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摘要 采用胶原酶消化法建立细胞系，观察细胞形态、测定细胞冻存前和复苏后的存活率、绘制细胞生长曲

线，并对染色体核型进行分析，研究不同年龄的二狼山绒山羊耳组织成纤维细胞的生物学特性，分析年龄对二狼

山绒山羊耳组织成纤维细胞体外培养的影响。试验结果表明，年龄对细胞形态无影响；冻存没有降低细胞的存活

率（ ＞0.05）；细胞的生长曲线呈典型的 S型且年龄对细胞的生长无明显影响（ ＞0.05）；染色体核型分析显示，

不同年龄的山羊耳组织成纤维细胞系的染色体数目均为 2 n=60（XY/XY），无染色体畸形。说明不同年龄，甚至年

龄比较大的二狼山绒山羊个体（13岁）都可以通过胶原酶消化法建成稳定的成纤维细胞系，本试验使二狼山绒山

羊种质资源在细胞水平得到保存，为二狼山绒山羊成纤维细胞系的建立以及开展其种质资源的保存提供一定的

参考。
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二狼山绒山羊是我国不可多得的绒用经济动

物之一，其羊绒以细度细、长度长、强度大、光泽好、

净绒率高等优良品质而闻名，成为中国羊绒品质最

优的绒山羊品种之一，被列入国家首批发布的动物

遗传资源一级保护品种名录[1]。近年来，随着绒毛市

场对羊绒品质和量的需求急剧增加，增加羊绒的产

量、提高其质量显得尤为重要[2]。但是，由于山羊绒

收购未能体现以质论价、优质优价，为了增加羊绒

产量，当地政府部门引进一些羊绒产量高但细度较

粗的绒山羊品种与当地羊绒细度较细的二狼山绒

山羊杂交，虽然产绒量有了显著提高，但使得羊绒

质量下降[3]，羊绒细度逐年变粗[4，5]，优质二狼山绒山

羊个体数目越来越少。

2015年，在内蒙古自治区西部阿拉善右旗以

及巴彦淖尔市杭锦后旗，发现了少数羊绒细度

12.80～13.89 μm的二狼山绒山羊，其羊绒细度

较细、经济价值较高，为选育出优质二狼山绒山羊

提供了良好的材料。但是目前，羊的选育方法主要

是“优胜劣汰”的模式，周期较长 [6]，且品种优良的

二狼山绒山羊数目已较少，制约了选育改良的步

伐。同时，有的优良个体被发现时已是较大年龄，

无自然繁殖能力，如果采取传统的品种选育方式，

很难选育出一个羊绒较细的群体。所以，采取其他

方式（如体细胞克隆技术）保存优质二狼山绒山羊

种质资源，快速扩繁出大量的优秀二狼山绒山羊

显得尤为必要。建立并保存家畜成纤维细胞系属

于细胞水平上的保种方法 [7-8]，耳组织成纤维细胞

不仅拥有动物体完整的遗传信息，而且取材后对
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动物健康无明显影响，为研究珍稀动物的种质资

