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摘要      绵羊成纤维细胞的分离培养是羊毛发育相关基因功能研究及分子育种研究的重要基

础技术和手段, 但是现有贴壁法和胰蛋白酶消化法分离培养所需时间长、效率低, 双酶消化法与差

速贴壁筛选法对绵羊皮肤成纤维细胞的分离培养效果尚不清楚。该实验目的在于通过优化绵羊皮

肤成纤维细胞分离培养过程, 提高培养效率和细胞纯度。采集新生羔羊的耳皮肤组织, 采用胰蛋白

酶和I型胶原酶联合消化法进行绵羊皮肤成纤维细胞的原代分离培养, 培养2~3天后进行传代分离, 
直至获得高纯度的成纤维细胞, 该过程用时约7天。免疫荧光鉴定结果表明, 获得的绵羊皮肤成纤

维细胞纯度达100%。该实验采用优化的双酶消化法与差速贴壁筛选分离成纤维细胞, 提高了绵羊

皮肤成纤维细胞分离培养效率, 大大缩短了培养周期, 提高了细胞纯度。
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Abstract       The isolation and culture of sheep fibroblasts can provide a basic research platform for the func-
tional studies of wool development related genes and molecular breeding. But the existing methods of isolation and 
culture by adhesion and trypsin digestion required long time and had low efficiency. The double enzyme digestion 
method and differential adherent screening method have not been applied in the separation of sheep skin fibro-
blasts. The aim of this study was to improve the efficiency and purity of sheep skin fibroblasts by optimizing the 
isolation and culture procedure. The ear skin tissue samples were taken from newborn lambs, and the primary skin 
fibroblasts were digested by trypsin and type I collagenase. After 2-3 days of culture, the cells were sub-cultured 
and isolated until the obtained fibroblasts had a high purity. This procedure takes about 7 days. The results of im-
munofluorescence identification showed that the purity of sheep skin fibroblasts was 100%. In this experiment, the 
optimized double enzyme digestion method and differential adhesion were used to isolate and purify sheep skin 
fibroblasts, which improved the isolation and culture efficiency of fibroblasts, greatly shortened the culture period 
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and improved the cell purity.
Keywords        sheep; fibroblasts; skin tissue; isolated culture; double enzyme digestion

