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8;=胎鼠成纤维细胞培养方法的优化
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#摘要$!目的!确定胎鼠成纤维细胞%.6TOAA.2@S6N05Q02@621/OPO#E,D&最优制备方法#为 E,D的制备节省

时间与原材料) 方法!取胎鼠组织#采用组织块培养法(胰酶消化培养法(胰酶消后组织块培养法进行分离培养

E,D#比较观察 E,D纯度(生长速度(细胞形态等指标#筛选最节省时间与原料的一种培养方法) 结果!组织块培

养法所得 E,D生长速度慢#细胞体积小#杂细胞少#纯化所需传代次数少) 胰酶消化培养法的 E,D生长速度快#体

积较大#杂细胞数量多#纯化所需传代次数较多) 胰酶消化后组织块培养法的消化后组织块的成纤维细胞生长速

度介于前两种方法之间#细胞体积和形态与组织块法培养结果相似#杂细胞数量较少#纯化所需传代次数少) 结论

!胰酶消化结合组织块培养法能最大限度的利用材料#在短时间内可制备大量 E,D#满足核移植试验与作为饲养

层细胞的需求) 因此#胰酶消化结合组织块培养法是 E,D最优培养方法)

#关键词$!8;=小鼠$胚胎成纤维细胞$培养

#中图分类号$ =$$!!#文献标识码$ G!!#文章编号$")*"-*&()%%'"%&'&-''+&-'$
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!!胚胎干细胞%A.2@S6N05OPA.5A11O#,9;&是来源

于早期胚胎内细胞团和原始生殖细胞的具有发育

全 能 性 的 一 类 细 胞 ," 7+-

) 诱 导 性 多 能 干 细 胞

%0NBT5AB F1T@0F6PANP5A11O#0C9;&是成熟的体细胞经

诱导后又转变为具有全能 性 的 细 胞 ,( 7&-

) ,9;(

0C9;体外增殖培养过程中首要解决的问题是抑制



它们的分化) 虽然在培养基中添加一些分化抑制

因子能起到一定作用#但是效果不是很理想) 成纤

维细胞能够分泌成纤维细胞生长因子 %Q02@621/OP

R@6>PL Q/5P6@#/-D_D#2-D_D&等生长因子和白血病抑

制因子%1ATaA.0/0NL020P6@SQ/5P6@#J8D&等细胞分化

抑制因子#具有能够改善接种细胞生长环境(促进

接种细胞增殖同时抑制细胞分化的作用#已经成为

培养 ,9;(0C9;的主要饲养层细胞) 另外#自 "##)

年多利羊诞生以来#体细胞克隆已经成为了科学界

保护濒危物种(保存优良种畜(产生转基因动物等

的主要方法 ,#-

) 而成纤维细胞借助取材方便(易于

铺层(容易生长等优势成为体细胞克隆的首选供体

细胞) 常规成纤维细胞培养主要采用组织块法与

胰酶消化法) 前者成纤维细胞原代生长所需时间

较长$而后者生长出的原代细胞中杂细胞较多#需

多次传代才能得到纯化的成纤维细胞) 两种培养

成纤维细胞的常规方法均不能满足短期内对饲养

层细胞的大量需求$为此本实验通过比较三种不同

E,D的培养方法#从而确定一种 E,D最优培养方

法#进而能更快更好地为小鼠干细胞制备与核移植

实验提供大量的饲养层细胞与供体细胞)

J3实验动物与试剂

JRJ3动物

) k& 周龄 8;=小鼠购自维通利华公司%生产许

可证号码'9;gf7%京&%'') 7''#&#自然光照环境

培养)

JRH3试剂

YE,E培养基 %_0256公司&#胎牛血清 % 90R./

公司&#'4%(j胰蛋白酶 7'4'%j ,YIG% 90R./公

司&#YCU9%90R./公司&#二甲基亚砜%90R./公司&)

YE,E 培 养 液 " J' "$4+ RYE,E 粉 末# $4* R

:/];H

$

#'4')$ R青霉素#'4"' R链霉素#"'j胎牛

血清)

