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小鼠气管平滑肌原代细胞的分离、培养与鉴定
叶致豪，许文豪，刘庆华，沈金花，彭勇波∗

（中南民族大学生命科学学院医学生物研究所，武陵山区特色资源植物种质保护与利用
湖北省重点实验室，武汉　 ４３００７４）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种可靠的通过组织块贴壁法分离培养原代小鼠气管平滑肌细胞及免疫组化鉴定的方
法。 方法　 体视显微镜下立体分离小鼠气管平滑肌组织，组织块贴壁法培养原代细胞，对分离培养细胞通过免疫
组化方法进行鉴定，并用 ＭＴＴ法对其增殖特性进行检测。 结果　 从 ＢＡＬＢ ／ ｃ雄性小鼠分离气管平滑肌组织，剪碎
为 １ ｍｍ３，用含 １％青⁃链霉素的 ＰＢＳ及培养液漂洗，使组织块贴于培养皿底，并加入 ５ ｍＬ 培养液，放入 ３７℃、５％
ＣＯ２ 的细胞培养箱培养，３ ～ ５ ｄ后有明显梭状细胞从组织块爬出，５ ～ ６ ｄ 后，细胞可见明显“峰⁃谷”结构。 经免疫
荧光鉴定，在传代、纯化后，可得纯度为 ９９％以上的气管平滑肌细胞。 用 ＭＴＴ 法测量其生长曲线。 结论　 本方法
操作简单、经济，获得的气管平滑肌细胞具有较好增殖能力，细胞数量和纯度能够满足后续细胞生物学实验研究的
需要。
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　 　 哮喘是一种常见的气道慢性炎症性疾病，目前
我国有约 ２０００ 万人罹患哮喘［１， ２］。 近些年，由于雾
霾等空气质量与环境污染程度的日益恶劣，呼吸系
统疾病也逐渐成为了全世界范围影响人类健康最严

重的慢性疾病之一，据世界卫生组织预测，到 ２０２５
年，世界上将会有 ４ 亿人患上哮喘［３， ４］。
哮喘发病症状众多，早期表现为过敏性炎

症［５］，后期由于气管平滑肌增生［６， ７］，阻塞气管，导
致气道狭窄、气道高反应［５］及气道重塑［８， ９］，患者出
现胸闷、气喘等症状，严重时危及生命。 因此，对哮
喘的发病机理与治疗的研究是至关重要的。
在对哮喘发病机制的研究中，气管平滑肌是针

对气道阻塞性症状的主要研究目标之一［１０， １１］，针对
气管平滑肌细胞 （ ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，
ＡＳＭＣｓ）的形态学观察与细胞增殖速率的测量是在
细胞生物学水平研究哮喘发病机制的常用手段。 因
此， 成功建立 ＡＳＭＣｓ 的原代培养技术十分关键。
原代细胞培养的方法通常有酶消化法［１２， １３］与组织

块贴壁法［１４， １５］，但对于不同特性的不同组织，两种
方法并不是都适用。 尤其是对于气管平滑肌细胞，
尽管已有文献采用上述两种方法分离原代 ＡＳＭＣｓ
的报道，但气管平滑肌组织量较少，使用酶消化法时
酶解时间与酶浓度不好控制［１６］，组织贴壁法也存在
原代细胞密度不均、细胞爬出慢等问题［１７］。 本研究
针对现有气管平滑肌细胞原代分离培养中存在的问

题，旨在建立一种简单经济的 ＡＳＭＣｓ原代培养与鉴
定的方法，为获得足够数量、较高纯度的 ＡＳＭＣｓ 用
于后续哮喘发病机制的研究及治疗哮喘疾病的药物

筛选奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料
１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５ ～ ６ 周龄 ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ ／ ｃ雄性小鼠 １０ 只，２２ ｇ
左右，购自湖北省疾病预防控制中心实验动物中心
【ＳＣＸＫ（鄂）２０１５ － ００１８】，购回后饲养在中南民族
大学生命科学学院医学生物研究所 【 ＳＹＸＫ（鄂）
２０１４ － ００７８】，环境温度维持在 ２０℃ ～ ２４℃，光照时
间为 ０８：００ ～ ２０：００。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂耗材
维纳斯镊子，维纳斯剪，超净工作台，二氧化碳

恒温细胞培养箱，体视显微镜，恒温水浴锅，酶标仪，
激光共聚焦显微镜（ＬＳＭ⁃７００）。 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶，