成纤维细胞(fibroblasts, Fbs)是结缔组织的主要细

胞成分, 也被称为纤维母细胞, 通常单个细胞呈长纺

锤形或不规则扁平状, 细胞核在细胞中清晰可见呈规

则圆形, 胞质突起生长呈放射状, 在体外培养过程中

成纤维细胞大多呈梭型、多角形和扁平星型[1-5]。成

纤维细胞体积大、数量多, 具有较强的分裂增殖能

力, 活动旺盛, 易培养, 因此被广泛应用于动物基因

功能研究、疾病模型建立、疫苗及医药开发和胚胎

技术研究等多个领域[6-10]。动物的成纤维细胞来源

广泛, 包括皮肤、腺体和睾丸组织等[1-6], 最广泛的来

源是皮肤组织, 已经从多种动物的皮肤组织(包括小

鼠真皮、猪胎儿和人皮肤组织等[2])中成功分离培养

出成纤维细胞[3,7,11-15]。随着后基因组时代的到来, 对
绵羊基因多功能的研究成为绵羊育种和基因工程研

究的重要内容, 其中细毛羊育种是我国绵羊育种的

重要方向, 国内外多个研究小组已在绵羊羊毛发育

方面开展了多项研究[16-21]。皮肤成纤维细胞与羊毛

生长发育密切相关, 还是羊毛生长发育诸多相关基

因体外功能研究的重要载体, 因此对绵羊皮肤成纤

维细胞的分离培养研究是羊毛发育机制以及绵羊育

种研究的重要基础[7-8,10,22]。

绵羊成纤维细胞广泛存在于皮肤组织中, 幼龄

羔羊的成纤维细胞的增殖活性远高于成年绵羊, 尤
其是胚胎和刚出生的羔羊, 其成纤维细胞的活力旺

盛。一方面, 绵羊相较于实验小鼠存在繁殖率低、取

材损伤大和经济成本高等不利因素; 另一方面, 采取

腹中胎儿组织培养细胞对母羊和胎羊存在极大的损

伤, 也提高了实验成本。取初生羔羊耳部组织获取

细胞, 可以降低对实验动物的个体损伤, 且取材方便。

组织块法是一直沿用的分离动物皮肤成纤维细胞的

主要方法之一, 原材料一般取自早期胚胎, 分离细胞

的效率远高于常用的耳组织。将组织剪碎后分散在

培养皿中, 待细胞从组织块中爬出后去除组织块, 得
到目的成纤维细胞。耳组织材料的原代皮肤成纤维

细胞从组织块中爬出需6~9天, 10~12天汇合完成P1
代细胞铺板, 建立细胞系时间约14天甚至更久, 且细

胞贴壁效率低, 获得稳定细胞周期时间较长[13,23-25]。

研究表明, 40天的绵羊胚胎皮肤组织进行分离和成

纤维细胞培养, 5~6天原代细胞可汇合成片, 而30天

的胚胎皮肤组织分离培养3~4天原代细胞便可汇合, 
胚胎早期的细胞活力强、培养速度快, 但该方法对

绵羊个体损伤大[26-28]。贴壁法和酶消化法也是分离

成纤维细胞的常用方法, 贴壁法操作复杂且相对酶

消化法用时较长, 存在组织块贴壁不牢、动物毛发

处理不当容易造成污染等问题。消化法主要有胰蛋

白酶消化法和胶原酶消化法, 使用消化酶能够提高细

胞分离时效, 同时相较于传统贴壁法操作更为便捷且

耗时短, 但是消化时间和消化酶用量难以精准把控, 
时间过长或者浓度过高都会对细胞造成一定程度的

损伤, 活力下降, 影响细胞生长[25-26,29-31]。如胰蛋白酶

容易消化过度导致细胞严重受损, 使其无法贴壁生

长; 而I型胶原酶温和, 但消化时间难以掌控, 时间过

长会导致细胞受损[12]。将胰蛋白酶消化法和组织块

法相结合可以提高细胞培养成功率[29], 使用双酶联

合消化成功分离培养出人皮肤成纤维细胞[32], 这些

研究为其他物种的成纤维细胞分离培养提供了方法

参考。但是不同物种成纤维细胞的特性以及双酶消

化效果可能存在差异, 目前尚未有使用双酶联合消

化法分离培养绵羊皮肤成纤维细胞的研究报道。

本研究探究联合使用胰蛋白酶和I型胶原酶分

离绵羊皮肤成纤维细胞, 并对具体的酶浓度、消化

时间和培养条件等进行优化, 建立用于绵羊皮肤成

纤维细胞培养的最优方案。此外, 还对耳皮肤成纤

维细胞和上皮细胞的差速贴壁时间进行探究, 目的

在于能够得到两种细胞的精确分离时间。通过优化

细胞选择和操作过程, 减少培养时间, 探求更为高效

的分离培养方法, 为绵羊育种技术提供材料和平台。

1   材料与方法
1.1   实验动物和材料

绵羊皮肤组织取自于杭州临安罗塘湖羊养殖

场, 随机挑选出生12 h内羔羊6只。用手术刀片刮净

羔羊耳尖部羊毛, 酒精棉球反复擦拭, 用手术剪剪取

绵羊耳部组织0.5 cm×0.5 cm, 迅速放入75%酒精中浸

泡消毒3~5 min。将耳组织置于含1.5%青/链霉素和

两性霉素的PBS中, 冰袋保存, 2 h内带回实验室。实

验过程符合中国动物保护协会要求, 经中国计量大

学实验动物伦理委员会审查批准(批件号2021005)。
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1.2   主要试剂

1× PBS、DMEM高糖培养基和胎牛血清购于

TRAN公司; 青霉素、链霉素、0.25%胰酶(含EDTA)、
Hanks缓冲液(含Ca2+、Mg2+)购于浙江森瑞生物科技

有限公司; 两性霉素购于CAYMANCHEMICAL公司; 
DMSO二甲基亚砜购于Thermo Fisher公司; 免疫荧光

固定液–多聚甲醛、免疫荧光封闭液、一抗Vimen-
tin Monoclonal Antibody、二抗IFkine Green Donkey 
Anti-Mouse-IgG和DAPI染色均购于上海碧云天生物