H3实验方法

HRJ3#!*小鼠胚胎的获得

将正常发情 ) k& 周龄雌鼠与公鼠 %t"合笼#次

日上午 #t'' 检查阴栓#阳性雌鼠单独饲养#并记为

妊娠 '4( B)

HRH3.%-原代培养

在 "$4( B 时#将怀孕母鼠脱颈处死#用酒精擦

拭腹部皮肤#无菌开腹#剪下子宫) 于超净台中#用

YCU9 将子宫血洗净后剪开子宫(胎膜#释放出胎

鼠#用 YCU9 将胎鼠洗净#去除胎鼠头尾(四肢(内

脏#将剩余部分组织用 YCU9 洗净后剪成肉泥状)

将组织分为两份)

%4%4"!组织块培养法'用胎牛血清润湿 )' ..培

养皿#将一份组织均匀分散在培养皿中 %每个培养

皿约接种一只胎鼠组织&) 吸净培养皿中多余血清

后将接种组织的培养皿倒置放入 $*h((j ;H

%

(饱

和湿度的培养箱中约 $ L) 取出培养皿#每个培养皿

加 YE,E培养液 $ .J后#放入培养箱继续培养)

%4%4%!胰酶消化法培养法' 将剩余组织放入 "' .J

玻璃离心管中#加入胰酶溶液#液面没过组织块#用

吸管吹打混匀组织块) 将离心管放入培养箱静置 (

.0N#取出加入同胰酶等体积的 YE,E培养液#用吸

管混匀以终止消化#在培养箱继续静置 ( .0N 后#将

上清转入另一干净的 "' .J玻璃离心管中) 按照上

述方法将组织消化 $ 次#收集上清液)

将装有上清的离心管以 " ''' @<.0N 离心 "'

.0N 或" ('' @<.0N 离心 ( .0N#弃上清液) 用 YE,E

培养液悬浮沉淀细胞后#将细胞接种于 )' ..培养

皿中%每个培养皿约接种一只胎鼠消化下的细胞&#

每个培养皿补培养液至 % .J#后放入 $*h((j

;H

%

(饱和湿度的培养箱进行培养)

%4%4$!胰酶消化后组织块培养法' 将胰酶消化后

剩余的组织块用同 %4%4" 的方法移入培养皿进行

培养)

HRU3.%-传代培养

待细胞铺满培养皿底 &'j k#'j时#进行传代

培养) 将培养皿中培养液吸净#用 YCU9 洗 $ 遍#每

个培养皿用 %('

!

J胰酶消化约 " k"4( .0N#镜下观

察细胞大部分变圆但没有脱离培养皿底时#加 " .J

YE,E培养液终止消化) 将细胞从皿底吹起%对于

较大的组织块#待同细胞一块消化下后将其用镊子

除去&#然后按 "t%或 "t$进行传代培养#接种密度为

"4( m"'

(个<.J) 之后每 % k$ B 传代 " 次)

HRY3.%-冻存与复苏

细胞纯化后#待细胞铺满培养皿底 &'j k#'j

时#进行细胞冻存) 根据传代方法进行消化#然后

将含有细胞的培养液移入 "' .J离心管中#" ''' @<

.0N 离心 "' .0N 或" ('' @<.0N 离心 ( .0N#离心完

后弃上清液) 用单纯的 YE,E液重悬细胞#移入冻

存管中#然后逐滴加入 +h预冷 YE9H'DU9 混合液

%细胞冻存密度约为 " m"'

) 个<.J#YE9HtDU9t单
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纯 YE,E液 n"t%t*&) 按以下程序冻存'+h %$'

k+'& .0N# 7%'h %"4( k%& L# 7&'h 过夜#最后

液氮中长期保存) 复苏时#从液氮中取出冻存的细

胞迅速放入 $*h水浴中#不断摇晃冻存管使冻存液

" k% .0N 之内融化#*(j酒精消毒管外壁) 离心去

上清#用 YE,E培养液重悬细胞#移入 )' ..培养

皿中进行培养)

