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水牛皮肤成纤维细胞的分离与体外培养

陆凤花石德顺*牛向丽房慧伶杜玉兰王晓丽邵小云

(广两大学动物繁殖研究所，南宁 530005)

摘要 探讨水牛成纤维细胞的分离与传代培养方法。组织块培养法培养的成纤维细胞原代

生长较慢，需 12 天左右方可汇合形成羊层，而峰消化法培养的成纤维细胞原代生长相对生长快，

仅需 8 天使可汇合形成单层。两种方法传代细胞的生长速度相似，仅需 4-5 天就可汇合形成单层。

通过体细胞的核型分析发现，成纤维细胞在传代培养过程中的核型变化不大， 66.67%- 81.67% 的

细胞具有正常的二倍体核型，各代之间无显著差异。结果表明，水牛成纤维细胞均能稳定地进行

传代培养。

关键词 水牛:成纤维细胞:培养:核型

动物细胞培养是细胞工程、胚胎工程等生物工

程研究及生物学基础研究的关键技术。自从 Wilmut

等[1]报道获得了体细胞核移植后代以来，体细胞核

移植技术发展很快，小鼠卵丘细胞[2.31 、牛卵丘细

胞、输卵管上皮细胞[4] 、耳皮成纤维细胞川、肌细

胞[61、猪卵丘/颗粒细胞[7] 、山羊皮肤成纤维细胞[町

等多种供体细胞克隆动物己先后通过核移植获得成

功。由于体外传代培养的细胞能够为核移植提供大

量的供体细胞，并且便于基因操作进行转基因克隆

动物的生产，所以传代培养的细胞被广泛应用于核

移植技术[9l ，建立供体细胞的体外培养模式是体细

胞核移植研究的前提。本研究拟对成年水牛耳皮成

纤维细胞的分离、培养、传代和冷冻保存的方法进

行系统研究，以便建立水牛成纤维细胞系，为水牛

体细胞核移植的研究提供充足的供体细胞来源。

1 材料与方法

1.1 培养基及主要试剂

除 DMEM 购自 Gibco BRL 公司外，所用无机

盐、胎牛血清(FBS)、二甲基亚枫(DMSO)等均购自

Sigma 公司。 10%FBS+DMEM 为细胞培养基础液:

细胞消化液为兀 Ca2+ 、 Mg2+ 的 Hanks 液加 2.5 g/L膜

蛋白酶:细胞冷冻液为细胞培养基础液加

10%DMSO。实验中所有培养液均添加 60 mg/L 青

毒素和 100 mg/L 链霉素，并用孔径。.2μm 的微孔滤

膜过滤消毒。

1.2 水牛成纤维细胞的分离和体外培养

良站的 1 头沼泽型公水牛的耳部皮肤组织。成年水

牛在预取材前，将其耳朵边缘 1 cm 2 左右的毛去

掉，酒精棉球消毒后，用消毒过的牛用打耳号钳剪

下约 0.5 cm2 的组织块。用含有青、链毒素的 PBS

缓冲液洗涤几遍，放入 70% 酒精内浸泡 30 s. 再

用含有青、链霉素的 PBS 缓冲液清洗几遍，放入

含有青、链霉素的 Hanks 液中，尽快带回实验室。

将带回的组织块用 PBS 洗涤几遍后，放于无菌培养

皿中，用灭菌眼科剪去掉毛和软骨，将剩余的皮肤

剪碎至 2 mm3 小块，准备做原代培养。

1工2 组织块培养法 组织碎块用含抗生素的PBS

洗 2 次后，用吸管将碎组织块移入培养瓶中，均匀

地平铺于培养瓶底部，小块间的相互距离以 0.5 cm 

为宜，每瓶接种组织块约 20 块。将培养瓶倾斜，

加入lO%FBS 的 DMEM培养液 0.5 时，底面向上放

入 38.5 "C 、 5%C02 和最大饱和湿度培养箱中培养

4 b. 待组织块贴壁后，再加入 4 ml 含 10%FBS 的

DMEM 培养液(注意动作要轻，以防组织块浮动) • 

继续放入培养箱中培养，每隔 3-4 天换一次液。

1.2.3 晦消化法培养 皮肤组织碎块用无菌 PBS

洗涤数遍后，用 2.5 g/L 的膜蛋白酶消化 30 min 。

离心洗涤去掉膜蛋白酶后，用 2 g/L 的胶原酶再消

化 45 min。然后用粗口吸管抽打(如有较大组织块就

先挑出去)制成细胞悬液并离心清洗两次(5 min. 
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500 g) ， 最终悬浮在含有lO%FBS 的 DMEM 培养液

