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大熊猫皮肤成纤维细胞系的建立和冷冻保存
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摘要：简要介绍了大熊猫（1#,)*(2(3+ 4%,+$(,%)5+）皮肤成纤维细胞的建系过程和冷冻保存。在研究中，采

用 !"" *+,-. 的胶原蛋白酶#酶在 $/下解离皮肤组织。在 012,34-’5 6&! 和 1&77 两种培养液中添加

&"" *+,-. 青链霉素、#$8,-. 两性霉素 9、#$8,-. 1:;.45-<=>?
@1、! --<.,A A:B.C、&"$8,-. 的胰岛素、$" ?8,-.

2B6 和 !"D（原代）或 &"D（传代）69E 组成培养液，分别用于细胞的贴壁培养和植块培养，均获得培养成

功。用 ;9E 添加 "F$D9EG、"F& -<.,A 蔗糖和 &"D01EH 组成的冷冻保存液对细胞进行冷冻保存，解冻后

获得 7IF!#)D的活率，解冻细胞再次培养能正常生长。研究结果表明，大熊猫皮肤成纤维细胞建系和冷

冻保存获得成功。
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大熊猫（1#,)*(2(3+ 4%,+$(,%)5+）是我国特有

的珍稀濒危动物，由于其繁殖力低下、栖息环境

不断缩小和割裂、遗传交流中断、遗传多样性逐

渐丢失，加上人为干扰等原因，野生大熊猫的数

量急剧减少，已处于濒临灭绝的境地［&］
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猫具有珍贵的遗传价值，是人类共同的财富。

