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改良组织贴壁法分离培养新生乳小鼠原代肺成纤维 
细胞的研究

郑晓丹，王 婷，胡玉海（武汉市汉口医院检验科，武汉  430010）

摘  要：目的 建立改良版简单高效的原代小鼠肺成纤维细胞（lung fibroblast，LFB）分离培养方案，研究其体外生长

特性。方法 无菌条件下，分别取 3 天龄小鼠和 8 周龄小鼠肺组织，剪成 1mm3 大小，分别采用含 10g/dl 胎牛血清（fetal 
bovine serum，FBS）和 20g/dl 胎牛血清的高糖 DMEM 培养液进行组织贴壁法培养。采用差时贴壁法对 LFB 进行纯化，

倒置显微镜下动态观察细胞生长状态及贴壁状态，采用流式细胞特异性分子染色法对 LFB 进行鉴定，传代培养后的第

3 代细胞采用 CCK-8（cell counting kit-8）法检测细胞活性。结果 3 天龄小鼠在 20g/dl FBS 浓度条件下采用改良组织

贴壁法进行培养，培养后第 2 天开始向周边呈放射状长出细胞，第 7 天细胞生长密度达 90 %，细胞形态呈长梭形。经

差时贴壁法纯化后，CD140a 阳性且 CD45 阴性细胞占比可达 90% 以上，连续传代 3 次后保持较好细胞活性。结论 改

良的组织贴壁法可简单高效地获得大量纯化的、活性好的小鼠 LFB，为肺部炎症、肿瘤及药物体外疗效等研究奠定基础。
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Study on Isolation and Culture of Primary Lung Fibroblasts from Newborn 
Mice by Improved Tissue Adhesion Method

ZHENG Xiaodan, WANG Ting, HU Yuhai（Department of Clinical Laboratory, Wuhan Hankou Hospital,  
Wuhan  430010，China）

Abstract: Objective To establish an improved simple and efficient method for isolation and culture of primary lung fibroblasts 
(LFB) from neonatal mice, and study their growth characteristics in vitro. Methods The lungs of 3-days-old mice or 8-weeks-
old mice were taken under sterile conditions, and the stromal tissue was cut into 1mm3 tissue mass. High-glucose DMEM culture 
medium containing 10g/dl fetal bovine serum (FBS) or 20g/dl FBS was used for tissue adhesion culture. The LFB was purified 
by the differential time adhesion method, and the growth morphology and adherence state of the cells were observed dynamically 
under an inverted microscope. The primary LFB was identified by flow cytometry. The activity of the third-generation cell after 
culture was detected by CCK-8 assay. Results Lung tissues in mice at 3 days of age and 20g/dl FBS concentration cultured 
by the improved tissue mass adherent cultured method began to grow radially to the periphery on the 2nd day. On the day 7th, 
the cells growth density reached 90%, and the cell morphology was as a spindle. The CD140a positive and CD45 negative cells 
reached more than 90% after purification by differential time adhesion method, and the cells still maintain good cell activity after 
cultured for 3 generations. Conclusion The improved tissue adhesion method can obtain a large number of purified mice LFB 
with good activity simply and efficiently, which lays a foundation for the study of lung inflammation, tumors and in vitro efficacy 
of drugs.  
Keywords: lung fibroblast；primary culture；tissue adhesion method；flow cytometry staining

肺成纤维细胞（lung fibroblast，LFB）是一种异

质性细胞，作为肺脏组织基质细胞之一，其不仅可

维持肺脏的结构完整性，同时在肺纤维化、炎症及

肿瘤等疾病中也发挥重要作用 [1-3]。原代分离培养

LFB 的遗传特征同体内肺组织接近，更能反映细胞

在体内的生长特性，使用原代细胞进行生物学研究

的重要性已得到广泛认识 [4]。因此分离培养出活性

好、 纯 度 高 的 LFB 对 于 研 究 肺 脏 炎 症、 肿 瘤
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生物本身特性、基因表达、药物体外疗效等至关重要。

目前原代 LFB 分离培养过程中易出现细胞污染、分

离出的细胞量少、活性差等不足 [5-7]。本研究旨在介

绍一种简单高效的 LFB 原代培养方法，在传统组织

贴壁法的基础上进行一些改进，在较短时间内分离

出数量多、活性好的 LFB，供体内外进一步实验研究。

1 材料与方法

1.1 研 究 对 象 无 特 定 病 原 体（specefic patho-
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gen free，SPF） 级 C57BL/6 小 鼠，3 天 龄；SPF 级