技术有限公司。

1.3   细胞原代分离

1.3.1   胰蛋白酶消化法      将带回的耳组织块放置

培养皿中, 加入Hanks缓冲液直至浸没组织块, 快速

洗去表面残留羊毛和杂质。洗涤后的耳组织块转移

至含有少量Hanks液的洁净培养皿中, 用剪刀和镊子

去除软骨, 并将组织块剪碎, 用Hanks液再次清洗, 加
入0.25%胰蛋白酶(含EDTA)浸没组织块, 置于37 °C、
5% CO2培养箱中消化1 h。加入DMEM培养基终止

消化后将细胞悬液均匀分布在含有20%胎牛血清、

1%青霉素、1%链霉素和1%两性霉素的DMEM高糖

培养基的6 cm培养皿上, 37 °C、5% CO2培养箱培养

24 h换液, 每隔24 h进行观察。每组实验设置三个平

行组, 重复三次, 下同。

1.3.2   胶原酶消化法      使用Hanks缓冲液反复清洗

耳组织块后去软骨剪碎, 加入Hanks液直至浸没, 将
组织块和缓冲液转移至50 mL离心管中, 按照比例

(按照缓冲液体积的2.5%)加入I型胶原酶, 置于37 °C、
5% CO2摇床培养箱中消化6 h。收集组织液, 过200
目筛, 1 500 r/min离心10 min, 弃上清, 加入PBS洗涤

