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[摘要] 摇 采集婴儿皮肤组织,用组织块法制备原代细胞,通过差速消化和差速贴壁法纯化细胞,扩大培养至第 3
代液氮冻存,复苏细胞后进行活力、形态、生长曲线、微生物污染、核型、乳酸脱氢同工酶谱及荧光蛋白质粒转染

表达等特性研究. 结果显示,婴儿皮肤组织细胞呈成纤维型,生长状态良好;生长曲线呈“S冶型,最大增值浓度为

1. 64伊105 / mL,倍增时间为 63. 12 h;细菌、真菌、支原体检测均为阴性;染色体 2n=46,二倍体为 86% ,占主体;乳
酸脱氢酶同工酶电泳图谱显示有 5 条谱带;外源质粒在该细胞中能进行复制和表达. 表明已成功建立了婴儿皮

肤组织成纤维细胞系,这为复合人工皮肤的组织工程学研究奠定了前期工作基础,也为皮肤相关疾病的研究提

供了实验条件,因而具有重要的理论和实践意义.
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Abstract:The baby skin explants were cultured with tissue pieces method. The primary cells were purified and preserved
with liquid nitrogen after being passaged to the thrid generation. Observations on morphology,dynamic growth,microbial
contamination, analysis of karyotype, isoenzyme of lactate dehydrogenase and fluorescin plasmid transfection and
expression were carried out. The results showed that the cell line was fibroblast and growed well. The maximum
proliferation concentration was 1. 64 伊105 / mL and poulation doubling time of cells(PDT) was 63. 12 h. The tests for
bacteria,fungi,virus and mycoplasma were all negative. The chromosomes were 46 and diploid cells were dominant of
86% . The banding patterns of the isoenzyme of lactate dehydrogenase had significant difference and there were five bands
in all. The exogenous plasmid could copy and express in the cell. Those showed that the cell line was established
successfully,which lays the foundation of the work bases for composite artificial skin tissue engineering and provides the
experimental conditions for skin diseases. So this has the important theoretical and practical significance.
Key words:baby skin,fibroblast cell line,characteristics

成纤维细胞是构成皮肤真皮的主要细胞,其正常增殖、分化维系着皮肤正常的结构和生理功能,也是

皮肤组织受损后的主要修复细胞. 皮肤成纤维细胞的原代体外培养技术是建立皮肤成纤维细胞系必不可

少的步骤,也是复合人工皮肤组织工程学研究的先决条件.

1摇 材料

3110 型 CO2 培养箱(Thermo)、CK40-32PH 型倒置相差显微镜(Olympus)、CK41 型荧光倒置相差显微

镜(Olympus)、液氮贮存器(Thermo)等.
DMEM(HyClone)、胎牛血清(兰州民海)、胰蛋白酶(Gibco)、DMSO(Thermofisher)、秋水仙素(Sirius
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进口分装)、THIO(DIFCO)、TSB(DIFCO)、Hoechst33258(Sigma)、脂质体(LipofectamineTM 2000,Invitogen)、
红色荧光蛋白质粒(pDsRed鄄Monomer鄄N1,Clontech)等.

2摇 方法

2. 1摇 样品采集

样品采自兰州军区总医院外科,刘某之子右手拇指畸形多指,经患者及家属同意,断截术后取拇指部

皮肤. 在 75%酒精中浸泡 30s,用 PBS 冲洗后放入含 500 IU 青霉素和 500 IU 链霉素的 PBS 中,2 h 内送回

实验室.
2. 2摇 细胞培养及冻存

2. 2. 1摇 原代培养

将皮肤组织用 PBS 冲洗后,用眼科剪剪碎成 1 mm3 左右的小块,贴于细胞培养瓶生长面,翻转瓶底朝上,
加入含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液,倒置放在 37 益,5% CO2 的培养箱中,隔夜后翻瓶继续培养[2] .
2. 2. 2摇 传代培养

当培养的细胞 80% ~90%汇合后,采用常规的方法进行传代,在传代时采用差速消化和差速贴壁法,
纯化成纤维细胞[3,4] .
2. 2. 3摇 细胞冻存

采用液氮保存(-196 益),用冻存保护液(10% DMSO+20% 胎牛清+70% DMEM)调整细胞密度至

3. 0伊106 / mL.
2. 3摇 生物学特性研究

2. 3. 1摇 细胞复苏

从液氮中取出冻存管,按常规方法复苏细胞,2 h 后换加等量的新鲜细胞培养液以降低 DMSO 对细胞

的损害作用[5] .
2. 3. 2摇 细胞活力检测

每次复苏细胞结束后,用台盼蓝染色法进行活力检查[6] .
2. 3. 3摇 细胞形态观察

在培养过程中利用倒置相差显微镜对其生长形态进行观察并拍照.
2. 3. 4摇 复苏细胞生长曲线

将复苏后传代一次的细胞,调整终浓度为 1. 0伊104 / mL 并接种到 24 孔培养板上,每孔 1 mL,置 37 益,
5% CO2 的培养箱中,每隔 24 h 取 3 孔细胞进行消化计数,直至细胞密度降低为止,绘制生长曲线并求得

