细胞工程复习资料

组织培养: 组织培养是指从动物体内取出组织,模拟体内生理环境，在无菌、适当温度和一定营养条件下，使动物组织生存、生长并维持其结构与功能的过程。
细胞培养:细胞培养是指从动物体内取出组织，分离获得细胞，并模拟体内生理环境，在无菌、适当温度和一定营养条件下，使动物细胞生存、生长，增殖并维持其结构与功能的过程。
器官培养:器官培养是指从动物体内取出器官，模拟体内生理环境，在无菌、适当温度和一定营养条件下，使动物器官生存、生长并维持其结构与功能的过程。 
细胞株：形态均一，生长增殖比较稳定，生物性状稳定独特的一群细胞。
细胞系：形态均一，生长增殖比较稳定，生物性状稳定独特的一群细胞，能不断的经过传代而扩增。（有限细胞系、无限细胞系，区别：能否保持细胞生物学特性稳定）
克隆细胞系：由一个经过鉴定的细胞系中的单个细胞演变、筛选而产生的一群细胞，称为克隆细胞系。
细胞克隆：一个细胞经过培养形成结构与功能完全相同的无数细胞的过程，称为细胞克隆。
细胞核型：一个细胞的染色体按照一定顺序排列的图谱称为细胞核型。
初代培养：直接从动物体内取出的细胞经过的第一次培养。
继代培养：当细胞生长使细胞密度处于饱和状态时，对细胞进行分离，接种和再培养过程，称为细胞继代培养。细胞继代培养的主要目的是为细胞增殖创造有利条件以扩大细胞数量。 
培养液：指在细胞培养过程中用于细胞和组织洗涤、培养的溶液。 
细胞计数：是了解细胞生长状态，测定培养基、添加物等对细胞生长影响的基本手段。常用方法包括血球计数板计数法和电子细胞计数仪计数法。
胚胎细胞核移植：未着床的早期胚胎分割或消化分散为单个细胞，与去染色体未受精的卵母细胞融合，体外发育成早期胚胎后，移入受体产生后代的技术，称为胚胎细胞核移植。因为是无性繁殖，又称克隆。
体细胞核移植：分离组织成单个细胞，将单个体细胞核（或整个细胞）与去核且未受精的成熟卵母细胞融合，体外发育成早期胚胎后，移入母体产生后代的技术，称为体细胞核移植。
染色体工程：指利用物理、化学或生物的方法，有计划地消减、添加或代换同种或异种染色体，从而达到定向改变遗传性状和选育新品种的一种技术。
多倍体育种：染色体经过自然或人工加倍，形成含有多个染色体组新品种的过程，称为多倍体育种。包括同源多倍体育种和异源多倍体育种。（包括化学、物理和生物的方法）
雌核发育：一种通过抑制精子参与受精卵的发育，使胚胎仅在母体遗传的控制下发育为后代的育种技术。
染色体切割：利用微细玻璃针切割法或显微激光切割法，获得目的染色体的一种技术。
染色体转移：将与特定基因表达有关的染色体或染色体片断转入受体细胞，使该基因表达，并在细胞分裂中传递下去的技术。
干细胞：一类具有无限自我更新能力的细胞，能够产生至少一种类型的、高度分化的子代细胞，能在体外大量扩增、冻存而不失其原有特性。
胚胎干细胞：是从早期胚胎内细胞团或原始生殖细胞经体外分化抑制培养筛选分离出来的具有发育全能性的细胞。
成体干细胞：是存在于一种已经分化组织中的未分化细胞，这种细胞能够自我更新且能特化形成组成该类型组织的细胞。
全能干细胞：具有自我更新和分化成任何类型细胞的能力，有形成完整个体的分化潜能，如胚胎干细胞。
多能干细胞：具有具有自我更新和产生多种类型细胞的能力，但却丧失了发育成完整个体的能力，发育潜能受到一定的限制。
单能干细胞：具有自我更新能力，只能向单一方向分化，产生一种类型细胞。如鸡肉中的成绩细胞等。
干细胞工程：体外分离培养干细胞，并对其进行各种操作，以研究其生物学特性，应用于基础研究和临床治疗。
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细胞体外培养所需的营养物质有糖类、氨基酸、维生素、促生长因子与激素、矿物质和水。
影响细胞体外培养效果的因素有细胞来源、培养条件、贴附底物、分离方法和消化分离时间。

培养液的种类有平衡盐溶液、天然培养基、合成培养基
细胞融合的对象有体细胞、种间杂交和种内杂交 
细胞融合的基本过程是细胞相互靠近、细胞桥粒形成、细胞质渗透；和细胞核融合。
细胞融合的材料有原生植物质体、微生物原生质体和动物细胞； 
细胞融合技术有病毒法、化学法和物理法—电融合法。
细胞组织冷冻保存：利用液氮（-196℃）、干冰（-79℃）或其它制冷设备作为冷源，将动物细胞组织经过冷冻保护剂处理，按照一定程序降温后，超低温条件下保存，以达到长期保存细胞组织的目的。
冷冻保护剂：在细胞冷冻过程中，添加于稀释液中，用于防止冷冻对细胞产生损伤的一类物质，包括甘油、DMSO、DMA、聚丙二醇等。

目前进行的核移植研究有早期胚胎细胞核移植、体细胞核移植、线粒体核移植、胚胎干细胞核移植等。
…………………………………………………………………

动物组织细胞培养的作用是什么？
1.可以长时间观察和研究活细胞的生命活动；2.可以人工控制理化环境；3.遗传性状均一；4.对外界环境刺激反应灵敏；5.为动物遗传繁育新技术提供理论依据和技术支撑；6.为医学移植提供材料：细胞、组织、器官；7.利用细胞培养，生产生物制品（药物如疫苗，抗体）；8.保存珍惜动物遗传资源；9.研究生命科学奥秘;10.节省费用. 
