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　　摘要：为建立番鸭成肌细胞体外分离培养和鉴定体系，选取不同胚龄黑羽番鸭为材料，利用Ⅱ型胶原酶和胰酶消
化鸭胚腿肌获得成肌细胞，再经过３次差速贴壁进一步纯化，最后采用含２％马血清的培养基对分离纯化的成肌细胞
进行分化诱导，结合细胞形态的观察、成肌细胞增殖期及分化期的标志基因的表达情况的检测鉴定分离的成肌细胞。

结果显示，分离纯化得到的成肌细胞在贴壁后呈现纺锤形，进行分化处理后出现细胞融合。从Ｅ１７鸭胚腿肌中获得的
成肌细胞较Ｅ１５、Ｅ１６和Ｅ１８中分离培养的效果更好，且经差速贴壁法纯化后大部分细胞中均检测到标志基因Ｄｅｓｍｉｎ
的表达，表明纯化后成肌细胞纯度较好。成肌细胞诱导分化处理４８ｈ后，成肌调控因子 ＭｙｏＤ的表达显著上调；成肌
细胞增殖期特异性表达的Ｍｙｆ５显著性降低；分化期特异性表达的基因ＭｙＨＣ、ＭｙｏＧ以及ＭＲＦ４均显著性增加。综上
所述，本试验成功分离和鉴定了黑羽番鸭成肌细胞，可为研究番鸭肌肉发育和分子调控机制提供参考。
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　　随着我国家禽养殖业的发展，人们对优质肉鸭
的需求逐渐上升，品质优良肉鸭的开发成为水禽育

种者的重点工作之一。黑羽番鸭是利用原产于南

美洲和中美洲番鸭资源，进行羽色和经济性状选育

形成，具有“五黑”，即黑羽、黑喙、黑蹼、黑胫和黑爪

特色，味道鲜美、肉质细嫩、生长速度快及抗逆性

好［１］。本研究以黑羽番鸭鸭胚为试验材料，建立黑

羽番鸭成肌细胞体外分离培养和鉴定的体系，为黑

羽番鸭的进一步选育和生产性能提升提供研究

模型。

成肌细胞是来源于中胚层的肌组织前体干细

胞，其胞质中含有肌丝，具有多向分化能力。增殖

分化后会融合为多核肌管，形成多核肌纤维，广泛

用于肌肉生长发育和相关的疾病或营养调控的研

究。成肌细胞的增殖和分化的过程受到许多生肌

因子的调控，其中，发挥关键作用的是成肌调控因

子。成肌调控因子家族成员有生肌决定因子

（ＭｙｏＤ）、肌细胞生成素 （ＭｙｏＧ）、成肌因子 ５
（Ｍｙｆ５）、成肌调节因子（ＭＲＦ４），在肌肉组织中特异
性表达，参与调控多种肌肉细胞的发育［２］。ＭｙｏＤ
是在成肌细胞分化过程早期表达的基因之一，促使

中胚层细胞转化为成肌细胞，也可促进成纤维细胞

和平滑肌细胞等多种类型的细胞向成肌细胞转

化［３］。ＭｙｏＤ在８～１２ｄ的金定鸭鸭胚骨骼肌中的
表达平稳，在１３～２３ｄ的鸭胚中随着成肌细胞的分
化，其表达呈现先增加后降低直至平稳的趋势，在

１７ｄ鸭胚骨骼肌中表达量最高［４－５］。Ｍｙｆ５是成肌
调控因子家族中最早诱导表达的转录因子，参与调

控机体多个组织的发育［３］。ＭｙｏＧ在成肌细胞分化
末期高表达，是其定向分化的标志基因，促进多核

肌管的形成，进而参与调控成肌细胞分化为肌纤

维［６］。ＭＲＦ４在骨骼肌中的表达量远高于其他成肌
调控因子家族成员。当同时敲除 Ｍｙｆ５与 ＭｙｏＤ，
ＭＲＦ４能够代偿性表达，促进起始肌肉的形成［７］。

结蛋白（Ｄｅｓｍｉｎ）是肌细胞特异性表达的细胞骨架
蛋白，可作为成肌细胞的标志蛋白用于成肌细胞的

鉴定［８］。此外，肌球蛋白重链（ＭｙＨＣ）是骨骼肌中
肌球蛋白的重要组成部分，被称为肌纤维分化标志

蛋白，是常用的鉴定成肌分化的标记基因［９］。
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成肌细胞最初是在蛙骨骼肌中发现并分离得