源保存和快速扩繁提供了极大的方便。年龄会对

耳组织成纤维体细胞系的建立及体外培养产生影

响 [9]。本研究选取不同年龄的二狼山绒山羊作为

研究对象，建立耳组织成纤维细胞系，并对细胞

的形态、冻存前和复苏后存活率、生长曲线、核型

等一系列生物学特征进行比较，以探究不同年龄

二狼山绒山羊成纤维细胞的生物学特性是否存在

差异，为基础研究和实际生产中二狼山绒山羊耳

组织成纤维细胞系的建立提供参考，同时为优质

二狼山绒山羊资源保存及快速扩繁提供技术支

撑。

1 材料与方法

1.1 耳组织成纤维细胞系建立

1）原代培养。取二狼山绒山羊耳缘组织约 1 cm2，

在超净工作台内将 3个年龄分别为 1岁（♂）、4岁

（♀）和 13岁（♂）的二狼山绒山羊耳组织样品先放

置于含双抗的 PBS（含 95% PBS，5%双抗）中清洗 3

遍，再放入不含双抗的 PBS中清洗 3遍，将组织充

分剪碎。组织块放入细胞培养瓶中，加入 5 mL胶原

酶溶液（79% DMEM，20% FBS，1%双抗，0.1%胶原蛋

白酶），放入培养箱中消化培养 2～4 h后离心（1 500

r/min，5 min，下同）去除胶原酶，收集细胞，加入培

养液（89% DMEM，10% FBS，1%双抗），于 37 ℃、

5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养。

2）传代培养。荧光倒置显微镜下观察，细胞增

殖至汇合度达到约 80%时，弃去原培养液，用 PBS

清洗 2遍，向瓶内加入 2 mL 0.25%胰蛋白酶，消化

1 min后，立即加入 8 mL培养液（98% DMEM，2%

FBS）终止消化，反复吹打使细胞从培养瓶壁上脱落，

收集培养液，离心，弃上清液，重悬，按 5.0×104个 /mL

的密度传代培养，记录成纤维细胞贴壁和生长情

况。

1.2 细胞冻存

取第 3代细胞，按上述细胞传代培养的方法消

化细胞后将细胞悬液离心，弃上清液，然后用冻存液

（70% DMEM，20% FBS，10% DMSO）重悬细胞，并控

制细胞密度约为 1×106个 /mL，将悬液以 0.5 mL/管

分装于冻存管中。将冻存管放入细胞程序冷冻盒，

置于 -80 ℃超低温冰箱，24 h 后将冻存的细胞移

入液氮中保存。

1.3 细胞复苏

将上述细胞冻存管从液氮中取出后置于 37 ℃

恒温水浴锅中，轻微晃动使其尽快融化，细胞悬液

注入离心管并加入 5 mL培养液（79% DMEM，10%

FBS，1%双抗），低速离心后加入 5 mL同样的培养

液置于细胞培养瓶中，放入培养箱内继续培养。

1.4 细胞生物学特性

1）生长曲线绘制。MTT法：取第 2代细胞，消化

后向 96孔培养板内接种细胞，每孔接种约 1×103

个细胞，每种细胞各接种 12个 96孔板。从接种之

日算起，每隔 24 h取出 1个 96孔板测每孔的吸光

值：在每个孔内加入 10 μL 5 mg/mL MTT，继续培

养 4 h后吸出培养液，每孔加 100 μL DMSO后振

荡 5 min，在 578 nm无试剂对照条件下检测吸光

值。细胞计数法：取第 2代细胞，消化后向 24孔培

养板每孔内接种 1 mL 密度约为 1×103/mL细胞，

从接种之日算起，每隔 24 h计数 2个孔内的细胞

密度，算出平均值，连续测定 12 d，以培养时间为横

坐标，以细胞密度为纵坐标，绘制细胞生长曲线[10]。

2）细胞活力测定。将冻存前与复苏后的传代细

胞制成细胞悬液，取 0.5 mL放入离心管中，加入

0.1 mL 0.02 μg/mL的台盼蓝染液充分混匀，2 min

后用血球计数板在显微镜下计数、测定细胞的存活

率，凡着色为蓝色的细胞为死细胞，计数 3组，每组

1 000个细胞。

3）细胞染色体分析。将培养至第 3代的成纤维

细胞在指数生长期加秋水仙素 0.1 μg/mL，继续培

养 1 h，用 0.25%胰蛋白酶消化、离心，用预温至 37 ℃

的0.075 mol/L KCl 溶液低渗处理 15～20 min，后

加新鲜固定液（甲醇∶乙酸 =3∶1）0.5～1.0 mL预

固定，1 000 r/min 离心 10 min，弃上清，加入固定

液 5 mL，重复固定 3 次，每次 20 min，再以 1 000

r/min离心 10 min，用少量新鲜固定液制成细胞悬

液，滴 2～3滴细胞悬液于预冷的干净载玻片上，冷

风吹干，Giemsa染色、水洗、干燥、镜检，低倍镜下选

出染色体分散好、长度适中、染色体清晰的中期分

裂相，油镜（×1 000）下拍照、分析。

1.5 统计分析

采用 SPSS 22.0软件对本试验中细胞冻存前后

的存活率进行 检验分析，采用 Kruskal-Wallis非参

数检验对细胞吸光度和密度进行分析，＜0.05 视

为差异显著。
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图 1 细胞生长情况

注：A、B、C图分别为体外培养的 1岁、4岁、13岁羊成纤维细胞（100×），D为成纤维细胞冻存前和复苏后的存活率，E、F为细胞生长曲线。

2 结果与分析

1）细胞的形态学观察。耳组织经胶原酶分离培

养 2 h后，在显微镜下观察可见到只有少数细胞贴

壁，大多数细胞单个悬浮在培养液中，此时贴壁的

细胞仍呈圆形，尚未伸展。24 h后，可观察到已有许

多细胞贴壁并开始伸展出伪足，细胞形状变得不规

