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摘　 要:旨在建立牦牛原代肺成纤维细胞(ＹＬＦＳ)体外分离培养、传代纯化及鉴定的方法.采用 Ｉ 型胶原酶和胰酶混合

消化并结合差速消化法分离纯化 ＹＬＦＳꎻ统计细胞冻存及复苏后活率ꎻ苏木精￣伊红(ＨＥ)染色鉴定细胞形态ꎻＣＣＫ８ 溶液

检测细胞生长活力ꎻ免疫荧光、ＲＴ￣ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定成纤维细胞标志性基因波形蛋白(Ｖｉｍｅｎｔｉｎ)和 α￣平滑肌肌

动蛋白(α￣ＳＭＡ)表达ꎻβ￣半乳糖苷酶染色检测细胞衰老.细胞在第 ２ ｄ 逐渐贴壁生长ꎬ第 ４ ｄ 贴壁范围呈漩涡状扩大ꎻ差

速消化法重复２ ~３次即可纯化 ＹＬＦＳꎻ冻存复苏后的细胞活力均维持在 ９０％以上ꎻＨＥ 染色 ＹＬＦＳꎬ细胞形态多为树杈型、

长梭形以及不规则四边形ꎻ细胞生长状态良好ꎬ生长曲线呈“Ｓ”型ꎻＶｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ 在 ＹＬＦＳ 的基因及蛋白水平均高

度表达ꎻ第 １３ 代 ＹＬＦＳ 细胞衰老染色结果呈阳性.本实验成功分离培养出大量活力良好的牦牛肺成纤维细胞ꎬ建立了成

年牦牛肺成纤维细胞体外分离培养的方法ꎬ为进一步研究牦牛肺在单细胞水平的高原适应性机制提供生物材料.
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　 　 牦牛(Ｂｏｓ ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ) 主要生活在海拔 ３ ０００ ~
６ ０００ ｍ的青藏高原地区[１]ꎬ为当地牧区提供了宝贵

的生产和生活资源ꎬ还享有“高原之舟”的美誉[２] 􀆰 作

为唯一一种在高海拔地区繁衍至今的珍稀牛种[３]ꎬ牦
牛肺脏为适应高原低氧环境ꎬ具有肺容量大、肺泡数

量多、薄壁、血管分布丰富等特点ꎬ这些特点使其能在

高海拔地区进行有效呼吸.当肺脏执行呼吸系统功能

时ꎬ涉及肺泡和毛细血管等的参与[４]ꎬ而肺成纤维细

胞作为肺脏基质中最丰富的细胞类型[５]ꎬ同样发挥着

重要作用.在正常情况下ꎬ成纤维细胞在肺部组织中

起着支持作用ꎬ并具有多种生物学功能ꎬ如增殖、收缩

和迁移等[５]ꎻ在损伤修复过程中ꎬ成纤维细胞从周边

组织迁移到损伤部位ꎬ合成和释放多种细胞外基质ꎬ
直接参与组织修复ꎬ并通过释放多种细胞因子和生长

因子来调节其他支气管肺组织内细胞的功能[６￣７]ꎻ在
病理条件下成纤维细胞会发生异常激活ꎬ其主要通过

分泌胶原蛋白和纤维蛋白参与组织纤维化ꎬ影响多种

肺部疾病的发生和发展过程[８￣９] 􀆰 近年来ꎬ科学家们

已成功将小鼠[１０]、绵羊[１１]、猕猴[１２]、树鼩[１３]、人[１４]、
兔[１５]等的原代肺成纤维细胞分离培养出来ꎬ当前关

于成年牦牛肺成纤维细胞原代培养的研究还未见报

道 􀆰 因此ꎬ本研究利用胶原酶和胰酶混合消化并结合

机械吹打的方法ꎬ成功分离培养出了成年牦牛肺成纤

维细胞ꎬ旨在为后续研究牦牛肺部疾病发生及高原适

应性分子机制研究提供生物材料.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

样本采集自四川省阿坝州高原地区ꎬ６ 岁雄性牦

牛屠宰后采集肺组织ꎬ放入提前预冷加入 ４×青链霉

素和两性霉素三抗的 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ低温保存.
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(Ｇｉｂｃｏ)ꎻ青链霉素￣两性霉素