７５％乙醇，９５％乙醇，酒精灯，圆形盖玻片，０􀆰 ２２ μｍ
滤膜，６ ｃｍ 培养皿，６ 孔板，９６ 孔板，二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、甘氨酸（ ｇｌｙｃｉｎｅ）。
①培养液１００ ｍＬ： ７８ ｍＬ ＤＭＥＭ （ｈｉｇｈ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ， Ｈｙ⁃
ｃｌｏｎｅ）、２０ ｍＬ 胎牛血清（ＦＢＳ， Ｈｙｃｌｏｎｅ）、１ ｍＬ 青⁃链
霉素 （Ｈｙｃｌｏｎｅ）、１ ｍＬ ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌ⁃谷氨酰胺（Ｌ⁃
Ｇｌｕ ）。 ② 一 抗： Ａｎｔｉ⁃α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ
［ＥＰＲ５３６８］ （ Ａｂｃａｍ）。 ③二抗： Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ， ＦＩＴＣ Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ （康为世纪）。 ④ＰＢＳ：ＮａＣｌ
１０ ｇ，ＫＣｌ ０􀆰 ２５ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２ Ｈ２Ｏ ３􀆰 ６２ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４

０􀆰 ２５ ｇ，调 ｐＨ ＝７􀆰 ４。 ⑤ＭＴＴ母液：５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ溶
于 ＰＢＳ，调 ｐＨ ＝ ７􀆰 ４。 ⑥ＭＴＴ 工作液：ＭＴＴ 母液 ∶
ＤＭＥＭ ＝１∶ ９。 Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ （ＰＩ， Ｂｉｏｓｈａｒｐ）．
１􀆰 ２　 方法
１􀆰 ２􀆰 １　 气管平滑肌的分离
用断颈法处死小鼠后，除口鼻部之外全身浸泡

在 ７５％乙醇中片刻，避免乙醇进入呼吸道而损伤气
管平滑肌。 将小鼠从乙醇中取出，用大头针固定在
解剖板上，用 ７５％乙醇浸泡过的手术器械从小鼠的
胸腹部剪开皮肤至下颚，再从正中间剪开肋骨，暴露
胸腔内部，除去心脏及其余组织，小心取出完整的气
管与肺组织。 把取出的组织放置在体视显微镜下，
浸泡在含有 １％青⁃链霉素的 ＰＢＳ 中，用维纳斯剪与
镊子精准地剪去食管及其余组织。 从软骨环的一侧
剖开气管，可见中部平行条纹的气管平滑肌组织，并
将其分离出来。
１􀆰 ２􀆰 ２　 原代细胞培养
将分离出的气管平滑肌组织剪碎为 １ ｍｍ３ 的

小块，放入内盛 １％ 青⁃链霉素的培养皿中，转入超
净工作台中漂洗片刻；将组织块转至培养液中漂
洗片刻，再放置在干燥的 ６ ｃｍ 培养皿。 放入的组
织块按合适的间隔密集地铺满皿底。 随后将培养
皿放入 ３７℃ 的恒温培养箱中，倒置放置 ２０ ～
３０ ｍｉｎ，组织块会因干涸而贴在皿底。 从培养箱取
出培养皿，加入 ５ ｍＬ 培养液，放入恒温培养箱继
续培养，３ ～ ５ ｄ后即会有细胞爬出，之后每两天换
１ 次培养液。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞传代
组织块周围细胞生长至逐渐融合 ８０％ 左右时，

即可传代。 吸净培养皿中的培养液，加入 ５ ｍＬ ＰＢＳ，
轻轻晃动培养皿，将 ＰＢＳ 吸净。 向培养皿中加入
１ ｍＬ ０􀆰 ２５％胰蛋白酶，覆盖整个皿底，轻轻晃动，片
刻后吸出大部分胰酶。 将培养皿放入 ３７℃培养箱中
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放置 １ ～２ ｍｉｎ 左右，取出培养皿，轻轻拍打，在显微
镜下观察到绝大部分细胞浮起。 用 １ ｍＬ的培养液收
集细胞，均匀滴入两个含有 ４􀆰 ５ ｍＬ 培养液的培养皿
中，前后、左右轻晃分散细胞，显微镜观察到细胞均匀
分散后，放入 ５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞纯化
经原代培养所得的细胞中会含有少部分的气管

上皮细胞及成纤维细胞，气管上皮细胞及成纤维细
胞一般在半小时内就可以贴壁，而气管平滑肌细胞
一般至少需 １ ～ ４ ｈ 贴壁［１８］。 利用气管平滑肌细胞
与其他细胞贴壁时间不同的特性，就可以将培养皿
中的气管平滑肌细胞进行纯化。 利用上述细胞传代
的方法，将一皿中融合率达 ８０％ 左右的细胞经
０􀆰 ２５％胰酶消化制备成细胞悬液，１∶ １传入一新的培
养皿；３０ ～ ６０ ｍｉｎ 后，小心地吸出上层细胞悬液（此
悬液即含有还未贴壁的气管平滑肌细胞），转入另
一培养皿中。 反复几次，即可得到较纯的气管平滑
肌细胞。
１􀆰 ２􀆰 ５　 细胞免疫荧光
将一皿生长至 ８０％左右的细胞经胰蛋白酶消

