

!42!'

,

%滋养层的质量好坏关乎着干细胞的生

长#如何建立稳定高效的
=MN0

培养体系仍在不断地尝试中%

=MN0

的常规培养是在常氧条件下#对
=MN0

在低氧培养条件

下的生长状况及线粒体的研究较少%本实验在低氧条件下培

养
=MN0

#观察其生长$线粒体分布及功能等指标的变化#有助

于进一步阐明低氧条件下线粒体分布与能量代谢的关系#为优

化培养条件提供相关证据#并为
=MN0

培养体系的优化及后续

干细胞的研究提供实验依据%

!

!

材料与方法

!.!

!

材料
!

U=M=

培养基$杜氏磷酸盐缓冲液!
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"$

&.%7>*E

PO

0-12

乙二胺四乙酸!

MU*6

"$胎牛血清!

NT;

"均购
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)
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P

V-G
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;-

I

?A

公司*

=-G,2*EAB_FE8EFF1
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""7%
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(
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!"
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#
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"*广东省科技计划项目!
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"*广东省基础与应用基础研究专项!广东省自然科

学基金"!
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"*广东省东莞市国际科技合作!含港澳台"项目!

%&!77&3!&%&&4

"%

!
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!""&$

"#在读硕士#主要从事干细

胞与发育毒性方面的研究%

!

$
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中国碧云天公司%

!."

!

方法

!.".!

!

=MN0

的分离培养与分组
!

取怀孕
!#.7

"

!4.7+

昆明

孕鼠#脱颈处死#在无菌条件下将鼠胚从孕鼠体内分离#去除

头$尾$四肢及内脏后剪碎并用胰蛋白酶消化收集细胞悬液#

!7&&E

)

?-1

离心
7

"

!&?-1

后去上清液#用含
!&>NT;

的

U=M=

培养基重悬细胞#铺入培养瓶中#放入
#(b

$

7>)Y

%

恒温培养箱中培养%每
%

"

#

天换液
!

次#细胞生长至对数生

长期传代#传代比例为
!a#

至
!a'

%

=MN0

以相同的密度传

代接种至培养皿中#分为常氧培养组!

#(b

$

7>)Y

%

$

%&>Y

%

"

和低氧培养组!

#(b

$

7>)Y

%

$

7>Y

%

"#连续培养
!

个生长周

期#每天相差显微镜下观察%

!."."

!

=MN0

生长曲线的绘制
!

采用台盼蓝染色法#按

!.('e!&

4

)

B?

% 的密度传代接种至培养皿中#连续培养*每
%4

小时取各组
#

个皿计数#实验重复
#

次%

&.&7>

胰蛋白酶消化

细胞#制备成细胞悬液#台盼蓝染色后血球计数板计数%然后

以时间为横坐标#活细胞数为纵坐标绘制
=MN0

生长曲线%

!.".B

!

=MN0

线粒体分布类型鉴定
!

每隔
%4

小时各组取
#

个皿 用
=-G,2*EAB_FE8EFF1

染 色+

!&2!!

,

%根 据 说 明 书 按 照

!a7&&&

的比例将
!??,D

)

< =-G,2*EAB_FE8EFF1

储存液与

=MN0

完全培养基混合配制成
=-G,2*EAB_FE8EFF1

染色工作

液#

#(b

孵育
47?-1

#去除
=-G,2*EAB_FE8EFF1

染色工作液加

入
#(b

预温的新鲜
=MN0

完全培养基#在荧光显微镜或激光

共聚焦显微镜下
4331?

处观察%在低倍视野中选取
#

个不同

的视野#观察视野中细胞内线粒体的分布类型并计算各类型的

百分比%鉴定时#染色效果不佳$细胞部分结构不在视野内$细

胞结构不完整#以及细胞重叠导致无法辨别线粒体分布类型的

细胞不在鉴定的范围之内%实验重复
#

次%

!.".C

!

细胞内
6*Q

水平检测
!

用
6*Q),D,E-?FGE-B

)

NDC,E,2

?FGE-B600A

P

V-G

对细胞内
6*Q

水平进行测定#根据试剂盒说

明制作
6*Q

标准曲线%每隔
%4

小时收集各组细胞#用
!&&

)

<

6*Q600AE

P

TCKKFE

裂解
!e!&

' 个细胞#去除蛋白后加入相应

体积
6*Q

反应液#混合均匀避光孵育
#&?-1

#多功能酶标仪检

测
7(&1?

