
!论
!!

著!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$(&%(&%/%

原代人尿道狭窄成纤维细胞的体外培养及鉴定"

!

陈
!

渴'

!张会波*

#

!武昌学*

"

'+

陕西中医药大学!陕西咸阳
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#
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陕西中医药大学第一附属医院泌尿外科!陕西咸阳
.'*---

$

!!

摘
!

要"目的
!

对原代人尿道狭窄成纤维细胞的体外培养及鉴定!了解其增殖能力及生物学特性%

方法
!

人尿道狭窄成纤维细胞通过细胞的提取&传代&冻存与复苏获得%采用倒置显微镜观察&

h[

染色及波形

蛋白免疫染色的方法鉴定细胞%以人胚肺成纤维细胞为对照组!以原代培养人尿道狭窄成纤维细胞的第
*

&

%

代及复苏后的第
*

&

%

代为试验组!通过对比试验组与对照组的细胞生长曲线&噻唑蓝"

855

$及流式细胞仪的检

测结果了解细胞的增殖能力%结果
!

倒置显微镜观察发现试验组与对照组细胞的形态相似!细胞
h[

染色及

波形蛋白免疫染色鉴定细胞为成纤维细胞%通过比较试验组与对照组的细胞生长曲线&

855

及流式细胞仪的

检测结果!发现各组间差异无统计学意义"

"

&

-+-(

$!表明试验组与对照组的细胞具有相似的增殖能力%

结论
!

该试验确立了人尿道狭窄成纤维细胞的原代培养%

关键词"尿道狭窄#

!

原代培养#

!

成纤维细胞#

!

细胞鉴定
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细胞培养是一项科学实验技术#在现代生物科技

中发展迅速#越来越多地被人们用于更广泛的领域'

近年来随经尿道泌尿系腔内操作技术的进步*公共交

通方式的改变*炎症及术后尿道感染#导致尿道狭窄

的发病率逐渐升高(

'

)

'尿道狭窄形成的本质是异常

瘢痕增生#其组织学特点是大量成纤维细胞增生(

*

)

'

为研究尿道狭窄的发病机制#必须培养人尿道狭窄成

纤维细胞'本试验选取
'

例尿道狭窄患者的病变部

位组织#通过贴壁培养法行体外成纤维细胞培养#现

报道如下'

$

!

资料与方法

$+$

!

一般资料
!

人尿道狭窄组织
*

块#由陕西中医

药大学第一附属医院泌尿外科提供'人胚肺成纤维

细胞株
'

株#购于武汉普诺赛生命科技有限公司'已

获得患者的知情同意#患者无全身器质性疾病'本试

验已获得陕西中医药大学伦理委员会批准'

$+/

!

仪器与试剂
!

9C

*

培养箱*倒置显微镜*酶标分

析仪*流式细胞仪由陕西中医药大学实验室提供%胎

牛血清*胰蛋白酶*磷酸盐缓冲液$

67e

&*二甲基亚砜

$

=8eC

&*多聚甲醛*噻唑蓝$

855

&*抗波形蛋白抗

体*

=8[8

*青
$

链霉素*

#23

酶等#均为以色列
74

公

司产品'

$+'

!

方法

$+'+$

!

原代细胞的提取及传代
!

在无菌操作中#切

+

(**'

+

检验医学与临床
*-'&

年
(

月第
';

卷第
&

期
!

<@M8?N9L"B

!

8@

P

*-'&

!

Y1L+';

!

21+&

"

基金项目!陕西中医药大学校内基金资助项目$

*-';a2'.

&'

!!

作者简介!陈渴#女#研究生#主要从事泌尿外科疾病的基础与临床研究'

!

#

!

通信作者#
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取病变组织#用盐水*

67e

冲洗#将组织剪成大约
-+(

!!

, 的组织块#接种在培养瓶壁上#加入
-+*(̀

胰蛋

白酶#放进
,.\

*

(̀ 9C

*

的细胞培养箱内孵育
(

"

'-!"B

#待大块组织消失后消化液浑浊时#吸出少许

消化液在镜下观察#若已分散(

,

)

#加入按比例配置的

完全培养基
(!<

#终止消化#

'---0

"

!"B

离心
(!"B

#

弃上清液#加入
67e

缓冲液#重新悬浮细胞沉淀#离心#

加培养基重悬细胞#放入细胞培养箱内'在倒置显微镜

下观察细胞贴壁情况及生长变化#并及时拍照'每
,

天

换液
'

次#待长满瓶壁
:-̀

"

&-̀

#处于对数生长期时

则可传代#用
67e

清洗瓶壁#后加入胰酶消化后取出#

镜下观察#若细胞变为单个类圆形#终止消化'离心#弃

上清液#加入完全培养基#按
'l*

比例传代'在培养瓶

侧面标记好细胞名称#代数及传代日期'

$+'+/

!