化后用 １ ｍＬ培养液收集细胞。 取经过乙醇消毒后
的干净的圆形盖玻片，逐一放入六孔板中，每个盖玻
片上滴 １ ～ ２ 滴细胞悬液，随后小心地放入培养箱培
养过夜，细胞将会贴附于盖玻片上。 接下来，ＰＢＳ 洗
２ ～ ３ 次，每次 １ ｍｉｎ；４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ
洗 ２ ～ ３ 次，每次 １ ｍｉｎ；０􀆰 ５％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 孵育 ２０
ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ２ ～ ３ 次，每次 １ ｍｉｎ；５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｇｌｙｃｉｎｅ
孵育 ２０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗 ２ ～ ３ 次，每次 １ ｍｉｎ；２０ ｇ ／ Ｌ
ＢＳＡ封闭 ３０ ｍｉｎ。 转入湿盒中。 一抗 ａｎｔｉ⁃α⁃ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （１∶ ３００）孵育 １ ｈ；２０ ｇ ／ Ｌ ＢＳＡ洗 ３次，每
次 ５ ｍｉｎ；二抗 ＦＩＴＣ （１∶ ５０）孵育 １ ｈ；２０ ｇ ／ Ｌ ＢＳＡ洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ；ＰＩ 染料（５０ μｇ ／ ｍＬ）孵育 ３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ
洗 ３次，每次 ５ ｍｉｎ。 在共聚焦显微镜下观察。
１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞增殖
将细胞消化后所得的细胞悬液按照 １ × １０５个 ／

ｍＬ的密度种入 ９６ 孔板，每个孔内加入细胞悬液
１００ μＬ，９６ 孔板的最外圈全部加入 １００ μＬ 的 ＰＢＳ，
防止蒸发。 培养 １ ｄ 后，开始用于实验。 将待测孔
中的培养液全部吸出，加入 ＭＴＴ 工作液 １００ μＬ。
３７℃培养 ４ ｈ 后，吸尽 ＭＴＴ 工作液，加入 １５０ μＬ
ＤＭＳＯ，放入 ３７℃恒温的酶标仪中测量其在 ４９２ ｎｍ
的吸光度［１９， ２０］。 每一天测量一列细胞的吸光度，连
续测量。 培养中的细胞也需要按时换液。

２　 结果
２􀆰 １　 ＡＳＭ原代细胞
建立原代培养的 ３ ～ ５ ｄ 后，通过显微镜观察，

可见组织块周围有少许细胞爬出，细胞呈梭形或多
角梭形（图 １Ａ）。 继续培养，组织块周围的细胞会
生长至融合，呈现出原代气管平滑肌细胞典型的
“峰⁃谷”样结构（图 １Ｂ）。 经传代、纯化后，可以得
到比较纯的气管平滑肌细胞（图 １Ｃ）。 传代细胞与
原代细胞的表观特性与生长特性基本相同。
２􀆰 ２　 细胞免疫荧光
通过对平滑肌内特异性表达的 α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ

ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ） 进行细胞免疫荧光实验，激光共聚
焦显微镜下观察，细胞内绿色荧光所示与细胞纵轴
方向平行的纤维即为 α⁃ＳＭＡ，红色荧光为 ＰＩ染料显
示出的细胞核（图 ２）。 可见气管平滑肌细胞的纯度
可达 ９９％ 以上。
２􀆰 ３　 ＡＳＭＣｓ增殖曲线
气管平滑肌在传代后生长速度逐渐加快，在 ３

～ ４ ｄ 到达对数生长期，生长最为迅速；５ ｄ 之后到
达生长的平台期，细胞间发生接触抑制，细胞生长逐
渐停滞，并出现略微的细胞凋亡现象（图 ３）。

３　 讨论
细胞原代分离培养技术主要包括组织块贴壁法

和单酶（胰酶［２１］或胶原酶［２２］ ）或酶联消化法［２３］，但
消化法非常难以控制所运用酶的浓度、浓度比例及
消化时间，很容易造成细胞消化过度而损伤细胞或
并不能完全消化而使细胞分散［１６］，比较适合于大块
的组织［２２］；其次，各种酶也都价格不菲。 与此相对
的是，组织块贴壁法［１４， １５］能较好避免上述酶消化法