Ｂ 溶液(Ｂｉｏｓｈａｒｐ)ꎻ胎牛血清(ＢＩ)ꎻ０􀆰 ２５％胰酶￣ＥＤＴＡ
(Ｈｙｃｌｏｎ)ꎻ Ｉ 型胶原酶 ( Ｂｉｏｓｈａｒｐ)ꎻＨＥ 染色试剂盒

( Ｓｏｌａｒｂｉｏ )ꎻ ＡＣＴＲ１Ｂ 兔 抗 ( Ｂｉｏｓｓ )ꎻ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 兔 抗

(Ｂｏｓｔｅｒ)ꎻ羊抗兔二抗(Ｂｏｓｔｅｒ)ꎻＣＣＫ８ 溶液(Ｂｏｓｔｅｒ)ꎻ
细胞衰老 β￣半乳糖苷酶染色试剂盒(碧云天)ꎻ超净

工作台ꎻ倒置显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳ)ꎻ免疫荧光显微镜ꎻ
二氧化碳培养箱(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻ６０ ｍｍ 细胞培养皿.
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 混合酶消化法分离 ＹＬＦＳ
将采集到的牦牛肺组织放入预冷的含 ２×三抗的

ＰＢＳ 溶液中冲洗ꎬ去除表面血污后ꎬ浸泡在 ７５％酒精

中 ３０ ｓꎬ然后迅速转移到 ２×三抗 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ使用

无菌刀片尽量剔除组织被膜和细支气管后ꎬ再用无菌

剪刀快速剪碎至肉糜状 􀆰 提前配置 ０􀆰 ２％Ｉ 型胶原酶

与 ０􀆰 ２５％胰酶(２∶１)的混合酶ꎬ在装有剪碎组织块的

５０ ｍＬ 离心管中加入 ５ 倍体积的混合酶液后ꎬ放在

３７ ℃水浴锅中消化 ４５ ｍｉｎꎬ其间每隔 ５ ｍｉｎ 震荡 １
次.使用 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 完全培养液终止消化ꎬ
反复吹打ꎬ用 ４５ μｍ 的细胞筛过滤混合液ꎬ１ ５００ ｒｐｍ
离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用完全培养液重悬细胞ꎬ最后

接种至培养皿放入 ３７ ℃、５％二氧化碳恒温培养箱中

培养.
１􀆰 ３􀆰 ２　 差速消化法纯化 ＹＬＦＳ

显微镜下观察成纤维细胞中混合少量上皮细胞ꎬ
吸弃旧培养基ꎬ用 ２×三抗 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ２ 次ꎬ用
０􀆰 ２５％胰蛋白酶 ３７ ℃消化 ２ ｍｉｎꎬ显微镜下观察成纤

维细胞形态变圆而上皮细胞形态未发生改变ꎬ加入 ２
倍体积的完全培养基终止消化ꎬ反复吹打皿底收集细

胞悬液ꎬ１ ５００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ 后重悬接种到新的培养

皿中继续培养观察.
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＹＬＦＳ 的冻存、复苏和活力检测

冻存前细胞活率检测:选取处于对数生长期的第

３ 代细胞ꎬ消化离心后获得细胞沉淀 􀆰 重悬后将细胞

数量稀释至 １×１０５ 个 / ｍＬꎬ将细胞悬液与 ０􀆰 ４％台盼蓝

染料以 ９ ∶ １ 的体积比混合均匀ꎬ室温孵育 ５ ｍｉｎ.取
１０ mＬ细胞悬液加入细胞计数板中ꎬ利用细胞计数仪

统计蓝色细胞数量后计算冻存前活率.
复苏后细胞活率检测:冻存液比例为 ＤＭＥＭ / Ｆ１２

∶ＤＭＳＯ ∶ＦＢＳ ＝ ５∶４∶１ꎬ用 １ ｍＬ 的冻存液重悬细胞沉淀

４９４
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后转移至冻存管中ꎬ将冻存管放入细胞冻存盒后转移

至－８０ ℃冰箱 １２ ｈ 后立即放入液氮过夜 􀆰 小心将冻

存的细胞从液氮罐中取出ꎬ立即放入 ３７ ℃水浴锅中

快速摇晃至完全溶解ꎬ将细胞悬液转移至提前加入

２ ｍＬ完全培养液的 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ离心弃上清ꎬ重
悬稀释后对细胞进行染色ꎬ根据公式活细胞比率(％)
＝ (总细胞数￣蓝色细胞数) /总细胞数ꎬ计算细胞冻