最大增殖密度和倍增时间(PDT) [7] .
2. 3. 5摇 微生物污染检测

2. 3. 5. 1摇 细菌、真菌检测

实验所有细胞均在无抗生素培养液中培养. 在培养过程中用肉眼观察培养液是否出现浑浊并在显微

镜下观察有无活动的黑色颗粒;从培养瓶中取 2 mL 细胞培养液分别加入 THIO 和 TSB 培养基中,培养

14 d 观察结果.
2. 3. 5. 2摇 病毒检测

运用直接观察法、细胞培养法及红细胞吸附法检测传代细胞[8] .
2. 3. 5. 3摇 支原体检测

运用培养法及 DNA 荧光染色法[8]对传代细胞进行检测.
2. 3. 6摇 染色体分析

按照常规方法进行染色体制片,Gimesa 染色后油镜下观察并照相. 对 50 个铺展完好的中期相统计染

色体数目,并进行核型分析[9-12] .
2. 3. 7摇 荧光蛋白质粒转染表达

采用红色荧光蛋白质粒进行转染表达[13] .
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3摇 结果

3. 1摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞系形态学观察

原代培养 3 d ~ 5 d 后便可见大量上皮样细胞与成纤维样细胞混杂生长,9 d ~ 10 d 后可铺满瓶底,如
图 1. 细胞经传代、筛选纯化后,成纤维细胞生长逐渐占优势,经 2 ~ 3 次传代,即可完全排除上皮型细胞.
细胞贴壁后大致呈梭形或不规则形,细胞核位于中央,胞质外伸出 2 ~ 3 个长短不同的突起,生长时呈放射

状、漩涡状走向,如图 2.

图 1摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞原代细胞(120 h,伊40)
Fig. 1摇 Primary explants culture fibroblasts of baby skin

图 2摇 婴儿皮肤组织成纤维 F2 代细胞(48 h,伊40)
Fig. 2摇 F2 explants culture fibroblasts of baby skin

3. 2摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞复苏细胞活率

婴儿皮肤组织成纤维细胞复苏细胞活率最少达到 91. 8% ,平均 95. 2% .

图 3摇 婴儿皮肤成纤维细胞生长曲线(F3)
Fig. 3摇 The growth curve of baby skin fibroblasts(F3)

3. 3摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞生长的动态观察

婴儿皮肤组织成纤维细胞生长曲线呈“S冶型,如图 3,其
最大增值浓度为 1. 64伊105 / mL,平均倍增时间为 63. 12 h.
3. 4摇 微生物污染检测

3. 4. 1摇 细菌、真菌检测

在原代培养、冻存和复苏以及 THIO 和 TSB 培养基检测

均没有发现污染.
3. 4. 2摇 病毒检测

在原代与传代培养过程中,利用倒置相差显微镜观察未

见病毒引起的细胞损伤;将细胞分别接种至猴源细胞、人源

二倍体细胞和同种不同批的细胞,亦未见病毒引起的细胞损

图 4摇 细胞 DNA 荧光染色图

Fig. 4摇 The cell DNA stain by Hochest

伤及病变现象;红细胞吸附试验为阴性.
3. 4. 3摇 支原体检测

3. 4. 3. 1摇 培养法

细胞培养液接入专用支原体琼脂培养基中培养 14 d,
没有出现任何菌落.
3. 4. 3. 2摇 DNA 荧光染色法

待检细胞用荧光染料(Hoechst 33258)染色后,只有细

胞核出现蓝色荧光,细胞核与细胞表面之间看不到荧光,如
图 4.
3. 5摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞核型分析

婴儿皮肤组织体外培养的成纤维细胞正常染色体数为

2n=46,包括 22 对常染色体和 1 对性染色体,常染色体 5 对

为中着丝粒染色体(M),12 对为亚中着丝粒染色体(SM),5 对为亚端着丝粒染色体(ST),性染色体 X 为
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亚中着丝粒染色体(SM),Y 染色体为亚端着丝粒染色体(ST) . 计数 100 个细胞染色体数目时,正常 2 倍体

核型细胞占 86% . 染色体的特征见表 1 和染色体核型见图 5.

