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摘 要 本研究以猪耳皮组织为材料，采用膜蛋白酶冷热处理结合法成功地分离和培养了猪

耳皮肤成纤维细胞。 此方法的细胞存活率相对于肢蛋白酶热处理法较高 。 传代细胞与原代细胞的

形态和生长速度均相似。 传代细胞未检测到凋亡现象。 细胞己传至 15 代以上，染色体倍性正常，

说明我们所建立的肢蛋白酶冷热处理结合法可以快速有效的分离和培养猪耳皮肤成纤维细胞，并

且能稳定的进行传代培养。
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通过细胞核移植，目前已经成功获得了羊、鼠、

牛等的体细胞克隆后代[ 1叶，因此，利用体细胞核

移植来进行克隆动物已经显示了广阔的前景。 通过

克隆动物，不但可以有效增加优良品种的群体数目

以及保护濒危动物[5] ，而且成为研究细胞分化和基

因调控机制的重要手段。 在哺乳动物的体细胞核移

植中，供体细胞的制备是十分重要的一环，因为供体

细胞的质量会直接影响到核移植的效率和结果[6 ) 。

虽然哺乳动物细胞培养是一项常规技术，但不

同来源的细胞其分离和培养的方法也不尽相同。 本

研究以猪耳为材料，对比了膜蛋白酶冷热处理结合

法与膜蛋白酶热处理法分离细胞的效果。 通过对膜

蛋白酶冷热处理结合法分离培养的细胞进行了染色

体倍性与细胞凋亡的分析，从而了解细胞的生长状

态，以便评价此种细胞分离培养的方法。

材料与方法

1.取材

在种猪场中，选取 1 - 6 周龄幼猪，尽量挑选猪耳组织上

血管较细少的部位，用刮毛刀刮毛后，无菌取一块猪耳组织，

将组织块放入含 250U/m!青霉素和 250μg/m!链霉素的无

菌 PBS 中， 4'C保温立即带回实验室 。

2. 酶消化法分离培养猪耳皮肤成纤维细胞

在超净台上，将猪耳组织块浸入 70%酒精 10 - 30 秒，

然后置于无菌培养皿中，用眼科剪去掉毛，用含 100U/m!青

霉素和 100μg/m!链霉素的无菌 PBS 涮洗 3-5 遍，在 PBS

中将猪耳组织块剪碎成 1 - 3rnm3 的小块，并将猪耳组织块

等分至两个培养瓶中，分别采用膜蛋白酶热处理法与膜蛋白

酶冷热处理结合法分离细胞。

(1)膜蛋白酶热处理法 待组织块下沉后，吸去上

清，向其中一个培养瓶中加入含 0 . 25%膜蛋白酶 - O. 04% 

EDT A( Sigma) 的消化液，密封瓶口后，置于 37'C下消化

30min，中间摇匀数次，消化结束后，收集含有解离下来细胞

的消化液，置 4'C冰箱内冷却，在所余组织上再一次加入消

化液，重复上述消化步骤四次，并将每次收集到的含有细胞

的消化液混合到一起，离心去上清，重悬于 1m! 37'C预温的

DMEMIF12 (GIBCO)培养液(含 20%胎牛血清， 2rnmol几谷

氨航胶， 100U/m!青霉素和 100μg/m!链霉素) ，吹打均匀后，

将 1 滴细胞悬液与 2 滴 2%的台盼蓝液混合后，滴入细胞计

数板，2min 后，在显微镜下计数至少 200 个细胞，未着色的

为活细胞，呈蓝色的为死细胞，计算活细胞百分比。

膜蛋白酶热处理法实验重复六次，统计实验结果。

(2) 膜蛋白酶冷热处理结合法 向另外一瓶中加入

少量含 0.25 %膜蛋白酶 -0.04%EDTA 的消化液，置于 4'C

冰箱。 冷消化 1-2h，改为用 37'C培养箱继续进行消化。 30

-60min 后加入 1ml37'C预温的 DMEMIF12 培养液(含

20%胎牛血清， 2rnmollL谷氨戳胶， 100U/m!青霉素和

100μg/ml 链霉素) ，吹打均匀后，用上述的台盼蓝排除检测

法计算活细胞的百分比。 膜蛋白酶冷热处理结合法实验重

复六次，统计实验结果。 并用培养液调整细胞密度至 5 X 105 

- 1 X 106 cells/ml。 将培养瓶置于 37'C ，饱和湿度 ， 5% coz 
培养箱中培养。 48-72h 后观察，发现贴壁后更换一半或全

部培养液，此后每隔两天更换一次培养液。

3 . 猪耳皮肤成纤维细胞的传代培养

待细胞长至 80% - 90%汇合时，用元菌 PBS将细胞洗 1

- 3 遍，然后加入 0.25%膜蛋白酶 - O. 04%EDTA37'C消化

细胞，显微镜下观察细胞变圆，加含 10%胎牛血清， 2rnmollL

谷氨酌胶， 100U/ml 青霉素和 100μg/m!链霉素的 DMEM/

F12 培养液终止消化，并进行培养。

本文 2003 年 1 月 7 日收到， 5 月 4 日接受。
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4. 猪耳皮肤成纤维细胞的染色体的制备