存、复苏后活率.
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 染色鉴定 ＹＬＦＳ 形态特征

调整细胞密度至 １×１０３ 个 / ｍＬꎬ制备细胞爬片 􀆰
将细胞爬片放入 ６ 孔板中ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ用 ４％多聚

甲醛常温固定 １５ ｍｉｎꎻ将细胞爬片浸入苏木精染液中

染色 １５ ｍｉｎꎬ用自来水冲洗 １ ｍｉｎꎬ浸入 １％盐酸乙醇溶

液内分色 ２ ｓꎻ自来水冲洗后将爬片放入伊红染液浸染

５ ｍｉｎꎬ再用自来水冲洗ꎬ自然晾干爬片 􀆰 最后在载玻片

上滴加中性胶封片ꎬ显微镜下观察并采集照片.
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＣＣＫ８ 法检测 ＹＬＦＳ 增殖情况

取第 ３ 代对数生长期细胞ꎬ按每孔 ２×１０３个细胞

接种到 ９６ 孔板中ꎬ每孔加入 １００ μＬ 完全培养基 􀆰 共

设置了 ８ 个组别ꎬ每组包含 ６ 个复孔 􀆰 每孔避光加入

１０ μＬＣＣＫ８ 溶液与 ９０ μＬ 基础培养基ꎬ放入 ３７ ℃恒

温培养箱中孵育 ２ ｈꎬ孵育结束避光使用酶标仪测量

４５０ ｎｍ 波长处每孔 ＯＤ 值ꎬ取 ６ 个孔的平均值 􀆰 连续

测定 ８ ｄꎬ以时间为横坐标ꎬＯＤ 值为纵坐标绘制细胞

生长曲线.
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫荧光鉴定 ＹＬＦＳ 标志基因的表达

将第 ３ 代细胞以 ６×１０５ 个 / ｍＬ 接种到 ６ 孔板中ꎬ
待细胞汇合生长至 ７０％~８０％后ꎬ吸弃旧培养基ꎬＰＢＳ
洗涤 ３ 次ꎬ加入 ４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ 后ꎬ再用 ＰＢＳ
洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎ.加入 ０􀆰 ２％ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 通透

２０ ｍｉｎꎬ弃液后用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ加入 ５％
ＢＳＡ 封闭 １０ ｍｉｎ 后弃液ꎻ加入 ５％ＢＳＡ 稀释的一抗(１
∶２５０)ꎬ４ ℃湿盒中避光孵育过夜ꎻＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ加入

５％ＢＳＡ 稀释的二抗(１∶２００)ꎬ室温孵育 １ ｈꎻＰＢＳ 洗涤

３ 次后加入 ＤＡＰＩ 溶液进行染色ꎬ室温避光孵育５ ｍｉｎ.
荧光倒置显微镜下观察并拍照.
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测标志基因 ｍＲＮＡ

表 １ 所示ꎬ参照 ＮＣＢＩ 中牛的 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ
基因序列设计引物ꎬ引物由北京擎科生物技术股份有

限公司合成.利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取第 ３ 代细胞总 ＲＮＡꎬ按

照去基因组 ＤＮＡ 的反转录试剂盒(ＥＸＯＮＧＥＮ)说明

书进行反转录ꎬ得到 ｃＤＮＡ 于－２０ ℃保存备用.以 ｃＤ￣
ＮＡ 为模板进行 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ反应程序设置为:９５ ℃预变

性 ３０ ｓꎬ１ 个循环ꎻ９８ ℃ 变性 １０ ｓꎬ５９ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ
７２ ℃延伸 １５ ｓꎬ重复 ３０ 个循环.最终产物进行琼脂糖