一次, 然后加DMEM培养基重悬, 将细胞悬液均匀分

布在与1.3.1相同条件培养基中。37 °C、5% CO2培

养24 h换液, 每隔24 h进行观察。

1.3.3   双酶消化法      使用Hanks缓冲液反复清洗耳

组织块后去软骨剪碎, 加入Hanks液再次清洗组织碎

块, 加入0.25%胰蛋白酶(含EDTA)浸没组织块, 置于

37 °C、5% CO2培养箱中消化1 h。加入培养基终止

消化, 使用Hanks液反复冲洗组织块并浸没组织块, 
然后将组织块和缓冲液转移至50 mL离心管中, 按照

比例(按照缓冲液体积的2.5%)加入I型胶原酶, 置于

37 °C、5% CO2培养箱中摇床消化4 h。取得的组织

液过筛, 1 500 r/min离心10 min, 弃上清, 加入PBS洗
涤一次后加DMEM培养基重悬, 将细胞悬液均匀分

布在与1.3.1相同条件培养基中。37 °C、5% CO2培

养24 h换液, 每隔24 h进行观察。

1.4   传代纯化培养

细胞培养汇合度达到 70%~80%即可进行传

代纯化 , 传代时用PBS缓冲液清洗细胞两次 , 加入

0.25%胰酶消化, 镜下观察至大部分细胞变圆, 加入

DMEM培养基终止消化, 微量移液器吹打培养皿内

壁, 培养液1 000 r/min离心5 min, 收集细胞, 加入培

养基重悬接种, 37 °C、5% CO2培养箱培养30 min后
更换一次培养基, 37 °C培养, 细胞汇合度达90%再次

传代纯化。

获得的高纯度绵羊皮肤成纤维细胞可进行正常

传代培养, 培养过程如下: 汇合度达90%时进行传代, 
吸取培养液, PBS缓冲液进行冲洗, 若产生较多分泌物

可进行多次冲洗, 0.25%胰酶消化约2 min(镜下观察大

部分细胞变圆), 即可加入培养基终止消化。微量移

液器吹打培养皿内壁, 培养液1 000 r/min离心5 min收
集细胞, 弃上清加培养基重悬, 细胞悬液接种至培养

皿中于37 °C、5% CO2培养箱中培养, 2~4天可进行下

一次传代。

1.5   细胞鉴定

先用PBS缓冲液清洗细胞, 加入0.25%胰酶消

化, 1 000 r/min离心5 min收集细胞, DMEM培养基重

悬细胞液接种于15 mm爬片培养至密度60%时取出, 
PBS冲洗两次后多聚甲醛室温固定30 min后, 每隔

5 min PBS冲洗三次, 加入免疫荧光封闭液室温孵育

1 h后加入一抗Vimentin波形蛋白单克隆抗体4 °C过
夜, 加入二抗室温避光孵育1 h后DAPI染色, 封片, 荧
光显微镜观察。

2   结果
2.1   原代分离

2.1.1   胰蛋白酶消化法      本实验所用胰酶消化法根

据现有成年绵羊皮肤成纤维细胞分离法进行改进[25], 
使用胰蛋白酶消化原代细胞, 培养24 h后未见细胞, 
48 h后观察, 发现细胞数量较少, 甚至看不到细胞(图
1)。再次培养48 h后观察, 细胞数量仍较少, 主要有少

量成纤维细胞和少量上皮细胞。成纤维细胞呈长梭

形, 细胞体型较大, 占培养皿面积较大; 上皮细胞呈扁

平圆形, 成片连接向外生长。培养12天后细胞活力降

低, 贴壁能力较差, 经PBS冲洗后大量细胞被洗脱。

2.1.2   胶原酶消化法      使用胶原酶消化 6 h后 , 
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DMEM培养基培养48 h后可观察到少量细胞, 呈单个

细胞, 细胞与细胞之间分隔较远; 培养72 h后换液, 可
见细胞向周围铺开生长, 细胞呈梭型放射状, 活性较

好, 但因细胞数量较少、增殖速率较慢; 培养至第8天
细胞群增多, 增殖速率快; 培养10~12天细胞长满培养

皿呈长梭状, 细胞相互紧贴呈旋涡状, 可进行传代(图
2)。原代分离的F1代细胞存在成纤维细胞和上皮细胞, 

成纤维细胞纯度约60%, 需纯化去除上皮细胞。 
2.1.3   双酶消化法      本方法将胰蛋白酶和胶原酶

法相结合进行绵羊皮肤成纤维细胞的原代分离 , 培
养48 h后观察, 发现该方法分离得到的细胞数量较

多 , 汇合度达到 70%, 细胞间存在空隙 , 其中含有

60%~70%成纤维细胞和30%~40%的上皮细胞, 两者

共同生长(图3)。在100倍显微镜下可以看出成纤维

A: 40×倍镜下的成纤维细胞; B: 100×倍镜下的成纤维细胞。

A: fibroblasts at 40× magnification; B: fibroblasts at 100× magnification.

图1   胰蛋白酶消化法分离48 h后P1代细胞

Fig.1   The cells of P1 generation were separated by trypsin digestion for 48 h 

A: 消化后培养48 h的成纤维细胞; B: 消化后培养72 h的成纤维细胞。

A: fibroblasts were cultured after 48 h; B: fibroblasts were cultured after 72h. 
图2   胶原酶消化法分离P1代细胞

Fig.2   The cells of P1 generation were separated by collagenase digestion

(A) (B)

250 µm 100 µm

(A) (B)

100 µm 100 µm

A: 与成纤维细胞竞争生长的上皮细胞, 红色方框所指为上皮细胞; B: 被成纤维细胞包围的上皮细胞。

A: epithelial cells that grow in competition with fibroblasts, the red boxes indicate epithelial cells; B: epithelial cells surrounded by fibroblasts.
图3   双酶消化法分离48 h后P1代细胞

Fig.3   The cells of P1 generation were separated by double enzyme digestion for 48 h

(A) (B)

Epithelial cells

Epithelial cells

Fibroblasts

100 µm250 µm
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细胞和上皮细胞之间明显的边界, 两者具有较大的