待成纤维细胞长至对数生长期，加入秋水仙碱使其终浓

度为 0.1μg/m!， 培养 4h。 加入消化液消化细胞，然后用含

10%胎牛血清的培养液终止消化，离心收集细胞，吸除上清

液，加入 5m!预温到 38"(; 的 75mmolIL 的 KCI ， 38"(; 孵育

40min。 然后加入 1m!新配制的固定液甲醇:冰醋酸(3: 1)预

固定，离心收集细胞，再加入新鲜固定液 3时，离心弃上清，

重复固定 2 - 3 次。 在沉淀中加入新鲜固定液，吹打均匀。

吸取细胞悬液于- 20"(; 预冷的载玻片上滴片，自然干燥。

Giemsa 液中染色 10min，水洗，晾干后观察。

5. 猪耳皮肤成纤维细胞的细胞凋亡检测

待细胞长至 80% 汇合时，用无菌 PBS 将细胞洗 1 -3

遍，然后加入含 0.25%膜蛋白酶一 0.04%EDTA 的消化液，

37"(; 消化细胞。 显微镜下观察细胞变圆 ， 立即用含 10% 胎

牛血清的 D扣1EM1F12 终止消化，分装入 15m!的离心管中

(0 . 5 x 106 cellsl管)， 500g 离心 10min，细胞重悬于 1ml 冷的

GM 盐溶液中 (6.1mmollL glucose , 137mmol几 NaCI ，

5.4mmollL KCI , 1. 5mmolIL Na2HP04 ' 7H20 , O. 9mmol儿

KH2P04 ,0. 5mmolIL EDTA) ，每管加入 3m! 4"(; 预冷乙醇，

4"(; 固定过夜。 用含 5mmolIL EDTA 的 PBS洗一次，加入含

30周Iml PI 及 O. 3mg/m! RNA 酶 (Sigma) 的 1m! PBS ， 室温

避光染色山，上样前用 30μm 的尼龙筛网过滤细胞，利用流

式细胞仪(FACS)检测细胞凋亡情况。

6. 数据统计分析

对所得数据采用 t 检验方法进行统计分析。

结 果

1.不同方法处理所得的猪耳皮肤成纤维细胞

的存活率

采用膜蛋白酶热处理方法所得细胞的存活率为

40. 3 :t 8. 1 % ，采用膜蛋白酶冷热处理结合法所得细

胞存活率为 66 . 5 :t 10 . 4% ，膜蛋白酶冷热处理结合

法得到的细胞存活率显著高于膜蛋白酶热处理法所

得到的细胞存活率。

表 1 不同方法处理所得的猪耳皮肤成纤维细胞的存活率

膜蛋白酶不同处理方法 细胞存活率(%)

膜蛋白酶热处理方法

膜蛋白酶冷热处理结合法

祷 P<O.Ol o

40 . 3 士 8 . 1

66 . 5 1: 10.4 普

2. 细胞的生长状态

组织块消化后，镜下观察可见到大量单个细胞

悬浮在培养液中 。 24 - 48h 后观察，已有许多细胞

贴壁，细胞呈圆形，尚未伸展。 培养 3 - 5 天后，细胞

贴壁并开始伸展，有的细胞已呈现梭形。 大约 7 一

15 天后，细胞己汇合成单层铺满培养瓶底壁。 细胞

呈梭形、多角形等，为典型的成纤维细胞形态，胞质

近中央处有椭圆形胞核(图版图 A-F) 。 成群细胞

呈现放射状、游涡状等走行形式。 在细胞汇合成单

层后进行传代，传代细胞与原代细胞在形态和生长

速度上元明显差异。

3. 供体年龄对猪耳成纤维细胞原代培养所需

时间的影响

实验中分别采取出生 1 周 、2 周、3 周和 6 周的

幼猪的耳组织块进行培养，发现供体猪的年龄越小，

细胞贴壁和伸展所需时间越短 ，原代培养越快。

4. 细胞的染色体倍性分析

实验中我们分别检测了传至 12 代和 15 代的猪

耳皮肤成纤维细胞的染色体，结果均为含 38 条染色

体的正常二倍体(图版图 G、H) ，没有发现染色体异

倍现象。

S. 猪耳皮肤成纤维细胞的细胞凋亡检测

猪耳皮肤成纤维细胞的细胞凋亡情况见图 1 。

在 PI 荧光的直方图上，GO/G1 期前未出现亚二倍体
峰，说明传代培养的猪耳皮肤成纤维细胞基本元凋

亡现象，说明此分离培养方法未引起培养的细胞凋

亡。
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图 1 猪耳皮肤成纤维细胞的凋亡检测图

讨论

如何提高细胞在体外培养的成功率，是细胞培

养实验工作的首要问题[7] 。 培养成功与否与诸多

因素有关，但有三方面问题最为主要:

