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摘要: 【目的】建立永生化树鼩皮肤成纤维细胞，为探究真皮层中皮肤成纤维细胞和其产生的细胞外基质在其

中所发挥的作用提供新的试验材料。【方法】通过酶消化法从树鼩腿部皮肤分离纯化出皮肤成纤维细胞，利

用携带 SV40T 基因的慢病毒转染细胞，挑取单克隆后进行传代培养；对传至 50代以上的细胞进行形态学观

察、免疫荧光鉴定以及核型鉴定。【结果】传代培养后得到的细胞形态一致，且与原代细胞相比未发生改

变，均为梭形和多角形纤维状，到第 58代时细胞状态仍较好。生长曲线测定结果显示：细胞生长旺盛，第

2~3天为细胞对数生长期，第 5天进入平台期；免疫荧光可检测到皮肤成纤维细胞标志蛋白 Vimentin和永生

化 SV40T强荧光信号。细胞核型分析显示：染色体数与中缅树鼩染色体一致，即所得细胞为永生化树鼩皮肤

成纤维细胞。【结论】本研究成功构建 1株能够稳定传代的永生化树鼩皮肤成纤维细胞，为皮肤损伤修复及

其他皮肤相关疾病的研究提供了试验材料。
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Abstract: ［Purpose］To provide a new experimental material to explore the role of skin fibroblasts
and their  extracellular  matrix  in  dermis,  the  immortalized  skin  fibroblast  line  of  Chinese  tree  shrew
was established.  ［Methods］The  skin  fibroblasts  were  separated  and  purified  by  digestion  with
trypsin from leg ministry skin of Chinese tree shrew. The skin fibroblasts were immortalized by simi-
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an virus 40 large T antigen (SV40T) transduction, and the immortalized cells were identified by mor-
phological  observation,  immunofluorescence  and  karyotype  identification  after  picked  monoclonal
subculture and propagated to more than 50 generations of cells. ［Results］The immortalized cells
showed a  similar  morphology  to  that  of  the  Chinese  tree  shrew  primary  skin  fibroblasts  with   un-
altered  form,  spindle  and  polygonal  fibrous.  The  58th  generation  cells  were  still  in  good  condition.
The  growth  curve  showed  immortalized  cells  grew  vigorously.  The  cells  were  in  the  logarithmic
growth phase on the 2nd or 3rd day, and entered the plateau phase on the 5th day. High fluorescence
representing protein of tree shrew Vimentin and SV40T were detected by immunofluorescence.  Ka-
ryotype  analysis  showed  that  the  number  of  chromosomes  was  consistent  with  that  of  Chinese  tree
shrew, which means the cells obtained as immortalized tree shrew skin fibroblasts. ［Conclusion］A
tree shrew skin fibroblasts cell line was successfully established, which could provide an experiment-
al material for the study of damages and repairing about skin and other skin related diseases.

Keywords: Chinese tree shrew; skin fibroblast; separating; immortalized cell line
 
 