细胞冻存与复苏
!

当细胞处于对数生长期

时#在冻存前
'N

更换培养基'取
'-̀ =8eC

和
&-̀

胎牛血清配制成细胞冻存液'将细胞离心后弃上清

液#加
*!<

冻存液#吹打使细胞混匀于冻存液中#再

加入
,!<

冻存液#移入多个冻存管中#标记细胞名称

和日期'将冻存管先置于
% \

冰箱
,- !"B

#后移

入
E*-\

冰箱静置
*I

#在
E:-\

冰箱过夜#最后移

至液氮中保存'细胞复苏时#将冻存的细胞于液氮罐

中取出#快速置于约
,.\

水浴锅中轻轻晃动冻存管#

约
&-A

后细胞溶解#快速把细胞移入装有
'-

倍培养

液的离心管中离心#弃上清液#加入培养液使细胞均

匀#标记好细胞名称及日期#放入培养箱#复苏后第
*

天及时更换培养液'

$+'+'

!

细胞
h[

染色及细胞波形蛋白免疫染色
!

取

生长状态良好的细胞#用胰酶消化#调整细胞浓度为

'X'-

(

"

!<

#将细胞培养于载玻片上#置于
;

孔板中#

培养
*%I

后#取出细胞爬片#

67e

清洗后#

&(̀

乙醇固

定
*-!"B

#再次清洗#进行
h[

染色#晾干细胞爬片后

中性树胶封片'成纤维细胞含有特异的波形蛋白#利

用其特异标志蛋白#可以成功鉴定成纤维细胞(

%

)

'所

以本试验行波形蛋白免疫染色'同
h[

染色步骤培

养细胞爬片#取出后用
%̀

多聚甲醛固定#

67e

清洗#

按试剂盒操作说明进行波形蛋白免疫染色'

$+'+1

!

855

法测定细胞的存活和生长
!

将浓度调

整为
(X'-

%

"

!<

的第
*

*

%

代及冻存复苏后的第
*

*

%

代

人尿道狭窄成纤维细胞$试验组&#对照组选人胚肺成纤

维细胞#将细胞消化离心制成细胞悬液接种于
&;

孔板

中#培养
*%I

'取
(

个孔为调零孔#加入培养液*

855

及
=8eC

'每组设
(

个重孔#

,N

后将
855

在避光下

加入待测孔#放入培养箱
%I

#将待测孔内液体吸除加入

-+'̀ =8eC'(-

#

<

#震荡
'-!"B

#参考波长选
%&-B!

下测定光密度值$

%3

&值#测定细胞的增殖能力(

(

)

'

$+'+2

!

测定细胞生长曲线判定细胞活力
!

试验组选

生长良好的人尿道狭窄成纤维细胞#对照组仍选人胚

肺成纤维细胞#消化离心后制成细胞悬液#计数#将细

胞接种于
*%

孔板中#放入培养箱'每隔
'N

取
,

孔细

胞计数#每隔
,N

给未计数的细胞换液'将计数的结

果记录并绘制成坐标图#即为细胞的生长曲线图'

$+'+)

!

应用流式细胞仪检测细胞周期
!

试验组取原

代培养的第
*

*

%

代及冻存复苏后的第
*

*

%

代的人尿

道狭窄成纤维细胞#对照组选人胚肺成纤维细胞'将

细胞浓度调整为
*X'-

.

"

!<

#消化*清洗*离心后#弃

上清液#用预冷的
67e

重悬细胞#加
.(̀

乙醇混匀后

于
%\

冰箱固定
,-!"B

#取出后离心#吸除乙醇#再加

入
67e

混匀移入
'+(!<

的尖底离心管内#再离心#

加
67e

和
#23

酶#于培养箱内培养后加入碘化丙啶

$

64

&溶液室温下避光染色
,-!"B

'流式细胞仪上检

测细胞周期'

$+1

!

统计学处理
!

采用
e6ee**+-

统计软件进行数

据分析#计量资料以
F_B

表示#采用
5

检验#以
"

$

-+-(

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/+$

!

倒置显微镜下观察细胞生长情况
!

原代培养的

人尿道狭窄成纤维细胞均呈贴壁生长#在第
'

天开始

贴壁#

*

"

,N

时细胞生长繁殖#

,

"

(N

时生长旺盛#

(

"

.N

时细胞生长缓慢'倒置显微镜下观察细胞成

扁平状*梭形*不规则形*排列成簇状'人胚肺成纤维

细胞的生长及形态基本类似于试验组#见图
'

'

/+/

!

h[

染色及波形蛋白免疫染色结果
!

h[

染色

后#镜下观察#见细胞多为长梭形#细胞核近圆形#呈

淡蓝紫色#细胞质为粉红色$图
'=

&'波形蛋白免疫

染色阳性#证明细胞是成纤维细胞$图
'[

&'

!!

注!