与肌体内活细胞相比，体外培养过程中发生了什么变化？
1.细胞所处环境不同；2.细胞间联系不紧密；3.细胞容易发生突变；4.细胞群落结构趋于单一性；5.基因组及遗传物未发生改变，但遗传物质的表达发生了改变；6.培养细胞对生存环境要求更严格，由于缺少保护机制和解毒机制，细胞需要无毒、无污染的环境。7.形态发生一系列变化。
体外培养细胞的类型有什么？
根据培养细胞生长是否需要支持物，细胞分为两种类型：（1）悬浮型细胞：在体外培养过程中，不需要支持物，需要悬浮在培养液中的的细胞，被称为悬浮细胞。如红细胞，白细胞。（2）贴附型细胞： 在体外培养过程中，需要附着在支持物上的细胞，被称为贴附型细胞。如成纤维型细胞，上皮型细胞，游走型细胞（可以移动），多型细胞（神经细胞，难以确定稳定状态）。
简述培养细胞的生长特点
（1）贴附、伸展：大多数哺乳类动物细胞在动物体内生长分裂发育过程中，需要附着在基质上，体外培养的许多细胞，也趋向于附着在细胞支持物上，如细胞附着在胶原蛋白、玻璃或塑料上。 
（2）接触抑制：在一般情况下，体外培养的细胞在生长过程中发生分裂和增殖，正常细胞不断运动，其外周细胞膜呈现一些特征性触褶运动，当两个细胞相互靠近时，另一个细胞停止运动并向另一个方向离开，当一个细胞被其他细胞包围不能运动时，细胞膜触褶运动和分裂增殖将会受到抑制。
（3）密度依赖性：细胞分裂增殖，都需要一定的细胞密度，细胞密度过小，对细胞分裂增殖不利。细胞密度过大，对细胞增殖也不利。细胞密度对细胞分裂增殖的不可缺少的作用称为细胞密度的依赖性。
（4）细胞基质 细胞基质对于细胞生长、分裂、增殖与分化具有重要的作用。体外培养细胞和定向诱导细胞分化时，必须考虑细胞基质的作用。
简述体外培养细胞生存的必须条件
1.环境无污染，无毒 环境无污染、无毒是保证培养细胞生存的首要条件。2.适宜的温度 体外培养的细胞只有保持在一定的恒温条件下，才能分裂、增殖和生长。3.CO2和O2 ；4.pH值，大多数细胞适宜于在7.2 ～7.4条件下生长。5.渗透压，大多数培养细胞所需要的渗透压为260 ～ 320mmol/l。
简述细胞工程操作的基本环节
1.器械、器皿消毒、灭菌以及无菌操作；2.溶液配制、过滤（灭菌）、保存以及溶液孵育；3.细胞分离、培养；4.细胞操作；5.细胞冷冻保存；6.细胞移植以及细胞使用。 
简述平衡盐溶液的作用、成分及配制方法。
1.作用：稀释或灌注液体，缓冲系统，为细胞代 谢提供水分和离子。
 2.主要成分：NaCl、CaCl2、KCl、MgCl2.6H2O、MgSO4.7H2O、NaHCO3、葡萄糖、NaH2PO4.2H2O、KH2PO4、Na2HPO4. H2O。 
3.配制方法：（1）分别称量溶解难溶药品 CaCl2、MgCl2.6H2O、MgSO4.7H2O，溶解；（2）称量溶解其他药品并溶解；（3）将难溶溶液缓慢加入到易溶溶液中，并缓慢搅动；（4）灭菌：不含有机物的易溶溶液，可以进行高压消毒，其它溶液可以采取过滤的方法去除杂质和细菌。
简述离心分分离白细胞的程序
（1）无菌取抗凝血若干毫升；（2）按1：1比例加入分层液后，800-1000rpm离心；（3）分出白细胞层；（4）加入BSS液，离心，弃上清液；（5）底层为所要细胞，吸出，培养。 
机械分散法有切割分离法和机械分离法
简述消化分离法的过程
（1）切割分离 用眼科手术剪将组织块切割成1mm3小块，成糊状为止；（2）蛋白酶消化 将适量消化酶溶液加入到组织小块中，在适当条件下，将细胞从组织快中消化下来（消化程度可在镜下随时观察）；（3）终止消化 加入含有血清的培养液，混匀，中和，离心（4）洗涤 加入缓冲液，悬浮细胞，离心；（5）悬浮细胞 加入适量培养液，悬浮细胞。 