皮肤成纤维细胞是网状真皮层中较为常见的

细胞[1]，能够在结缔组织中分泌和沉积大量整合

素和细胞外基质 (extracellular matrix，ECM)，包

括胶原蛋白、弹性纤维和结合蛋白等[2]。由于能

够分泌一系列的 ECM，皮肤成纤维细胞在皮肤

的衰老、光老化 [3-4]、炎症、烧伤或机械损伤 [5]、

瘢痕形成[6]和肿瘤及其他皮肤相关疾病等多种皮

肤修复过程中起至关重要的作用。目前，已有研

究者成功分离出小鼠皮肤成纤维细胞[7]、大鼠皮

肤成纤维细胞[8]、人皮肤成纤维细胞[9]、裸鼹鼠皮

肤成纤维细胞[10]和驴皮成纤维细胞[11]，并基于不

同物种的皮肤成纤维细胞开展了皮肤疾病相关研

究。树鼩属攀鼩目小型哺乳动物，具有体型小、

繁殖快的特点，进化上比啮齿类更接近非人灵长

类。FAN等[12]研究显示：树鼩在神经系统、视觉

系统和免疫系统上与人相似，已被用于眼部[13]、

视神经和脑部神经发育相关疾病以及多种肝炎病

毒[14-17]、寨卡病毒[18]、单纯疱疹病毒[19]和流感病

毒[20]等疾病的模型研究中。已有研究对树鼩进行

肺纤维化诱导，建立了与临床患者出现相似症状

的肺纤维化模型[21]。ZHANG等[22]对树鼩皮肤结

构进行解析，发现其与恒河猴及人的皮肤结构极

为相似，有丰富的汗腺和皮脂腺，且汗腺分布在

毛球顶部周围，与毛囊皮脂腺等共同组成与人类

相似的附属皮肤单位，而小鼠汗腺和皮脂腺并不

明显，表明树鼩是皮肤相关疾病研究的潜在非人

灵长类替代实验动物。

课题组前期分离出原代树鼩皮肤成纤维细

胞[23]，然而，原代细胞往往只能够稳定增长几个

代次，传代次数过多细胞便会出现各种问题，如

细胞形态发生改变和细胞增殖变缓，试验过程中

很容易错过细胞的最佳生长时期，阻碍了皮肤相

关疾病细胞模型的构建和相关机制的研究。此

外，对于需要反复验证的试验，原代细胞几乎无

法再次重复，每一批次分离出的细胞难免会有差

异，并且耗时长，试验效率会受到很大影响。因

此，建立能够连续多次传代的永生化细胞可弥补

原代细胞的不足。本研究通过优化分离树鼩原代

皮肤成纤维细胞的方法，再利用携带 SV40T 的慢

病毒转染细胞，经过 50代以上的传代，以期获

得永生化树鼩皮肤成纤维细胞，为皮肤相关疾病

的发病机制研究提供新材料。 

1   材料与方法
 

1.1    试验动物和慢病毒

供试树鼩为滇西亚种中缅树鼩 (Tupaia belan-
geri chinensis )，由中国医学科学院医学生物学研

究所树鼩种质资源中心提供，雄性，1岁，生产

许可证号为 SCXK (滇) K2018-0002，使用许可证

号为 SYXK (滇) K2018-0002。本研究遵循试验动

物使用 3R原则和福利伦理原则。

携带 SV40T 基因的慢病毒由汉恒生物科技

(上海) 有限公司构建，病毒滴度为 1×109 TU/mL。 

1.2    树鼩成纤维细胞的酶消化法分离纯化

本试验在白剑等[23]的酶消化法基础上稍作改

进。取约 1岁的树鼩腹腔注射 3%戊巴比妥钠
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0.5  mL麻醉后处死，用 75%酒精进行皮肤消

毒，刮除树鼩大腿内侧的毛发，剪下约 2.5 cm×
1.5 cm的皮肤组织块，在含 2%青霉素—链霉素

(美国 Gibco ) 的 PBS (美国 Hyclone ) 中反复刮洗 3
次，将组织块剪碎为约 1 mm3 的块状，置于 50 mL
离心管中，加入 0.1% Ⅰ型胶原酶 (PBS配制)，于

37 ℃ 恒温箱中消化 45 min，每 15 min振荡 1次，

使组织块与Ⅰ型胶原酶充分接触。消化完成后

用 100目的钢网筛过滤细胞悬液，1  000  r/min
离心 10 min，弃上清后加入完全培养基 [ 配方为：

MEM基础培养基 (以色列 Biological Industries) +
10% FBS (以色列 Biological Industries) +1%青霉

素—链霉素+1% NaHCO3+1%非必需氨基酸 (美
国 Gibco)]重悬细胞，1  000  r/min离心 10  min，
用完全培养基再次重悬后转至 6孔板中，置于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，每天观察细胞生

长状况。待细胞铺满皿底时，用 PBS清洗原代细

胞 3次，每孔加入 0.25% Trypsin-EDTA胰蛋白

酶 (美国 Gibco) 500 μL，室温消化 3 min后吸弃

胰蛋白酶，加入完全培养基反复吹打，待变圆的

皮肤成纤维细胞脱落后，将细胞悬液转至培养瓶

中培养。 

1.3    慢病毒转染树鼩成纤维细胞

将生长状态良好的皮肤成纤维细胞以 1×
105 mL−1 的密度接种于 6孔板，每孔 2 mL，放入

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养；待细胞汇合度达

到 80%以上时，用 PBS清洗 2次，加入含 4 μg/mL
助转剂的培养液 1  mL，以感染复数 (MOI)为
30接种携带 SV40T 基因的慢病毒，并设不接种

的空白对照孔，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 4 h后补加含 4 μg/mL助转剂的培养液 1 mL，培

