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在所建立的人类正常组织细胞株均为人类

婴儿包皮成纤维细胞栋， E!jJ FS. 和 FSc7 05 (l J ，

但随后新建立的细胞株，则尚未列入。例如，

美国的 Julius S. H o r o szew icz 等人于 197 8 年

建立了 15 例新生婴儿包皮成纤维细胞株(2 J 。

一、小儿包皮成纤维细胞的短期培养

1.原代培养的技术与操作步骤

从北京市儿童医院门诊于术室取 4→11 岁

的小儿包皮环切术后的新鲜标本 9 例〈见表口，

以无菌方法保存于 Hanks 液 内， 1:E半小时 至 1

小时内进行接种。

本文介绍我们在我国小儿包皮成纤维细胞

的培养过程中所作的一些科{川工作。 包括原代

与传代培养的过程，该细胞的生物学特征， 以

及冷冻保存方法。

组织块放在盛有新鲜 Hanks 液与 10%小

牛血清及青 、 链霉素(双抗)的小型培养皿内请

我国IJ、儿包皮成纤维细胞的原代培养褒 1

(1 9 80 年 9 月一1982 年 5 月 )

培养次数 小儿姓名与年龄 培养时 间 l 培养瓶数 泊、存细胞情况

1 1 . 张 x , 9 岁 i 198 0年10月 20 日-11月 20 日 7 小瓶 ! 反复冻存备用 ， 共计应
第一次 I ~ . ~~ :: ' ~ ?;"， I I 2 . 实:11 x , 6 岁 I 198 0年11月 3 日 -12月 8 日 6 小瓶 ! 月1 1 年

. 旦在 X , 9 岁 I 1oo..) J..r:: .. J=l 1 A C I ___ o 1=1 1 A C I ! 5 小瓶第二次 4. 段 X x , 10岁 I 19飞2i~ 1 月 14 日 - 2 月 14 EI I (; 小瓶 1 泊、布备用
第三次 I -5 . JL x , 4 岁 i 1982年 2 月 18R - 3 月 18 日 I 5 小瓶 l 词:存备用

一旦旦l ìX_ L_6. j雪X~立主L_l~81主旦旦旦旦τ旦旦旦旦 1 2主盟4坐1ffi 1一一 ì.尔更备1fI→一千

第五次
i 7 . 张 x x , 7 岁 I 1(\0') 1.:1:: ,4 R 0 t=l_ r.::: R Q 1::1 I ~ 大瓶 | (一 ) 沁存备用

8 . 李 X x , 9 岁 I 1982年 4 月 8 日 - 5 月 8 日 I 2 大瓶 (二 ) TI :i'I:培养 ， 为做
I 9 . 王 X x , 11 岁 I ! 2 大瓶 | 川悦用

洗， 清除皮下的血管与脂肪等组织。 清洗三次

以上后， 剪j戊 1 立方毫米大小或更小的碎块。

移至培养瓶内，先将组织块纵横成行排列，或

用手摇使组织块均匀分散 ， 将培养液自培养瓶

内的角落或边缘l肢取出。组l小组织块巨IJ呈均匀

而不规则形贴壁。将小或大培养瓶翻转，使贴组

[3J 吴京宣。 1955。植物学报，

243 。

4 ( 3 ) : 233一

[ 4 J 郑问钮 ， 王制芝 。 1956 。 植物学恨， 5 ( 4): 

363-376。

[ 5 J 夹索董。 19 5 6。植物学报 ， 5 (1), 1- 14 0 

[ 6 J 委成后等。 1956。植物学报， 5 (1), 345一

36 2 。

[ 7 ]郑l主|馅等。 1959 。 兰州大学学报〈自然抖学

版) ， 1959(1): 3 1- 37 。
[ 8 J 'j}成盯非。 ] 96 2 0 门 学 j11l 恨，

!j 2 ---- !j '1 。

1962 (12): 