对大熊猫遗传资源进行保护和研究，已迫在眉

睫。

通过对细胞培养，选育大熊猫遗传资源细

胞系，建立大熊猫遗传资源细胞库，可以与大熊

猫配子库、胚胎库一起，形成多层次、多角度、全

方位的遗传资源保藏系统［!］。细胞培养不仅可

以使大熊猫的遗传资源扩大，得到长期保存，而

且可以为研究者提供丰富的研究材料，更有利

于开展大熊猫保护的世界性联合研究。本文扼

要地介绍了成都大熊猫繁育研究基地的大熊猫

皮肤成纤维细胞建系过程和冷冻保存方法。该

建系方法已经成功的应用于 "#$ % & 岁年龄阶

段大熊猫皮肤成纤维细胞的培养。

! 材料与方法

!"! 实验材料 "#$ % & 岁的大熊猫共 ’& 只，

来自成都大熊猫繁育研究基地。大熊猫麻醉

后，股内侧剃毛消毒（碘酒消毒后立即用 ($)
的酒精脱碘）后，用 * % ’! 号针头挑起皮肤，再

按与针尖垂直的方向切割挑起的皮层，每块皮

肤约 ! % + ,,!，然后迅速将其放入含 $"" -./,0
青链霉素（长征制药二厂）的 123 液中（自配制），

45下保存备用，保存时间最好不超过4& 6。

!"# 实验方法

!"#"! 皮肤组织细胞的分离 将大熊猫皮肤

组织 在 含 ’"" -./,0 青 链 霉 素 的 789:’; 液

（7<=0>9?，@AB’C"’C）中洗涤 + 次，每次浸 $ ,D9
后 ’ """ E/,D9 离心后放在吸水纸上晾干。用电

子天平称重皮肤组织块，然后在 45下用 !""
-./,0 的胶原蛋白酶!（FDGH> 2IJ，’"!’"&!）持

续酶解时间 +C % 4& 6。酶解过程中随时观察，

待皮肤组织呈絮状时停止酶解。细胞悬液洗涤

后用血球计数法测量细胞密度，计算细胞得率。

!"#"# 植块培养 按照 ’#!#’ 中的方法将皮

肤组织块清洗，然后剪碎成 ’ ,,+ 的小块。将

组织 块 在 A’**（7<=0>9?，@AB’C"&C）中 添 加

’"" -./,0 青链霉素、$"K/,0 两性霉素 2（3DK,8，
’(’+($）、$"K/,0 AL108;,>HD9

MA（ -9NDN>F?9，晶美

分装，!4L’"+LA11）、! ,,>0/J JLF0O（FDGH> 2IJ，

’"C!$"+）、’""K/,0 的胰岛素（3DK,8，-$$""）、4"
9K/,0 BFP（ -9NDN>F?9，’’!"C((）和 !") P23

（7<=0>9?，@Q2’’4!"）组成的原代培养液浸润。

再将组织块移入 $" ,0 培养瓶（P@J=RS，+$+"’4）

瓶底，将瓶翻转，加入 ! ,0 原代培养液，静置

’! 6，将瓶轻轻翻转，让培养液浸没组织块，漂

浮的组织块吸出。每 ! T 更换 !/+ 的培养液。

当组织块周围长出细胞铺满瓶底 &") 时，用

"#!$) 胰蛋白酶（FDGH> 2IJ）消化脱壁传代。

传代培养液添加 ’")P23。

!"#"$ 贴壁培养 将植块培养中 A’** 换成在

UAB/78,’; P’!（7<=0>9?，@AB’$*(!）组成培养

液。P23 添加和传代与植块培养相同。培养

时，将酶解获得的细胞用培养液调整浓度到 !
V ’"$ % 4 V ’"$ 个/,0，每个 $" ,0 培养瓶中添加

! ,0，静置 C 6 后再添加相应培养液 + ,0。换液

传代同 ’#!#! 中的方法。贴壁培养时，根据上

皮细胞和成纤维细胞差速粘附特性将其分离。

具体做法是：室温下消化贴壁细胞 $ ,D9，未脱

壁细胞丢弃；传代接种细胞 C 6 后，吸出培养瓶

中悬浮细胞。消化时容易脱壁和接种后贴壁快

的细胞主要是成纤维细胞。

!"#"% 培养条件 所有培养液调节 W7 值为

(#!。在饱和湿度，$) =R!，+(#!5的环境条件

下进行培养。

!"#"& 生长速度测定 取贴壁培养传至第 C
代的细胞，按 ’#C(+ V ’"$ 个每孔接种 "#$ ,0 细

胞悬液到 ’! 孔板培养板（P@J=RS，+$+"4+），每

隔 ’! 6 消化 ’ 孔测定细胞个数，& 个重复。然

后以测定次数为横轴，细胞个数为纵轴绘制细

胞生长曲线。

!"#"’ 核型分析 取第 $ 代细胞，用秋水仙碱

（3DK,8，+’Q’$+4）处理后进行核型制片，具体方

法见参考文献［+］，并将核型片制作成临时装

片。分析 ’’C 个细胞的核型，根据细胞染色体

数目（S ），将其分成亚单倍体（S X !’）、单倍体

（S Y !’）、亚二倍体（!’ X S X 4!）、二倍体（S Y
4!）、超二倍体（4! X S X C+）和多倍体（S!C+）

C 种类型，并分别计算每种类型细胞所占的百

分比，通过染色体数目变异率测试，衡量细胞体
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外培养的遗传特性。根据核型确定培养细胞来

源的动物种属。

!"#"$ 细胞冷冻保存和复苏 在 !"#（#$%&’
药品自配）中添加 ()*+ "#,（-$./0 "12）、()3
&0452 蔗糖（-$./0 "12），然后再添加 3(+ 67#8

（#$%&’）组成冷冻保存液，用细管（9:; 牛冻精

管）分装细胞，按程序（*<下平衡 3 =；> ?@ A
*<，3<5&$B；> C( A > ?@<，3(<5&$B；> C(<
时直接投入液氮）冷冻细胞，液氮中保存半年后

