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牛胎儿成纤维细胞的分离与体外培养

李扬郭继彤吴凯峰旭日干

(内蒙古大学实验动物研究中心 哺乳动物生殖生物学及生物技术教育部重点实验室 呼和浩特 010021)

动物细胞培养是细胞工程、胚胎玉程等生物工

程研究及生物学基础研究的重要技术。哺乳动物细

胞培养始于 20 世纪五十年代，现已成为一项常规技

术，但由于细胞的来源不同，其分离培养的方法也不

同。体细胆的培养是克隆动物、转基因克隆动物所

必需的。为了获取进行基因转染的牛胎儿成纤维细

胞，我们比较了不同分离培养方法获得牛胎儿成纤

维细胞的可行性，并研究了牛胎儿成纤维细胞原代

培养和传代培养的生长特征。

材料与方法

1.酶消化法分离培养牛胎儿成纤维细胞

实验用牛胎儿采自呼和浩特市回民屠宰场，为防止污

染，将胎儿与子宫一同放入 37t生理盐水中带回。用手术

剪在 PBS液中剥除胎膜，将分离出的牛胎儿(体长 2.2cm，依

据文献[1] ，胎牛胎龄为 40 天左右)用 PBS液洗两遍，用 70%

的乙醇进行消毒，再用 PBS洗一遍。用手术剪将胎儿头(放

入-20t保存)、四肢、内脏去除，保留其躯干，将躯干剪碎放

入三角瓶中，加入 0.25% 的膜蛋白酶(Gibco BRL) , 38 t , 

5%α马，饱和湿度下消化，消化组织块时间依次为 11 小时、

8 小时、5 小时、3 小时、40 分钟。消化完毕后，用经孔径为

100阳的滤网过滤的细胞悬液，加入含 10% 胎牛血清的

DMEM( Gib∞ BRL) 培养液终止消化， 2∞0 转/分离心 10

分，离心完毕后用 PBS( free-Ca衍，Mi+)挽两遍，加 DMEM

培养液重悬细胞，接种于 25ml 的卡民培养瓶， 38t ， 5%

α马，饱和湿度培养。肢原酶皿消化法分离培养牛胎儿成纤

维细胞时，处理胎牛方法同上，本实验所用胶原酶E 为 Sig­

ma分装产品，工作浓度为 150 IU/ml 0 消化组织碎块时间依

次为 34 小时、30 小时、24 小时、20 小时、18 小时，消化完毕，

同法接种培养。

2. 组织块法直接培养牛胎儿成纤维细胞

用手术剪于 PBS 中剥除胎膜，用 PBS 洗涤，70% 乙醇消

毒，去除头、四肢、内脏，保留躯干。将胎牛躯干用手术刀切

成 1-3mm、4-6mm、 6mm 以上的小块，用 10% 的 DMEM

培养液洗两遍，分别接种于盛有培养液 35mm 的培养皿中。

将培养液吸干，放入培养箱中培养 5 小时，让组织块贴壁， 5

小时后翻转法加入培养液，38t ，5%α马，饱和湿度培养。

3. 牛胎儿成纤维细胞生长曲线的测定

将传至第三代的牛胎儿成纤维细胞用 0.25%膜蛋白酶

-0.02%EDTA消化液消化贴壁的单层细胞，调整细胞浓度

为 4.2 x 10". 接种于 24 孔细胞培养板中，每孔接种 0.4ml ，

38t ， 5%α马，饱和湿度培养。每隔 24 小时消化收集细胞，

用血球计数板计数 3 个孔的细胞数，每孔计数两次，求取平

均值。 pH下降时，72 小时内对细胞进行换液。对不同培养

时间的细胞进行计数，绘制生长曲线。

4. 胎牛成纤维细胞的细胞染色体的制备

为了获得更多的细胞，将传至第四代的胎牛成纤维细胞

接种到 125ml 卡氏培养瓶，待成纤维细胞长至对数生长期

时，将其放入 4t 1 小时，然后加含 0.05闯/ml 秋水仙素

(αb∞ BRL)的 DMEM培养液，培养 6 小时，用消化液消化

(38t ， 5 分)。然后加含 10%胎牛血清的培养液终止消化，

离心收集细胞，向细胞悬液中逐滴加入 0.5ml 预温(38t)的