到，随后在人、小鼠、大鼠、猪、绵羊和山羊中建立了

成熟的体外分离和培养体系［９］。家禽成肌细胞的

体外分离和培养技术也逐步发展起来，由于家禽与

哺乳动物的生理特性不同，不同品种间家禽的生理

差异也比较大，使不同品种家禽成肌细胞的分离和

培养仍有待完善。关于黑羽番鸭成肌细胞体外分

离和纯化培养相关的研究相对较少，限制了黑羽番

鸭肌肉发育机理的研究。胶原酶和胰蛋白酶相结

合的方法是骨骼肌成肌细胞消化分离最主要的方

法，该方法快速简便［１０］。而成肌细胞纯化最常用的

方法是差速贴壁法和梯度密度离心法［１１－１２］。梯度

密度离心法所需要的原始细胞数量较多，且存在需

要多次纯化分离或对细胞活性有影响的问题，然而

差速贴壁法利用了成肌细胞贴壁速度较其他杂细

胞速度慢的特点，可获得纯度较高的成肌细胞，还

能保障细胞的生长状态良好和稳定［９］。

本研究选用黑羽番鸭鸭胚腿肌组织作为试验

材料，采用Ⅱ型胶原酶和胰蛋白酶消化法结合差速
贴壁法对腿肌中的成肌细胞进行分离和纯化。为

鉴定获得成肌细胞，利用细胞免疫荧光检测了

Ｄｅｓｍｉｎ的表达定位情况。采用２％马血清对获得的
成肌细胞进行分化处理，再用荧光定量ＰＣＲ检测了
ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ、Ｍｙｆ５、ＭＲＦ４和 ＭｙＨＣ的基因表达情
况，进一步鉴定分离获得的为成肌细胞，建立黑羽

番鸭成肌细胞的分离培养体系，为黑羽番鸭肌肉发

育和机理研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０２２年５—９月在江苏农牧科技职业学

院科创基地实验室进行。新鲜黑羽番鸭受精蛋由

江苏农牧科技职业学院国家水禽基因库（江苏）

馈赠。

ＤＥＭＥ高糖培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、孕马血清
（ＨＳ）、谷氨酰胺替代物 ＧｌｕｔａＭＡＸＴＭ－Ⅰ（１００×）
购自Ｇｉｂｃｏ公司；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、０．２５％胰蛋
白酶溶液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；青 －链霉素混合液购
自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；兔多克隆一抗 Ｄｅｓｍｉｎ和 ＦＩＴＣ标
记的山羊抗兔二抗，均购自武汉博士德公司；细胞

组织ＲＮＡ提取试剂盒、ｃＤＮＡ反转录试剂盒、ＣｈａｍＱ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，购自南京诺唯赞
公司；胶原酶Ⅱ型、ＤＡＢＣＯ，购自 Ｓｉｇｍａ公司；离心

管、细胞培养板／瓶，购自康宁公司。
１．２　试验方法
１．２．１　培养液配制　基础培养液：在 ＤＭＥＭ高糖
培养基中ＦＢＳ、谷氨酰胺替代物和青 －链霉素混合
液的占比分别为１５％、１％和１％。

分化培养液：在ＤＭＥＭ高糖培养基中 ＨＳ、谷氨
酰胺替代物和青 －链霉素混合液的占比分别为
２％、１％和１％。
１．２．２　酶消化法进行成肌细胞的分离　将鸭胚蛋
用医用乙醇棉进行清洗和消毒，再用刀柄钝头将蛋

壳大头敲开，剥离蛋壳后将鸭胚缓慢取出，置于

７５％乙醇中浸泡清洗１次，然后将其放入含有双抗
的 ＰＢＳ中，清洗２～３次，最终放置在盛有ＰＢＳ的干
净培养皿中。使用镊子将腿肌分离并移入另一个

干净的培养皿中，ＰＢＳ清洗２～３次后，采用刀片将
分离出来的腿肌切成肉糜，并添加适量 ＰＢＳ制成腿
肌肉糜混合液。将肉糜混合液转移至１５ｍＬ离心管
中，置于离心机中１５００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ。弃上清，
向离心管中加入ＤＭＥＭ高糖培养基，然后加入适量
０．２５％胰蛋白酶和０．１％胶原蛋白酶Ⅱ。将混合液
置于３７℃水浴消化１０～１５ｍｉｎ。其中，每２～３ｍｉｎ
观察下肉糜的消化情况，待肉糜完全消化成絮状