解冻培养。用 @@ A D(<温水快速解冻，用培养

液洗细胞 E 次。用贴壁培养液进行培养。

# 结 果

#"! 皮肤组织分离效果 由于大熊猫年龄和

组织块大小的差异，酶解分离时间一般需要 ED
A *C =。酶解后的皮肤组织呈絮状悬浮物，其

中最上层为非细胞悬浮物，紧接着是单细胞层，

中层为细胞团，最下层为毛根和未被消化的皮

肤表层。酶解所得的细胞悬液经离心洗涤，取

中层悬液，其他非细胞成份含量会大大减少（图

版!：3，?）。大熊猫皮肤组织酶解分离的细胞

平均得率为 @)(FG H 3(D 个5%。
#"# 植块培养 用 73GG 进行组织块培养时，

幼仔熊猫（出生 @( I 左右）的皮肤组织块在培

养 D A C I 左右可看见梭状的成纤维细胞从组

织块周围长出（图版!：E）。在 @( &4 的培养瓶

中放 D 块皮肤组织时，铺满瓶底需要 ?D A E? I；

成体（? 岁或 ? 岁以上）大熊猫的皮肤组织块在

培养 3? A 3* I 左右可以看见梭状成纤维细胞从

组织块周围长出。在 F@ &4 的培养瓶中放 D 块

皮肤组织时，铺满瓶底需要 @( A D( I 左右。植

块培养获得原代细胞主要为成纤维细胞。

#"% 成纤维细胞的纯化 在贴壁培养原代，培

养细胞主要为上皮样细胞和成纤维细胞，两类

细胞在生长过程中往往形成同种细胞集落（图

版!：*），同种细胞集落形成表明：培养细胞存

在运动现象和细胞间联系。酶解分离得到的上

皮样细胞和成纤维细胞贴壁后的形态差异较

大：贴壁生长的成纤维细胞成梭形长条状或不

规则状（图版!：@）。上皮样细胞多呈扁平的多

角形，细胞之间紧密相连，成片状（图版!：D）。

经过连续 E 代成纤维细胞和上皮细胞的差速粘

附分离后，得到的主要是成纤维细胞。

#"& 细 胞 生 长 速 度 生 长 速 度 测 定 中，以

3)DFE H 3(@ 个细胞接种后共测定 3( 次，测得细

胞的个数依次为：3)??G H 3(@、?)?(3 H 3(@、?)*E(
H 3(@、?)GFE H 3(@、*)?E3 H 3(@、D)(CG H 3(@、

D)CG( H 3(@、D)(CG H 3(@、@)DD3 H 3(@ 和 D)33C H
3(@ 个。绘制的生长曲线见图 3。从细胞的生

长曲线可以区分出细胞生长的前 E 个时期：潜

伏期约 3? =，增殖期约 F? =，平台期和衰退期区

分不明显，细胞数量呈波动下降状态。

#"’ 染色体数目变异率和核型分析分析 染

色 体变异率分析中，各种染色体数目（J）类型

图 ! 成纤维细胞的生长曲线

()*+ ! ,-./01 23-45 .6 6)7-.789:0
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的百分比为：亚单倍体（! " #$）占 #%&’(，单倍

体（! ) #$）占 $%*+(，亚二倍体（#$ " ! " *#）占

$,%’&(，二倍体（! ) *#）占 -*%--(，超二倍体

（*# " ! " ,.）占 *%/’(，多倍体（!!,.）占 ’(。

统计的 $$, 个核型中，染色体数目范围是 $+ 0
*&，染色体数目众数是 *#。体外培养细胞基本

维持了二倍体特性，数据见表 $。

将贴壁培养的大熊猫皮肤成纤维细胞进行

核型分析。染色体比较清晰的细胞进行放大、

测量、统计、分组、编号，将染色体的相对长度和

着丝粒指数与陈大元等［*，+］（$&&$）发表的大熊

猫染色体组型进行比较，数据见表 $。

表 ! 大熊猫染色体相对长度和着丝粒指数

"#$%& ! ’&%#()*& %&+,(- #+. /&+(012&0& )+.&3 14 5)#+( 6#+.# /-0121712&

染色体编号

1234546457 !48

染色体类型

1234546457 9:;7

相对长度

<7=>9?@7 =7AB92

着丝粒指数

17A9345737 ?AC7D

测试

E769

对照"

14A934=

测试值

E769 @>=F7

对照值"

14A934= @>=F7

测试值

E769 @>=F7

对照值"