处吸光度!

C

"值#根据
6*Q

标准曲线计算每
!e!&

'

细胞中的
6*Q

水平%实验重复
#

次%

!.B

!

统计学处理
!

采用
;Q;;%&.&

统计学软件进行数据分

析#计量资料以
1i"

表示#用单因素方差分析比较两组间的差

异性#以
$

%

&.&7

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

常氧和低氧条件对
=MN0

生长的影响
!

=MN0

在传代后

第
%

天开始进入对数生长期#活细胞量急剧增加*第
7

天活细

胞数达到最高峰#之后细胞进入衰老期#

=MN0

活细胞数开始

减少*第
3

天后#活细胞数趋于稳定%同时#在低氧环境下

=MN0

的活细胞量始终高于常氧培养的细胞#并在
=MN0

对数

生长期细胞增殖速度相对常氧培养逐渐增大!图
!

"%传代后

第
!

"

#

天及第
'

"

(

天低氧培养组的
=MN0

活细胞数与常氧

培养组的
=MN0

活细胞数比较#差异无统计学意义!

$

&

&.&7

"*传代后第
4

"

7

天和第
3

"

!&

天低氧培养组的
=MN0

活

细胞数与常氧培养组的
=MN0

活细胞数比较#差异有统计学

意义!

$

%

&.&7

"#见表
!

%

"."

!

常氧$低氧培养生长周期中线粒体分布类型变化
!

在整

个生长周期中#无论是常氧还是低氧培养#

=MN0

细胞内线粒

体形态多为杆状#线粒体分布类型多样%根据线粒体在细胞内

分布状况将其主要分为(!

!

"线粒体核周分布型#该类型细胞中

线粒体集中分布于细胞核周围#越往细胞膜方向线粒体的荧光

强度逐渐减弱甚至消失!图
%6

$

%U

"*!

%

"线粒体均匀分布型#

该类型细胞中线粒体均匀分布于细胞质中#细胞质中线粒体的

荧光强度无明显变化!图
%T

$

%M

"*!

#

"线粒体聚集分布型#该类

型细胞中线粒体聚集于细胞质某些部位#线粒体荧光强度比其

他部位明显增强#并且细胞内线粒体荧光强度变化无明显规律

!图
%)

$

%N

"%

表
!

!!

=MN0

在常氧和低氧培养下的细胞数比较$

1i"

&

培养时间

!

+

"

活细胞数!

e!&

'

"

常氧培养组 低氧培养组
& $

& !.&&&i&.&&& !.&&&i&.&&& $ $

! !.%&&i&.!#% !.%!(i&.!'! &.%7& &.3"'

% %.%##i&.!&4 %.###i&.#&' %."3( &.'%&

# #.#!(i&.#33 #.77&i&.%%" !.%%3 &.4%!

4 4.'&&i&.#&4 7.#!(i&.%&% !.!3! &.&%(

7 7.''(i&.&(' '.###i&.%33 (."'7 &.&4"

' 4.('(i&.%7% 7.%'(i&.'3! #.3!4 &.%""

( #.3&&i&.&7& 4.(!(i&.33" '.'4! &.!4"

3 #.###i&.%3" 4.%3#i&.4'7 !.7&4 &.&4&

" #.!'&i&.%"7 #.3'(i&.#%! &.37& &.&43

!& %."'(i&.!7# #.''(i&.&(' &.%3# &.&&%

!!

$

(无数据

图
!

!!

=MN0

生长曲线

!!

细胞传代贴壁后#细胞内线粒体分布类型开始以核周分布

为主#随着细胞培养时间延长#线粒体均匀分布类型所占比例

逐渐上升*线粒体聚集分布类型在细胞内的比例一直相对较

小#但也随细胞培养时间延长而增加%贴壁第
!

天常氧培养组

细胞线粒体核周分布型占
(4.4>

#在低氧培养组细胞中占

(%.7>

*第
4

天开始常氧培养组细胞线粒体核周分布型所占比

例低于
7&.&>

#第
7

天开始低氧培养组细胞线粒体核周分布型

所占比例低于
7&.&>

#相反线粒体均匀分布型比例超过
7&.&>

!表
%

"%经统计学分析#常氧和低氧培养组
=MN0

在第
4

"

7

天

线粒体核周分布型$均匀分布型比例比较#差异有统计学意义

!

$

%

&.&7

"*同一天低氧培养组细胞线粒体核周分布型所占比例

&&'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期



!!