时，加入含有血清的高糖 ＤＭＥＭ终止消化。随后，
室温离心１５００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ，弃上清后，采用基
础培养基吹打混匀，过７０μｍ细胞滤筛，将得到的
较纯净细胞悬液于１５００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ后，再采用
基础培养基清洗１次。将获得的细胞沉淀用基础培
养基进行悬浮，并转入细胞培养瓶中，置于 ５％
ＣＯ２、３９℃的细胞培养箱中培养。
１．２．３　差速贴壁法进行成肌细胞的纯化培养　将
分离得到的成肌细胞在细胞培养箱中培养３０ｍｉｎ
后，将细胞培养基吸取并轻移至一个新的培养瓶中

进行培养，并放入５％ ＣＯ２、３９℃的细胞培养箱中继
续培养，此时细胞培养基中含有未贴壁的成肌细

胞。进行３次这样的差速贴壁所获得的成肌细胞纯
度高，形态一致。

将纯化的成肌细胞置于５％ ＣＯ２、３９℃的细胞
培养箱中培养，每隔２４ｈ更换细胞基础培养液，并
观察细胞形态和状态。当细胞密度达８０％时进行
细胞传代，吸去培养液后采用 ＰＢＳ清洗２～３次，每
个培养瓶（２．５ｃｍ２）中加入１ｍＬ０．２５％胰蛋白酶和
１ｍＬＰＢＳ，置于 ＣＯ２培养箱中３～５ｍｉｎ后，采用含
有ＦＢＳ的培养液终止消化，吸取培养液吹打瓶壁，
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使细胞脱落更完全，将细胞悬液收集于１５ｍＬ离心
管中１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，再采用ＰＢＳ悬
浮清洗２次，每次５ｍｉｎ，离心转速为１５００ｒ／ｍｉｎ，最
后采用基础培养液悬浮细胞沉淀，并按照需求进行

分瓶培养或移入细胞培养板，于５％ ＣＯ２、３９℃的细
胞培养箱中继续培养。

１．２．４　马血清诱导成肌细胞的分化　当成肌细胞
密度达８０％以上时，去除基础培养液，加入含 ２％
ＨＳ的分化培养液，每隔２４ｈ观察成肌细胞的形态
和肌管融合的情况，并更换细胞培养液。

１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测基因表达　按照细
胞组织ＲＮＡ提取试剂盒说明书步骤提取细胞组织
总ＲＮＡ，使用超微量分光光度计（ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
Ｎ６０）仪器检测 ＲＮＡ浓度和纯度，ＲＮＡ样品的
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ全部在１．８～２．２范围内。

根据反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔ

ＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ）说明书步骤，总反应体系为
２０μＬ，分２步进行，第１步去除基因组 ＤＮＡ：４μＬ
４×ｇＤＮＡＷｉｐｅｒＭｉｘ、１μＬｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２３ＶＮ、１μＬ
Ｒａｎｄｏｍｈｅｘａｍｅｒｓ、１０μＬ总 ＲＮＡ，反应条件 ４２℃，
２ｍｉｎ；第２步 ｃＤＮＡ的合成：在第１步反应后的溶
液中加入２μＬ１０×ＲＴＭｉｘ、２μＬＨｉｓｃｒｉｐｔⅡ Ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ。反应条件：５０℃ １５ｍｉｎ；８５℃ ２ｍｉｎ；－２０℃
保存。

目标基因的引物委托生工生物工程（上海）有

限公司合成，引物信息见表１。进行荧光定量 ＰＣＲ，
反应体系总体积 ２０．０μＬ：１０．０μＬＳＹＢＲｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、０．４μＬ上游引物、０．４μＬ下游引物、
２．０μＬｃＤＮＡ模板、７２μＬｄｄＨ２Ｏ；反应条件为
９５℃ 预变性 ３ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循
环。熔解曲线：９５℃ １５ｓ，６０℃ ６０ｓ，９５℃ １５ｓ。

表１　定量引物信息

基因名称 引物序列（５′→３′）
碱基数

（个）

片段大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＭｙｏＤ Ｆ：ＧＣＡＡＣＧＣＣＡＴＣＣＧＣＴＡＣＡＴ １９ ８５ ５５

Ｒ：ＧＣＡＡＴＣＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＣＡＡＣＡ ２２

ＭｙｏＧ Ｆ：ＣＧＧＡＴＣＡＣＣＴＣＣＴＧＣＣＴＧＡ １９ ８７ ６０

Ｒ：ＣＧＴＣＣＴＣＴＡＣＧＧＣＧＡＴＧＣＴ １９

Ｍｙｆ５ Ｆ：ＡＧＧＡＧＧＡＧＧＣＴＧＡＡＧＡＡＡＧＴＧＡ ２２ １８０ ６０

Ｒ：ＧＣＴＣＴＧＴＣＴＣＧＧＣＡＧＧＴＧＡＴＡ ２１

ＭＲＦ４ Ｆ：ＧＧＡＧＣＧＣＣＡＴＣＡＧＣＴＡＣＡＴＣ ２０ １３２ ６０

Ｒ：ＣＧＡＧＧＡＡＧＴＣＣＧＡＧＣＣＡＴＴ １９

ＭｙＨＣ Ｆ：ＡＡＧＣＡＣＴＣＡＣＣＣＣＣＡＴＴＴＴＧＴＡＣＧ ２４ １４２ ６０

Ｒ：ＣＣＴＴＣＴＡＧＣＡＣＡＣＣＡＴＴＡＣＡＣＣＧＣ ２４

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧＧＡＡＡＣ １９ ２５４ ６０

Ｒ：ＴＴＣＡＧＧＧＡＣＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣ ２１

１．２．６　成肌细胞Ｄｅｓｍｉｎ细胞免疫荧光鉴定　取适
量分离的成肌细胞，铺于１２孔板中，待细胞密度达
６０％～８０％后即可利用 Ｄｅｓｍｉｎ的抗体进行细胞免
疫荧光化学鉴定。具体步骤：采用预冷的 ＰＢＳ清洗
细胞３次，每次５ｍｉｎ。再用４％多聚甲醛固定细胞
１０～１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ。采用０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透膜 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次
５ｍｉｎ。用含 ２％ ＢＳＡ的 ＰＢＳ封闭非特异性位点
１～２ｈ，于４℃用Ｄｅｓｍｉｎ的兔多克隆一抗（１∶５０稀
释）孵育１２～１６ｈ。ＰＢＳＴ（ＰＢＳ溶液中添加１‰的吐
温 －２０）清洗３次，每次５ｍｉｎ。于３７℃采用山羊抗
兔ＦＩＴＣ标记的二坑孵育１～２ｈ。ＰＢＳＴ清洗３次，

每次５ｍｉｎ。ＤＡＰＩ染色５～１０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗３次，
每次５ｍｉｎ，加入适量防荧光淬灭剂 ＤＡＢＣＯ后，于
倒置荧光显微镜下观察。

１．３　数据统计与分析
使用ＳＰＳＳ２７．０软件对试验数据进行独立样本

ｔ检验分析，数据结果表示为“平均值 ±标准误”，
α＝０．０５。

２　结果与分析

２．１　黑羽番鸭腿肌成肌细胞分离的时间确定
采用Ⅱ型胶原酶和胰酶混合液消化不同孵化

天数鸭胚腿肌，将收集到的混合细胞培养２４ｈ后观
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察，呈现不规则纺锤形或细长梭形，利用细胞免疫

荧光检测肌细胞特异性表达蛋白 Ｄｅｓｍｉｎ的表达情
况。由图１可知，Ｄｅｓｍｉｎ蛋白经 ＦＩＴＣ标记后经激
发呈现绿色，细胞核经 ＤＡＰＩ染色后经激发呈现蓝

色，在Ｅ１５、Ｅ１６、Ｅ１７和Ｅ１８的鸭胚腿肌分离的未经
纯化的成肌细胞中均有Ｄｅｓｍｉｎ的表达，且Ｅ１７腿肌
中分离的细胞中有较多的细胞显示出 Ｄｅｓｍｉｎ的表
达。因此，后续试验选择Ｅ１７的腿肌进行试验。

２．２　黑羽番鸭腿肌成肌细胞的形态特征
将１７ｄ鸭胚腿肌进行酶消化处理后，再用差速

贴壁法进一步纯化３次。由图２可知，分离得到成
肌细胞呈现细长形或者纺锤形，在采用２％ ＨＳ分化
处理４８ｈ后有肌管融合的现象。将差速贴壁处理
时，在３０ｍｉｎ内贴壁的细胞继续培养，细胞呈现不
规则纺锤形，进行２％ ＨＳ处理４８ｈ后细胞形态没
有变化，说明３０ｍｉｎ内贴壁的细胞不能被 ＨＳ诱导
分化，即这些快速贴壁的细胞不是成肌细胞，表明

差速贴壁法可以有效纯化成肌细胞。

２．３　黑羽番鸭成肌细胞中Ｄｅｓｍｉｎ的表达定位情况
利用细胞免疫荧光技术检测纯化后的成肌细

胞中Ｄｅｓｍｉｎ的表达情况，由图３可知，Ｄｅｓｍｉｎ蛋白
经ＦＩＴＣ标记后经激发呈现绿色，细胞核经 ＤＡＰＩ染
色后经激发呈现蓝色，９５％ 细胞均能显示 Ｄｅｓｍｉｎ
的表达，即呈现绿色，表明分离的黑羽番鸭腿肌成