U3实验结果

URJ3组织块培养法

细胞生长速度最慢#%' B 左右才有细胞从组织

块周围爬出#约 " 个月才可传代$长出的杂细胞最

少#细胞体积较小#细胞形态几乎均为典型的梭形#

细胞彼此连接成片#整体上观察如水流状或放射状

%如图 " & ) 传 代 % k$ 次 可 得 到 纯 化 的 成 纤 维

细胞)

URH3胰酶消化法培养法

细胞在 % k$ L 内即可贴壁生长#繁殖速度最

快#如果细胞密度合适#% k$ B 即可传代 " 次$杂细

胞数量最多$贴壁细胞密度小时#细胞体积较大#多

为栅栏状(有较大触角等$细胞密度适宜时#细胞呈

梭形$如果细胞密度过大#细胞则呈鹅卵石状%如图

%&) 传代 $ k+ 次可得到纯化的成纤维细胞)

URU3胰酶消化后组织块培养法

次日即有细胞从组织块爬出生长#"( B 左右即

可传代$杂细胞种类较少$细胞体积同单纯的组织

块培养方法得到的细胞体积相似$细胞形态也多为

典型的梭形#细胞连接成片#整体上看如水流状或

放射状%如图 $&) 传代 % k$ 次即可获得纯化的成

纤维细胞%图 " k$ 见封底&)

Y3讨论

8;=小鼠是国际通用的价格比较低廉的一种封

闭群小鼠#因其遗传性能稳定(适应性强(繁殖能力

强(实验重复性好#目前被广泛选为实验用鼠) 前

人实验证明#"%4( B k"+4( B

,"' 7"%- 胎龄的小鼠适于

制备 E,D$但是 "%4( B 小鼠胚胎个体较小#不利于

彻底去除头(尾(四肢(内脏$"+4( B 小鼠个体较大#

骨骼肌开始发育#不利于组织的剪碎与细胞培养$

"$4( B 小鼠胚胎从胚胎体积(各组织发育程度等方

面考虑都最适宜用于 E,D培养) 本实验通过比较

$ 种不同培养方法培养 E,D#观察比较 E,D的生长

速度(细胞形态(纯化所需时间等来确定一种最快(

最优质的培养 E,D细胞的方法#为 ,9;(0C9;与核

移植试验提供足够的符合要求的饲养层细胞与供

体细胞)

组织块培养法只是用物理方法将皮肤制成组

织块#影响细胞生长的细胞间质不能被去除#因此#

细胞的生长速度比较慢#接种 %' B 后#组织块周围

才有细胞长出) 同时#由于细胞间质对细胞生长的

妨碍#大部分杂细胞会因为营养物质不充足和代谢

产物不能及时排除而死亡#而成纤维细胞比较容易

生长#不易受这些因素的影响#因此#组织块法培养

出的 E,D杂细胞较少#传代 % k$ 次即可得到纯化

的 E,D)

胰酶消化法是利用胰蛋白酶去除妨碍细胞生

长的细胞间质如基质(纤维等#使细胞不聚集在一

起#从而形成悬液#利于细胞从外界吸收养分和排

除代谢产物) 接种后细胞在几小时内即可贴壁生

长#由于胰蛋白酶的消化作用#使各类细胞都能更

好地生长#所以杂细胞数量较多#传代 $ k+ 次可将

杂细胞去除)

胰酶消化后组织块培养法是将消化后剩余的

组织块按组织块培养法的操作培养 E,D) 接种后

%+ L 即有细胞从组织块爬出生长#"( B 即可传代$

杂细胞种类较少#传代 % k$ 次可得到纯化的 E,D)

鉴于上述培养结果#胰酶消化法结合消化后组

织培养方法能在最短的时间内获得最大量纯化的

E,D#并且能够充分利用实验材料#减少浪费(缩短

培养周期)
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