织块的玻璃面向上，如l入培养液 3 -- 4 毫升(小

瓶) (培养液的自己方见后) ; 或 7 - 8 毫升(大

瓶儿将橡皮塞辈紧，放入j盐箱。约经 1-2 小

时翻瓶，静置培养三天。 此H才部分或大部分组

*本文蒙北京市儿童医院颜 纠副教授功提供小

儿包皮环切术后的新鲜标本。谨i_.t ì~l;!!ii 。

[9J 郑国i日等。 1964。植物字 :tbi ， 12(4): 289一

304 。

口。]郑国4昌等 。 1973 . 植物字报 ， 1 5 (1): 53- 63 0 

口 1J 郑国馅。 1974 0 边的学蚁 ， 1(1) : 117 • 

124 。

口 2J 郑国锚等 。 197 5 0植物学似 ， 17(1 ) : 60 - 69 0 

[1 3J 郑国锢等。 1980 。 槌物学恨 ， 22 日): 2 1 6一

220。

[1 4J 周锦!的。 1G8l。何11归 / i:物节习川_; ， 198 1(2): 

13 - 14 。
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7lÌ 细 胞 生 物 学杂志

织块巳贴壁。漂离的组织块倒出后仍能再用于

接种。如果将漂离的组织块倒出后，加入新鲜

培养液， 每周换液 1 - 2 次 ， 成纤维细胞即可

旺盛的生长。

2. 原代培养过程中对活细胞的观察

在倒置光显微镜下连续观察活细胞的生长

情况。 培养第一周 ， 在接种培养三至四 日 ， 就

逐渐有上皮细胞 自组织块移出 ， 构成肉眼可见

的生长晕。组织块越细小， 生长晕越多 。 培养

第二周 ， 在生长晕的周围少量的成纤维细胞呈

放射状向四周生长。 贴壁细胞呈稀疏排列。培

养第三周，成纤维细胞从组织块周围继续生长，

细胞增多。贴壁细胞密集而汇集成束。 培养第

四周时， 成纤维细胞已铺满全部瓶底，即可进

行传代培养 [ 3 ]0 (图版图 1 ， 2) 。

3. 传代培养

传代培养所用的培养液与原代培 养 时相

同， ~jJ应用日本产 Eagle 氏培养粉与 L一一谷氨

眈股配制的 Eagle 氏培养液，应用时加入 15%

的小牛血清， 调 pH 至 7 0 应用 D-Hanks液配

Itï1J 0.25% 的膜蛋白酶。 用三蒸水配制浓度为

0.02 %的 EDTA (又称 Versen) 。应用三蒸水配

制 5.6 %的 NaHC03 溶液，作为 pH 调整液。用

灭菌的 Hanks 液配制青 、链霉素(双抗)，使每毫

升含有100单位的青霉素和 100 微克的链霉素 。

在传代时， 先用 0.25% 的膜 蛋 白 酶 与

0.02 %的 EDTA 消化细胞。 倾去消化液，加新

鲜培养液后， 用吸管吹打。将悬浮细胞分种新

的瓶内， 每一瓶传二瓶。传代培养时应 用 100

毫升大培养瓶培养成纤维细胞比较适宜。 传代

后的成纤维细胞可于 24 小时以内全部贴壁。以

3 天换液一次 ， 7 天传代一次为宜。适合用于

科研的范围是自第 5 代至第 25 代[ 4] 。

Heckman C . A. 等人(1 977)研究了人类成

纤维细胞组织培养中基底附着物质的特性，他

们认为小牛血清是重要的基底附着物质[4] 。 我

们认为 ， 如果小牛血清质量好(即1.胎牛血清

政出生后当 日内取血市IJ备的小牛血清。 2. 取血

与 j!J IJ 备小牛·血清过程中 ， 泊毒严格。 3.血清为

1984 年

黄色透明液体， 镜检无支原体污染 ) ，则成纤维

细胞生长即更好。

二、小儿包庭成纤维细胞的生物学特征

1.形态特征

成纤维细胞在组织培养中 ， 常呈多突起的

扁平梭形， 胞体较大， 细胞界限较清楚， 有一

个较大的扁卵圆形的核 ， 1 一 2 个明显的核仁。

2. 生长速率

生长最适宜的温度为 37 'C 。 我们应用第五

次原代培养的经传代培养至第 6 代的小儿包皮

成纤维细胞。随后又用继续培养的第六次原代

培养的经传代培养至第 6 代与第 7 代的小儿包

皮成纤维细胞做了三组细胞生长速度的实验。

结果如下:1.以 5 X 10 4 个细胞/毫升为基数，一

周以后，细胞数可增长一倍， 可达 10 X 104 个

细胞/毫升。 2. 以 1 0 X 10 4 个细胞/毫升为基数，

一周以后 ，细胞数可增长二倍， 可达 29. 5 x 10 4

个细胞/毫升。 3. 以 20 X 10 4 个细胞/毫升为基

数，一周以后，细胞数可增长 1/2 倍，可达

32.25X104 个细胞/毫升。 各组实验均需每日

3 
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培养天数

图 1 我国小儿包皮成纤维细胞的生长曲线

。一-0实验 (一 ) x-- x 实验 (三)