凝胶电泳.
表 １　 基因引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

基因名称 引物序列(５′→３′)
目的片
段长度
/ ｂｐ

退火
温度
/ ℃

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
Ｆ:ＡＧＣＡＣＴＣＴＧＣＡＧＴＣＴＴＴＣＡＧ

Ｒ:ＣＧＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＧＡＡＴＣＴＧＧ １６０ ５６

α￣ＳＭＡ
Ｆ:ＡＣＡＡＣＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧ

Ｒ:ＡＡＡＣＧＣＴＣＡＴＴＣＣＣＧＡＴＧＧＴＧ ２８３ ６０

１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定标志基因蛋白表达

取第 ３ 代与第 ５ 代细胞ꎬ吸弃旧培养基后用预冷

ＰＢＳ 清洗 １ 遍ꎬ加入 ４００ μＬ 细胞裂解液ꎬ冰上孵育

３０ ｍｉｎ后用细胞刮刀将其收集至 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ
４ ℃ꎬ１４ ０００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎ.取上清液与 ５×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 按 ４∶１ 混合后 １００ ℃沸水中变性 ５ ｍｉｎꎬ－２０℃
冰箱保存.将变性后的蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ转
至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂奶粉常温封闭 １ ｈꎬ裁膜ꎬ４ ℃孵

一抗过夜 􀆰 洗去一抗后ꎬ常温孵育二抗 １ ｈꎬ洗掉二

抗ꎬ避光滴加显影液后曝光拍照.
１􀆰 ３􀆰 ９　 β￣半乳糖苷酶染色法检测细胞衰老

将第 ３ 代与第 １３ 代细胞ꎬ调整密度至 ６×１０５ 个 /
ｍＬ 分别接种至 ６ 孔板中ꎬ待细胞密度生长至 ７０％ ~
８０％ꎬ吸除旧培养基后用 ＰＢＳ 洗涤 ２ ｍｉｎꎬ加入 １ ｍＬ
β￣半乳糖苷酶染色固定液ꎬ室温固定 １５ ｍｉｎꎻ吸除细

胞固定液ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎻ每孔加

入 １ ｍＬ 染色工作液后ꎬ在 ３７ ℃无 ＣＯ２恒温培养箱中

孵育过夜.光学显微镜下观察并拍照.

２　 结果

２􀆰 １　 混合酶消化法分离原代 ＹＬＦＳ
混合酶消化结束后 ２４ ｈ 倒置显微镜下观察到少

量梭形细胞贴壁生长(见图 １Ａ)ꎻ４８ ｈ 后贴壁细胞数

量增多ꎬ面积扩大ꎬ细胞呈漩涡状向四周生长(见图

１Ｂ)􀆰 细胞形态多样ꎬ除经典梭形及纺锤形之外ꎬ还有

四边形等不规则状ꎬ符合成纤维细胞生长基本形态特

５９４
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征ꎻ细胞间紧密贴合增殖能力强ꎬ细胞核多且大胞质 透明ꎬ生长状态良好.

Ａ􀆰 培养 ２４ ｈ 后的肺成纤维细胞ꎻＢ􀆰 培养 ４８ ｈ 后的肺成纤维细胞

图 １　 原代培养 ＹＬＦＳ 生长形态变化(Ａ􀆰 １０×１０ꎻＢ􀆰 １０×２０)
Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＹＬＦＳ(Ａ􀆰 １０×１０ꎻＢ􀆰 １０×２０)

２􀆰 ２　 差速消化法纯化 ＹＬＦＳ
由于初次消化所得的细胞中混杂少量上皮细胞ꎬ

它们形态呈铺路状ꎬ小块聚集或单独生长ꎬ与成纤维

细胞形成明显边界(见图 ２Ａ) 􀆰 因此ꎬ利用成纤维细

胞对胰酶消化更敏感的原理ꎬ经过 ２ ~ ３ 次消化处理

即可获得纯度较高成纤维细胞(见图 ２Ｂ).

Ａ􀆰 第 １ 代肺成纤维细胞与肺上皮细胞混合生长形态ꎻＢ􀆰 第 ３ 代纯化后肺成纤维细胞形态

图 ２　 差速贴壁消化法纯化 ＹＬＦＳ(１０×２０)
Ｆｉｇ.２　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＬＦＳ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ(１０×２０)

