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　　摘　要：　目的　探讨人鼻黏膜上皮细胞的原代培养及传代方法。方法　取鼻内镜下行鼻中隔手术时切除的
正常下鼻甲黏膜。以ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基及ＫｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ（ＫＳＦＭ）培基先后培养及传代，同时培养鼻咽上皮细
胞ＮＰ６９作参照。于倒置显微镜下进行细胞形态学观察，以台盼蓝染色观察细胞活力，免疫细胞化学进行上皮细胞
鉴定。结果　鼻黏膜上皮细胞呈鹅卵石样生长，传代后形态一致性提高，细胞活力达８８．１％，纯度达９２．９７％，免
疫组织化学证实为上皮细胞。结论　此方法培养的鼻黏膜上皮细胞活力及纯度高，并可进行一定程度的传代，是
获得人鼻黏膜上皮细胞的一种有效方法。
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　　目前细胞模型的建立是体外实验主要的研究方
式之一，药物转运代谢的研究、受体表达、离子通道

等分子作用机制的研究都有赖于细胞模型的建立。

本研究在前期研究的基础上，进一步对人鼻黏膜上

皮细胞进行原代培养及传代进行研究，并与细胞系

的鼻咽上皮细胞 ＮＰ６９进行对照，取得了满意的效

果，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源
所有患者知情同意并签署知情同意书，经由中

南大学湘雅三医院耳鼻咽喉头颈外科手术中取得的

下鼻甲黏膜，主要来自于鼻中隔偏曲手术患者，排除

鼻炎、鼻息肉、鼻腔鼻窦肿瘤、变态反应性疾病、糖尿

病及全身性疾病。取材前１个月均无局部及全身使
用糖皮质激素及其他细胞生长抑制剂史。鼻咽上皮
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细胞：同期培养由湘雅三医院中心实验室保存的鼻

咽上皮细胞ＮＰ６９。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　
１．２．１．１　鼻黏膜上皮细胞培养　将术中取下的下
鼻甲于无菌条件下，生理盐水浸洗，去除黏附的鼻甲

骨、坏死组织及黏液、血液，放入４℃的保存液（胎牛
血清７５ｍｌ，１００ｍｇ／Ｌ氟康唑５ｍｌ，１０００ｍｇ／Ｌ庆大
霉素５ｍｌ，１万Ｕ／Ｌ青－链霉素５ｍｌ，ＤＭＥＭ∶Ｈａｍ’
ｓＦ１２（１∶１）４１０ｍｌ）中转运到细胞培养室，并在４ｈ
内于无菌超净台上，将下鼻甲黏膜周围的黏膜下组

织用无菌眼科剪、镊清除干净，尽量只留下表面的黏

膜层，用 现 配 的 冲 洗 液 （１００ｍｇ／Ｌ氟 康 唑、
１０００ｍｇ／Ｌ庆大霉素、０．９％氯化钠溶液按１∶１∶８临
用前配置）反复冲洗下鼻甲黏膜３～５遍后，将下鼻
甲黏膜剪成１ｍｍ３大小组织块，参照王振霖等［１］的

方法并略作改动，以组织块３０～５０倍体积的０．１％
胶原酶３７℃消化３０ｍｉｎ，吸出酶液，继续加入等量
０．２５％胰蛋白酶消化５ｍｉｎ，加入适量含１５％血清
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基终止消化，并吹打漂洗１次，
静置后组织块沉于无菌玻璃皿底时，吸去上清，以

１ｍｌ无菌注射器挑起组织块，均匀种植于３５ｃｍ２瓶
底，翻转培养瓶，在对侧加入 ５ｍｌ含 １５％血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，３７℃，５％ ＣＯ２，９５％ Ｏ２培养箱
中培养 ２４ｈ后翻转培养瓶，４８ｈ后更换 Ｋｅｒａｔｉｎｏ
ｃｙｔｅＳＦＭ（ＫＳＦＭ）培基（ＧＩＢＣＯ公司）培养，每 ４ｄ
换液，并于倒置显微镜下进行细胞形态学观察。

１．２．１．２　鼻咽上皮细胞培养　打开孵育箱，调至
３６～３７℃，从液氮罐中取出冻存的 ＮＰ６９鼻咽上皮
细胞，快速放入孵育箱中复温，待冻存管中冻存液差

不多溶解后尽快进入细胞培养间，将冻存管中液体

倒入离心管，加入 ５～１０ｍｌＰＢＳ后，１０００ｒ离心
５ｍｉｎ，去上清，摇匀后加入５ｍｌＫＳＦＭ培基转入培
养瓶中培养。

１．２．２　细胞传代　
１．２．２．１　鼻黏膜上皮细胞传代　待到第１０天左
右，细胞呈对数生长时，弃去培养液，用 ＰＢＳ液漂洗
１次，加入０．２５％胰蛋白酶０．３ｍｌ于３７℃消化，倒
置相差显微镜下观察到细胞收缩变圆并开始漂浮

时，加入含１５％血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司）消化，移液管轻轻吹打，使细胞完全脱离培养