则，后伪足逐渐伸长。48 h后，3个不同年龄羊的组

织块边缘形成生长晕，细胞形态呈梭形或扁平星

形，即典型的成纤维细胞形态[11]。当细胞生长至近

80%汇合时，细胞呈放射状走势，向培养瓶中加入胰

蛋白酶，镜下观察可见细胞回缩呈圆形点状，传代

后的细胞与原代细胞生长速度基本一致。1岁羊、4岁

羊和 13岁羊的细胞汇合度达到约 80%（图 1A-C）的

时间均为 6 d。

2）成纤维细胞冻存前和复苏后的存活率。1岁、

4岁和 13岁羊成纤维细胞冻存前的存活率分别为

94.8%、96.9%、98.8%，复苏后的存活率分别为

94.3%、96.1%、98.0%。不同年龄的羊成纤维细胞冻存

前与复苏后的存活率无显著差异（ ＜0.05）（图 1D）。

3）生长曲线。3个年龄的成纤维细胞的生长曲线

均呈典型的 S型（图 1E，F）。从细胞活力看，1～6 d 3

个年龄的耳组织成纤维细胞活力均较强，6 d之后

细胞活力不断减弱，减弱的速率从快到慢依次是：

13岁羊、4岁羊、1岁羊，年龄越大细胞活力减弱的

速率越快（ ＞0.05）。从生长曲线看，1～6 d 3个年

龄的羊耳组织成纤维细胞的密度不断增加，生长情

况基本相似，6 d后细胞处于衰亡期，3个年龄的羊

耳组织成纤维细胞的密度降低，且细胞密度下降的

速率从快到慢依次是：13岁羊、4岁羊、1岁羊，年龄

越大细胞密度下降越快（ ＞0.05）。

4）核型分析。图 2所示为不同年龄的羊耳组织

成纤维细胞中期分裂相染色体。染色体数目 2 n=60

（XY/XX），均为稳定的二倍体细胞系。30对染色体

中有 29对常染色体均为端着丝粒染色体，长度逐

渐递减；性染色体 X、Y均为中央着丝粒，X染色体
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图 2 成纤维细胞中期分裂相染色体与核型（100×）

注：A、B、C 分别为 1 岁、4岁、13 岁羊成纤维细胞中期分裂相染色

体，D、E、F分别为 1岁（♂）、4岁（♀）、13（♂）岁羊成纤维细胞核型

图。

最大，Y染色体最小。1岁、4岁、13岁羊核型分析结

果无明显差异。

3 讨 论

1）取样个体和部位选择。在体细胞核移植中，

除了有选择耳组织成纤维细胞作为供体细胞外，还

有选择胎儿成纤维细胞、乳腺上皮细胞、肾脏细胞、

心脏细胞、星形细胞、颗粒细胞等作为供体细胞[10-16]，

但后者均需杀死动物或进行繁琐的手术，影响动物

生命以及正常生长。试验中用于建立成纤维细胞系

的材料取自于二狼山绒山羊耳缘皮肤组织（＜1

cm2），不影响供体动物的健康，取样方便，还可以进

行再次取样，这种取样方法较适合于优质二狼山绒

山羊越来越少的现状，同时也适合于其他珍稀物种

与濒危动物[17-18]。所采样的二狼山绒山羊中，有公羊

和母羊，为保存丰富的种质资源提供了技术支撑。

2）成纤维细胞分离方法的选择。原代细胞分离

方法主要有组织块法和酶消化法。本试验采用的胶

原酶消化法分离原代细胞，胶原酶可以特异性地分

解组织细胞间质中的胶原蛋白，可以有效分离细

胞，对细胞机械性损伤较小，也降低其被酶破坏的

风险，相比组织块法可以获得更多均一的原代细

胞，并且缩短了原代细胞培养的时间[19]，可为核移植

提供量足质优的供体细胞。

3）年龄对细胞生物学特性的影响。前人研究表

明，成纤维细胞增殖能力随年龄的增加而逐渐下降[20]。

本研究对不同年龄的羊耳组织成纤维细胞系的生

长曲线、冻存前和复苏后存活率以及核型分析 3个

生物学特性观察得出：年龄较大的个体的成纤维细

胞生长速度、生长情况依然良好，冻存对其没有影

响，且遗传特征稳定。这与前人研究结果不太一致，

可能与动物种类和培养环境等因素有关。不同年龄

的细胞在冻存前和复苏后存活率差异不显著（ ＞

0.05），该结果与韦云芳等[21]研究的昆明犬胎儿成纤

维细胞冻存前和复苏后存活率无显著性差异、许成

盛等[17]研究的新生猪成纤维细胞冻存前和复苏后存

活率无显著性差异的结论相一致。说明冻存和复苏

的过程对细胞活力影响较小，本研究所采用的冻存

和复苏的方法可行。

4）染色体核型分析。染色体分析可以鉴定该细

胞系的种源、性别以及判断细胞是否正常或发生恶

变，正常细胞系染色体数目趋于稳定[22]，二倍体稳定

性对于种质资源保存也有重要意义。对本试验所建

立的不同年龄的二狼山绒山羊耳组织成纤维细胞

系核型进行分析，染色体数目和形态与国内外其它

山羊[23-25]相比未发生变异，证实二狼山绒山羊成纤

维细胞的遗传特征稳定，而且年龄对核型没有影

响，可作为体细胞核移植的供体细胞，这与王娟等[26]

研究的滩羊胎儿成纤维细胞的染色体分析相一致。

综上，在实际生产中，不同年龄，甚至年龄比较

大的二狼山绒山羊个体，都可以通过胶原酶消化培

养法建成稳定的耳组织成纤维细胞系，并且可以通

过液氮冻存的方法进行长期保存。建立的成纤维细

胞系可为优质二狼山绒山羊的批量克隆提供必需的

供体细胞，增加优良品种的群体数目，还可进行种质

资源保存，实现优质二狼山绒山羊的快速扩繁。
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蛋鸡产蛋后期的饲喂管理要点

从鸡只的生理角度出发，经过产蛋高峰期，即便饲喂再多的优质饲料，也无法生产更多的蛋，这时
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