6

(线粒体核周分布型*

T

(线粒体均匀分布型*

)

(线粒体聚集分布型*

U

(核周分布型线粒体荧光强度*

M

(均匀分布型线粒体荧光强度*

N

(聚集

分布型线粒体荧光强度*标尺为
%&

)

?

#红色线条为荧光强度检测位置

图
%

!!

=MN0

细胞线粒体分布类型

表
%

!!

常氧和低氧培养下
=MN0

线粒体分布类型比例$

1i"

&

培养时间!

+

"

常养培养组

核周分布 聚集分布 均匀分布

低养培养组

核周分布 聚集分布 均匀分布

! &.(44i&.&'# &.&(#i&.&!3 &.!3#i&.&4( &.(%7i&.&4# &.&(&i&.&!" &.%&7i&.&#%

% &.7%3i&.&&3

#

&.&"(i&.&&"

#

&.#(7i&.&!( &.7'"i&.&#( &.&('i&.&%! &.#77i&.&44

# &.773i&.&#4 &.&"#i&.&&% &.#4"i&.&#' &.7"&i&.&%& &.!&"i&.&&3 &.#&!i&.&!#

4 &.#("i&.&#& &.&"7i&.&!& &.7%'i&.&##

#

&.7"!i&.&!! &.&""i&.&!7 &.#!&i&.&&4

7 &.4&3i&.&&3

#

&.&3"i&.&!! &.7&#i&.&!'

#

&.#"&i&.&&" &.!&#i&.&## &.7&(i&.&%'

' &.#'"i&.&%#

#

&.!#4i&.&%( &.4"3i&.&!& &.44&i&.&(! &.!#&i&.&#' &.4#&i&.&#'

( &.#"3i&.&%4

#

&.!44i&.&%&

#

&.47(i&.&#% &.4!#i&.&&( &.!%!i&.&!% &.4''i&.&!#

!!

#

(

$

%

&.&7

#与同一天低氧培养组比较

高于常氧培养组细胞#低氧培养组细胞线粒体均匀分布型所占

比例则要低于常氧培养条件!图
#

"%

".B

!

常氧$低氧培养对
=MN0

生长周期中
6*Q

水平的改变
!

常氧和低氧培养组
=MN0

中
6*Q

水平贴壁第
!

天开始往下

降#至第
7

天降为最低#然后急剧上升#至第
(

天达到最高#第

3

天再下降*

=MN0

传代贴壁生长第
!

天#常氧培养组细胞

6*Q

水平高于低氧培养组#自第
%

天起#低氧培养组细胞
6*Q

水平高于常氧培养组!图
46

$

T

"*常氧和低氧培养组
=MN0

细

胞内
6*Q

水平在传代后第
!

"

#

天和第
"

天比较#差异无统计

学意义!

$

&

&.&7

"*

=MN0

在第
4

"

3

天对数生长期和第
!&

天

衰老期#常氧和低氧培养组细胞内
6*Q

水平比较#差异有统计

学意义!

$

%

&.&7

或
$

%

&.&!

"#见表
#

%

!&'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期



!!

6

(常氧培养组细胞线粒体分布类型变化*

T

(低氧培养组细胞线粒体分布类型变化*

)

(线粒体核周分布类型变化*

U

(线粒体均匀分布类型变

化*

M

(线粒体聚集分布类型变化

图
#

!!

随培养时间延长在常氧和低氧培养下的
=MN0

线粒体分布类型变化

表
#

!!

常氧和低氧培养下
=MN0

的
6*Q

水平变化$

1i"

&

培 养 时 间

!

+

"

6*Q

水平!

1?,D

)

!e!&

'

"

常氧培养组 低氧培养组
& $

! %.&#'i&.&## %.&(4i&.&#3 &.%44 &.&7!

% !.44#i&.&47 !.34&i&.&"% %.7(! &.&("

# !.%3"i&.&%& !.7&"i&.&'% %.#&% &.!&"

4 !.&''i&.&!! !.4!!i&.&%% %.(%# &.&&!

7 &."'&i&.&43 !.#4&i&.&#' &.#4( &.&!"

' !.74#i&.&!3 %.&!4i&.&"( #.'%# &.&44

( %.#'#i&.&%" #.474i&.&47 &.%&" &.&&&

3 %.#4"i&.&%4 #.!%#i&.&!3 &.&#' &.&&&

" !.3((i&.&"3 %.%#!i&.&%( #.%&( &.!&%

!& !.'7(i&.&'# !."3'i&.&%& 4.'7% &.&#"

!!

