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中国海南黎族永生 B细胞系的建立与保存

Establishment and preservation of permanent growing B cell line of Li nationality in

Hainan province of China

李冬娜
1
,应大君

1
,区采莹

2
,符生苗

3
,褚　嘉

4
,薛雅丽

5
,黄小义

5
　　(1 第三军医大学基础医学部解剖学教研室 , 重庆

400038;2 海南医学院 , 海口 571101;3 海南省人民医院遗传研究室 ,海口 570311;4 中国医学科学院医学生物学研究所 , 昆明 650118;
5 哈尔滨医科大学遗传学教研室 ,哈尔滨 150086)

　　继人类基因组计划之后 , 人类基因组多样性计划(Human

Genome Diversity Project , HGDP)已成为世界科学研究的热点之

一。从世界各地采集不同人群的标本并建立永生细胞系 , 是

HGDP的重要内容[ 1～ 3] 。黎族是中华民族的重要成员 , 集居海

南岛。语言属汉藏语系壮侗语族黎语支。 根据方言 、文化特征

及人种学上的差异 ,又分为亻孝黎 、杞黎 、本地黎 、美孚黎和加茂

黎五个支系[ 4] 。由海南省特殊地理环境和历史所铸就的黎族

基因组 ,必将成为我国进行 HGDP 研究 , 构造遗传资源中心的

重要信息来源。本研究成功地对中国海南省亻孝黎 、杞黎 、本地

黎的部分个体建立了永生 B 细胞系。

1　材料和方法

　　根据国家建库标准规定:选择具有代表性的民族聚集区 ,

采集 3代无与不同民族通婚史的健康人标本 ,建成 30～ 50 个细

胞株 ,男女各 1 2 ,我们对采样地点和采样对象作了严格选择。

1.1　研究对象
　　经考察 ,分别在亻孝黎 、杞黎和本地黎的集居地。海南省乐

东黎族自治县千家镇 、五指山市毛阳镇 、白沙黎族自治县南开

乡[ 5] , 对 4代无与不同民族和不同支系通婚史的自愿献血黎胞

进行身体检查 ,筛除异常者。采用健康人静脉血 5 ml建株。

1.2　建立永生细胞株
　　采用 EB病毒(Epstein-barr virus , EBV)转化外周血 B 淋巴细

　　基金项目:国家自然科学基金资助项目(39960033)
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胞(B-cell , BLC), 并加入环胞霉素 A 抑制 T 淋巴细胞(T-cell ,

TLC)建立永生细胞系[ 6] 。取 5 ml肝素抗凝的外周血 , 加洗涤液

(含 1%双抗的 RPMI1640)2 ml混匀后 , 缓慢注入淋巴细胞分离

液中 , 3 000 r min 离 20 min。移出白细胞层 , 加入 10 ml洗涤液

洗2 次 ,离心弃上清。然后依次加入2 ml RPMI1640 完全培养液

(含 20%胎牛血清 、80% RPMI1640 、1.6%1 mol L Heps、1.2%谷

氨酰胺 、0.5%PHA);1.2 ml EBV悬液(取自B958细胞系经 1 周

培养 ,并经反复冻融 3 次的上清液 ,经 0.22μm 滤器过滤), 打匀

后加入 0.4 ml 120μg ml 环胞霉素 ,混匀后分别接种于 10 ml培

养瓶内 ,置 37 ℃ CO2 培养箱培养。静止培养 4 d 后 ,开始观察 ,

视细胞转化和聚集状况及培养液 pH的改变 ,进行半量换液 , 并

维持环胞霉素的浓度 ,待转化的淋巴细胞明显增多 、增大 ,同时

在显微镜下观察可见大量贴壁的呈聚集生长的细胞团 ,即可转

瓶。转瓶后可观察到胞质突出 、形态各异 、聚集成团的细胞株。

以后3 d 观察 1 次 , 视细胞生长状况和 pH 的改变决定是否换

液。一般传代 4～ 5次 , 待细胞数量达到 3.6×106 ml时 , 在完成

染色体核性分析后 ,大部分细胞可进行第 1 次冻存。细胞株在

冻存的前 1 d , 必须进行半量换液或补充新的培养液 ,换液24 h

左右 ,将细胞以 1 500 r min 离心 10 min ,弃上清。根据细胞量加

入预冷的冻存液(95%胎牛血清 , 5%二甲亚砜), 打匀后分装于

1 ml冻存管中并立即放入-70 ℃冰箱 , 冻存 24 h 后 , 放入液氮

中保存。

1.3　染色体核性分析
　　从培养的淋巴细胞株中取 5 ml细胞培养液 , 培养 48 h , 加

入秋水仙素(0.4 μg ml),继续培养 2 h后 , 按常规方法[ 7]进行细

胞学处理 、制片 、G 显带及核性分析。
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程度上可满足神经再生的需要 。但是 ,外源性 sNGF