C57BL/6 小鼠，8 周龄，购自山东省医学科学院实验

动物中心，饲养于 25℃～ 27℃，50% ～ 60% 湿度

的 SPF 级小鼠（individual ventilated cages，IVC）独

立送风隔离笼内，自由饮食饮水，昼夜交替光照。

1.2 仪器与试剂 磷酸缓冲盐溶液（phosphate buf-
fer solution，PBS，Gibco 公 司）； 胎 牛 血 清（fetal 
bovine serum，FBS，BI 公司）；高糖 DMEM 培养

液（Hyclone 公司）；胰蛋白酶（北京莱索宝科技

有 限 公 司 ）；CCK-8（Dojindo 公 司 ）；75g/dl 酒

精，流式荧光抗体 CD45-APC，CD140a-FITC（BD 
Pharmingen 公司）。流式细胞仪（BD 公司）；超净

工作台（苏州安泰空气技术公司）；CO2 细胞培养

箱（Forma Scientific 公司）；细胞培养瓶（Gibco 公司）；

倒置显微镜（Nikon 公司）；低温离心机（Thermo
公司）；手术剪，平皿，玻璃移液管，无菌滤网。

1.3 方法

1.3.1 细胞分离：3 天龄小鼠 5 只，8 周龄小鼠 5 只。

根据小鼠年龄和肺组织块培养时 DMEM 培养液所

含 FBS 浓度不同，将小鼠分为 3 天龄 10g/dl FBS（每

100ml DMEM 培养液中含 10ml FBS）组、3 天龄 20g/
dl FBS（每 100ml DMEM 培养液中含 20ml FBS）组、8
周龄 10g/dl FBS 组和 8 周龄 20g/dl FBS 组等 4 组。均按