养 24 h后更换为新鲜且不含助转剂的完全培养液

继续培养 24 h。之后，将培养液更换为含 4 μg/mL
嘌呤霉素的培养液继续培养，2 d更换 1次培养

液，直至空白对照孔的细胞完全死亡。 

1.4    有限稀释法挑取单克隆

细胞汇合度达到 80%以上时，用 0.25%
Trypsin-EDTA胰蛋白酶消化并计数，将细胞稀

释至密度为 103 mL−1，再进行 10倍梯度稀释，直

至约 10  mL−1，每个密度梯度接种 16孔  (2排 )
96孔板，每孔 100 μL，置于 37 ℃、5% CO2 培
养箱中培养，每隔 1 d观察并标记由单个细胞增

殖形成的单个细胞群。待细胞长满后，消化转至

24孔板中继续培养，并逐步扩大培养，每消化

1次记为 1代。 

1.5    树鼩成纤维细胞传代

细胞汇合度达 80%以上时，弃去培养液，

PBS清洗 2次，用 0.25%胰蛋白酶消化，1.5 min
后吸弃胰蛋白酶，待大部分细胞变圆、培养瓶底

部变成毛玻璃状时加入培养液终止消化，以 1∶6
的比例传代培养，定期拍照保存。 

1.6    树鼩永生化皮肤成纤维细胞生长曲线的测定

取第 52代细胞用胰蛋白酶消化后，稀释至

密度为 5×104 mL−1，接种于 96孔板，每孔 100 μL，
按照 CCK-8试剂盒 (上海东仁)说明书测定细胞

生长曲线，检测 6 d的细胞增殖情况，并以 6 d
的吸光度值绘制细胞增殖动力曲线图。 

1.7    免疫荧光鉴定

取第 52代细胞，经消化后将其稀释至密度

为 1×105 mL−1，接种于 24孔板，每孔 500  μL，
同时用树鼩原代脑内皮细胞作对照。待细胞贴壁

后，PBS清洗 2次；用 4 ℃ 预冷的 4%多聚甲醛

于室温固定细胞 20 min，PBS清洗 3次，每次

5  min；0.5% Triton  X-100  (PBS稀释 )室温通透

20 min，PBS清洗3次，每次5 min；用0.01 mmol/L
PBS稀释至 20%的山羊血清封闭液封闭 30 min，
PBS清洗 3次，每次 5 min；加入 1∶500的鼠抗

波形蛋白单克隆抗体和 1∶50的兔抗 SV40T单克

隆抗体 (一抗稀释液稀释，每个抗体 2个复孔)，
4 ℃ 孵育过夜，PBS清洗 3次，每次 5 min；分别

加入 1∶500的羊抗鼠二抗和驴抗兔二抗  (用
0.01  mmol/L  PBS稀释 )， 37 ℃ 避光孵育 1  h，
PBS清洗 3次，每次 5 min；加入 5 μg/mL DAPI
染色液，室温避光孵育 5 min，对标本进行染

核，PBS漂洗 4次，每次 5 min，在荧光显微镜下

观察。 

1.8    细胞核型分析

取第 53代细胞消化转至新的培养瓶中，置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h；加入 4 ℃
预冷的 80 μg/mL秋水仙素  (美国 Sigma) 200 μL
继续培养 4 h，吸弃上清液，PBS清洗 3次，每次

5 min；用 0.25%胰蛋白酶消化细胞并转至 15 mL
离心管中，1 000 r/min离心 5 min，弃上清；加

入 37 ℃ 预热的 0.075 mol/L KCl溶液 7 mL，轻

轻吹散细胞，室温低渗 25 min，期间若有沉淀时

需要轻轻吹打，使细胞与 KCl低渗液充分接触，
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1 000 r/min离心 5 min，弃上清；加入现配卡诺

