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摘要!以花色苷含量为
$&?#)M

的蓝莓花色苷粉末为原料$采

用
YRR

法(显微镜观察法$同时利用细胞计数仪测定细胞

活率$

#

种方法共同检测蓝莓花色苷作用于鸡胚成纤维细胞

系的细胞毒性$以完成细胞试验模型的建立%结果表明"

*%

"

&%%

#

9

)

1K

的蓝莓花色苷可以促进鸡胚成纤维细胞生

长$高于
&%%

#

9

)

1K

的蓝莓花色苷$对细胞生长产生抑制作

用%该结果可为进一步拓展花色苷功能性研究$以及以鸡胚

成纤维细胞为模型的生物功能性研究提供理论依据%

关键词!蓝莓花色苷&鸡胚成纤维细胞系&

YRR

法
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鸡胚成纤维细胞来源于
/2<>K28<38

9

K387

!

/KK0%

#鸡胚

胎%具有永生性%是一种可传代的细胞系)

&

*

&此细胞系缺少

禽白血病病毒的相关内源片段%并具有正常的成纤维形态%

可以用于禽源病毒的增殖%用作生物制品研究与生产的重要

材料%近些年%其安全性备受相关科研人员的关注)

$C#

*

&

花色苷是一类广泛存在于植物中的天然酚类化合物%主

要分布在颜色鲜艳的蔬菜和水果中%如橙色+红色和蓝色等%

尤其存在于浆果中&蓝莓是一种杜鹃花科的越橘属植物%浆

果外观呈现蓝色或蓝黑色%以0世界水果之王1著称%蓝莓花

色苷是蓝莓果实中提取出来的天然花色苷色素%呈紫黑色粉

末状%无毒+无异味%花色苷对多种疾病有很好的疗效)

)

*

%如

具有抗氧化+清除自由基+降低患冠心病的风险+改善视力+

降血脂以及抗肿瘤+抗糖尿病等诸多抗病作用)

*C"

*

&因蓝莓

花色苷具有诸多生理功能%故近年来此类物质引起了科研人

员的广泛关注%对于其抗氧化+抗癌细胞增殖等作用已有很

多研究&蓝莓叶多酚提取物可以抑制细菌活性%表现出较强

的抑菌性)

(

*

&关于蓝莓花色苷的抗氧化作用方面有一些报

道%李颖畅等)

!

*认为蓝莓花色苷可以降血脂并且具有抗氧化

生物活性%可以降低发生动脉硬化的危险性&并且已有报

道)

.

*证明%蓝莓花色苷粉末可以显著抑制脂质体的过氧化&

曾有人)

&%

*用蓝莓花色苷喂饲老年大鼠
"%@

后%老年老鼠同

中年大鼠的平衡能力一样好%可以在滚动的木棍上保持很好

的平衡&在饲喂老鼠
&$%@

后%老年老鼠的测试成绩同年轻

鼠的测试成绩一样好&

鸡胚成纤维细胞是常用于评估药物活性或病毒侵染的

模式细胞%紫玉米+紫甘薯等花色苷对其生长的影响已有报

道)

"

*

%花色苷组分不同%功能性不同%而蓝莓花色苷对此细胞

的生长是否有影响%目前未有研究&本试验拟研究不同浓度

的蓝莓花色苷作用于鸡胚成纤维细胞%观察细胞的形态学变

化及不同浓度蓝莓花色苷对细胞存活情况的影响%旨在为后

期以鸡胚成纤维细胞为细胞模型的试验提供相关的浓度

#&



参数&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料与仪器

&?&?&

!

材料与试剂

蓝莓花色苷粉末"北京市农林科学院蔬菜研究中心$

鸡胚成纤维细胞+

%?$*M

胰蛋白酶溶液 !

&_

#"武汉菲恩

生物科技有限公司$

-Y/Y

培养基+胎牛血清!

,NF

#"美国
W3QAB

公司$

二甲基亚砜!

-YF[

#"北京索莱宝公司$

#0

!

)

%

*0

二甲基噻唑
0$

#

0$

%

*0

二苯基四氮唑溴盐!