KCl(75mmollL) ，混匀并补加至 5-8时，38t孵育 30 分。加

入 lml 新配制甲醇:冰醋酸(3:1)预固定 3 分钟，低速离心

(1000 转/分)5 分，收集细胞，再缓缓加入固定剂 5-8ml 室

温固定 20 分，低速离收收集细胞，按此法固定 2-3 次。固

定完毕，加适量固定剂调整细胞浓度，吸取细胞悬液于 30cm

高度滴在 -20t 冰冻的载玻片上，自然干燥，Gi回瞄(Sigma

分装)液染色 20-30 分，流水冲洗，自然干燥，观察计换色体

数。

结果

1.酶消化法分离培养牛胎儿成纤维细胞

胶原酶皿消化法分离牛胎儿成纤维细胞的动态

过程见封三图版图 A、B、C、D、 E。膜蛋白酶消化 1

小时左右、胶原酶E消化 20 小时左右得到的成纤维

细胞，接种 24 小时后细胞贴壁，呈圆形，体积增大

10% 一 30% ，左右伸展成梭形，少部分成圆形 ;3 天

后细胞全部伸展成梭形，分布均匀。由表 1 可以看

出，用膜蛋白酶消化时间不能过长，时间控制在一小

本文 2001 年 11 月 28 日收到，2002 年 3 月 20 日接受。
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时左右则成纤维细胞生长最旺盛，原代培养时间最

短;表 2 可以说明，用胶原酶固消化时间控制在 20

小时左右成纤维细胞生长增殖最旺盛，原代培养时

间最短。

表 1 肢蛋白酶消化时间对牛胎儿成

纤维细胞原代培养的影晌

消化时间 11 小时 8 小时 5 小时 3 小时 1 小时 40 分

原代培养
时间 不能存活 12 天 10 天 5 天 3 天 3 天

表 2 胶原酶E消化组织块时间对牛胎儿成

纤维细胞原代培养的影晌

消化时间 34 小时 30 小时 24 小时 20 小时 18 小时

原代培养
时间

10 天 8 天 5 天 3 天 3 天

注:原代培养时间指细胞培养开始到细胞生长至 80%
汇合可传代培养所需的时间。

2. 组织块贴附法直接培养牛胎儿成纤维细胞

牛胎儿成纤维细胞体外生长特征:接种第二天，

组织块边缘游离出许多单个细胞，大多数为上皮样

细胞及一些颗粒物质，并呈晕状，只有少部分已开始

游离出个别成纤维细胞;接种第三天，组织块周围仍

有大量上皮样细胞，但大部分组织已游离出成纤维

细胞;第 5 天上皮样细胞大量减少，成纤维细胞已占

多数，成梭状延伸;第 6 天成纤维细胞生长旺盛，已

基本铺满瓶底，但组织块间仍有间隙 ;7 天后组织块

间隙消失，细胞汇合连生，满铺瓶底(见封三图版图

F、G、H、 1 ，1)。

组织块贴附法直接培养牛胎儿成纤维细胞，组

织块大小对成纤维细胞原代培养至关重要，由表 3

可以看出，接种大小范围在 (1 - 3mm) 的组织块成

活率最高，并且原代培养时间最短，成纤维细胞生长

旺盛。

表 3 接种组织块大小对牛胎儿

成纤维细胞原代培养的影晌

开始贴壁生长的天数和组织块数组织块组织块
组织块大小总数 成活率

m D3 1)4 05 凶D7四(%)

大(6 一 7mm) 12 1 2 2 2 0 0 0 58.3% 

中 (3-5mm) 14 2 3 3 1 1 0 0 78.7% 

小(1- 3mη) 17 3 5 5 1 1 0 0 88.3% 

3. 传代细胞生长曲线的测定

传至第三代的牛胎儿成纤维细胞以 4.2X 104 /ml 

浓度接种，细胞于 7 一 8 天长满。从测定的传代细胞

生长曲线(图 1)可以看出，牛胎儿成纤维细胞生长

增殖的滞留期为。一2 天，对数生长期为 2-8 天，平

台期为 8 一 10 天。

i k 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

培养时间(天)