中。细胞悬液以 1 X 106 个 1m1 的浓度接种于 60mm

X 15 mm 的塑料培养皿中，放入 38.5 "C , 5%C02 

和最大饱和湿度的培养箱中培养，每隔 3-4 天换液

一次。

1.3 培养细胞的传代

持原代细胞长到 80%-90% 汇合时，进行细胞

传代培养。先用无 Ca2+ ， Mg2+ 的 PBS 洗两遍，再

用含 2.5 g/L膜蛋白酶的 Hanks 液消化 3~5 min，待

细胞变圆时，吸出消化液，再加入含 10%FBS 的

DMEM 培养液终止消化。用吸管吹打使细胞悬浮，

离心清洗两次(5 min , 500 g) ， 重悬液以 1 X 106 

个 Iml 接种于新的培养皿中，放入 38.5 "C 、 5%C02
和最大饱和湿度的培养箱中培养。此后每隔 4-5 天

传一代。

1.4 细胞的冷冻保存

传代培养的细胞相互汇合形成单层细胞时，用

与传代培养相同的方法消化、收集细胞。离心弃上

清液后，加入含 10%DMSO 的细胞冷冻液，并使

其细胞最终浓度为 5 X 106 个 1m1。细胞悬液装入 0.25

ml 的胚胎冷冻管内，封口。先放在 4 "C冰箱平衡

2 h，再移入 80 "C冰箱平衡 2 h，最后技入一 196

℃液氮内，长期保存。

1.5 细胞的复苏

将细胞冻存管从液氮罐中取出，迅速放入 37-

38 "C水浴中解冻，待冰块全部融化后，将细胞悬

液放入 5 ml 离心管内，加入在培养箱中平衡至 37

℃的 DMEM 培养液 3 ml，充分混合后，离心清洗

两次，最后制成 1 X 106 个 Iml 的细胞悬液，做成 16

μl 的微滴培养，上面覆盖石蜡油，放入培养箱中培

养。待细胞长满汇合后，进行核移植前的特殊培养

处理。

1.6 细胞染色体分析

水牛成纤维细胞培养到 80%-90% 汇合成单层

时，加入秋水仙素，使其最终浓度为 0.5μg/ml. 并

在培养箱中继续培养 4-6 h。然后用粗口吸管在培

养细胞表面反复轻轻吹打，这样可以把处于分裂中

期细胞体变圆的细胞吹起，收集培养液并移入离心

管，在 4 "C冰箱中放过夜。而后离心(5 min , 500 g) 。

去掉上清液，加入预温至 37 "C 的 0.075 mol/L KCl 

溶液，用吸管轻轻打匀，使细胞均匀悬浮，在 37

℃培养箱静置 20 min，使细胞膨胀。直接加入 1 ml 

新配制的醋酸/甲醇(1 : 3) 固定液，终止低渗并进

·研究论文·

行预固定 1 min，离心去掉上清液，主即加入 5 ml 

新鲜醋酸/甲醇(1 : 3) 固定液，用吸管轻轻吹打均

匀，使细胞团分裂成单细胞，室温固定 20 min 。

离心，留下 1 ml 固定液，反复均匀抽打，然后滴

片，轻轻吹气，并在酒精灯上过 2 次，使细胞平铺

井固定在载玻片上，然后令其自然干燥。用 10%

Giemsa 染液染色 15 min，水洗凉十后，在显微镜

下观察染色体数目。采用染色体分析系统，对染色

体组型进行分析。

1.7 统计分析

所得试验数据结果均用卡方(χ2)进行统计分析，

确定差异的显著性。

2 结果

2.1 组织块培养法培养的水牛皮肤成纤维细胞

用组织块培养法培养水牛的皮肤成纤维细胞，

接种后 1 天组织块就可贴壁。培养 2 天后，可见组

织块边缘游离出许多单个细胞，大多数为扁平的上

皮样细胞，呈多角形，只有少部分梭形长条状的成

纤维细胞，呈不规则的三角形或放射状排列:第 6

天后，大部分组织己游离出成纤维细胞，呈梭状延

伸且呈优势生长，但组织块间仍有间隙; 12 天后

组织间隙消失，细胞汇合成单层，铺满培养瓶底

部，井以成纤维细胞为主(成纤维细胞的形态见图

1)。一般用该法培养原代细胞生长比较慢，大约需

要 10-14 天方可长满传代，但细胞在传代后生长十

分迅速， 4-5 天就可传一代。贴壁生长的成纤维细

胞多呈梭形长条状、不规则三角形、旋涡状或放射

状排列。

2.2 酶消化法分离培养的水牛皮肤成纤维细胞

用膜蛋白酶和胶原酶联合消化组织块，可以得

到较多的单个游离细胞，接种后细胞的生长和贴壁