YRR

#+

青链霉素双抗溶液!

&%%m

#"美国
F3

9

12

公司$

-Y/Y

细胞培养液"美国
J

P

A4B87

公司&

&?&?$

!

主要仪器设备

超净工作台"

-K0L\0&E-XX

型%北京东联哈尔仪器制造

有限公司$

二氧化碳细胞培养箱"

F7G37<!%%%-J#*)#

型%美国

R67G1B

公司$

倒置荧光显微镜"

N-F$%%

型%重庆
[HR/L

奥特光学

公司$

酶标仪"

F

I

7A>G2Y2_3#

型%美国
YB47A;42G-7T3A7<

公司$

LB;8><>2G

自动细胞计数分析仪"

XL&%%%

型%北京五洲

东方科技发展有限公司$

高速离心机"

#a&*

型%德国
F3

9

12

公司&

&?$

!

试验方法

&?$?&

!

鸡胚成纤维细胞的复苏
!

预先配好含有
&*M ,NF

的

-Y/Y

培养液%加入
&M

青链霉素双抗溶液%于
#(b

水浴中

预热
#%138

&从液氮中取出细胞冻存管%迅速置于
#(b

温

水中摇晃%使冻存管中的冰迅速融化%待冻存管中仅剩少量

冰时拿出%

&%%%G

(

138

离心
*138

%以
(%M

酒精喷洒冻存管

表面%置于超净台内吹干&弃去上层冻存液%以一次性移液

管加入预热好的培养基%有序地吹吸细胞%将细胞吹打分散

至均匀%移至
R$*

细胞培养瓶中%并补足至
"1K

培养液&

将细胞培养瓶置于含
*M L[

$

的
#(b

恒温培养箱中培养%

细胞贴壁后%即可换入新的细胞培养液%继续培养%至长成单

层后传代&

&?$?$

!

鸡胚成纤维细胞的传代培养
!

待鸡胚成纤维细胞铺

满培养瓶壁的
!%M

%弃去上清液%加入预热的
HNF

进行清

洗%立即倒出%再加入
%?$*M

胰蛋白酶溶液%置于
#(b

培养

箱进行消化%见细胞脱落后将细胞悬液移入到装有
,NF

的离

心管中%以
&#%%G

(

138

离心
*138

后加入
-Y/Y

培养液%

用吸管有序地吹打细胞至细胞分散%以
&

&

#

传代%加入到含

*M ,NF

的
-Y/Y

培养液中培养细胞%将细胞培养瓶置于

*M L[

$

条件下
#(b

培养箱中培养%隔天传代&

&?$?#

!

蓝莓花色苷对鸡胚成纤维细胞生长的影响
!

参考盖

丽丽等)

"

*的试验方法%用浓度为
&%11B4

(

K

的
HNF

缓冲液

将蓝莓花色苷粉稀释成母液%母液浓度为
&$?*1

9

(

1K

%用

%?$$

#

1

滤膜过滤除菌%作为储备液可冻存于
C$% b

冰箱

中%方便日后使用&将一瓶长满的鸡胚成纤维细胞消化%加

入含
*M ,NF

的
-Y/Y

细胞生长液%接种于
."

孔板%每孔

加入
$%%

#

K

的细胞悬液%铺板时用自动细胞计数分析仪测

定细胞浓度%为
*?.(̀ &%

*

1K

C&

&放置于
*M L[

$

培养箱中

#(b

培养至细胞长成单层%弃液%每孔换成含
$M ,NF

的

-Y/Y

细胞维持液%同时加入
*%

%

(*

%

&%%

%

&*%

#

9

(

1K

的

)

种浓度的蓝莓花色苷溶液%每一种蓝莓花色苷浓度均设置

#

组重复%试验同时设置细胞对照组和重复组&在不同的时

间点!

&$

%

$)

%

)!

%

($6

#%利用自动细胞计数仪对各孔内的细

胞进行计数%同时用倒置显微镜观察细胞生长情况%根据康

雪燕)

&&

*提供判断标准来记录结果&

&?$?)