3

为人尿道狭窄成纤维细胞第
*

代$

X*-

&%

7

为人胚肺成纤维细胞$

X%-

&%

9

为人尿道狭窄成纤维细胞第
%

代$

X*-

&%

=

为人尿道狭窄成

纤维细胞第
*

代$

h[

#

X%-

&%

[

为波形蛋白染色阳性$

X%--

&

图
'

!!

倒置显微镜下细胞生长情况

/+'

!

855

检测结果
!

人尿道狭窄成纤维细胞的增

殖能力很强#原代培养的第
*

*

%

代及冻存复苏后的第

*

*

%

代细胞的
%3

值分别为
'+-:-_-+-',

*

'+-.._

-+-',

*

'+-;:_-+-';

*

'+-.'_-+-*

#原代培养人胚肺

成纤维细胞的
%3

值为
'+-;(_-+-'*

#各组间比较差

异无统计学意义$

"

&

-+-(

&'

+

;**'

+

检验医学与临床
*-'&

年
(

月第
';

卷第
&

期
!

<@M8?N9L"B

!

8@

P

*-'&

!

Y1L+';

!

21+&



/+1

!

测定生长曲线 见一段时间范围内#细胞生长与

时间呈正相关#

-

"

'N

为潜伏期#

'

"

,N

为增殖期#

%

"

(N

为对数生长期#

;

"

.N

为平台期'试验组与对

照组细胞的增殖能力均较强#见图
*

'

/+2

!

流式细胞仪检测细胞生长周期
!

试验组与对照

组细胞百分比和增殖指数$

64

&值比较#差异无统计学

意义$

"

&

-+-(

&%各试验组间比较差异无统计学意义

$

"

&

-+-(

&'进一步说明原代培养的人尿道狭窄成纤

维细胞第
*

*

%

代#以及冻存复苏后的第
*

*

%

代细胞均

具有相似的增殖能力#试验组与对照组的细胞具有相

似的增殖能力#见表
'

'

表
'

!!

试验组与对照组的尿道狭窄成纤维细胞及人胚肺成纤维细胞周期和增值指数$

F_B

)

)D(

)

`

%

组别
^

-

"

^

'

e ^

*

"

8 64

试验组

!

人尿道狭窄成纤维细胞第
*

代
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细胞生长曲线图
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尿道狭窄是泌尿科发病率比较高的疾病之一'

无论是何种病因导致的狭窄#其实质都是炎症渗出和

瘢痕过度增生的结果(

;

)

'成纤维细胞作为人增生性

瘢痕形成过程中最主要的效应细胞#是增生性瘢痕形

成的重要细胞学基础#其过度增殖及凋亡抑制是增生

性瘢痕形成的中心环节(

.

)

'尿道狭窄复发与成纤维

细胞的过度活化引发大量胶原组织形成有关(

:

)

'培

养人尿道狭窄成纤维细胞#了解其生物学特性为研究

尿道狭窄的发病机制及治疗方法提供生物学基础'

之前有人体的其他部位如人胚胸主动脉*皮肤等

部位组织的成纤维细胞的相关文献或者大鼠*兔的尿

道狭窄成纤维细胞的实验研究#并未查到关于人尿道

狭窄成纤维细胞的培养的文献报道(

&

)

'在探索细胞

培养方法时发现贴壁培养法能使细胞与培养液充分

接触并且能够清楚地观察到细胞的状态#因此本试验

使用贴壁培养法原代培养人尿道狭窄成纤维细胞'

通过镜下观察细胞形态*

h[

染色及波形免疫蛋白染

色阳性结果鉴定细胞为成纤维细胞'细胞
h[

染色

及波形免疫蛋白染色的预实验阶段#由于选取的细胞

生长状态不稳定及操作失误造成细胞污染影响试验

结果'第
(

代及第
(

代之后细胞出现生长速度慢#死

细胞数量稍有增多#分析原因可能是传代次数多*细

胞活力下降*细胞老化*分裂增殖缓慢*操作过程中污

染等情况'选第
*

*

%

代及冻存复苏后的第
*

*

%

代细

胞为试验组#健康人胚肺成纤维细胞作为对照组#测

定
855

及细胞生长曲线#试验组与对照组的细胞增

殖能力均较强#与细胞生长曲线的结果一致'根据

855

法的实验原理#它能间接反映活细胞的数量#及

全部细胞的存活能力(

'-

)

'流式细胞仪检测细胞百分

比和增值指数各组间相似'试验发现人尿道狭窄成

纤维细胞增殖能力较强#可以通过抑制尿道成纤维细

胞分裂增殖等相关特性进而抑制尿道瘢痕增生'

综上所述#本研究基本确立了人尿道狭窄成纤维

细胞的原代培养#细胞有着较稳定的生物学特性#通

过人不同组织来源的成纤维细胞对比研究为后续试

验提供良好的细胞模型及生物学基础'
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