２􀆰 ３　 ＹＬＦＳ 的冻存及复苏后细胞存活率比较

根据细胞计数仪统计冻存前及复苏后的染色结

果ꎬ细胞冻存前活率为 ９７􀆰 ８％ꎬ复苏后活率为 ９４􀆰 ４％
(见图 ３)􀆰 冻存前与复苏后第 ３ 代肺成纤维细胞活率

差异不显著.
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色 ＹＬＦＳ 结果

倒置显微镜下观察成纤维细胞染色结果显示ꎬ细
胞质呈淡粉色ꎬ细胞核着深紫色 􀆰 肺成纤维细胞形态

为典型的梭形、树杈型及四边形ꎬ符合成纤维细胞基

本形态特征(见图 ４ＡꎬＢ). 图 ３　 ＹＬＦＳ 冻存前与复苏后活率

Ｆｉｇ.３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＹＬＦＳ ｂｅｆｏｒｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ

ａｎｄ ｐｏｓｔ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ

６９４
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图 ４　 ＨＥ 染色 ＹＬＦＳ(Ａ􀆰 １０×２０ꎻＢ􀆰 １０×１０)
Ｆｉｇ.４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＹＬＦＳ(Ａ􀆰 １０×２０ꎻＢ􀆰 １０×１０)

２􀆰 ５　 ＣＣＫ￣８ 检测 ＹＬＦＳ 活力

取第 ３ 代牦牛肺成纤维细胞ꎬ经过连续 ８ ｄ 的检

测后绘制生长曲线.结果表明ꎬ生长曲线呈“Ｓ”型ꎬ成
纤维细胞在第 １~３ ｄ 为缓慢生长期ꎬ第 ４~６ ｄ 为对数

生长期ꎬ第 ７ ｄ 细胞生长进入平缓期.说明所培养的

ＹＬＦＳ 可以正常分裂增殖ꎬ细胞活力良好(见图 ５).
２􀆰 ６　 ＹＬＦＳ 的 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ 表达及分布情况

免疫荧光结果显示ꎬ第 ３ 代细胞的 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣
ＳＭＡ 呈强阳性表达ꎬ细胞形态清晰ꎬ经 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣
ＳＭＡ 染色后的细胞质与 ＤＡＰＩ 染色的细胞核均可完

全重合(如图 ６ＡꎬＢ)ꎬ表明该细胞为成纤维细胞.而阴

性对照组中几乎无红色荧光(见图 ６Ｃ)ꎬ表明分离纯

化后的成纤维细胞纯度较高.

图 ５　 ＹＬＦＳ 生长曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＹＬＦＳ

Ａ􀆰 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 荧光分布图ꎻＢ􀆰 α￣ＳＭＡ 荧光分布图ꎻＣ.角蛋白荧光分布图

图 ６　 细胞免疫荧光鉴定 ＹＬＦＳ 标志性蛋白(１０×１０)
Ｆｉｇ.６　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＬＦＳ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ(１０×１０)

７９４
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２􀆰 ７　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ 基因表达

以第 ３ 代牦牛肺成纤维细胞 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用
ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增牦牛的 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ 基因ꎬ经 ２％
琼脂糖凝胶电泳检测.结果显示ꎬ扩增产物条带清晰

可以检测出 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ(见图 ７Ａ)与 α￣ＳＭＡ(见图 ７Ｂ)
的表达ꎬ证明该细胞为成纤维细胞.

Ａ􀆰 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 电泳结果图ꎻＢ􀆰 α￣ＳＭＡ 电泳结果图ꎻ
Ｍ:蛋白质分子量标准

图 ７　 ＹＬＦＳ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ.７　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｏｆ ＹＬＦＳ ｇｅｎｅｓ

２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＹＬＦＳ 的 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ
蛋白表达

选取第 ３ 代和第 ６ 代的 ＹＬＦＳ 细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 检测ꎬ分别以 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ 为一抗ꎬＧＡＰＤＨ
为内参蛋白.结果显示ꎬ第 ３ 代和第 ６ 代细胞中目标

蛋白均有效表达ꎬ从而表明成功分离纯化获得牦牛肺

成纤维细胞(见图 ８).

ａ:第 ３ 代 ＹＬＦＳꎻｂ:第 ６ 代 ＹＬＦＳ
图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＹＬＦＳ 中 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 α￣ＳＭＡ 蛋白

Ｆｉｇ.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｄ α￣ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＹＬＦＳ

２􀆰 ９　 β￣半乳糖苷酶染色检测细胞衰老

将培养至第 ３ 代与第 １３ 代肺成纤维细胞分别进

行衰老检测ꎬβ￣半乳糖苷酶染色结果显示ꎬ第 ３ 代细

胞染色呈阴性(见图 ９Ａ)ꎬ第 １３ 代细胞染色结果呈阳

性(见图 ９Ｂ)ꎬ细胞胞浆增大形状扁平且着深蓝色.结果

表明第 １３ 代肺成纤维细胞已经逐渐发生细胞衰老.