固定液  (V甲醇∶V冰醋酸=3∶1) 7 mL，固定 5 min
后沿管壁轻轻吹打，使沉淀的细胞翻转，固定

5  min后，轻轻吹散细胞，继续固定 20  min，
1 000 r/min离心 5 min，弃上清；再次以 7 mL固

定液以同样方式固定 25 min，1 000 r/min离心

5 min，弃去上清后重新加入适量固定液，重悬细

胞。取 4 ℃ 预冷的载玻片，吸管吸取混匀的细胞

液悬空 30 cm垂直滴 3滴至载玻片上，斜靠载玻

片流掉多余细胞液，自然风干 12 h；将载玻片放

入染缸中，加入 Giemsa染液 (北京索莱宝)染色

2 h，之后流水冲洗载玻片，自然风干 12 h后封

片，在显微镜下用油镜观察。 

2   结果与分析
 

2.1    不同代次的树鼩皮肤成纤维细胞

由图 1可知：树鼩皮肤成纤维细胞形态总体

较均一，为梭形，较胖，细胞增殖速度较快。以

1∶6传代后，2 d便长满培养瓶，可继续传代；

培养 2 d后细胞上清中出现少许死细胞漂浮，45
代后细胞增殖有所减慢，约 3 d可长满培养瓶，

细胞状态也有所变化，部分细胞出现拉丝，细胞

两端拉长，但大部分细胞仍能维持原有形态。 

2.2    生长曲线测定

由图 2 可知：细胞数量在第 2~3天时明显增

加，处于对数生长期，之后缓慢增长，在第 5天

时达到高峰，进入平台期。 

2.3    免疫荧光鉴定

由图 3可知：树鼩皮肤成纤维细胞细胞质中

有明显的成纤维细胞特异性蛋白 Vimentin信号，

而原代脑内皮细胞无该信号，结合树鼩原代皮肤

成纤维细胞的分离方法及细胞形态学分析[23]，判

定分离得到的细胞是树鼩皮肤成纤维细胞。

由图 4可知：树鼩皮肤成纤维细胞细胞核处

有明显的 SV40T信号，而原代脑内皮细胞无该信

号，说明 SV40T已成功导入到所获得树鼩皮肤成

纤维细胞中。 

2.4    核型分析

选取 53代树鼩皮肤成纤维细胞进行核型分

析，对细胞分裂相进行观察，结果 (图 5)显示：

所获得的树鼩永生化皮肤成纤维细胞染色体数为

62条，与滇西亚种中缅树鼩的染色体数[24]一致，

说明试验所得细胞是树鼩来源细胞。 

3   讨论

本研究参考白剑等[23]的酶消化法分离得到的

细胞确定为树鼩皮肤成纤维细胞。本研究针对细

胞培养基进行了改良优化，在基础培养基中加入

10%血清、1%双抗、1%非必需氨基酸和 1%
NaHCO3，但没有添加低血清生长添加物。使用

改良后的培养基细胞增殖能力仍然较强，生长状

态也较好，即使数十次传代后细胞的生长状态也

未出现差异，可提高试验的重复性、准确性和稳

定性；此外，还避免了血清未知成分对细胞的损

伤，提高了细胞质量和试验效率，一方面节省了

细胞培养成本，另一方面减少了人为添加生长因

 

a) b)

c)

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

d)

 
注：a) 第 20代；b) 第 30代；c) 第 38代；d) 第 52代。

Note: a)  the  20th  generation;  b)  the  30th  generation;  c)  the  38th  genera-
tion; d) the 52th generation.

图 1    不同代次的树鼩皮肤成纤维细胞 (200×)
Fig. 1    Skin fibroblasts of Chinese tree shrew in different

generations
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图 2    第 53 代树鼩皮肤成纤维细胞生长曲线

Fig. 2    The growth curve of Chinese tree shrew skin fibro-
blasts in the 53th generation
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子对细胞生长微环境的改变和影响。

本研究分离所得的细胞生长状态较好，不同

代次之间细胞整体形态一致，均为梭形纤维状和

多角纤维状结构，细胞间排列紧密，有典型的成

纤维细胞特性。这与人及大鼠[25]永生化后的皮肤

成纤维细胞形态类似，且与原代细胞没有明显区

别。成纤维细胞特异性波形蛋白 (Vimentin)鉴定

结果证实所获得的细胞为成纤维细胞，与人体皮

肤成纤维细胞的鉴定结果 [9]一致；永生化基因

SV40T 检测证实已经将该基因成功导入成纤维细

胞，在细胞传代培养过程中，其能够在维持细胞

状态的同时无限增殖。永生化的成纤维细胞染色

 

a) b) c)

d)

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

e) f )

 
注：a) 皮肤成纤维细胞波形蛋白 (绿色)；b) 皮肤成纤维细胞核 DAPI (蓝色)；c) 皮肤成纤维细胞波形蛋白与细胞核重叠；d) 原代脑内皮细胞 (无
绿色)；e) 原代脑内皮细胞核 DAPI (蓝色)；f) 原代脑内皮细胞与细胞核重叠。

Note: a) Vimentin expression of skin fibroblasts (green); b) DAPI of skin fibroblasts (blue); c) merged by a) and b); d) Vimentin expression of brain en-
dothelial cells (without green); e) DAPI of brain endothelial cells (blue); f) merged by d) and e).