1.原代细胞分离方法
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研究证明，不同消化方法对细胞贴壁和生长增

殖有明显影响。 体外培养中最常用的消化酶是膜蛋

白酶[8 ] 。 膜蛋白酶是一种能够破坏基质和站附蛋

白的蛋白水解酶[9] ，容易破坏以单层方式生长的细

胞所分泌细胞外基质和黠附蛋白 。 因此，必须严格

控制酶量(酶浓度) ，作用时间长短以及酶处理温度。

本实验中分别采用了膜蛋白酶热处理法(37'C )与膜

蛋白酶冷热处理结合法(4'C + 37'C )分离猪耳皮肤

成纤维细胞，比较了两种方法对细胞的存活率的影

响，结果表明膜蛋白酶冷热处理结合法的细胞存活

率明显高于膜蛋白酶热处理法，说明膜蛋白酶冷热

处理结合法对细胞的损伤较少，细胞产量较高。 在

进行膜蛋白酶冷热处理结合法时，先让耳组织块在

4'C与膜蛋白酶充分接触 1- 2h，也可延长至lOh 以

上，然后将处理温度改为 37'C ,30 - 60min 后即可加

入培养液终止消化，这样获得的细胞量较大，细胞容

易贴壁生长。 另外用此方法解离细胞时免去了离

心，过滤等操作，节省了时间，且减少了样品污染的

机会。

2. 组织和细胞的供体年龄

原则上，所有个体都可作为组织细胞的供体 ，但

同样的培养物，来自幼年个体比老年个体易于培养 ;

来自同一个体的组织，分化低的组织细胞比分化高

的容易培养[ 10 ] 。 因此，我们在取材时，尽量挑选供

体动物的年龄较小的，以便使体外培养的成功率提

高。 选取 1 周龄的幼猪作为供体时，原代培养的成

纤维细胞 7 一 10 天即可长至汇合。

3. 培养条件

不同细胞对培养液的需求不同，当前还没有一

种培养液是万能的。 我们在实验中发现 D肌伍M/

F12 培养液 + 20%胎牛血清进行猪耳皮肤成纤维细

胞原代培养的效果较好。 在进行传代培养时，利用

了流式细胞仪检测了培养细胞的凋亡情况，发现传

至第十二代的细胞仍无明显凋亡现象，说明此培养

方案较为适于猪耳皮肤成纤维细胞的分离培养。

除此之外，长期反复传代，细胞可逐渐失去二倍

体性，进人衰退期[ lO ] 。 本实验对第 12 代、第 15 代

猪耳皮肤成纤维细胞的染色体进行了检测，结果染

色体倍性均正常，这表明应用此方法可稳定地进行

猪耳皮肤成纤维细胞的传代培养。 应用此方法，本

实验室已将猪耳皮肤成纤维细胞稳定传至 15 代，并

在继续进行传代培养。
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CULTURE OF PORCINE EAR SKIN FIBROBLASTS 
YU Ling Zhu LIU Di幡 SUN Xing Shen ZHANG Dong Jie LIANG Yang YANG Xiu Qin YU Hao GAO Wen Xue 

(Noγtheast Ag汽αûtural University , Haγbin 150030 aúna) 

ABSfRACf In this research , the porcine ear sk.in fibroblasts were successfully dissociated and cultured by 
using the porcine ear tissue as materials. The research adopted a kind of method ∞mbining trypsin ∞ld tr臼t

ment with trypsin heat treatment . The rate of living cel1s in this method was much higher than that of trypsin 
heat treatment. T he p岱sage cells were sirnilar to the primary culture in shape and on the growth rate . The 
apoptosis in the p岱sage cel1s was not been detected . Cel1s were subcultured to fifteenth p岱sage. The chromo
som<臼 of p出sage 12 and pa岱age 15 cells were analysed ,and the r<巳sults showed that they contained the euploid 
chromosome number of n = 38. Thus it was illustrated that the porcine ear skin fibroblasts could quickly and ef
ficiently be dissociated and cultured , and the subculturing was stable by using this kind of method combining 
trypsin cold treatment with trypsin heat treatment. 

Key words : Fibroblast in vitro culture Ear skin Porcine Apoptosis 
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