以下步骤分离 LFB：①处死小鼠，75g/dl 酒精消毒小鼠，

将小鼠固定在超净工作台内的无菌腊盒上。②无菌手

术剪剪开胸腹部皮肤，剪断肺门处结缔组织，分离出

肺脏，置于盛有 1 × PBS 的平皿中，使用注射器抽吸

1 × PBS 冲洗肺组织，直至肺组织发白。③将肺组织

剪碎至 1mm3 大小的组织块，越小越好。④事先将 T
型培养瓶瓶壁上用含 FBS 的 DMEM 培养液（提前预

热至 37℃）浸湿，将无菌玻璃移液管头端烧弯并冷却，

用玻璃移液管弯头端吸取组织碎块，再“喷到”培养

瓶侧壁上，按 0.3 ～ 0.5 cm 间距均匀地接种在培养瓶

侧壁上。⑤将培养瓶竖直放于 37℃，5%（v/v）CO2 培

养箱中，使组织块干贴壁 4 ～ 5h。⑥待组织块贴牢，

缓慢放平培养瓶，让细胞培养液缓缓漫过组织块，避

免因放平过快导致组织碎块浮起。⑦每隔 1 ～ 2 天为

组织碎块换液一次，换液时注意缓慢将培养瓶竖起，

吸弃原培养液，加入新培养液后，再将培养瓶缓慢放平。 
1.3.2 细胞纯化：①组织碎块连续培养 5 ～ 7 天，

显微镜下观察细胞达到 80% 以上融合时，将培养

瓶内培养液吸弃，加入 4ml 1× PBS 润洗 2 次。②

加入 1 ～ 2 ml 消化液（含 2.5g/L 胰蛋白酶和 0.2g/L 
EDTA），显微镜下观察，见到大量细胞触角回缩，

随即加入 4ml 含 10g/dl FBS 的 DMEM 培养液终止消

化，并将细胞连同组织碎块全部从瓶壁上吹打下来。

③采用无菌滤网将细胞 - 组织块混合液过滤至无菌

离心管中，以去除组织碎块。④ 300g 离心 5min，弃

上清。加入 2ml 含 10g/dl FBS 的 DMEM 培养液重悬

细胞。⑤接种于培养瓶中，置于 CO2 恒温培养箱中

静置 20 ～ 30 min。⑥显微镜下观察到部分细胞贴壁，

且轻晃培养瓶也不浮起，将细胞悬液倒入另一培养

瓶中，在细胞培养箱中继续静置培养 20 ～ 30min，

再重复上述操作。所获的第一瓶和第二瓶细胞以成

纤维细胞为主，第三瓶细胞以内皮细胞为主。

1.3.3 纯化后细胞培养：①超净工作台内，吸弃培

养瓶内旧培养液。② 1 × PBS 润洗细胞 2 次。③

加入 5 ml 含 10g/dl FBS 的 DMEM 培养液。④置于

CO2 恒温培养箱培养。⑤每隔 1 ～ 2 天换液一次。

1.3.4 细胞鉴定

1.3.4.1 显微镜观察：上述纯化后的细胞，每天一

次在显微镜下观察细胞形态及生长情况。

1.3.4.2 流式细胞染色：①上述纯化后的细胞，

用 1 × PBS 洗 2 遍后，加入 20μl 大鼠血清，室温

封闭 20min；②加入流式胞外标记荧光抗体 CD45-
APC，CD140a-FITC，4℃避光孵育 30min；③ 1 × 
PBS 洗 2 遍，无菌滤网过滤转管后上流式仪，检测

细胞 CD45 和 CD140a 表达情况。

1.3.5 细胞活性测定：①取对数生长期的原代细胞（第

3 代），经过润洗、消化、离心、重悬细胞，按照 2 
× 104 个 /ml 细胞密度接种于 96 孔板中，加入含 10g/
dl FBS 的 DMEM 培养液，终体积为 200μl。②置于

CO2 恒温培养箱中，分别培养 1 ～ 7 天，注意每隔 2
天换液一次。③种板1～7天，取出相应天数的96孔板，

弃去旧培养液，加入 10μl CCK-8 和 90μl DMEM 的

混合液。④置于 CO2 恒温培养箱中孵育 2 ～ 3h 后，

于酶标仪中 450nm 处测定吸光度 (A450nm) 值。⑤统计

7 天的 A450nm 值，绘制细胞生长曲线。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 21.0 统计软件分析数

据。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用 SNK-q 检验。P ＜ 0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 改良法细胞分离纯化情况 见图 1。3 天龄

20g/dl FBS 组肺组织碎块贴壁培养第 2 天，倒置显

微镜下观察，可见组织块周边有较多卵圆形细胞贴

壁生长、组织块边缘有大量长梭形细胞“爬出”。

第 4 天，卵圆形贴壁细胞无明显增长，组织块边缘

长梭形细胞较第 2 天明显增多，密度达到 50%。

第 6 天，长梭形细胞生长密度达 70% ～ 80%。第 7
天，长梭形细胞生长密度达 90%。在组织块贴壁后

第 5 ～ 7 天，经差时贴壁法纯化后，所获得的第一

瓶和第二瓶细胞以成纤维细胞为主。
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A：肺组织块贴壁培养第 2 天；B：第 4 天；C：第 6 天；D：第 7 天。

图 1  小鼠肺组织块贴壁不同时间点细胞生长情况（100×）
2.2 部分培养条件优化前后比较 见图 2。组织碎

块贴壁培养第 7 天，倒置显微镜下可见 3 天龄 20g/
dl FBS 组较 8 周龄 20 g/dl FBS 组肺组织块周边长

出更多成纤维细胞；3 周龄 20g/dl FBS 组较 3 周龄

10g/dl FBS 组肺组织块周边长出更多成纤维细胞。

A：3 天龄小鼠肺组织块，采用 10g/dl FBS 培养；B：3 天龄小鼠肺组织块，采用 20g/dl FBS 培养；C：8 周龄小鼠肺组织块，采用 10g/dl 
FBS 培养；D：8 周龄小鼠肺组织块，采用 20g/dl FBS 培养。均为组织碎块贴壁培养第 7 天。

图 2 不同血清培养浓度和小鼠不同年龄对贴壁法分离培养 LFB 的影响（100×）
2.3 细胞形态观察与流式染色鉴定 见图 3。纯化

后的 LFB 在显微镜下可见增殖状态良好，其胞体

较大，呈特征性多突的梭形、纺锤形或星形，细胞

核呈规则的卵圆形，完全伸展的细胞呈扁平长梭形，

轮廓不清。培养 3 ～ 4 天，细胞几乎完全融合。经

流式特异性荧光抗体染色后上流式仪检测，90% 以
上细胞表达 CD140a（成纤维细胞特异性表面分子）

且不表达 CD 45，原代培养的 LFB 纯度高。

A：倒置显微镜下观察纯化后培养 3 天的原代细胞（100×）；B：流式细胞特异性分子染色检测及 flowjo 软件分析鉴定。

图 3 原代 LFB 形态及特异性分子染色鉴定
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2.4 细胞活性 见图 4。培养第 3 代的原代小鼠