都良好。一般，用酶消化法分离出来的细胞，接

种到培养皿后， 24 h 就可贴壁，形状由圆形变成

长梭形，向四周伸展; 2 天后细胞己开始生长，且

分布均匀:第 8 天，贴壁的细胞不断生长，成纤

维细胞排列成单层，细胞生长形状变得不规则，相

互之间紧挨着，铺满平皿底部(图匀，此时就可传

代，此后每隔 4-5 天就可传代→次。

2.3 细胞冷冻保存后的生长情况

冷冻在含lO%DMSO 冷冻液中的细胞，经解冻

后，细胞成活率达 70%-80% 。复苏的细胞接种后

8 h 左右就可贴壁，且生长速度迅速，般 3-4 天
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(A) (B ) 

图 1 组织块培养法培养的成纤维细胞( X 100) 

( A)培养 6 天; ( B )培养 12 夭 。

(A) ( BJ_ →二

图 2 酶消化法培养的成纤维细胞( X 100) 

( A) 培养 3 天; ( B ) J:;'f 养 8 犬 。

表 1 不同培养代数的水牛成纤维细胞染色体组型的比较

传代数 细胞数 ..{;';体(%) 阳台气体(%) |非整倍体 ( %)

G, 66 52 (78.79) 6 (9.09 ) 8 (12.12) 

G3 60 49 (8 1.67) 6 ( 10.00) 5 (8.33) 

G6 60 40 (66.67) 9 ( 15.00) 1 1( 18. 33) 

G IO 60 47 (78 .33) 4 (6.67 ) 9 ( 15.00) 

就可长满汇合成单层 。

2.4 细胞传代培养过程中的核型变化

如表 l 所示 : 通过细胞染色体倍性分析发现 ，

水牛成纤维细胞在传代培养过程中染色体倍性并未

发生明显的改变(P>O.O日，具有正常整二倍染色体

的细胞比例在 66.67%-81. 67 % 之间。可见， 细胞

经传代培养后各代间的核型变异不大(水牛成纤维细

胞的核型见图 3) 。

3 讨论

动物组织细胞培养技术己成为生物学、医学与

药学研究中最有效的方法之一。一般培养的方法有

两种:即是组织块贴壁培养法和国自消化分肉单细胞

接种培养法。本研究中，水牛成纤维细胞原代培养

采用组织块以及酶消化法都取得了较好的效果，都

可获得核移植研究所需要的供体细胞，而且能够保

证细胞传代的需要 。 通常，腕蛋白酶可消化任何组

织 ， 更适合于细胞问质较少的组织 。 但是，膜蛋

白酶可作用于细胞膜，细胞氏时间置于腆蛋白酶的

环境下 ， 会增加其受损伤的程度llOl，进而降低其继

代生长增殖能力，且 Ca2+ 、 Mg 2+ 此血清对其活性

有抑制作用 。 而胶原酶是从细菌中提取的酶，适用

于消化纤维性组织 ， 对胶原或细胞问质有很好的消

化作用 ， 且 Ca 2+ 、 M g 2+ 及血清对真活性无抑制作

用 。 本研究采用月亮蛋白酶消化 30 min 后，再用胶

原酶消化 45 min ， 这样可以边一免因腆蛋白酶处理时
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(A) (B) 

图 3 7.1<牛成纤维细胞 48， XY 核型(X 1000) 

(A);)\斗成纤维细胞 48 ， XY 染已体; (B) 枝 1'J tiI列。

间长 l市寻致细胞容易破损，或因处理时间短，获得

的细胞数量少的缺点:另外，细胞外间质含有结缔

组织，妨碍细胞从组织中释放出来，而胶原酶特异

作用于结绵组织的胶原，因此经眼蛋白酶短时间消

化后，再用胶}}ji酶m化，可获得数量较多的细胞，

且减轻了对细胞的拟伤程度，细胞接种后活力好，

生长增殖能力较强，建立细胞系所需的时间相对知

一些。李杨号也报道1111. 腆蛋白酶和胶原酶都可以

成功分离培养牛胎儿成纤维细胞，虽然月亮蛋白酶消

化组织 lh左右所得到的细胞数比胶原酶消化组织20

h 所得的细胞数多， {l=l.前在所得到的细胞中死细胞

比率坦白T月交斟酶，这说明牛的成纤维细胞对腆蛋

白盹较敏感，而采用!快)且酶消化细胞则较温和。国

此，本研究采用两种酶知IJ.J 联合泊化组织块，不{I)

