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树鼩原代皮肤成纤维细胞的分离培养技术 
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摘要：建立稳定的树鼩（Tupaia belangeri）皮肤成纤维细胞的体外培养体系，可为有关此类细胞的实

验和疾病树鼩细胞模型提供技术支持。取树鼩大腿内侧皮肤用组织块贴壁法和胶原酶Ⅰ消化法分离皮

肤细胞，胰蛋白酶差别消化法纯化细胞；用 MEM（10% FBS）完全培养基和含低血清生长添加物（LSGS）

的培养基培养细胞；免疫荧光和蛋白印迹法鉴定细胞，并测定细胞的生长、冻存和复苏特性。经树鼩

皮肤细胞分离效果比较，胶原酶消化法比组织块贴壁法更适合用于树鼩原代皮肤细胞分离；对分离及

冻存复苏后细胞生长状况观察比较发现，添加了 LSGS 的 MEM 培养基更利于细胞存活、生长；细胞

形态观察、免疫荧光和蛋白印迹检测鉴定所分离的细胞为树鼩皮肤成纤维细胞。成功建立了树鼩原代

皮肤细胞的分离、纯化方法，并优化了该细胞的培养条件。 
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Abstract: To establish a stable culture system of skin fibroblasts from Tree Shrew (Tupaia belangeri), and 

provide a primary cell model for related experiment on this specific animal species, the inner thigh skin was 

scraped to isolate primary cells using tissue mass adherence and collagenase Ⅰ digestion, respectively. The 

obtained cells were purified by using differential digestion with trypsin. MEM (with 10% FBS) and low 

Serum Growth Supplement added MEM (LSGS) were used for cell culture. The cells were identified by 

immunofluorescence and Western blot analysis, and the characteristics of cells′ survival and replication were 
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further assessed. The results showed that collagenase digestion was more suitable for isolation of primary 

skin cells than method of tissue adherence (Fig. 1, 2). According to the survival and growth characteristics of 

isolated cells (Fig. 5, 6), the LSGS may provide a better culture condition for isolated cells in comparing with 

that of MEM (Fig. 4). Immunofluorescence observation (Fig. 8 and Fig. 9) and Western blot (Fig. 10) 

detection revealed that the isolated cells were primary skin fibroblasts. This effective method for isolation of 

primary skin fibroblasts from Tree Shrews was successfully established and their culture conditions were 

optimized for further investigation. 
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树鼩（Tupaia belangeri）属于攀鼩目树鼩