图 1 牛胎儿成纤维细胞生长曲线

4. 胎牛成纤维细胞染色体检测

分别检测传至 12 代和 9 代的胎牛成纤维细胞

染色体，结果染色体倍性均为含 60 条染色体的正常

二倍体(封三图版图 K 、L) 。

讨论

动物细胞培养方法有两种:一种是组织块贴壁

培养法，另一种是分离单细胞接种培养法。组织块

培养法简单方便，长出的细胞整齐且便于选择，培养

动物成纤维细胞多用此法[2] 。

膜蛋白酶适用于消化细胞间质较少的软组织，

如胚胎组织、羊膜、上皮组织、肝肾等软组织，传代细

胞也非常好，消化纤维性组织和较硬的癌组织则较

差阳，Ca2 + 、 Mi+ 及血清均可对其活性有抑制作

用。胶原酶是从细菌中提取的酶，对胶原有很强的

消化作用，适用于消化纤维性组织，对细胞间质有很

好的消化作用，可使上皮细胞与胶原分离而不受伤

害，且 ci+ ，Mi+及血清对其活性元抑制作用[4] 。

胶原酶有 I 、 E 、田、町等类型， 1 、 N型比较常

用，它们都可用于分离乳腺上皮细胞[5] 和肠上皮细

胞[6] 。胶原酶皿消化法培养成纤维细胞未见报道。

本实验用胶原酶皿成功地对牛胎儿成纤维细胞进行

分离并对其进行体外培养，结果表明，用 150IU/ml

的胶原酶皿消化牛胎儿成纤维细胞 20 小时左右，可

在较短的时间内成功地培养牛胎儿成纤维细胞，接

种后贴壁效果好，也较经济。膜蛋白酶和胶原酶囚

都可以成功分离培养牛胎儿成纤维细胞，但都有其

缺点和优点:膜蛋白酶消化组织 1 小时左右所得到
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的细胞数量比胶原酶皿消化组织 20 小时所得的细

胞数多，但膜蛋白酶消化组织得到的细胞的死细胞

比率要高于胶原酶皿。这说明胎牛成纤维细胞对膜

蛋白酶较敏感，而胶原酶皿消化组织则较温和。组

织块贴壁培养法较消化培养法简便经济，细胞生长

快，且污染机率小，我们认为是一种行之有效的细胞

培养方法。

牛胎儿成纤维细胞在体外培养时成贴附型生

长，原代和早期传代细胞是上皮样和成纤维样细胞

的混合物。上皮样细胞由表皮生发层的细胞分裂增

殖而来，是源于外胚层的细胞;成纤维样细胞是由真

皮层细胞分裂增殖而来，源于中胚层。在体内，生发

层的细胞由于要不断地分裂产生新的表皮细胞以补

充表层角化脱落的细胞，因而具有较强的增生能力。

组织块培养初期，由于细胞仍基于原组织生长，还保

持着强增殖能力，所以可见首先移出生长的主要是

上皮样细胞。真皮层是一层致密的结缔组织，细胞

成分较少，因此在组织块培养的最初几天，成纤维样

细胞由于母细胞数量少而显得增加数量较慢。成纤

维样细胞在体外的生存能力强，生长迅速， 3 - 4 天

后转呈优势生长。这一特征与人皮肤组织细胞体外

生长特征相似。

成纤维细胞在体外培养存活时间取决于动物种

类，人胚成纤维细胞约可培养 50 代，恒河猴皮肤成

纤维细胞传代超过 40 代，小鼠成纤维细胞寿命最

短，多数生长 8 代左右。长期反复传代，细胞可逐渐

失去二倍体性，进入衰退期[7lo 本实验表明，经冷

冻解冻传至 9 代、 12 代的牛胎儿成纤维细胞染色体、a

倍性正常，与初期传代生长相比未见衰退。

摘要

分别用胶原酶皿和膜蛋白酶成功地分离了牛胎

儿成纤维细胞，并对其进行了体外培养，同时探讨了

两种酶消化分离牛胎儿组织的时间对牛胎儿成纤维

细胞原代培养的影响。用组织块直接培养也成功得

到了牛胎儿成纤维细胞，并探讨了不同组织块大小

对牛胎儿成纤维细胞原代培养的影响。通过绘制生

长曲线，可以研究牛胎儿成纤维细胞增殖规律;通过

制备牛胎儿成纤维细胞的细胞染色体发现，经过传

代(12 代)、冷冻保存、解冻，牛胎儿成纤维细胞染色

体数目不变。

关键词:牛胎儿成纤维细胞 体外培养 染色体
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DISSOCIATION AND IN VITRO CULTURE OF BOVINE FIBROBLASTS 

LI Yang GUO Ji Tong WU Kai Feng BAO Shorgan 

(丁ñe Resea1'ch Center fo1' Labomt旷y Animal Science of lrmer Mongolia University The Key Labo1'atory (~f Minist1'Y 

。>/ Educatio叫 ofαina fo1' 此世rmma.l Reρ1'oduction Biology and Biotechnolgoy , Huhhot 010021) 

ABSTRACf 

The bovine fetal fibroblasts were sucαssfully di部xiated and cultured in vitro.by using trypisn and collagenase 皿. It was indicated 

that the digestion tirne of two kinds of enzyme had great influence on the prim且ry culture of the bovine fetal fibroblasts. The bovine fetal 

fibroblasts ∞uld also be obtained by tissue bl∞k culture , and the size of tissue bl∞:k had influence on the prim且ry culture of the bovine fe­

tal fibroblasts. Through analyzing the growth curve , the proliferation - promoting law of the bovine fetal fjbroblasts ∞uld be studied; after 

the cell chromosomes were prepar<吐， it was found that there were no changes in the chromosome number of the bovine fetal fibroblasts , 

which were subcultured for 12 passages , cryo-preserved and thawed. 

Key wor也: Bovine fetal fibroblasts Cultw宅 in vitro Cbromosomes 
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