
皮肤成纤维细胞是结缔组织的主要组成细胞袁
可分泌多种生长因子和细胞活素袁在伤口愈合尧免疫
调节等方面发挥着广泛的作用咱员暂遥 随着诱导多能干
细胞技术在多个领域的发展袁皮肤成纤维细胞因其
来源丰富尧相对易取等特点成为研究特异性疾病模
型的理想来源细胞咱圆原猿暂遥 人皮肤成纤维细胞的培养
应用广泛袁历经数年袁目前主要有贴壁法及酶消化
法咱源原缘暂遥但传统贴壁法周期长袁酶消化法操作烦琐尧成
功率低尧细胞活力较差袁因此对于初学者仍有较大难
度遥 在实验中观察到袁皮肤贴壁后短期即可沿边缘
长出排列致密的类圆形细胞薄层遥 这种细胞层是否
为成纤维细胞钥本研究通过对这种细胞团进行定性袁
与酶消化法相对比袁旨在探讨皮肤成纤维细胞原代
培养的优化条件袁获得一种更稳定尧可重复尧经济的
培养方法遥
员 材料和方法

员援员 材料

阅酝耘酝高糖培养基尧 青 辕链霉素尧园援园缘豫胰蛋白
酶及胎牛血清渊枣藻贼葬造 遭燥增蚤灶藻 泽藻则怎皂袁云月杂袁郧蚤遭糟燥公司袁
美国冤遥 兔抗波形蛋白 渊灾蚤皂藻灶贼蚤灶冤尧 山羊抗兔 陨早郧鄄
云陨栽悦及 阅粤孕陨渊悦杂栽公司袁美国冤遥 分离酶与玉型胶原
酶渊杂蚤早皂葬公司袁美国冤遥 皮肤取自南京医科大学第一

附属医院泌尿外科无菌包皮切除标本渊患者知情冤遥
培养基配制院阅酝耘酝垣员园豫 云月杂垣缘园 哉 辕 皂造 青霉

素垣 缘园 滋早 辕 皂造 链霉素遥
员援圆 方法

优化贴壁法与酶消化法各对比 缘次袁 每次 圆种
方法所用皮肤均为同一个体袁共使用 缘位患者皮肤遥
员援圆援员 优化贴壁法

淤外科手术切下的皮肤立即放入含培养液的小
瓶中袁 密封后即带入超净台内操作曰 于皮肤组织用
苑缘豫酒精浸泡 缘 皂蚤灶袁孕月杂漂洗 猿次曰 盂眼科弯剪修
剪皮下组织及残留毛细血管袁孕月杂反复漂洗袁 在有
孕月杂的皿中将皮肤剪为 园援圆 糟皂 伊 园援圆 糟皂左右大小
的组织块曰 榆远孔板提前 猿园 皂蚤灶铺 园援员豫的明胶袁吸
取明胶后袁每孔预先放入 员 皂造培养基曰虞将皮肤块
均匀置入含培养基的孔中袁每块间距 园援猿耀园援缘 糟皂袁随
后放入 猿苑益尧缘豫 悦韵圆 培养箱中曰愚皮肤组织贴壁后
圆 凿镜下见皮肤边缘长出类圆形高密度细胞层袁并
持续生长袁镜下可见细胞核遥 猿 凿后换液袁每孔仍加
入 员 皂造培养基遥缘耀苑 凿后无菌镊子移去组织块袁可见
新生细胞层贴壁残留于培养孔中遥 园援园缘豫胰酶 猿苑益
消化 猿 皂蚤灶袁并观察组织细胞脱落袁加入含血清的培
养基终止消化袁员 园园园 则 辕皂蚤灶离心 缘 皂蚤灶遥 弃上清袁新
鲜培养基重悬细胞袁计数并传代遥细胞重新贴壁后在
光镜下观察细胞形态袁 并通过细胞免疫荧光染色对
其进行性质鉴定遥
员援圆援圆 酶消化法原代培养