6

(常氧和低氧培养的
=MN0

在不同时间
6*Q

水平柱状图*

T

(常

氧和低氧培养的
=MN0

在不同时间
6*Q

水平折线图*

,

(

$

%

&.&7

#差

异有统计学意义*

,,

(

$

%

&.&!

#差异有统计学意义

图
4

!!

常氧和低氧培养随时间
=MN0

细胞内
6*Q

水平变化

B

!

讨
!!

论

氧气在细胞生命活动中是必不可少的因素#目前细胞体外

培养体系大部分提供的氧气浓度与空气中的氧浓度一致#但在

正常的生理状况下体内细胞组织所处的微环境与体外环境是

有区别的#例如(动脉血中氧浓度为
!%>

#成年人组织中平均

氧浓度为
#>

"

7>

+

!(2!3

,

%因此关于不同氧浓度对细胞影响的

研究也取得了一定的成果#这包括干细胞+

%2#

,

$成体细胞+

4

,等%

在对成体干细胞体外培养时发现#包括神经干细胞$间充质干

细胞$造血干细胞等#在低氧环境中细胞增殖$存活率$集落生

成$分化能力有明显的提升+

72(

,

%

线粒体是细胞质中广泛分布的细胞器%有研究指出#在卵

母细胞成熟过程中线粒体的功能成熟是细胞质成熟的一个重

要指标#其分布和代谢活性是细胞质成熟的重要标志#并且在

成熟的细胞质中具有线粒体重分布的能力+

3

,

*并指出影响线粒

体分布很重要的一个因素就是卵母细胞的成熟和胚胎的发

育+

!"

,

#线粒体在未成熟的细胞中以周边分布为主#而成熟的细

胞则以均匀分布为主%也有研究者提出#线粒体的特征可作为

干细胞性能维持的.干性/指标#在干细胞增殖分化的过程中#

线粒体有着较明显的变化#线粒体形态$定位等特性是评定多

能性干细胞是否具备多能性的标志+

!&

,

%有研究显示#在小鼠

胚胎干细胞向心肌细胞分化的研究过程中发现#分化后细胞的

线粒体膜电位$活性氧!

5Y;

"水平及线粒体钙含量等参数要低

于分化前的细胞#证实了小鼠胚胎干细胞分化后线粒体功能下

降+

!#

,

%同时还有研究表明#线粒体动力学和分布的正常运行

对细胞生存是至关重要的#尤其是神经细胞+

%&

,

%

线粒体是细胞进行生命活动的主要能量来源#细胞通过线

粒体的氧化磷酸化生成
6*Q

供能#在低氧环境中线粒体氧化

磷酸化过程受到抑制影响
6*Q

的生成%但是有研究证明#在

缓慢持续的低氧环境中线粒体的功能会得到恢复%本研究结

果显示#

=MN0

在转入低氧环境中后#

6*Q

水平出现了下降的

现象#随时间的增加#

6*Q

水平逐渐上升%这也说明线粒体功

能在低氧初期受到了一定的影响#后期功能恢复正常%

=MN0

传代贴壁#处于分裂增殖旺盛期时#细胞核相对细

%&'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期



胞质活跃#线粒体需要围绕细胞核为细胞的分裂增殖提供大量

的能量#线粒体主要分布在细胞核周围*绝大多数细胞呈现出

典型的线粒体核周分布类型%

=MN0

经过对数生长期的生长

与增殖#细胞数量增多#细胞密度增大#在一定程度上抑制了细

胞的分裂#在此期间#细胞产生的能量更多的是为了维持细胞

的形态和各项功能的正常#所以细胞质相对细胞核较为活跃#

大多数线粒体表现为均匀分布型#为维持细胞的正常生理功能

提供能量%相对常氧培养环境#低氧环境对细胞分裂增殖的促

进作用更为明显#线粒体核周分布状态持续时间更长#在细胞

分裂增殖期间#线粒体生成的
6*Q

水平更高#这有利于细胞的

分裂$增殖%本研究结果中#低氧培养条件下
=MN0

在经过细

胞的分裂增殖后活细胞数量多于常氧培养也证实了这一说法%

综上所述#低氧培养条件对
=MN0

生长和线粒体分布及

功能具有较大的影响%但对于低氧培养条件影响
=MN0

线粒

体功能的相关机制还需要更进一步的研究%
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