LFB 生长良好，增殖活跃，呈对数生长。接种第 1
天为潜伏生长期，1 天后进入指数生长期，指数生

长期约有 3 天，随后进入平台生长期，5 天后增殖

逐渐缓慢，出现衰老和死亡。 

图 4 CCK 8 法检测纯化的第 3 代小鼠 LFB 生长曲线

3 讨论

成纤维细胞是肺脏中占比最大的组织基质细胞，

不仅可维持肺脏组织结构，同时也参与肺脏免疫反

应 [1]。研究表明，在炎症反应的不同阶段，LFB 通

过 分 泌 CXCL9，CXCL10，IL-12，IL-15 等 因 子，

不但可招募不同免疫细胞，同时也会影响原位淋巴

细胞的表型和功能 [8-10]。因此，建立一种稳定有效的

LFB 分离培养方案是研究肺脏炎性反应的基础，对

于肺脏炎性、肿瘤等疾病的防治研究具有深远意义。

原代培养的 LFB 因其遗传物质的表达特征同

体内组织相似，更能反映体内细胞生长特性，因此

是研究肺脏炎症、肿瘤生物本身特性、基因表达、

药物体外疗效实验的良好模型 [11]。然而原代培养过

程复杂，环节较多，不可控因素众多，取材对象、

取材手法、分离方法等任一因素都会影响培养结 
果 [12-13]。原代细胞分离培养的方法主要有机械分散

法、酶消化法以及组织块贴壁法 [7,14]。机械分散法

是将组织剪碎后用吸管反复吹打，分散组织细胞，

然后将碎组织放在注射器内（九号针头），使细胞

通过针头压出。此法适合纤维成分较少的脑组织、

部分胚胎组织，以及一些肿瘤组织等，因此该方法

不适合 LFB 的分离培养 [15]。酶消化法和组织块贴

壁法是目前成纤维细胞原代培养使用较多的两种方

法。然而酶消化法存在诸多不足：①消化时间、消

化液浓度对实验结果影响较大，消化时间不足或消

化液浓度过低会导致消化不充分，消化下来的细胞

量较少，反之则会影响细胞活性，进而影响后续实

验。②酶消化法步骤较组织贴壁法复杂，耗时较长，

且易造成污染。③消化下来的细胞量远不如组织贴

壁法多。一只新生乳鼠采用组织贴壁法可获得 3 ～ 4
瓶 T25 的原代细胞，远高于消化法获得 1 ～ 2 瓶的

细胞量。④组织贴壁法获得的成纤维细胞为自然“爬

出”，更能反映体内生长特性 [16]。

与以往组织贴壁法相比，本研究建立的改良版

组织贴壁法分离培养原代 LFB，具有耗时短、获

得细胞量大等优势，其主要有以下几个要点：①整

个实验全程需要严格遵守无菌操作流程。手术器械

需要高压灭菌，超净工作台需要紫外线照射及 75g/
dl 乙醇提前消毒，乳小鼠需在 75g/dl 乙醇中浸泡约

1min。多项原代细胞分离培养的研究均因忽略无菌

操作而导致细胞被污染 [5, 17]。②使用新生乳鼠作为

取材对象。本研究发现乳小鼠较成年小鼠肺组织碎

块贴壁后成纤维细胞可更早从组织块四周大量“爬

出”，钱凯等 [18] 在小胶质细胞原代培养中也证实

了这一现象。③提高组织块培养时 DMEM 培养液

所含 FBS 浓度至 20g/dl。本研究中，将 FBS 浓度

由 10g/dl 提高至 20g/dl，肺组织块可以更早生长出

大量成纤维细胞。④组织块尽量剪碎，剪得越碎越

利于成纤维细胞“爬出”。⑤培养瓶先竖立让组织

块“干贴壁”4 ～ 5h，确保组织块已紧紧贴牢后，

再将培养瓶缓慢放平，避免组织块浮起。

总之，经过不断改进实验细节，课题组建立了

这种既简单又经济省时的 LFB 分离培养方法，成功

获得了数量多、活性好的原代 LFB，且传代良好，

为后续肺脏炎症、肿瘤等的研究奠定了一些基础。

本次研究尚存在一定局限性：①未能对其它可能影

响 LFB 分离培养效果的因素如组织块大小、贴壁间

距等因素进行研究；②未进一步观察传代后的 LFB
合成和分泌胶原蛋白及其他细胞外基质等功能变化。

针对以上不足，将在以后的研究中进一步完善。
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