肌细胞纯度较好。

２．３　成肌细胞增殖和分化阶段特异性表达基因的
ｍＲＮＡ表达水平

将分离纯化后的成肌细胞利用２％ ＨＳ进行诱
导分化处理４８ｈ，对照组采用基础培养基培养，收集
细胞提取ＲＮＡ，反转录后利用荧光定量ＰＣＲ检测成
肌细胞增殖和分化阶段特异性表达基因的 ｍＲＮＡ

表达水平。由图４可知，分化处理４８ｈ后，ＭｙｏＤ、
ＭｙｏＧ、ＭｙＨＣ、ＭＲＦ４的 ｍＲＮＡ表达水平显著升高，
而Ｍｙｆ５的ｍＲＮＡ表达水平显著降低。

３　讨论

成肌细胞的生长发育对于肉鸭的生长性状有着

重要影响，关于肉鸭体外分离成肌细胞培养方法的完

善，对肉鸭肌肉发育的生长发育研究具有重要意义。

成肌干细胞比例是影响成肌细胞分离成功的

重要因素之一，不同品种的水禽孵化期有所不同，

肌纤维中肌源干细胞的比例也会随着蛋胚的发育

而改变。研究表明，在马岗鹅的鹅胚中分离成肌细

胞时，从Ｅ２３的胸腿肌中分离出成肌细胞的效率明
显比Ｅ１５中分离的低，且３９℃较３７℃更有利于水
禽成肌细胞的发育［１０］。樱桃谷鸭鸭胚发育至１３ｄ
时，比较适合分离培养成肌细胞［３］。研究发现，在

仅利用酶消化法从黑羽番鸭 Ｅ１５、Ｅ１６、Ｅ１７、Ｅ１８腿
肌中分离成肌细胞时，细胞免疫荧光结果显示，

Ｄｅｓｍｉｎ在从１５ｄ至１８ｄ的鸭胚腿肌中分离获得的
细胞中均有表达，且在 Ｅ１７腿肌分离的细胞中表达
量最高，表明Ｅ１７黑羽番鸭鸭胚最适合分离成肌细
胞。酶消化法处理鸭胚腿肌时，会获得除成肌细胞

以外的细胞，主要是成纤维细胞，由于成纤维细胞贴
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壁的速度较成肌细胞快。因此，在使用酶消化法获

取到成肌细胞混合液后，需要利用差速贴壁法对成

肌细胞进行纯化。经３次差速贴壁处理后，大部分
获取的成肌细胞中均能检测到 Ｄｅｓｍｉｎ，表明纯化效
果较好，这与陈凯凯等从肉鸡鸡胚中分离成肌细胞

时的结果［９］相符合。

成肌细胞可被马血清诱导分化，２％马血清诱导
分化的效果较１％和５％的效果更好［１３］。本试验中

利用２％马血清对分离获得的成肌细胞进行诱导分
化，结果显示在诱导分化４８ｈ后，成肌细胞的形态
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较对照组比出现肌管融合的现象，而分离培养时

３０ｍｉｎ内贴壁的细胞受到马血清处理后，细胞形态
无变化，提示本试验中分离纯化的细胞是成肌细

胞。为进一步确认，分离出来的成肌细胞被诱导处

理，确实有开始分化。利用ＲＴ－ＰＣＲ检测了分化处
理前后，成肌调控因子家族成员的表达及肌纤维分

化标志蛋白ＭｙＨＣ的基因表达。结果显示，分化处
理４８ｈ后，成肌细胞增殖期特异性表达的基因Ｍｙｆ５
显著性降低；分化期特异性表达的基因ＭｙｏＧ、ＭＲＦ４
及ＭｙＣＨ均显著性增加。此外，成肌调控因子ＭｙｏＤ
的表达也显著上调，这与研究中显示的 ＭｙｏＤ的表
达在早期分化处理时会出现上调的现象［１４］相符合。

４　结论

本试验发现，黑羽番鸭分离获取成肌细胞的最

佳时间在孵化１７ｄ左右，通过检测 Ｄｅｓｍｉｎ、成肌调
控因子家族成员及肌纤维分化标志蛋白ＭｙＨＣ的表
达，表明利用胶原酶Ⅱ和胰酶消化法结合多次差速
贴壁法可得到纯度较高的黑羽番鸭成肌细胞。
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