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藏猪颗粒细胞的体外培养研究

赵彦玲，任子利＊，吴庆侠，王建洲，强巴央宗
（西藏农牧学院 动物科学学院，西藏 林芝８６００００）

摘要：为建立藏猪颗粒细胞的体外培养和保存方法，从藏猪卵巢上采集卵泡的颗粒细胞，进行分离

培养和冷冻复苏。结果显示：藏猪颗粒细胞形成单层需要６～７ｄ；细胞冷冻复苏后仍可进行正常生

长，冻存前后活率都在９０％以上；细胞生长曲线呈“Ｓ”型，接种后，经历２ｄ的潜伏期，第３天细胞开

始迅速生长，进入对数生长期，到第８天细胞开始发生接触抑制，进入生长缓慢的平台期。表明建

立的藏猪颗粒细胞的体外培养和保存方法可行有效。
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　　动物体细胞作为保存动物遗传资源的一种补

充，越来越受到人们的重视［１］。自从１９９６年第１头

克隆羊“多利”诞生后［２］，克隆动物的研究迅速发展，

而作为供体的体细胞的分离培养显得十分重要，卵

泡颗粒细胞就是较理想的供体细胞之一［３］。同时，

卵泡颗粒细胞体外培养不仅可以检测卵泡刺激素

（ＦＳＨ）等激素的生理活性，也可用于探讨某些因子

或药物对卵巢的作用机制［４－９］。本研究以藏猪的卵

巢为材料，采集其卵泡中的颗粒细胞，进行分离培

养，并对所得到的细胞进行冻存及复苏培养，以建立

藏猪颗粒细胞的体外培养和保存方法，为藏猪的保

种、细胞生物学等方面的研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料

藏猪卵巢取自当地屠宰场。ＤＰＢＳ 和高糖

ＤＭＥＭ培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶、ＥＤＴＡ、

丙酮酸钠和ＤＭＳＯ购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；胎牛
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血清（ＦＣＳ）购自杭州四季青生物工程材料有限