简述初次分离培养细胞的过程
切碎组织→消化组织→过滤→终止消化→离心→悬浮细胞→计数→稀释→接种→培养，将培养皿（培养瓶）置于37-38℃，饱和湿度，含5%CO2培养箱中，培养→换液 每隔48-72h更换1次培养液。
简述细胞传代培养的过程
1.弃培养液；2.洗涤 加入洗涤液，洗涤2-3次；3.消化细胞 加入消化液，在室温下作用一定时间；4.终止消化 待细胞片层开始脱落时，吸取消化液，加入适量含有血清的培养基，终止消化；5.洗涤细胞 吹打细胞，离心，弃上清液，加入培养液，再离心；6.悬浮细胞 加入一定量细胞培养液，吹打，制作细胞悬浮液；7.接种细胞 将细胞接种到含有新鲜培养液的培养皿（培养瓶）中，置于37-38℃，饱和湿度，5%CO2培养箱中，培养。8.换液 每隔48-72h更换1次溶液。 
简述细胞组织冷冻的过程
1.配制冷冻保护液，通常配制10%DMSO+10%犊牛血清+80%培养液，过滤，保存在0-4℃冰箱中；2.处理培养细胞，获得冷冻材料，胰蛋白酶消化单层培养细胞后，用含血清培养液中和，离心，洗涤，获得细胞；3.装管，向离心管中加入冷冻保护液，制成细胞悬液，装入冷冻保存管，标记（低温操作）；4.平衡 将含有冷冻细胞悬液的冷冻保存管置于0-4℃冰箱中维持30min，使冷冻保护剂逐步渗透入细胞内。5.降温 将细胞冷冻管悬浮于-80℃液氮面上，过夜，使细胞温度降低-80℃。6.冷冻保存 将细胞冷冻管投入到液氮中，长期保存细胞7.维护与管理 注意经常检查液氮罐中是否有液氮，及时添加液氮。 
细胞组织冷冻保存有什么意义？
1.为生物多样性保护提供了有效方法2.为疾病治疗保存了宝贵的材料，细胞组织作为医用材料，利用冷冻方法长期保存，可以克服时间和空间限制，为医学治疗提供充足的材料。3.为科学研究保存实验材料4.为畜牧业生产中的家畜改良提供有效方法5. 为动物新品种引进提供有效方法
细胞融合有什么意义
（1）为远缘杂交提供有效手段创造细胞质杂种；（2）扩大遗传变异范围；（3）生产单克隆抗体；（4）为外源基因导入细胞创造条件。
影响细胞融合的因素有哪些？
（1）融合细胞的生理状态 杂交瘤细胞纯，增殖活力好；骨髓细胞免疫小价高，活力好；（2）选用的诱导方法 选择合适的方法、条件等；（3）筛选精确；（4）操作无污染。 
细胞融合技术应用有生产动物单克隆抗体和产生植物新品种
细胞核移植的意义是什么？
（1）分割或消化早期胚胎进行移植，能克隆多个子代个体；（2）为外源基因导入细胞（或基因敲除）创造条件；（3）为进一步研究细胞核质关系奠定基础；（4）加速动物育种进程 避免自然条件下选种动物育种周期和生育效率的限制。 
简述核移植主要技术要点
（1）准备供体和受体；（2）卵母细胞去核与成熟；（3）细胞分离出核；（4）核移入去核卵母细胞；（5）核移植胚胎早期培养 
简述染色体工程的应用意义
（1）多倍体育种及单倍体育种，能产生抗逆性强、经济性状较好的后代，；（2）雌核或雄核发育技术，易产生纯系动植物，也未产生单姓种群提供了可能；（3）染色体显微操作，任意改变染色体数目或片断或转移染色体；（4）染色体介导转移基因，获得遗传新性状。 
简述干细胞的应用前景
（1）作为细胞治疗、组织器官替代治疗的种子细胞；（2）揭示人和动物发育过程中的发育机制及有关影响因素；（3）利用胚胎干细胞克隆动物，提高繁殖效率，保存稀有动物遗传资源，创造新物种；（4）为药物筛选、药理研究及新药开发建立平台；（5）建立各种实验动物模型。
简述干细胞工程研究范围
（1）分离、纯化、克隆、保存干细胞，建立干细胞系；（2）研究干细胞的生物学特性，如形态、生长、表达、分化等特性；（3）借助干细胞，研究发育生物学；（4）干细胞组织工程化研究；（5）临床应用，治疗疾病。