图 5摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞系染色体核型(裔)
Fig. 5摇 Metaphase chromosome and its karyotype of baby skin fibroblasts(裔)

表 1摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞染色体特征(裔)
Table 1摇 Chromosome characteristics of baby skin fibroblasts(裔)

编号 相对长度 / % 形态类型 编号 相对长度 / % 形态类型

1 8. 45依0. 33 M 13 3. 25依0. 22 SM

2 7. 67依0. 34 SM 14 3. 18依0. 18 SM

3 6. 58依0. 21 M 15 3. 11依0. 13 M

4 6. 22依0. 11 SM 16 2. 66依0. 19 M

5 6. 10依0. 08 SM 17 2. 44依0. 17 M

6 5. 98依0. 13 SM 18 4. 10依0. 25 ST

7 5. 39依0. 37 SM 19 3. 86依0. 23 ST

8 4. 99依0. 02 SM 20 3. 78依0. 37 ST

9 4. 86依0. 01 SM 21 1. 90依0. 22 ST

10 4. 69依0. 22 SM 22 1. 64依0. 13 ST

11 4. 67依0. 26 SM X 5. 26依0. 21 SM

12 4. 49依0. 31 SM Y 1. 99依0. 16 ST

图 6摇 婴儿皮肤组织乳酸脱氢同工酶谱带

Fig. 6摇 The banding patterns of LDH isozyme of the fibroblast cells

3. 6摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞同工酶分析

通过聚丙烯酰胺凝胶电泳,对婴儿皮肤组织成纤维细胞的乳酸脱氢酶进行了测定,结果如图 6 所示,
可以看出婴儿皮肤组织成纤维细胞系的乳酸脱氢酶图谱呈 5 条谱带,从阳极到阴极分别是 LDH1、LDH2、
LDH3、LDH4、LDH5,且 LDH4 浓度较高、活性较强,其迁移率分别是 LDH1 =54. 04% ,LDH2 = 45. 20% ,LDH3

=37. 37% ,LDH4 = 28. 54% ,LDH5 = 15. 66% ;
与管卫[14] 报道的人血清中 LDH 同工酶有 5
条谱带,但 LDH2 浓度较高、活性较强不同. 说
明该婴儿皮肤组织成纤维细胞遗传性能稳定,
未发生与其他物种细胞的交叉污染和恶性

转化.
3. 7摇 荧光蛋白质粒转染表达

婴儿皮肤组织成纤维细胞经脂质体介导

红色荧光蛋白质粒( pDsRed鄄Monomer鄄N1)转

染后 12 h 即可见发红色荧光的细胞,分布均

匀,但强度较弱. 转染 24 h 后阳性细胞明显增
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多,强度增强(如图 7) . 表明婴儿皮肤成纤维细胞能有效地转染外源基因.

图 7摇 婴儿皮肤组织成纤维细胞荧光蛋白质粒表达(A:12 h,伊40;B:24 h,伊40)
Fig. 7摇 Transfection of baby skin fibroblast cells(A:12 h,伊40;B:24 h,伊40)

4摇 讨论

婴儿皮肤成纤维细胞传代培养第 3 d 进入指数生长期,到第 6 d 生长进入平稳状态,倍增时间为

63郾 12 h,最大增殖浓度为 1. 64伊105 / mL,表明该细胞系生长较慢,且细胞胞体较大. 冻存前后细胞活力用 t
检验方法统计,t=0. 041<t0. 05,P>0. 05,表明冻存前后细胞活力差异不显著,说明冻存的各项条件对细胞没

有损伤,细胞在生长时状态良好,培养条件适宜;染色体数目为 23 对,其中二倍体细胞占主体,冻存复苏细

胞染色体没有异常表现,说明该细胞系为稳定二倍体细胞系. 由于同工酶在种与种之间,甚至种内之间存

在多态性,因此,通过色谱或电泳得到的同工酶图谱是区别种间细胞系的一个极好的方法[15],在细胞系鉴

定的质量控制以及种间污染检测中,同工酶多态性生化分析被认为是标准方法,在世界几个重要的生物资

源中心如 ATCC,ECACC,DSMZ 等,常使用这种方法对细胞的种间污染进行检测[15,16] . 对婴儿皮肤组织成

纤维细胞系的 LDH 同工酶酶谱进行了检测,从结果来看,LDH 有 5 条区带,且 LDH4 浓度较高、活性较强,
与管卫[14]报道的人血清中 LDH 同工酶有 5 条区带,但 LDH2 浓度较高、活性较强不同,说明该细胞系没有

种间污染,且存在明显的种别特征. 外源质粒(pDsRed鄄Monomer鄄N1)能在保存的婴儿皮肤成纤维细胞内进

行有效复制、转录、翻译和翻译后修饰,能用于瞬时转染和永久表达系的建立,这为以后对皮肤组织的结构

基因组、功能因组、转基因研究以及皮肤组织工程等工作提供了依据[15] .
本研究对婴儿皮肤组织成纤维细胞的生物学特性检测项目与美国 ATCC 细胞库进行比对,除了致癌

性、药物敏感性没有进行,其他项目检测方法基本一致,且检验结果也符合 CAL 特征要求[17] . 表明通过本

项研究建立了性质稳定的婴儿皮肤组织成纤维细胞系,该细胞系的建立不仅为复合人工皮肤的组织工程

学研究奠定了前期工作基础,也为皮肤相关疾病的研究提供了实验条件,因而具有重要的理论和现实

意义.
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