科，广泛分布在东南亚、南亚以及中国的南部

地区。作为一种介于灵长目和食虫目之间的小

型哺乳动物，树鼩与狐猴等灵长类有共同的祖

先，共享许多灵长类特有的表型。树鼩具有体

型小、脑和体重比高、生殖周期短和饲养成本

较低等优势。树鼩的多种生理解剖特性与灵长

类高度相似，基因组解析（Fan et al. 2013）或

转录本等进一步证实树鼩更接近于灵长类 

（Zhou et al. 2015）。树鼩被认为可作为多种病

毒性疾病的动物模型（ Tsukiyama-Kohara 

2014），例如甲型肝炎（Hepatitis A virus，HAV）、

乙型肝炎（Hepatitis B virus，HBV）、丙型肝炎

（Hepatitis C virus，HCV）（陈瑾等 2008）、单

纯疱疹病毒（Herpes simplex virus，HSV）（崔

照琼等 2016）等。另外，树鼩在神经系统发育

以及心理应激等方面也呈现出与高等灵长类高

度相似的特征，作为一类具有潜在应用价值的

新型实验动物（徐林等 2013），越来越引起关

注。 

原代细胞分离、纯化并建立培养体系（胡

素贤等 2011，周结学等 2008），是进行各类药

理毒理学以及其他体外细胞水平实验的重要基

础，也是支撑相关药物毒理实验和疾病发生发

展机理研究的必要技术。成纤维细胞生长裂殖

迅速，可用于创伤模型和皮肤愈合的研究，也

可作为各种皮肤细胞因子的研究对象。此外，

动物皮肤细胞是理想的核供体细胞源，可提供

完整的遗传物质。皮肤细胞在生长增殖的对数

期可被用于进行各类病原微生物的感染机制和

药理学研究，为获得正常生长且稳定增殖的皮

肤成纤维细胞，目前已有较多原代成纤维细胞

分离和培养方法的探究，其中主要以组织块贴

壁法和酶消化法为主。树鼩作为一种具有较大

应用价值的实验动物，其皮肤成纤维细胞的分

离和培养，对以该细胞为实验材料而开展的相

关研究非常重要，因此有必要建立有效分离培

养树鼩皮肤成纤维细胞的方法和体系。 

参考现有的实验动物皮肤成纤维细胞获取

和培养方法，本研究对树鼩原代皮肤细胞进行

分离、培养，选出最适合树鼩皮肤细胞的获取

方式，并且优化了培养条件，测定细胞的生长

特性，证实了用于人皮肤细胞的低血清生长添

加物（low serum growth supplement，LSGS）

同样适用于树鼩细胞，最终获得了稳定增殖的

树鼩原代皮肤成纤维细胞，可为病毒感染原代

细胞模型的建立以及相关研究奠定实验基础。 

1  材料与方法 

实验用树鼩购自中国医学科学院医学生物

学研究所树鼩种质资源中心 [SCXK（滇）

2013-0001]人工繁育 F1 代，3 月龄，体重 130 ~ 

145 g，在昆明理工大学实验动物中心进行饲

养。 

1.1  树鼩原代皮肤的分离   

树鼩肌肉注射 3%的苯巴比妥 300 μl 麻醉，

https://en.wikipedia.org/wiki/Hepatitis_A_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Hepatitis_A_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Herpes_simplex_virus
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使用 70%乙醇进行全身消毒后固定于解剖板