Ａ􀆰 第 ３ 代 ＹＬＦＳ 细胞衰老染色ꎻＢ􀆰 第 １３ 代 ＹＬＦＳ 细胞衰老染色

图 ９　 β￣半乳糖苷酶细胞衰老染色结果图(１０×１０)
Ｆｉｇ.９　 Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｃｅｌｌｓ(１０×１０)

３　 讨论

　 　 牦牛作为高海拔低氧地区可生存的唯一牛属动

物ꎬ其肺是研究低氧适应机制的代表性器官.目前国

内外对成年牦牛肺成纤维细胞的分离与培养方法未

见报道ꎬ仅有幼龄动物肺组织原代细胞分离培养报

道[１６]ꎬ此操作不仅会提高成本还不适用于培养成年

牦牛肺成纤维细胞.本实验采集健康成年牦牛的肺组

织ꎬ利用 Ｉ 型胶原酶与胰酶混合消化的方法获取细胞.
由于酶消化的关键是时间与浓度的控制ꎬ因此ꎬ通过

参考李欣淼[１７]的消化方法ꎬ使用 ０􀆰 ２％Ｉ 型胶原酶和

０􀆰 ２５％胰酶按 ２∶１ 的比例在 ３７ ℃水浴锅中消化１ ｈꎬ
但在实际操作过程中发现消化结束后滤液中细胞数

量虽多、组织块消化彻底但活细胞占比极少ꎬ推测可
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能是消化时间过长导致细胞损伤ꎬ于是尝试减少混合

酶消化液与组织块的体积比并缩短消化时间至 ４５
ｍｉｎ.最终ꎬ能稳定且高效地获得数量多且状态良好的

牦牛肺成纤维细胞.
目前为止ꎬ体外培养细胞最大的困扰是污染问

题ꎬ许振[１２]等在培养原代猕猴肺成纤维细胞时ꎬ采用

预冷无菌的 ０􀆰 ９％氯化钠溶液洗除血块、表面结缔组

织和包膜ꎻ陈子同[１８]等用含 ４％双抗的 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍

山羊软骨组织ꎻ曾莹莹[１９] 等在培养小鼠原代气道和

肺泡成纤维前ꎬ先将小鼠浸泡 ７５％乙醇全身消毒 ５ ｓ
后再无菌摘取肺组织.对于牦牛这种大型哺乳动物ꎬ
采集样本需在屠宰场中进行ꎬ在采集过程中需要做到

无菌操作相对比较困难ꎬ一方面需要保证样本运输时

的处理ꎬ另一方面当组织块带回实验室后如何更好地

清理污染物也无统一方法.因此ꎬ在实际操作过程中ꎬ
为保证组织块血污能完全清除干净ꎬ采样前用生理盐

水冲洗表面血污后将组织块放入 ４％三抗的预冷 ＰＢＳ
缓冲液中低温运输并快速带回ꎬ然后继续使用 １ Ｌ 容

量 ４％预冷 ＰＢＳ 缓冲液反复摇晃冲洗组织块直至组

织块发白ꎬ溶液清亮后即可进行下一步操作.为防止

培养过程中再次出现污染情况ꎬ采用梯度抗生素添加

在培养基中ꎬ在 ｐ１ 代使用 ４％三抗的完全培养基ꎬ依
据培养代数从高浓度逐渐降低至低浓度ꎬ最终将抗生

素浓度稳定维持在 １％.结合以上两种方法ꎬ很大程度

避免 ＹＬＦＳ 原代培养过程中频繁出现的污染问题.

４　 结论

　 　 本研究采用机械吹打与混合酶消化相结合的方

法ꎬ成功分离并培养出大量活力良好、纯度高且能持

续稳定传代培养的成年牦牛肺成纤维细胞ꎬ由此建立

了一种高效稳定的成年牦牛原代肺成纤维细胞分离

培养的方法.
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