.←→@实验 (二)
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或隔日换液一次。生长曲线见图 1 。

3. 分裂指数的观察

用第五次 (组一)与第六次(组二)原代培养

而经传代培养至第 7 代的小儿包皮成纤维细胞

分别做了两组分裂指数的实验。其方法是挑选

生长良好的细胞 ，制成 10 x 10 4 个细胞/毫升的

细胞悬液， 按科1于 JJi先贴在每个小培养瓶中两

片20 x 5 毫米小盖片上培养。每天将一瓶内的

盖片取出，用 95 %的酒精固定 ，H.E 染色，制成

标本后计数。即统计每日每片中，每 1000 个成

纤维细胞中的有丝分裂细胞数， 其所占百分比

即为细胞的分裂指数。

小儿包皮成纤维细胞具有较旺盛的增殖能

力 ， 分裂指数以接种后第四天与第五天数值最

高， 说明成纤维细胞在传代后短时间内就开始

旺盛增殖， 以后随着培养瓶中细胞密度的增加

而递减。我国小儿包皮成纤维细胞的分裂指数，

第一组为 0.5-3.5%。第二组为 1 -3.6% 。

取第二组的数字绘制小儿包皮成纤维细胞的分

裂指数曲线图(见图 2 )。

4. 核型

用第五次原代培养后传至第 5 代的小儿也

皮成纤维细胞进行核型的鉴定。细胞用最终浓

度为 0.04 微克/毫升的秋水仙素处理 3-4 小

时，用 0 . 75 M 的 KCl 液低渗 30 分钟，再用甲

4 

9do" 
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2

r-:f一-3 4 5 
j-WJ年天到L

图 2 我国小儿包皮成纤维细胞的分裂指做

醇、 冰醋酸 (3: 1) 10:1 ~i1x 固定 3 次后市IJ片。干后

即放入 10% 的 Giemsa 染液 ， 自己 ~JIJ 时用 pH 6 . 8 

的磷酸缓冲液稀释，染色 10 分钟。制成染色体

标本。将标本放在说1镜下观察 、 统计并照相。

小儿包皮成纤维细胞的核型为正常人男性

二倍体细胞，即 2n == 4 6 ， 具有性染色体XY。

二倍体细胞可达 70-8 0% 以上。二倍体细胞只

能传 30-50 代， 50 代以后即生长缓慢，大约

能生存一年左右。 我们曾传至 30-4 0 代以上，

但细胞已经生长缓慢。 我国小儿包皮成纤维细

胞的染色体核型如图版中图 3 。

三、小儿包应成纤维细胞的冷冻和复苏

将培养良好的、排列致密的小儿包皮成纤

维细胞在冻存以前 24 小 时换新 培养 液。以

0.25%的膜蛋白酶榕液与 0 .02 % 的EDTA i容液

各 1. 5 毫升处理细胞。 弃消化液后，加入 Eagle

氏培养液约 6-8 毫升。用吸管吹打收集分散而

变圆的细胞， 镜下计数。用 500 转/分或 1 ， 000

转/分离心 10 分钟，弃上清液， 留下部分培养

液，使细胞浓度变为 4一6 X 106 个细胞/毫升，

自己 jJjlJ 10% 的二甲亚枫冷冻保护剂的培 养 液 。

将 1毫升的细胞悬液用注射器!反出放在安瓶内 ，

火焰封口。用药棉与纱布包好， 使安瓶的 温度

每分钟下降 1 度 ，一小时后放入液氮罐中保存。

我们将一定数目的短期培养的小儿包皮成

纤维细胞从第 5 代胆， 保存于液氮 ili在中。解冻

时直接放入 37 0C 水浴中注j窑 ， 离心， 弃上请

液，加入营养液，计'7舌细胞数。保存的细胞存

活率可达 95 % 以七。但经一年冻存的细胞 ， 其

生活能力差。
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