图 3    第 52 代树鼩皮肤成纤维细胞波形蛋白免疫荧光鉴定 (200×)
Fig. 3    Vimentin identification of Chinese tree shrew skin fibroblasts in the 52th generation by immunofluorescence

 

a) b) c)

d)

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

e) f )

 
注：a) 皮肤成纤维细胞 SV40T (红色)；b) 皮肤成纤维细胞核 DAPI (蓝色)；c) 皮肤成纤维细胞 SV40T与细胞核重叠；d) 原代脑内皮细胞 (无红
色)；e) 原代脑内皮细胞核 DAPI (蓝色)；f) 原代脑内皮细胞与细胞核重叠。

Note: a) SV40T expression of skin fibroblasts (red); b) DAPI of skin fibroblasts (blue); c) merged by a) and b); d) SV40T expression of brain endothelial
cells (without red); e) DAPI of brain endothelial cells (blue); f) merged by d) and e).

图 4    第 52 代树鼩皮肤成纤维细胞永生化基因 SV40T 免疫荧光鉴定 (200×)
Fig. 4    SV40T identification of Chinese tree shrew skin fibroblasts in the 52th generation by immunofluorescence
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体数为 62条，与滇西亚种中缅树鼩[24]一致，证

实所得细胞为树鼩源细胞。树鼩永生化皮肤成纤

维细胞的建立为人类皮肤相关疾病的体外研究提

供了新材料，也为体内皮肤治疗药物的研究奠定

了基础。

目前广泛用于永生化细胞建立的方法主要有

病毒转染诱导 (包括人乳头瘤病毒、人类疱疹病

毒和猴肾病毒 SV40等)、化学致癌物诱导射线、

基因自发突变和端粒—端粒酶激活诱导产生。病

毒诱导主要是病毒感染细胞后，通过改变细胞基

因使细胞度过致死期，从而能够无限增殖，以成

功诱导永生化细胞 [26]。其中，SV40 的应用机制

为 SV40 基因被导入细胞核后，细胞内的抑癌基

因 P53 和 pRb 及相应蛋白能够与其大 T抗原特定

结合域结合，导致抑癌基因无法正常表达，细胞

得以无限增殖并出现肿瘤相关的转变[27]。而病毒

在感染细胞时，感染效率与细胞种类有极大的关

系，慢病毒由于转染效率较高而被广泛应用。化

学和射线诱导均是将细胞进行癌变诱导[28]，而这

个过程会导致细胞出现无法预测的其他基因突

变，对构建目的细胞模型造成困扰。自发突变则

是在细胞的培养过程中，自发的基因突变引起细

胞不断增殖，出现细胞永生化现象，但这一方式

随机性极强，突变后的基因型极不稳定，或许已

经丢失了细胞的原本特性，用于试验时易出现多

种不确定因素。端粒—端粒酶激活主要是通过活

化细胞内的端粒酶，使其相对高水平地发挥催化

端粒复制和维持端粒长度的功能[29]，以保证细胞

无限分裂。本研究采用慢病毒包装 SV40T 基因，

在确保细胞基因能够往所需方向突变的基础上，

大大提高了目的基因被导入细胞基因组的效率，

对细胞的永生化建立起到很好的效果。

皮肤成纤维细胞是结缔组织的重要组成成

分，对维持皮肤弹性和韧性具有重要作用。本研

究获得的永生化树鼩皮肤成纤维细胞是可以稳定

传代的细胞，试验时能够即取即用，省去了每次

试验需要重新分离纯化细胞的步骤，并且不同代

次间的细胞状态差别较小，试验重复性高，能够

有效排除试验结果的偶然性，保证试验数据的可

靠性。已有研究表明：树鼩皮肤结构与恒河猴及

人类皮肤极为相似[22]；但小鼠和人类皮肤结构明

显不同，如人类皮肤表皮内陷，出现网脊，表皮

和真皮层均较厚，而小鼠网脊不突出，皮层均较

薄[30]，且小鼠的汗腺皮脂腺不发达。因此，建立

树鼩永生化的皮肤成纤维细胞系，并利用该细胞

开展人类皮肤疾病的致病机理研究和相关药物研

发具有重要意义。 

4   结论

转染含 SV40T 永生化基因后的树鼩皮肤成纤

维细胞，经过 53代以上的传代培养仍能维持原

有状态，不同代次间细胞整体形态一致且排列紧

密，有典型的成纤维细胞特性；细胞增殖能力旺

盛且其永生化特性得以稳定表达；细胞的核型鉴

定结果证明所得细胞确为树鼩源细胞。本研究成

功建立 1株树鼩永生化皮肤成纤维细胞，为人类

皮肤相关疾病的体外研究提供了新材料。
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