14A934= @>=F7
$ 5 5 /%#,- G ’%+/. /%’* G ’%’/+ *+%.+. G .%,’- *,%&+ G ’%,#&
# 5 5 -%+-. G ’%,#$ -%,, G ’%$,. *$%--’ G #%*’# *.%*$ G ’%-’*
. 5 5 ,%-’. G ’%*.- ,%,# G ’%$#- *’%$#. G #%++# *+%$# G ’%,/’
* 5 5 ,%’#/ G ’%$/& ,%$# G ’%$$’ .&%$#/ G .%/+/ *.%#/ G ’%-+&
+ 65 65 +%/-’ G ’%#/* +%+/ G ’%$’/ .$%+’/ G ,%*$’ .$%/* G ’%/*,
, 5 5 +%,&’ G ’%$/- +%-- G ’%’/$ ./%&,’ G -%##- *+%-+ G ’%-*’
- 65 65 +%,#. G ’%#,* +%*- G ’%$’- .+%*’+ G &%.$# .#%## G ’%-/.
/ 5 5 +%#-/ G ’%..$ +%## G ’%$#$ *#%$,. G $%-#& *$%#+ G ’%,,*
& 5 65 +%’*/ G ’%$/’ *%&# G ’%$’$ ./%&+. G ,%+*’ .,%’. G ’%,&.
$’ 5 65 *%&.+ G ’%#*# *%&# G ’%’,& .&%#.. G +%*.’ .+%,* G ’%,+*
$$ 5 5 *%+-/ G ’%##+ *%,# G ’%’/# *$%&++ G ,%$.& *#%&/ G ’%,#-
$# 5 5 *%*$’ G ’%’.* *%** G ’%’/& **%-$/ G +%//# *+%$# G ’%&$+
$. 5 5 *%##/ G ’%’*+ *%., G ’%’-* *#%,#’ G *%,,# *.%.* G ’%+.$
$* 5 5 *%$#’ G ’%$.. *%$* G ’%’,’ *.%#*. G ,%./’ *+%/& G ’%-’&
$+ 5 5 .%/-’ G ’%$+* .%&’ G ’%’-* *#%$*+ G #%/,* *#%-/ G ’%,/.
$, 5 5 .%-#’ G ’%#., .%-, G ’%’+/ *.%#&. G *%$*. *+%&/ G ’%-.$
$- #%-/’ G ’%,/$ .%+* G ’%$+’
$/ #%#+. G ’%*+, #%$. G ’%’*-
$& $%/*. G ’%$-$ $%&’ G ’%’*-
#’ $%,$/ G ’%##* $%-& G ’%’.,
H 5 5 +%.+. G ’%#,’ +%+$ G ’%’/. *#%,,/ G +%’,’ *’%., G ’%,’,
I $%#,’ G ’%’+/