!

YRR

法检测蓝莓花色苷对鸡胚成纤维细胞生长的作

用
!

用
%?$*M

胰蛋白酶溶液消化处理鸡胚成纤维细胞%加入

含
*M ,NF

的
-Y/Y

细胞生长液%用一次性移液枪吹散细

胞制备细胞悬液%然后用八通道一体移液器将细胞悬液接种

于
."

孔板%铺板时的细胞浓度为
&?&)`&%

*

1K

C&

&铺板时

每孔
$%%

#

K

%将
."

孔板置于含
*M L[

$

培养箱中于
#(b

培

养至细胞单层长满
!%M

%弃去每孔内的细胞上清液%加入蓝

莓花色苷%用含
$M ,NF

的
-Y/Y

培养液调节花色苷的终

浓度分别为
*%

%

(*

%

&%%

%

&*%

#

9

(

1K

%每一种蓝莓花色苷浓度

设
#

组重复%试验同时设置空白对照组和阴性对照组&同时

接种
)

块
."

孔板%注意无菌操作&然后将其置于
*ML[

$

培

养箱中于
#(b

过夜培养%分别于第
&$

+

$)

+

)!

+

($

小时取出

一块
."

孔细胞培养板%弃去每孔中的上清液%向每孔中加入

&%

#

K

的
YRR

溶液%置于
#(b

培养孵育
)6

后%弃去孔内液

体%向每孔中加入
&(%

#

K

二甲基亚砜!

-YF[

#溶液%为使形

成的甲躜完全溶解%酶标仪设置读数前震荡
"%%<

%于
).%81

处测定吸光值&

&?$?*

!

数据分析
!

使用
[G3

9

38!?%

软件作图%并分析本试验

的结果数据%试验数据均以
O

J

eF

表示%

*c"

&

$

!

结果与分析
$?&

!

蓝莓花色苷对鸡胚成纤维细胞生长的影响检测结果

在对鸡胚成纤维细胞生长影响的试验中%随着蓝莓花色

苷浓度增加和时间的延长%细胞的生长存活情况也会随之改

变%结果见表
&

&结合倒置显微镜观察细胞形态!结果见

图
&

#%记录细胞生长状态%可以找到相应的最适合鸡胚成纤维

细胞生长的蓝莓花色苷的终浓度&与对照组相比%细胞生长

至
($6

时%浓度为
*%

%

(*

%

&%%

#

9

(

1K

的蓝莓花色苷没有影响

鸡胚成纤维细胞的生长%用倒置显微镜观察细胞的生长形态%

观察到细胞生长状态良好%生长形成单层%且基本未出现空

隙%细胞形态饱满+透亮且完整%浓度为
&*%

#

9

(

1K

的蓝莓花

色苷处理组表现出对细胞生长的轻微抑制%未形成紧密的单

层%出现空隙&随着时间的增加%

&$%6

后%对照组的细胞还可

以正常生长%而浓度为
&*%

#

9

(

1K

的蓝莓花色苷处理对鸡胚

成纤维细胞生长产生抑制作用%影响细胞生长%表现为出现凋

亡小体&根据观察细胞生长形势以及数据%可得出蓝莓花色

苷的最适终浓度为
&%%

#

9

(

1K

&

!!

由图
&

可知%

($6

时细胞仍能够正常生长%且从形态上观

察具有比较明显的差异&图
&

!

2

#是未加蓝莓花色苷的鸡胚

成纤维细胞对照组%细胞生长良好%形成单层%基本无空隙&

图
&

!

Q

#和!

A

#是蓝莓花色苷浓度为
*%

#

9

(

1K

和
&%%

#

9

(

1K

)&

基础研究
!

$%&"

年第
!

期



表
&

!
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（d） 150 μg/mL（c） 100 μg/mL
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用&本试验结果可为蓝莓花色苷抗以鸡胚成纤维细胞为模

型的病毒研究提供了理论依据%但有关蓝莓花色苷促进及破

坏鸡胚成纤维细胞生长的机制还有待进一步研究&
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