上。刮除树鼩大腿内侧的毛发，露出皮肤，用

解剖剪和镊子截取大约 2.5 cm × 1.5 cm 的皮肤

组织块。在盛有含两倍双抗的 D-Hank′s 溶液的

培养皿中反复刮洗皮肤组织块 2 ~ 3 次，用解剖

剪将组织剪碎成约 1 mm3 的块状。 

1.2  树鼩原代皮肤细胞的分离   

使用组织块贴壁法和胶原酶消化法对分离

剪碎的树鼩皮肤组织块进行细胞的分离。 

1.2.1  组织块贴壁法分离树鼩皮肤细胞  将

剪碎的皮肤组织分为 3 份转移到 6 孔板中，加

入 500 μl 完全培养基（10% FBS + 1%青链霉素 

+ 90% MEM 培养基），保持组织块湿润，利于

贴壁，用镊子将其均匀分散在孔中，倒置培养

板于细胞培养箱中，贴壁 5 ~ 6 h 后，向孔板内

各加入 1 ml 完全培养基，用于组织块贴壁后继

续培养，在培养箱中培养 2 d 后，更换同种完

全培养基，7 ~ 9 d 后观察贴壁的组织块边缘是

否有细胞长出。待细胞沿组织块长出以后，除

去皮肤组织块，再使用 0.1% EDTA-胰蛋白酶消

化传代。 

1.2.2  胶原酶消化法分离树鼩皮肤细胞  使用

PBS 的配制 0.1%胶原酶Ⅰ溶液 20 ml，0.22 μm

滤膜过滤除菌后装入 50 ml 离心管，将剪碎的

皮肤组织块转移至其中，37 ℃水浴消化45 min，

期间每隔 10 min 振荡一次。消化后的细胞悬液

用100目的钢网筛过滤，1 000 r/min离心10 min

后弃上清，离心管底的细胞使用完全培养基重

悬，1 000 r/min 离心 5 min，再次重悬细胞后接

入培养瓶，37 ℃ 5% CO2培养箱中培养 2 ~ 3 d，

期间根据细胞的生长状况更换同类完全培养

基。 

1.3  树鼩原代皮肤细胞培养条件的比较   

上述两种方式分离得到的树鼩原代皮肤细

胞使用添加低血清生长添加物的 LSGS 培养基

（10% FBS + 1%青链霉素 + 90% MEM + 1 × 

LSGS 培养基）和完全培养基分别培养 7 d，观

察细胞增殖状态，即是否能够保持前期细胞状

态，以及增殖状况，即不同培养基中的细胞密

度，来确定哪种培养基更为适用。对生长良好

的皮肤细胞按 3 × 104 个 / 孔接种于 96 孔板

中，分别用两种培养基进行培养，12 d 内利用

甲臜-CCK 法（全式金）检测每天的活细胞数

量，利用酶标仪检测每孔细胞在 540 nm 的吸光

度 A，并绘制树鼩皮肤细胞的增殖动力学曲线，

了解细胞的生长特性和特点，以确定其最佳培

养条件。 

1.4  树鼩原代皮肤细胞的胰酶消化纯化   

用 PBS 洗涤培养中的树鼩原代皮肤细胞 3

次，加入适量 0.1%的胰蛋白酶铺满培养瓶底，

室温放置 3 ~ 4 min，用移液枪吸走胰蛋白酶，

吸取培养基反复吹打细胞，直到变圆的成纤维

细胞全部吹打下来时，将吹打的细胞悬液转移

到新的培养瓶中培养。 

1.5  树鼩原代皮肤细胞的冻存复苏   

对生长状况良好的树鼩皮肤细胞使用 90% 

FBS 的细胞悬浮液加 10%的二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）进行冻存。然后

复苏已冻存 1 月的细胞，再与刚分离的皮肤细

胞进行比较，观察对比细胞形态，利用同样的

甲臜-CCK 法绘制复苏后细胞的增殖动力学曲

线，比较其与未经过冻存复苏的树鼩皮肤细胞

的增殖曲线，判断细胞增殖的活力。 

1.6  树鼩原代皮肤细胞的形态鉴定   

通过树鼩皮肤细胞和人皮肤真皮成纤维细

胞的形态特征比较，使用间接免疫荧光法和蛋

白免疫印迹（western blot，WB）鉴定树鼩原代

皮肤细胞内波形蛋白的表达，并利用免疫荧光

检测细胞中是否存在角蛋白，排除上皮样细胞

污染，进而确定其分离培养后的细胞为成纤维

细胞。 

1.6.1  Western blot 检测树鼩皮肤细胞波形蛋

白表达  将分离培养的树鼩皮肤细胞以及作为

对照参考的树鼩肺、肝和肾的原代细胞收集后加
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细胞裂解液 400 μl 冰上裂解 30 min，13 000 r/min