" 对照值来自陈大元 $&&$ 年发表的大熊猫核型数据。

" E27 J4A934= @>=F7 ?6 K345 927 L>3:49:;7 C>9> M2?J2 M737 ;FN=?627C N: 1OP! Q I ?A $&&$%

培养细胞的染色体众数为 *#，与大熊猫正

常核型的染色体数目一致。经配对试验 !R检
验，染色体相对长度的测量值与理论值之间差

异不显著（" S ’%’+），染色体着丝粒指数测量

值和理论值之间差异显著（" " ’%’+）。根据着

丝粒指数确定的染色体类型中，第 &、$’ 号染色

体测量类型为中部着丝（5），理论类型为亚中

部着丝（65），这种差异可能主要由测量误差引

起，但不排除 &、$’ 号染色体结构变异的可能

性。

大熊猫染色体组型见图 #。

89: 细胞冷冻保存和复苏 冷冻保存前用

’%*(台盼蓝（T?NJ4 U<V，#+W$+,.）染色排除法

测得细胞活率为 &+%,&*(，冷冻保存半年后，取

出解冻、洗涤后测得细胞试活率为 &.%#+/(，经

卡方（!
#）检验，差异不显著。解冻后的细胞以

（&%/-+ G $%$’/ +）X $’+ Y5= 的密度接种 # 5= 到

+’ 5= 培养瓶，经过 $/ 2，细胞铺满瓶底 +’(以

·*,· 动物学杂志 #$%&’(’ )*+,&-. */ 0**.*12 *’ 卷



图 ! 大熊猫染色体组型（雄）

"#$%! &#’() *’(+’ ,’-./).01（!"#$）

上，细胞生长状况良好。

2 讨 论

成纤维细胞被广泛应用于细胞或分子生物

学研究的许多方面。这主要由于成纤维细胞是

最易培养的细胞，在常见的培养液中，已实现传

代的成纤维细胞的生命周期约 %& 代。此外，成

纤维细胞良好的耐受性使之易于进行从基因转

染到微注射等较多领域的研究［’］。皮肤成纤维

细胞是存在于真皮及其皮下结缔组织中的一类

细胞，在体外培养时增殖较快，要求的培养条件

相对容易。因此本研究以培养成纤维细胞为

主。

植块培养获得的原代细胞各种特性更接近

组织细胞本身［(］，但植块培养由于培养液渗入

组织内部困难，细胞的营养物质供应不平衡，细

胞之间的接触抑制，使细胞的生长、增殖缓慢，

培养经历的时间延长，增加了细胞培养过程污

染的可能性。组织块的大小、大熊猫的年龄、取

材的部位等因素，也会影响细胞生长、增殖的速

度和潜力。一般组织块越小，细胞的增殖越快；

大熊猫的年龄越小，细胞的增殖越快，增殖的潜

力越强；取材部位组织的再生能力越强、越幼

嫩，角化程度越低，细胞的增殖速度越快，增殖

潜力越强。

贴壁培养需要对组织块酶解，可用于解离

组织的酶类较多，常见的有胰蛋白酶、胶原蛋白

酶和链霉蛋白酶等。胰蛋白酶的酶解能力强，

酶解皮肤组织获得的细胞以上皮细胞为主。皮

肤和皮下主要为!型胶原，用胶原蛋白酶!酶

解的效果较好，容易获得皮肤成纤维细胞。链

霉蛋白酶的细胞毒性较强［)］。贴壁培养的细胞

增殖迅速，需要不断传代，容易获得大量的培养

细胞，但细胞原有特性的维持困难，随着传代次

数增加，细胞原有的形态、细胞生物学特性逐渐

发生改变［*］。

作为遗传资源保存的细胞系，遗传稳定性

是极其重要的。张德礼等在研究 ( 种动物的肾

细胞系（+,-)，./+0，.1+，23.1，4$56，4$56,7，

28,-&9，:;1,7-）和 ;$#" 细胞系中若干细胞株

的染色体变异率、克隆形成率和肿瘤形成的相

互关系时发现：体外培养的细胞系，染色体数目

变异是普遍现象［-&］。寻找尽可能能够维持遗

传资源保存细胞系的遗传稳定性的培养体系，

是遗传资源保存细胞建系研究的重点。

细胞冷冻保存是培养细胞得以长期保藏的

有效方法。研究表明，科学的冷冻保存方法，对

细胞的 3<8 结构和遗传稳定性几乎没有 影

响［--］。本研究中熊猫皮肤成纤维细胞用 &=9>
:?8 @ &=- !6#AB 蔗糖 @ C:? @ -&>32?D 冷冻保

存半年后，细胞快速解冻的复苏率为 *E=7%)>，

冷冻保存效果与安立龙、常万存的保存效果相

当［-7，-E］。

参 考 文 献

［ - ］ 冯文和，叶志勇，何光昕 F大熊猫生育能力的研究 F四川

·%’·% 期 张 明等：大熊猫皮肤成纤维细胞系的建立和冷冻保存



大学学报，!"#$，（%）："# & !’( )
［ ( ］ *+,-./0 1 2，34*566 7 8，29:;./<: 8，!" #$ ) =>6?5-06<5,

4/@.A+.,B@ .C 90,04<0? 2C/+456 -5--5,+56 9D09-5<.E.5 56? +<9

/.,0 +6 A+.?+F0/9+<@ D/090/F5<+.6 <:/.>B: <:0 ?0F0,.D-06< .C

B06.-0 /09.>/40 A56G+6B) %&’(#$ )!*+,-./"’,& 0/’!&/!，!""#，

!"（! & $）：(HH & ("H )
［ % ］ 王一平，程在玉 )小鼠成纤维细胞中期染色体标本制备

及 * 带核型分析 )遗传，!"#"，##（!）：(! & (%)
［ $ ］ 陈大元，王喜忠，王子淑 )大熊猫染色体组型：大熊猫繁

殖与疾病研究 )成都：四川科学技术出版社，!""!)
［ I ］ 陈大元，王喜忠，王子淑 )大熊猫显带染色体研究：大熊

猫繁殖与疾病研究 )成都：四川科学技术出版社，!""!)
［ J ］ 斯佩克特 K 7，戈德曼 L K，莱因万德 7 2 等著（黄培堂

等译）)细胞实验指南（上册）：成纤维细胞的分离和培

养 )北京：科学出版社，(’’!)
［ H ］ 薛庆善主编 ) 体外培养的原理及技术：体外培养方式 )