的问题。 本文采用的经改进后的组织块贴壁法十分
方便、经济，细胞自由地从组织块游出也不会损伤细
胞的活性；组织块爬出的速度也较快，适当的组织块
间隔保证了细胞的数量与生长的状态；同时，经 α⁃
ＳＭＡ免疫荧光鉴定，培养出的细胞纯度也较高，不
需要多代传代培养纯化，且分离细胞可多次传代，表
现出较好增殖特性。 因此，针对气管平滑肌的原代
细胞培养，组织块贴壁法是更为合适的一种方法。
在本实验中，我们主要通过做到以下几点提高

气管平滑肌细胞分离培养的成功率。 ①选择年龄较
小的小鼠（５ ～ ６ 周为宜）。 因为年龄较小的小鼠还
处于生长发育时期，细胞的生长还比较旺盛，原代气
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注：Ａ： 建立原代培养后 ３ ｄ左右，气管平滑肌细胞从组织块爬出。 Ｂ： ５ ～ ６ ｄ后，组织块周围的细胞逐渐生长，部分融合，呈现出原代气管
平滑肌细胞生长的典型“峰⁃谷”样结构。 Ｃ： 经传代、纯化后的气管平滑肌细胞，细胞呈梭形或长梭形，部分为多角形，并含有一个或数个
足突。

图 １　 气管平滑肌原代细胞
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｅｌｌｓ ｇｒｅｗ ｏｕｔ ｆｒｏｍ ｔｉｓｓｕｅ ｐｉｅｃｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ３ ｔｏ ５ ｄａｙｓ． Ｂ． Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｆｔｅｒ ５ ｔｏ ６ ｄａｙｓ， “ ｈｉｌｌ⁃ｖａｌｌｅｙ” ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｃ．
ＡＳＭＣｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ ｐａｓｓａｇｅ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｒｅ ｆｕｓｉｆｏｒｍ ｏｒ ｌｏｎｇ⁃ｆｕｓｉｆｏｒｍ， ｓｏｍｅ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｈａｖｅ ｏｎｅ ｏｒ ｍｏｒｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ＡＳＭＣｓ

注：Ｔ⁃ＰＭＴ：透射光；绿色荧光为 α⁃ＳＭＡ；红色荧光为细胞核。

图 ２　 气管平滑肌细胞的免疫荧光鉴定
Ｎｏｔｅ． Ｔ⁃ＰＭＴ． Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｌｉｇｈｔ； Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ： α⁃ＳＭＡ； Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｎｕｃｌｅｕｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．

注：Ａ： 接种细胞后的第 １ ～ ７ 天，通过 ＭＴＴ法处理细胞后，利用酶标仪测量其在 ４９２ ｎｍ处的吸光度
（Ａ４９２， ｎ ＝ ６， Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ）。 Ｂ：通过 ＭＴＴ法所得吸光度，绘制气管平滑肌细胞的生长曲线。

图 ３　 气管平滑肌细胞生长曲线
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄａｙ １ ｔｏ ７ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ ｓｅｅｄｉｎｇ， ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｏｆ ４９２ ｎｍ ａｆｔｅｒ ＭＴＴ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （Ａ４９２， ｎ ＝ ６， Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ）．

Ｂ． Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＡＳＭＣｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＳＭＣｓ．

管平滑肌更易爬出。 ②解剖小鼠所用的实验器械都
需经 ７５％乙醇浸泡消毒，在超净工作台中使用的器

械还需经酒精灯火焰灼烧，以防止原代培养细胞污
染。 ③在解剖小鼠的过程中都必须尽量避免气管平
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滑肌组织的过度牵拉，以保证气管平滑肌组织的活
性，提高细胞爬出率。 ④组织块转入干燥的培养皿
的时候可将组织块稍稍沥干，这样组织块会更快地
干涸，使组织块暴露在无培养液的环境下的时间尽
可能的短。 ⑤组织块在培养皿中的排列间隔需要合
适。 组织块的排列不宜太密，细胞太密集会有接触
抑制现象；也不宜太稀疏，细胞密度太低会导致细胞
生长缓慢，甚至停滞。 ⑥在原代细胞培养的前 ３ ｄ
都不需要换液，使培养皿在细胞培养箱中静置，以免
影响细胞爬出。
总之，本文提供了一种经济又方便的以组织块

贴壁法为基础的气管平滑肌原代细胞培养方法，能
在短时间内获得数量较多且较纯的原代气管平滑肌

细胞，可满足在细胞水平上针对气管平滑肌细胞相
关实验的需要，为哮喘等与气管平滑肌相关呼吸道
疾病的研究奠定了基础。
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