离心15 min提取蛋白。蛋白经过定量后按20 μg

的量 SDS-PAGE电泳转膜至 PVDF膜，5% BSA

室温封闭 1 h 后加入兔抗波形蛋白一抗

（anti-vimentin-rabbit IgG [ERP3776]，Abcam

公司，1︰2 000 稀释）4 ℃孵育过夜。TBST

漂洗一抗 3 次后，加入辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记的羊抗兔

二抗（HRP-rabbit IgG [GR274562]，Abcam 公

司，1︰2 000 稀释），室温孵育 2 h。TBST 洗

膜 5 次后加入发光液显影。使用的内参蛋白为

兔抗 β-actin 一抗（anti-beta actin ab8227，Abcam

公司，1︰2 000 稀释）。 

1.6.2  免疫荧光检测树鼩皮肤细胞波形蛋白

和角蛋白的表达  设置树鼩皮肤细胞爬片 2

块，用 PBS 清洗 1 次后，甲醇固定，1% Triton 

x-100 透化。透化后的细胞爬片 PBS 清洗 3 次

后标记一抗，2 块分别加入兔抗波形蛋白一抗

和 兔 抗 角 蛋 白 一 抗 （ anti-cytokeratin 10 

[EP1607IHCY]，Abcam 公司，1︰200 稀释），

都加入鼠抗 β-actin 一抗（β-actin mouse IgG，

[GTX109639]，Gene Tex 公司，1︰1 000 稀释），

室温孵育 3 ~ 4 h。标记好一抗的爬片 PBS 清洗

5 次，加入羊抗兔 FITC 二抗（FITC-rabbit IgG，

ab6717，Abcam 公司，1︰2 000 稀释）和抗鼠

罗丹明二抗（Rhodamine-mouse IgG，31685，

Thermo Fisher 公司，1︰2 000 稀释），室温避

光孵育 1 h，PBS 清洗 5 次，期间加 4',6-二脒基

-2-苯基吲哚（4',6-diamidino-2-phenylindole，

DAPI）处理 10 min。载玻片封片，利用激光共

聚焦显微镜观察。 

2  结果 

2.1  树鼩原代皮肤细胞不同分离方式培养效

果 

接种于 6 孔板中的组织块培养 7 d 后可见

沿着组织块边缘长出许多皮肤细胞。至第 11

天（图 1a，b），组织块周围看到细胞越长越密，

并呈现明显的纤维状，多数呈不规则形，而后

以这些细胞为中心向外增殖生长，呈现梭形，

并整体形成螺旋状集落，细胞之间存在不均匀

的间隙（图 1c）。至第 13 天时大部分细胞已呈

稳定贴壁生长状态（图 1d），而后增殖铺满整

个培养孔。 

使用 0.1%的胶原酶Ⅰ消化组织块所获得

游离的细胞，直接接种于培养瓶培养至第 4 天

（图 2a）后，可观察到少量细胞贴壁呈现树杈

状；第 5 天（图 2b）细胞增殖变多，相互交织

成网络状；至第 6 天（图 2c）时细胞紧密排列

生长且呈现典型的梭形，纤维化明显，第 7 天

（图 2d）时已均匀排列成密集的状态，铺满整

个培养瓶。 

组织块贴壁法和胶原酶消化法都能够成功

从树鼩皮肤组织分离得到成纤维细胞，初次生

长的细胞使用胰酶消化传代培养 4 ~ 5 d 后，可

用于后续各项实验研究。但组织块贴壁法获取

的原代成纤维细胞生长缓慢，需要在 10 ~ 13 d

才可铺满培养孔，去除组织块消化纯化后，得

到的细胞量较胶原酶Ⅰ消化法的少，相比之下，

胶原酶Ⅰ消化法分离获取的细胞生长速度更

快，并且得到的初始细胞量也更大。 

2.2  树鼩原代皮肤细胞的冻存复苏 

使用胶原酶Ⅰ消化法获取的细胞至第 6 天

时生长状态良好（图 3a），经过常规梯度降温

后冻存于液氮。1 月后复苏细胞，与新分离获

得培养的细胞平行培养，比较观察细胞生长状

态（图 3b）。冻存后复苏的细胞状态比刚分离

培养的细胞差，主要表现为冻存复苏的单个细

胞伸展更宽更长，细胞间距相对更大，生长比

较缓慢且呈现衰老的特征（图 3）。 

2.3  树鼩原代皮肤细胞培养条件的优化 

将获取的树鼩皮肤细胞采用两种培养方式

进行培养，即使用完全培养基（10% FBS + 1%

青链霉素 + 90% MEM 培养基）和添加低血清   
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图 1  组织块贴壁法分离树鼩原代皮肤细胞 

Fig. 1  Separation of tree shrew primary skin cells using the method of tissue block sticking 

a. 组织块贴壁第 11 天，40 ×；b. 组织块贴壁第 11 天，100 ×；c. 组织块贴壁第 12 天，100 ×；d. 组织块贴壁第 13 天，40 ×。 

a. Tissue block adhesion at the eleventh day of culture, 40 ×; b. Tissue block at the eleventh day of culture, 100 ×; c. Tissue block adhesion at 

twelfth day of culture, 100 ×; d. Tissue block adhesion at the thirteenth day of culture, 40 ×. 
 

生长添加物的 LSGS 培养基（10%的 FBS + 90% 

MEM + 1%青链霉素 + 1 × LSGS 培养基）分别

进行培养观察。通过胶原酶Ⅰ消化法获取树鼩

原代皮肤细胞后，接入 4 个 T75 培养瓶，分别

利用两种培养体系进行对比实验，每组 2 瓶。

在培养 7 d 之后，比较两种不同培养体系培养

的细胞，LSGS 培养基培养的细胞呈现饱满的

纤维状，生长活力较好；完全培养基培养的细

胞生长缓慢，单个细胞呈现瘦削的趋势，且延

展较宽伴有明显老化的特点（图 4）。传代培养

时，树鼩原代皮肤细胞会逐渐发生变化，最终

变长，贴壁的单个细胞延展变宽，细胞增殖变

密后平行排列呈现一定的纹理状。 

生长状况良好的树鼩皮肤细胞进行冻存和

复苏，测定细胞的增殖动力学曲线（图 5），比

较不同培养条件的增殖曲线（图 6）。未经过冻

存复苏培养的细胞在第 7 天 A 值达 1.8，吸光

度的值高且曲线趋于平缓，证实细胞量多且稳

定，而冻存复苏的细胞培养第 2 到 5 天 A 值升

高较快，而后下降，证实细胞增殖能力变弱且

有细胞死亡，A 值最高只达 1.3，且呈现极端不

稳定的变化。而未经过冻存复苏且使用 LSGS

培养基培养的细胞增殖能力更强，A 值最高可

达 2.2，证实可增殖得到更多细胞。综合考虑，

用于实验的树鼩皮肤成纤维细胞不建议冻存，

且建议采用 LSGS 培养基扩大培养。 

2.4  树鼩原代皮肤细胞的鉴定 

观察树鼩原代皮肤细胞的特征，发现生长          
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图 2  胶原酶消化法分离树鼩原代皮肤细胞（100 ×） 