北京：科学出版社，(’’!)
［ # ］ 鄂征主编 )组织培养和分子细胞技术：组织细胞的分离

方法 )北京：北京出版社，!""I)
［ " ］ 陈瑞铭主编 ) 动物组织培养技术及其应用：细胞的传

代 )北京：科学出版社，!""!)
［!’］ 张德礼，李六金，夏耕田等 ) 动物细胞系的染色体组型

与遗传变异率的分析 )遗传学报，(’’!，$%（$）：%(H & %$$)
［!!］ 75AA0 M，35/<./+5<+ 2，K0F5>N 2) 8CC04< .C 9D0/-

4/@.D/090/F5<+.6 .6 9D0/- KO2 9<5A+,+<@ 56? D/.B06@

?0F0,.D-06< +6 /5+6A.; </.>< ) 1’,$,23 ,4 )!*+,-./"’,&，!"##，

&$：#J( & #J" )
［!(］ 立龙，杨奇，窦忠英 ) 小鼠胎儿和牛睾丸成纤维细胞的

冷冻保存 )西北农业学报，(’’’，’（%）：I & #)
［!%］ 常万存，窦忠英，高志敏 ) 人胚胎成纤维细胞的冷冻保

存 )西北农业学报，(’’’，’（!）：J & ")

·JJ· 动物学杂志 56’&!7! 8,.+&#$ ,4 9,,$,23 $’ 卷



张 明等：大熊猫皮肤成纤维细胞系的建立和冷冻保存 图版!
!"#$% &’() !" #$ *：+,-./0’,123(- .(4 5678963,36:.-’8( 8; . %’.(- <.(4. =>’(

?’/68/0.,- 5300 @’(3 <0.-3 !

A *皮肤块酶解后得到的细胞悬液（ B ACC，@5#D1 E<1@，F’-1 G?HHC ;’0-36）；I*经过简单处理后的细胞悬液（ B ACC，@5#D1 E

<1@，F’-1 G?HHC ;’0-36）；J *从组织块（KL）周围长出的成纤维细胞（?）（ B ACC，@5#D1E<1@，F’-1 G?HHC ;’0-36）；M*成纤维细胞

（?）中的上皮细胞（+）集落（ B ACC，@5#D1E<15，F’-1 G?HHC ;’0-36）；H *典型的贴壁成纤维细胞（ B MCC，@5#D1E<1@，F’-1 G?HHC

;’0-36）；N *贴壁的上皮细胞（ B ICC，@5#D1E<15，F’-1 G?HHC ;’0-36）。

A *=O,93(434 D300 .;-36 ,>’(P-’,,O3 /3’() 4’)3,-34 F’-1 3(Q723（ B ACC，@5#D1 E<1@，F’-1 G?HHC ;’0-36）；I* =O,93(434 D300 0’RO’4 /7

,’2903 -63.-23(-（ B ACC，@5#D1E<1@，F’-1 G?HHC）；J* %68F’() ;’/68/0.,-（?）./8O- -’,,O3 /08D>（KL）（ B ACC，@5#D1E<1@，F’-1

G?HHC ;’0-36）；M * +9’-130’O2（+）)68O9 ’( ;’/68/0.,-（?）（ B ACC，@5#D1E<15，F’-1 G?HHC ;’0-36）；H * #413,’:3 ;’/68/0.,-（ B MCC，

@5#D1E<1@，F’-1 G?HHC ;’0-36）；N* #413,’:3 39’-130’O2（ B ICC，@5#D1E<15，F’-1 G?HHC ;’0-36）*
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