应用到体内后 ,受影响因素较多 ,其生物学效应的维持

与给药剂量有一定的关系。尤其是蛇毒 NGF ,其剂量

与效应的关系还不是很明确。国内郝文学
[ 5]
检测了江

浙蝮蛇毒NGF的生物活性 ,结果表明不同浓度的蛇毒

NGF 均能刺激鸡胚背根神经节的生长 ,其浓度仅在 0.

2 μg ml即可引起最大的生物学效应。尹维田等
[ 6]
对

11例前臂及碗部神经断裂采用了模拟神经再生室的

小间静脉桥接法 ,室内一次性注入 2 000 U的蝮蛇毒

NGF ,外源性提高再生室内 NGF的浓度 ,经 1年的随访

观察 ,表明蝮蛇毒NGF 一次性给药 ,可促进神经再生。

王子明等
[ 7]
采用坐骨神经半切模型 ,靶器官分别注射

sNGF 300 、900 、2 700 U ,连续注射 10 d ,结果表明 ,各剂

量组均能促进神经再生 ,但各剂量组之间无显著差异。

本实验各用药组与对照组均有明显差异 ,但低剂量组

与中 、高剂量组亦有明显差异 ,中 、高剂量组间无差异。

表明中剂量 900 U 即可满足神经再生的需要 ,再加大

剂量已无必要。这与王子明等的结果不同 ,可能与所

用模型不同有关 。总之 ,由于神经损伤修复是个复杂

的过程 ,体内影响因素较多 ,因此 ,具体的最佳用药方

式及用药剂量有待更进一步的研究 。
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1.4　永生细胞株的复苏
　　迅速将冻存管放入 37 ℃水浴 , 不停振荡 , 见 1 2～ 1 3 融化

时 ,在无菌超净台将细胞吸入已经放有 5 ml全培养液的 10 ml

培养瓶中 , 37 ℃培养 , 24 h 后观察 , 视具体情况加液或换液或

分瓶。

2　结果与讨论

　　采用上述方法 , 我们成功的建立了含 3 个黎族主要支系的

永生细胞库。其中亻孝黎永生细胞系 66 株 , 男性占 56%, 女性

占 44%;杞黎永生细胞系 76 株 , 男性占 55.26%, 女性占

44.74%;本地黎 54 株 , 男性占 56%, 女性占 44%。应用 EB 病

毒转化外周血 B淋巴细胞加环胞霉素A 法建立永生细胞系 , 可

以永久的保存有重要研究价值的个体基因组。 该方法与其它

方法相比 , 所需时间短 , 成功率高 , 环胞霉素 A 的作用是特异

性的抑制 TLC中的 RNA聚合酶Ⅱ , 因而使 TCL失去对 EB病毒

的免疫监视作用 ,从而阻止了 TLC 对 BLC 的杀伤作用。国内外

报道用该方法建立永生细胞系的成功率可达 70%～ 100%[ 6 , 8] 。

我们在 3个黎族亚系永生细胞库的建立过程中 , 建株成功率分

别达到 97%(亻孝黎)、95%(杞黎)和 85%(本地黎),取得满意可

靠的结果。已成功建立的永生细胞株经冻存后复苏的成功率

均达到 100%, 同时经染色体 G 显带分析未见异常。我们还对

所有细胞株的提供者及细胞转化程序建立了系统的档案。

　　永生细胞株可以随时用于对人类基因组多样性的研究[ 3] ,

是认识人类进化 、种族血缘 、衍变以及生老病死等生命活动的

先决条件 , 是战胜疾病克服生存障碍的永恒财富。 3 个黎族主

要支系(占黎族总人口 88%)的永生细胞库 , 是在海南经济迅速

发展 ,各民族与隔离群由于基因漂移 , 融合加速 , 遗传多样性逐

步消失的边缘获得的。它使黎族独特的基因组得到系统地 、永

久地保存。为今后深入研究黎族的基因结构 ,全面了解致病基

因和易感基因在黎族人群中的分布以及揭示黎族的源与流和

各支系之间的关系提供了永久性的资料。
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