Fig. 2  Isolation of tree shrew primary skin cells using collagenase digestion (100 ×) 

a. 胶原酶消化法分离培养第 4 天的细胞；b. 胶原酶消化法分离培养第 5 天的细胞；c. 胶原酶消化法分离培养第 6 天的细胞；d. 胶原酶

消化法分离培养第 7 天的细胞。 

a. Cultured cells at the 4th day post collagenase digestion; b. Cultured cells at the 5th day post collagenase digestion; c. Cultured cells at the 6th 

day post collagenase digestion; d. Cultured cells at the 7th day post collagenase digestion. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  树鼩皮肤细胞的冻存复苏比较（100 ×） 

Fig. 3  Comparison of tree shrew skin cells after cryopreservation and resuscitation (100 ×) 

a. 未冻存培养第 6 天的细胞；b. 冻存后复苏培养至第 2 天的细胞。 

a. Cultured cells without cryopreservation at the 6th day post collagenase digestion; b. Cells cultured at the 2nd day after cryopreservation and 

resuscitation.  
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图 4  两种培养条件下的树鼩原代皮肤细胞（100 ×） 

Fig. 4  Primary skin cells of tree shrew in two kinds of culture media (100 ×) 

a. LSGS 培养基（10%的 FBS + 90% MEM + 1%青链霉素 + 1 × LSGS）培养的细胞；b. 完全培养基（10% FBS + 1%青链霉素 + 90% MEM）

培养的细胞。 

a. Culture medium: 10% FBS + 90% MEM + 1% penicillin-streptomycin + 1 × LSGS; b. Culture medium: 10% FBS + 1% penicillin-streptomycin 

+ 90% MEM. 
 

图 5  树鼩原代皮肤细胞冻存后增殖动力学曲线比较 

Fig. 5  Proliferation curves of Tree Shrew skin 

primary cells 

 

图 6  不同培养条件下树鼩原代皮肤细胞的 

增殖动力学曲线 

Fig. 6  The proliferation curve of tree shrew primary 

skin cells in different culture media 

状态较好的皮肤细胞呈现梭形的纤维状结构，

局部较密平行排列，纹理走向一致清晰，通过

与人真皮成纤维细胞（图 7a ~ c，Cascade 

Biologics 2009）比较发现，树鼩皮肤细胞在不

同生长阶段的形态与人真皮成纤维细胞极为类

似，都呈现出明显的多角纤维状，细胞生长较

密时，逐渐排列成纹理状。因此，从形态学上

分析所分离得到的树鼩皮肤细胞属于成纤维细

胞（图 7d ~ f）。 

为了进一步证实分离获取的树鼩皮肤细胞

为成纤维细胞，对培养的树鼩皮肤成纤维细胞

进行波形蛋白免疫荧光鉴定。结果发现，树鼩

皮肤细胞内存在波形蛋白的高表达（呈现绿色

荧光部分），分布在以 DAPI 染色后呈现蓝色荧

光的细胞核周围，由于波形蛋白属于细胞骨架

蛋白的一部分，所以在和红色荧光为背景的骨

架蛋白 β-actin 进行重叠以后呈现出黄色荧光

（图 8）。几乎所有的细胞都出现绿色荧光波形

蛋白荧光的高表达。相同方式检测细胞中是否

有角蛋白的表达（绿色荧光染色），只发现有蓝

色荧光的细胞核和红色荧光的 β-actin，并无绿

色荧光（图 9）。确保获得的树鼩皮肤细胞无上

皮样细胞污染。          
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图 7  人和树鼩原代皮肤成纤维细胞的形态学比较 

Fig. 7  Morphological comparison of primary skin fibroblasts from human and tree shrews 

a ~ c. 引自 Thermo Fisher M106 培养基说明书（Cascade Biologics 2009）中的人真皮成纤维细胞；d ~ f. 树鼩原代皮肤成纤维细胞的培养

图。 

a﹣c. Human dermal fibroblasts from Thermo Fisher M106 culture medium (Cascade Biologics 2009); d﹣f. Culture of Tree Shrew primary skin 

fibroblasts. 
 