优化贴壁法人皮肤成纤维细胞的原代培养

王林林 员袁圆袁杜 为 员袁张 健 员袁肖 峰 员袁王子盾 员袁李小荣 员袁汪道武 员袁曹克将 员鄢
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咱摘 要暂 目的院优化贴壁法原代培养人皮肤成纤维细胞的条件袁建立稳定尧经济尧高效可行的人皮肤成纤维细胞培养方法遥 方
法院采用包皮环切术后皮肤组织袁剪成均匀组织块后贴壁袁皮肤边缘长出薄层致密细胞团后胰酶消化尧传代袁并对所培养的细胞
进行形态学观察及细胞免疫荧光鉴定遥此方法与酶消化法相对照遥结果院优化贴壁法成功率 员园园豫袁取得组织后 圆 凿沿皮肤边缘
均开始生长高密度类圆形细胞层袁在 员周内可获得高质量尧高数量的细胞袁传代贴壁后经镜下形态观察及细胞免疫荧光染色确
定为皮肤成纤维细胞遥 结论院较之酶消化法袁优化贴壁法细胞存活率高袁活性及纯度好遥 该方法可稳定尧经济地获得足够数量的
细胞遥
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淤外科手术切下的皮肤立即放入含培养液的小
瓶中袁密封后即带入超净台内操作曰于皮肤组织用
苑缘豫酒精浸泡 缘 皂蚤灶袁孕月杂漂洗 猿次曰 盂眼科弯剪修
剪皮下组织及残留毛细血管袁孕月杂反复漂洗袁表皮朝
下平铺在培养皿中袁加入 园援园缘豫的胰酶袁加入量以没
过表皮即可袁 或者用 缘 皂早 辕 皂造的分离酶替代胰酶袁
源益消化 员远耀员愿 澡咱远暂曰榆无菌镊子提起表皮并除去袁将
余下真皮组织剪碎袁员 皂早 辕 皂造的玉型胶原酶置入在
猿苑益消化 圆耀源 澡袁定时观察消化情况曰虞待细胞多数
游离出组织后袁用无菌纱布或网筛过滤袁除去未消化
组织袁收集细胞悬液袁离心后用新鲜培养基重悬细
胞袁计数并接种于培养皿中遥
员援圆援猿 细胞生长曲线测定

分别将优化贴壁法及酶消化法两种培养方法取

得的第 圆代皮肤成纤维细胞消化袁调节细胞浓度为
圆 伊 员园源个 辕 皂造袁每孔 造 皂造接种于 员圆孔培养板袁放置
培养箱内培养袁 每隔 圆源 澡收集每组 猿孔细胞并计

数袁取平均值袁连续计数 苑 凿后绘制生长曲线遥
员援猿 统计学方法

采用 杂孕杂杂员猿援园统计软件袁数据用均数 依 标准差
渊x 依 s冤表示袁两组间比较采用 贼检验遥 孕臆园援园缘为差
异有统计学意义遥
圆 结 果

圆援员 优化贴壁法

皮肤贴壁后最快 员耀圆 凿即可见到高密度细胞层
贴壁长出渊图 员粤冤袁表面隆起遥其形态主要为类圆形或
方形袁胞体较小袁而典型的梭形成纤维细胞在 缘耀苑 凿
才开始迁移出渊图 员月冤遥 胰酶消化这些细胞团袁重新
接种后袁圆 澡内全部贴壁袁并逐渐开始呈现出梭形或
多边形等典型的成纤维细胞形态遥 经细胞免疫荧光
染色进一步确定为成纤维细胞渊图 员阅冤袁未见表皮细
胞污染遥
圆援圆 酶消化法

员园园 滋皂

粤员园园 滋皂 员园园 滋皂 悦 阅月员园园 滋皂
粤院优化贴壁法沿皮肤块长出的组织样类圆形高密度细胞团曰月院原代迁移出的成纤维细胞呈放射状或旋涡状分布曰悦院酶消化法获得的细胞

贴壁细胞后见较多死细胞袁细胞形态较杂乱曰阅院细胞团消化贴壁后细胞呈现出典型皮肤成纤维细胞形态袁抗波形蛋白免疫荧光阳性遥
图 员 原代培养的皮肤成纤维细胞形态观察及免疫荧光鉴定渊伊员园园冤

经胰酶及分离酶均能顺利分离表皮遥 玉型胶原
酶消化剪碎的真皮组织袁圆耀源 澡后袁圆例只有极少数
细胞游离袁并混杂有表皮细胞袁猿例可见较多量成纤
维细胞游离出组织遥常规离心尧重悬尧接种袁圆源 澡内贴
壁细胞不足 缘园豫袁 死细胞多袁 且贴壁细胞形态较杂
乱袁圆形与多边形或梭形细胞混杂遥 贴壁 猿耀缘 凿后仍
可见较多圆形细胞渊图 员悦冤袁细胞生长慢袁活力较差遥
圆援猿 两组细胞的生长曲线比较