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　藏猪颗粒细胞的原代培养　将藏猪卵巢放

在加有抗生素、温度在３５～３７℃生理盐水的保温瓶

中，并于４ｈ内带回实验室。迅速用生理盐水将其

冲洗干净，放置超净工作台内，并用７５％乙醇冲洗

约１ｍｉｎ，在ＤＰＢＳ液中快速漂洗３次，用灭菌纱布

吸干，然后用１０ｍＬ无菌注射器抽取卵巢上的卵

泡。将得到的卵泡液用ＤＰＢＳ液稀释，在体视显微

镜下检出卵丘卵母细胞复合体，然后收集该卵泡液

放到离心管中静置３～５ｍｉｎ，吸取上层及中层液体
（因最下层是一些组织碎片等杂质），１　５００ｒ／ｍｉｎ离

心３ｍｉｎ，如此反复离心清洗３次，弃上清，留沉淀

备用（沉淀即是卵泡液中的颗粒细胞）。将沉淀用

ＤＭＥＭ培养液重悬并合并离心，弃上清，在沉淀中

加入含１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ，然后用移液枪吹打均

匀并将其接种于无菌培养皿中，放入 ５％ＣＯ２、

３７℃、最大饱和湿度的培养箱中培养，以后每隔２ｄ
换１次培养液。

１．２．２　传代培养　原代培养的细胞生长到８０％汇

合时，弃去旧培养液，先加入ＤＰＢＳ约２～３ｍＬ，用

１ｍＬ移液枪轻轻吹打，漂洗１～２次，然后加入胰

蛋白酶－ＥＤＴＡ的消化液０．５～１．０ｍＬ，显微镜下观

察，待７０％细胞开始脱壁时，轻轻振荡培养皿皿底，

并立即加入２ｍＬ　ＤＭＥＭ 培养液终止消化。将消

化后的细胞混合液转移到离心管中，１　５００ｒ／ｍｉｎ离

心３ｍｉｎ，弃上清，再用ＤＰＢＳ离心清洗２次，在沉

淀中加入少量培养液稀释并平分接种于２个新的培

养皿中，每２ｄ换液１次，待细胞生长汇合至８０％以

上再进行传代或冻存［１０－１１］。

１．２．３　冻存与复苏培养　待传至３代的细胞生长

汇合至８０％～９０％时，根据１．２．２的消化方法得到

细胞，加入１ｍＬ　４℃ 预冷的冷冻液（含２０％ＦＣＳ、

１０％ＤＭＳＯ 的 ＤＭＥＭ 培养液），调整细胞密度达

４．０×１０６个／ｍＬ，混匀，然后将细胞悬液放入无菌冻

存管中。冷冻程序为：４℃１ｈ，－８５℃ 过夜，次日

投入液氮中长期保存［１２］。

细胞复苏培养：从液氮罐中取出冻存管，迅速投

入３７℃ 的水浴锅中１～２ｍｉｎ，然后用经３７℃预热

的培养液重悬细胞，１　５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上

清，收集细胞，加入２．０ｍＬ含１０％ＦＣＳ的 ＤＭＥＭ

培养液重悬细胞，将其接种于培养皿中培养［１３］。

１．２．４　细胞活率的测定　用血球计数板和细胞计

数器计数细胞［１４］。按每毫升细胞悬液中加０．１％台

盼蓝溶液１μＬ，用移液枪将它们吹打均匀，静置１０

ｍｉｎ，在显微镜下观察计数，凡未染上蓝色者即为活

细胞，而染上蓝色者则为死细胞，计数１　０００个细

胞，用活细胞占细胞总数的百分数来反映细胞

活率［１５］。

１．２．５　细胞生长曲线的绘制　向２４孔培养板每孔

内接种０．４ｍＬ密度为１×１０５ 个／ｍＬ的细胞，从接

种之日算起，每天在同一时间用胰蛋白酶消化２个

孔内细胞，用血球计数板分别计数后计算细胞密度，

取其平均值。连续１２ｄ计数，以培养时间（ｄ）为横

坐标、细胞密度为纵坐标，绘制生长曲线［１６－１７］。

１．３　数据处理

试验所得数据均采用Ｆ检验法分析，确定差异

的显著性。

２　结果与分析

２．１　藏猪颗粒细胞的获得

藏猪原代培养的颗粒细胞，形成单层需要６～

７ｄ。这时的单层细胞形状并非呈成纤维样细胞的流

线形，而是呈梭形或不规则三角形，呈放射状排列。

传代培养时，接种密度保持在１×１０５ 个／ｍＬ，接种

后２～３ｄ细胞开始贴壁，３～６ｄ优势生长，７ｄ左右

长满平皿底。当传至第３代培养后，可获得纯化的

颗粒细胞。

冷冻保存一定时期后按上述介绍的方法随机解

冻细胞，并将其进行培养。结果显示，解冻复苏后的

细胞仍能正常贴壁生长，且生长良好，形态、生长特

性与未冷冻的传代细胞培养时并无差别。

２．２　藏猪颗粒细胞冻存前后的活率

保存一定时期后按上述介绍的方法随机解冻细

胞，细胞解冻复苏培养后可以正常贴壁生长，且生长

良好，形态、生长特性与冻存前培养时基本一致。藏

猪颗粒细胞冻存前细胞活率平均达到９２．２％，复苏后

平均达到９０．３％，差异不显著（Ｐ＞０．０５）。说明细胞

在冻存前后均有较高的存活率，达到９０％以上。

２．３　藏猪颗粒细胞的生长规律

藏猪颗粒细胞生长曲线基本上呈“Ｓ”型（图１）。

接种后，细胞经历２ｄ的潜伏期，第３天细胞开始迅

速生长，进入对数生长期，到第８天细胞开始发生接
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触抑制，之后细胞生长缓慢，进入平台期。

图１　藏猪颗粒细胞生长曲线

３　结论与讨论

３．１　藏猪颗粒细胞的原代与传代培养

藏猪颗粒细胞包括卵母细胞周围的卵丘细胞和

卵泡液中的颗粒细胞。藏猪原代培养的颗粒细胞，

形成单层需要６～７ｄ，这时的单层细胞形状并不是

呈纤维样细胞的流线形，而是呈梭形或不规则三角

形，呈放射状排列，这与吴赛辉［１８］、彭礼繁等［１９］和黄

雅琼等［２０］的原代培养的颗粒细胞形状一致，但形成

单层需要的时间只与吴赛辉［１８］的结论一致，均为

６～７ｄ，比彭礼繁等［１９］和黄雅琼等［２０］的培养时间

５～６ｄ长１ｄ，这可能与原代颗粒细胞的采集方法不

同有关。本研究中原代采集的颗粒细胞是卵泡液中

的颗粒细胞，吴赛辉［１８］采集的是卵母细胞周围的卵

丘细胞，但这些卵丘细胞并未随卵母细胞一起体外

成熟培养，而彭礼繁等［１９］和黄雅琼等［２０］的原代培养

的颗粒细胞则是来自于经成熟培养的卵母细胞周围

的卵丘细胞。

传代培养时，接种后２～３ｄ细胞就开始贴壁，

３～６ｄ呈优势生长，７ｄ左右长满平皿底。传至第３
代培养后，就可以获得纯化的成纤维细胞，这与吴赛

辉［１８］、彭礼繁等［１９］和黄雅琼等［２０］的传代培养结果

基本一致。

吴中红等［２１］认为，颗粒细胞的接种密度为（１～
５）×１０４个／ｍＬ时，即使培养７～１０ｄ，也很难长满

平皿，最后终止传代。因此，颗粒细胞的接种密度保

持在 ５×１０４ ～１×１０５ 个／ｍＬ 比较合适，这与

Ｃｈｅｏｎｇ等［２２］培养猪颗粒细胞的接种密度保持在

１×１０５ 个／ｍＬ的要求一致，也与本研究的接种密度
（１×１０５ 个／ｍＬ）一致。

３．２　藏猪颗粒细胞的生长曲线

细胞生长曲线是观察细胞生长基本规律的重要

方法，细胞的体外生命过程呈现３个时期，即潜伏

期、对数生长期、平台期［２３］。在细胞正常的增殖过

程中，生长曲线呈“Ｓ”型。

从本研究中藏猪颗粒细胞生长曲线可以看出，

其潜伏期约需２ｄ；对数期从第３天开始并延续到第

７天；第８天细胞开始接触抑制，进入到平台期。表

明，藏猪颗粒细胞要经历潜伏期、对数生长期、平台

期。有研究［２４］表明，猪胎儿成纤维细胞生长初期

１～６ｄ呈快速的对数增长，此后进入平台期，这与本

研究不一致，本研究结果与叶雷等［２５］研究的猪耳成

纤维细胞生长曲线基本一致。另外，刘伟等［２６］研究

猪耳成纤维细胞时发现，将１周龄猪耳部组织采用

组织块法培养８～９ｄ即可铺满整个瓶底；而成年猪

耳部组织分化程度高，需要２周左右才能长满。以

上研究结果的差异，可能与动物品种、细胞种类和培

养环境等因素有关，其原因尚需进一步研究。

本研究结果表明，从藏猪卵巢上采集卵泡的颗

粒细胞，其形成单层需要６～７ｄ，细胞冻存前后活率

都在９０％以上，细胞冷冻复苏后仍可进行正常生

长，生长曲线基本上呈“Ｓ”型，成功建立了藏猪颗粒

细胞的体外培养和保存方法。
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