为证实波形蛋白在不同细胞中的表达差

异，又通过 Western blot 检测比较了树鼩皮肤成

纤维细胞和树鼩的肺细胞、肝细胞、肾细胞以

及人胚肺成纤维细胞（human embryonic lung 

fibroblast，HEL）中波形蛋白的表达差异。在

细胞内参 β-actin 基本一致的前提下，树鼩皮肤

成纤维细胞和 HEL 均有明显的波形蛋白的高

表达，而在其余 3 种细胞中的表达量较少，从

而进一步证实获取的树鼩皮肤细胞具有典型的

成纤维细胞特性（图 10）。 

3  讨论   

与啮齿类的小型实验动物相比，树鼩与人

的亲缘关系更近，生殖周期短、饲养成本低，

更适合于作为人类医学病毒研究的模型动物。

树鼩各种原代细胞的分离培养，是研究各类病

毒相关模型的重要技术平台。本研究针对树鼩

的原代皮肤细胞，从分离提取到稳定培养建立

了完整的技术方法，可为成纤维细胞的相关研

究如病毒的感染机制、疫苗研发和药物筛选等

方面的研究提供技术支撑，并为病毒性动物模

型，尤其是为成纤维细胞易感的疱疹病毒的研

究提供稳定的细胞源。此外，皮肤成纤维细胞

作为皮肤组织受损后的修复细胞，也可用于医

学中的皮肤修复研究（Kocic et al. 2017），例如

伤口愈合、紫外线引发的损伤（Kuo et al. 2017，

Wu et al. 2017）硬皮病（Gentile et al. 2017）、

皮肤相关炎症、细胞纤维化（Choi et al. 2017）

等相关研究。 

人类以及不同种动物皮肤成纤维细胞的分

离和培养都已相继成功，以往多数动物皮肤成

纤维细胞的分离都是采用组织块贴壁法（洪城

等 2010，李雅钗等 2010，赵志敏等 2017），

存在组织块贴壁不牢、易脱落、动物毛发残留

致使污染的隐患，以及细胞生长缓慢且容易衰

老等问题。本研究比较了组织块贴壁法和胶原                
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图 8  树鼩皮肤成纤维细胞波形蛋白的免疫荧光鉴定 

Fig. 8  Identification of tree shrew primary skin fibroblasts by immunofluorescent staining of vimentin 

a. 绿色荧光波形蛋白；b. 红色荧光 β-actin；c. 蓝色荧光细胞核；d. 重叠图。 

a. Green fluorescence of vimentin; b. Red fluorescence of β-actin; c. Blue fluorescence of nucleus; d. Merged image. 
 

图 9  树鼩皮肤成纤维细胞的角蛋白免疫荧光鉴定 

Fig. 9  Identification of tree shrew primary skin fibroblasts by immunofluorescent staining of keratin 

a. 绿色荧光角蛋白；b. 红色荧光 β-actin；c. 蓝色荧光细胞核；d. 重叠图。 

a. Green fluorescence of keratin; b. Red fluorescence of β-actin; c. Blue fluorescence of nucleus; d. Merged image. 
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图 10  树鼩皮肤成纤维细胞波形蛋白的 

Western blot 鉴定 

Fig. 10  Western blot analysis of Tree Shrew primary 

skin fibroblasts 

Vimentin. 波形蛋白；β-actin. 内参蛋白；肺. 树鼩肺细胞；肝. 树

鼩肝细胞；肾. 树鼩肾细胞；HEL. 人胚肺成纤维细胞；TSSF. 树

鼩皮肤成纤维细胞。 

β-actin. Internal reference protein; 肺. Tree Shrew lung cells; 肝. 

Tree Shrew hepatocytse; 肾. Tree Shrew kidney cells; HEL. Human 

embryonic lung fibroblasts; TSSF. Tree Shrew skin fibroblasts. 

 

酶Ⅰ消化法分离树鼩皮肤成纤维细胞的优缺

点，进而发现组织块贴壁法不易成功，而如果

采用胰蛋白酶消化法则容易消化过度而导致细

胞严重受损，难以贴壁生长。综合考虑，最终

选择较温和的胶原酶Ⅰ消化法，克服了现有文

献报道方法的缺陷，成功分离培养并鉴定了树

鼩的皮肤细胞，并且尝试利用添加人皮肤成纤

维细胞生长因子 LSGS 的培养体系，促使树鼩

皮肤成纤维细胞更加快速和稳定地增殖。此方

法需要注意皮肤组织要彻底刮洗干净，可二次

酶消化促进细胞分离，更换培养基需在有明显

细胞贴壁后，生长状况良好的细胞及时用于各

项实验是保证实验质量的关键。 

综上所述，本研究通过尝试不同的分离和

培养方法，从树鼩大腿内侧成功分离培养了皮

肤成纤维细胞，并优化了该细胞的培养条件，

同时进行了细胞的形态学鉴定，进而为皮肤成

纤维细胞相关的各项研究和深入了解树鼩提供

了新的实验材料。 
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