细胞融合后皮肤成纤维细胞生长排列较规律袁
多呈放射状尧编织状或漩涡状遥 成纤维细胞的倍增时
间较短袁在一段时间内细胞数量与时间呈正相关渊图
圆冤遥 园耀员 凿为潜伏期尧造耀猿 凿为细胞增殖期尧猿耀远 凿为对
数生长期尧远耀苑 凿为平台期遥本课题中可见相比较优化
贴壁法袁 酶消化法所得细胞在 园耀猿 凿内增殖稍慢袁但
随后生长速度加快袁 进入对数生长期的时间大致相
同袁二者的生长增殖差异无显著性意义渊孕 跃 园援园缘冤遥
但总体生长速度比优化贴壁法所获得的细胞慢遥

猿 讨 论

人皮肤成纤维细胞的原代培养由来已较久袁既
往多应用于组织工程皮肤尧整形外科等领域咱苑暂遥 自
圆园园远年细胞重编程技术问世以来袁皮肤成纤维细胞
作为理想的种子细胞得到了更广泛的应用咱圆暂遥 传统
的人皮肤成纤维细胞培养方法分为两种院 组织块贴
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图 圆 两种方法培养的第 圆代皮肤成纤维细胞的生长曲线
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壁法和酶消化法遥 组织块贴壁法进行原代培养时是
把皮肤小块植于培养瓶渊皿冤壁袁当组织周边游离生
长的细胞相互接触形成单层时袁消化这些细胞后获
得原代细胞遥 但该方法生长周期长袁根据本实验的
观察袁一般 缘耀苑 凿方有单细胞游出袁圆园 凿左右可融合
成片袁获得足够数量的细胞至少需要 圆园耀猿园 凿遥 而相
关文献记载周期可达 远耀愿周咱愿暂遥 酶消化法进行原代
培养是先用胰酶或分离酶分离表皮与真皮袁然后玉
型胶原酶对组织进行直接消化后获得单细胞悬液袁
接种后获得原代细胞遥 皮肤与心脏组织等脏器结构
不同咱怨暂袁由于皮肤组织较为致密袁不易消化袁经长时
间的消化袁细胞受损较重袁难以生长咱员园暂遥 有报道减少
消化时间并增加细胞收集频率可降低细胞的死亡

率袁但仍存在着细胞的大量死亡袁并且操作繁琐咱员员暂遥
本实验的结果可见袁酶消化法成功率低渊远园豫冤袁经消
化分离后袁细胞贴壁率低袁细胞活性较差袁且费用较
高遥 细胞生长曲线证明相较于酶消化法袁优化贴壁
法获得的细胞生长速度及细胞活力更佳遥
本课题组在摸索人皮肤成纤维细胞的组织块法

原代培养过程中观察到袁在典型的梭形细胞爬出皮
肤块之前袁 贴壁后的 圆耀猿 凿即可看到皮肤边缘有新
生薄层组织贴壁生长袁组织内可见密度较高的细胞
样结构遥 细胞形态与传统游离出的梭形或多角形不
同袁呈现类圆形或铺路石样结构袁边缘似有薄层结缔
组织包围遥 该组织生长迅速袁缘耀苑 凿即可形成大片遥
园援园缘豫胰酶 猿 皂蚤灶即可消化袁镜下可见细胞从薄层结
缔组织中游离出袁接种后 圆 澡左右即可全部贴壁袁并
逐渐呈现出典型成纤维细胞形态袁经细胞免疫荧光
证实为成纤维细胞遥 考虑该现象为真皮组织的外向
生长袁多量成纤维细胞包裹在结缔组织内袁远早于单
个的成纤维细胞游离出结缔组织遥 曾有报道组织块
贴壁法培养细胞时可见野絮状物冶漂浮于生长液中袁
但该研究中野絮状物冶出现时间较晚袁在 苑耀员缘 凿袁结
构疏松袁极易脱落袁无贴壁生长的特点袁且未见镜下
的形态观察咱愿暂遥 本课题组在组织块贴壁培养细胞的
过程中也观察到组织块周围存在野絮状物冶袁但该野絮
状物冶 内未见细胞结构遥 与本研究发现的 圆耀猿 凿出
现尧呈薄层贴壁生长特点不同遥 因此袁两种方法所观

察到的现象有较大差别袁 且本研究中获得足够细胞
的时间更短遥与传统组织块法及酶消化法相比袁优化
的组织块培养方法具有以下优势院淤周期短袁在 员周
左右可获得较多数量的细胞曰 于细胞活力及纯度均
较高袁消化后贴壁快曰盂成功率高袁可重复性好曰榆费
用低袁消化法中要用到分离酶及玉型胶原酶袁其价格
较昂贵遥
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