形态学差异, 成纤维细胞呈长梭形放射状, 上皮细胞

为扁圆形, 成纤维细胞形态较上皮细胞大, 单个细胞

占培养皿面积广, 大量包围成片生长的上皮细胞(图
3)。采用双酶消化法原代细胞生长2~3天汇合度可达

70%~80%, 即能进行传代。重复实验得到结果一致。

2.2   传代纯化培养

当原代细胞长至70%~80%时进行第一次传代

纯化, 采用差速消化法和差速贴壁法进行成纤维细

胞和上皮细胞的分离。实验对传代分离的P2代和P3
代细胞生长状况和纯度进行观察和记录, 一次纯化

后上皮细胞大部分被分离, 成纤维细胞纯度为90%, 
仍存在少量上皮细胞; 经过两次传代纯化后P3代成纤

维细胞密度纯度较高且成簇排列, 得到较高纯度的绵

羊皮肤成纤维细胞(图4~图5), 显微镜下可见成纤维细

胞轮廓清晰呈长梭形放射状, 该过程约7天左右。得

到的高纯度细胞可用于进一步实验。成纤维细胞受

胰酶消化时细胞变圆脱落, 消化时间通常在2 min左
右, 而上皮细胞对胰蛋白酶耐受性强, 短时间消化吹

打不易脱落; 成纤维细胞在20~30 min内可完成贴壁, 
而上皮细胞经消化后不易贴壁(图6)。重复实验得到

的结果一致。

A: 传代一次得到P2代细胞; B: 传代两次得到P3代细胞。

A: P2 generation cells were obtained after one passage; B: P3 generation cells were obtained after two passages .
图4   双酶消化法分离传代纯化细胞

Fig.4   The cells were separated and purified by double enzyme digestion

图5   双酶消化法分离纯化成纤维细胞

Fig.5   The fibroblasts were isolated and purified by double enzyme digestion

图6   未贴壁悬浮上皮细胞

Fig.6   Unadherent suspended epithelial cells

(A) (B)

250 µm 250 µm

100 µm

100 µm
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2.3   成纤维细胞鉴定

成纤维细胞一般采用形态学方法和免疫荧光

方法鉴定, 成纤维细胞的形态通常呈梭型或不规则

三角形, 通过形态可以将成纤维细胞和大多数细胞

进行区分[33]。为验证双酶联合消化法分离得到的

绵羊皮肤成纤维细胞以及细胞纯度, 对传代纯化

两次后的P3代细胞进行免疫荧光鉴定, 选择在成

纤维细胞中高表达的波形蛋白(Vimentin)为检测靶

标, 一抗选择波形蛋白单克隆抗体。图7为免疫荧

光蛋白作用后在荧光显微镜下观察结果, 绿色荧光

为波形蛋白Vimentin, 蓝色荧光为DAPI染色的细

胞核, 重叠后发现分离得到的细胞中Vimentin高表

达, 几乎所有细胞中都出现绿色荧光。通过细胞质

和细胞核染色对比证明, 双酶联合消化法得到的成

纤维细胞纯度高达100%。重复实验得到的结果一

致。

3   讨论
成纤维细胞具有很强的分裂繁殖能力, 容易进

行分离培养, 同时也被广泛应用于动物研究的多个

领域, 是多项动物生物技术研究的平台和材料之一。

绵羊作为畜牧业重要的物种, 其成纤维细胞分离培

养方法的建立有着重要意义, 可为羊毛和肌肉生长

发育及相关研究提供技术支持和验证平台。

本研究选择剪取出生12 h内的羔羊耳部组织培

养皮肤成纤维细胞, 绵羊的耳部组织较大, 完全能够

满足细胞培养的取材需求并用于后期实验, 且去除

羊毛后耳部软骨及血管等多余组织容易剥离, 细胞

数量多, 原代细胞纯度较高。相比胎儿成纤维细胞

材料来源大大降低了对实验动物的损伤。

本研究中胰蛋白酶消化1 h后得到存活的细胞

数量少, 培养24 h后大部分细胞未贴壁; 胶原酶消化

6 h得到的存活细胞数量多于胰蛋白酶消化所得, 但
传代所需时间长, 成纤维细胞纯度不高; 双酶联合消

化仅需5 h就能得到大量活性较高的原代细胞。据此

推测, 胰蛋白酶对细胞刺激较大, 细胞因长时间消化

会失活甚至死亡, 不适宜高效地进行绵羊皮肤成纤

维细胞原代分离及培养。本研究考虑将胰蛋白酶和

I型胶原酶两种消化酶结合, 探究是否能够进一步提

高细胞分离效率。结果证明, 双酶消化可以在较短

的时间获得更多数量的细胞, 胰蛋白酶和I型胶原酶

联合消化法明显优于单一酶消化法, 提高了分离效

率。其中, 采用0.25%含EDTA的胰蛋白酶和按体积

比2.5%加入I型胶原酶, 首先加入胰蛋白酶恒温37 °C
消化1 h, 后加入I型胶原酶恒温37 °C摇床消化5 h。
在剪碎的组织块消化过程中成纤维细胞和上皮细胞