能有时，而且也能获得较好的分离和1培养水牛成纤

维细胞的效果，说明这方法是可行的。另外，组

织块且按贴哇培养法较酶消化培养法简便经济，细

胞匀质性良好，斗:命)J5~ ， JL污染机率小，也是

斗中有效的细胞培养 }J法。

Jk牛成纤维细胞在体外培养时也和 1I1 羊等动物

的成纤维细胞生长 h 式相似[10 1 ， '1='_贴附 111生长。实

验中发现，成纤细:细胞!反代培养及早期传代培养

时，上皮细胞和成纤维细胞同时出现，混杂生长。

但是由于"，皮细胞和成纤维细胞对眼蛋内曲耐受件

不同，在:消化传代t[j'养细胞时，常常是成纤维细胞

先脱匠， lílJ -Ut::细胞而要相对较长的时间才脱壁，

所以本卖价在;性代扣养时利用腆蛋白酶泊化法传2~3

代)斤，就能够生J~化成纤维细胞。

细胞在传代培养 1!1 ， 2.5 g/L H壳蛋白酶作用的时

问长短卜分关键。酶的作用时间长时，对细胞在t1亏

损伤;而消化时间过短川会便有些细胞消化不 F

来。因此，在本实验中，采用腆蛋 (1附ff JIj 5 min 

左右，当看到大部分细胞体型变四万 1 ， 1叹 L~r[j 化

液，配合眼管轻轻吹打，收集细胞， )主样个 {U 容

易掌握时间，又能使细胞完全游离且对细胞拟伤较

小。细胞冷冻时，本实验采用 10%DMSO+IO%FBS

的 DMEM 培养液作为冷冻液，分装好的Wl月包先在 4

℃冰箱平衡 2 h，再移入 80 oc 冰箱、l互制 2 h Jri 就

自接投入液氮中{呆在，解冻后细胞在沾率达 70%~

80% ，培养后细胞贴壁良好，而 1I ;I~长迅 j虫。该

厅法较为简单， tlp可n抉夫f得导较虫奸f的放!提ι' 足 -平丰I

想的细胞i叫陈斗东t 平有齐了于伞 1右了刊;注主。

此外，本实份对水牛不同培养代数的成纤维细

胞的染色体分析表明，细胞在f古代培养i:Lf'E 1f1没有

发生染色体数目的改变， 说明 JI=j ì卖方~l)市养f古代所

建立起来的细胞系相对比较稳定，口j 以为水牛的体

细胞核移植提供充足的供休细胞，的j 门J立们来HJ此

方法建立的水牛胎儿成纤维细胞系JH 11'出供体细胞进

行核移丰/1 ，已获得世界第一头体细胞也降水牛(件

发表)。这表明了经休外长jt月培养和流行的休细胞

其功能和遗传性状没有发生改变， ú:~I~nJ细胞质的

支捋 F仍能发育到个体出生。 IIJ 见， {I:体外边占:→

个正常、稳定的细胞系作为核移植的快f小细胞，才

能保证体细胞核移植的研究取得成功。
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In Vitro Isolation and Culture of Buffalo (Bubalus bubalis) 

Skin Fibroblast Cells 

455 

Feng-Hua Lu, De-Shun Sh沪， Xiang-Li Niu, Hui-Ling Fang, Yu-Lan Du, Xiao-Li Wang, Xiao-Yun Shao 

(Animal Reproduction Institute, Guangxi University, Nanning 530005, China ) 

Abstract Methods for isolation and culture of buffalo fibroblast cells were studied. The primary buffalo 

fibroblasts derived from tissue explant culture grown slowly and confluented together by 12 days of culture, while 

fibroblasts derived from enzymatic digestion grown faster and confluented together by 8 days of culture. However, 

the growing speed of passaged fibroblasts derived from the two methods was similar, which could confluent within 

4 to 5 days of culture. There were 70%-80% of cells survived after frozen and thawed. Karyotype analysis showed 

that 66.679毛一81.67% of fibroblasts had normal karyotype, which did not show significant difference among passages. 

These results indicated that fibroblast cells can be passaged and keep relatively stable karyotype in vitro. 

Key words buffalo; fibroblasts; culture; karyotype 
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