同时被消化分离, 因此需要筛选净化成纤维细胞, 本
研究采用差速消化法和差速贴壁法进行细胞的纯化

分离。成纤维细胞经胰蛋白酶消化后能在短时间内

变圆且脱壁, 并且在20~30 min内胰蛋白酶消化后的

成纤维细胞能再次快速贴壁; 而上皮细胞在相同时

间内无法脱落, 且悬浮的上皮细胞无法在1 h内完成

DAPI: 细胞核染色, 蓝色荧光蛋白; Vimentin: 波形蛋白染色, 绿色荧光蛋白; Merge: 重叠图。

DAPI: nuclear staining, blue fluorescent protein; Vimentin: staining, green fluorescent protein; Merge: overlapping figure.
图7   成纤维细胞鉴定

Fig.7   Identification of fibroblasts

100 µm 100 µm 100 µm

50 µm50 µm50 µm

DAPI Vimentin Merge
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贴壁[31,34]。因此原代分离后的皮肤成纤维细胞能通

过以上时间传代并筛选, 实现皮肤成纤维细胞高效

纯化。

分离的原代细胞使用DMEM培养基, 37 °C、5% 
CO2培养72 h后可进行传代, 经两次传代得到高纯度

绵羊皮肤成纤维细胞。免疫荧光方法进一步确认细

胞类型, 波形蛋白Vimentin在间充质细胞中部分表

达, 在成纤维细胞内高表达, 是目前鉴定成纤维细胞

的重要标志物[35], 通过染色可对成纤维细胞和上皮

细胞进行区分。FSP1/S100A4也是如今常用于鉴定

成纤维细胞的新型特异性标志物, 但其使用成本较

高, 部分实验室用作Vimentin鉴定材料的备选或验

证实验。经两次纯化得到的P3代细胞纯度高, 活性

高, 可以用于后续实验, 该过程耗时约7天, 相较于贴

壁法和单酶消化法, 时间上有较大提升[13,23-25]。实验

主要筛选出胰蛋白酶和I型胶原酶作为联合消化绵

羊皮肤成纤维细胞的消化酶, 优化了酶的浓度和消

化时间过长导致的细胞受损、活性降低以及时间过

短细胞数量较少的不足。与传统的贴壁法相比消化

法过程操作简单、稳定性高, 且大大缩短了细胞培

养周期。实验进一步精确了差速消化法和差速贴壁

法的时间, 消化20~30 min和贴壁1 h为界限分离成纤

维细胞和上皮细胞。本实验进行重复实验, 所得到

的结果一致, 证明胰蛋白酶和I型胶原酶双酶消化法

分离培养绵羊皮肤成纤维细胞成功率较高, 后续传

代细胞活性好、增殖快。

4   结论
本研究通过比较不同酶消化组织块方式筛选

优化了培养绵羊原代成纤维细胞的结果, 建立了一

种稳定高效且完整的绵羊耳皮肤成纤维细的分离培

养方法, 包括样品采集、原代细胞分离、培养纯化

以及细胞鉴定, 为绵羊羊毛及生长发育相关基因的

研究提供细胞来源和材料。本实验采用双酶消化法, 
采集刚出生12 h羔羊耳部组织, 剪碎后使用胰蛋白

酶和I型胶原酶联合消化, 采用20~30 min差速消化

法和1 h差速贴壁法进行细胞纯化, P3代皮肤成纤维

细胞经波形蛋白鉴定纯度高达100%, 整个过程用时

7天即可得到稳定的、可用于后续实验的绵羊皮肤

成纤维细胞。该方法缩短了细胞培养周期, 节约了

人力和时间, 也降低了对取样绵羊的损伤, 为绵羊物

种的多项生物技术研究奠定基础。
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