瓶底呈悬浮状态，将细胞悬液移至 １５ｍｌ离心管，
１０００ｒ离心５ｍｉｎ，弃去上清，加入 ＫＳＦＭ培基，按
１∶３的比例接种到３５ｍｍ２培养皿中。

１．２．２．２　鼻咽上皮细胞传代　复苏后的鼻咽上皮
细胞贴壁生长后迅速融合，一般３～４ｄ左右即可传
代１次，传代步骤基本同上。
１．２．３　细胞活力检测　将０．４％的台盼蓝液与细
胞悬液按 １∶９的比例混匀，使台盼蓝终浓度为
０．０４％，取１０μｌ滴入放有盖玻片的细胞计数板中，
１ｍｉｎ后在显微镜下计数，被染成蓝色的为死细胞，
未着色的是活细胞。成活率 ＝活细胞数／细胞总数
×１００％，重复３次取平均值。
１．２．４　上皮细胞鉴定及纯度检测　用倒置显微镜，
分别在物镜为１０、２０及４０倍下观察鼻黏膜上皮细
胞及 ＮＰ６９细胞的生长状态、形态学变化，摄相记
录。用克隆号为ＡＥｌ／ＡＥ３的鼠抗人细胞角蛋白（广
谱）单克隆抗体（福州迈新）通过 ＳＰ法进行免疫组
化鉴定，阴性对照组采用 ＰＢＳ替代一抗。在显微镜
下随机选取３个视野，记数阳性着色细胞，进行细胞
纯度计算：阳性着色细胞数／细胞总数×１００％，重复
３次取平均值。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包对数据进行统计分
析。检验水准α＝０．０５。细胞成活率及细胞纯度比
较用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　细胞形态特征及生长状态
２．１．１　鼻黏膜上皮细胞　接种１ｄ时，组织块贴壁
牢固，２ｄ时组织块边缘疏松，有少数分散细胞，３ｄ
时边缘见少量细胞生长，以组织块为中心逐渐向四

周分裂增殖（图１ａ）。７ｄ时组织块边缘发生出数量
较多细胞，呈鹅卵石状（图１ｂ），形成细胞集落，核大
居中，分裂相明显，可见２～３个核仁，胞浆透明，无
颗粒，细胞间排列紧密，稀疏处细胞呈梭形。约１０ｄ
时细胞集落相互融合。

融合后的细胞进行传代，２４ｈ贴壁，７～１０ｄ融
合为单层细胞。传代后的细胞形态与原代相似，但

细胞形状一致性较前提高，均呈现短梭形，近似

ＮＰ６９细胞形态（图１ｃ）。细胞生长至第２０天开始，
出现老化细胞，胞界模糊，胞质流失，细胞生长停滞

甚至凋亡，培养液中可见漂浮死细胞（图１ｄ）。
２．１．２　鼻咽上皮细胞（ＮＰ６９）　复苏后２４ｈ贴壁，
单个细胞呈均匀分布（图１ｅ），２～３ｄ融合成片（图
１ｆ），呈现典型的铺路石样（图１ｇ），４ｄ长满培养瓶
底（图１ｈ），进行传代，传代后细胞生长稳定。
·９２·
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２．２　上皮细胞免疫细胞化学鉴定结果
免疫细胞化学鉴定鼻黏膜细胞及 ＮＰ６９细胞角

蛋白（ＡＥｌ／ＡＥ３）染色均为阳性，胞核蓝染，胞浆呈棕
黄色（图２ａ、ｂ），证实为上皮细胞。而用ＰＢＳ替代一
抗的阴性对照组则胞浆为半透明状（图２ｃ、ｄ）。
２．３　细胞成活率及纯度比较

由表１可见，鼻黏膜上皮细胞的成活率显著低
于ＮＰ６９细胞的成活率（Ｐ＜０．０１），但其细胞纯度明
显高于ＮＰ６９细胞纯度（Ｐ＜０．０１）。

表１　鼻黏膜上皮细胞及ＮＰ６９细胞
成活率及纯度比较（％，珋ｘ±ｓ）

组别 细胞成活率 纯度

鼻黏膜上皮细胞 ８８．１０±１．２４ ９２．９７±２．５７
ＮＰ６９细胞 ９４．１１±２．５８ ８１．８０±１．７３
χ２ ７．８９５ １３．８０２
Ｐ ０．００５ ０．０００２

３　讨论

鼻黏膜上皮细胞属不稳定细胞，且与外界相通，

行原代培养时易污染，生长周期短，不易传代，不利

于后续的进一步研究。本研究综合以往原代细胞培

养方法并加以改进，试图寻找到比较高效的原代培

养方法并进行细胞传代。

王振霖等［１］通过比较组织块培养方案和分离

细胞培养方案的鼻黏膜上皮细胞体外培养成功率发

现分离细胞法优于组织块培养法，但预实验时通过

比较两种方法，发现两种方法差异无统计学意义。

为便于观察，本实验选择组织块培养法结合Ｌｉ等［２］

的方法进行了改进，增加了０．２５％胰蛋白酶消化，
其主要目的在于先用Ⅰ型胶原酶进行上皮细胞的柔
和分离，以免损伤上皮细胞，然后利用胰蛋白酶较强

图１　鼻黏膜上皮细胞和ＮＰ６９在倒置显微镜下的形态观察　　ａ～ｄ：鼻黏膜上皮细胞从生发到凋亡；ｅ～ｈ：ＮＰ６９从贴壁到铺
满瓶底　ｄ、ｇ（台盼蓝 ×２００）；ａ、ｂ、ｃ、ｅ、ｆ、ｈ（台盼蓝 ×１００）

图２　鼻黏膜上皮细胞及 ＮＰ６９细胞免疫化学　　角蛋白（ＡＥｌ／ＡＥ３）在鼻黏膜上皮细胞（ａ）及 ＮＰ６９细胞（ｂ）中均呈阳性表
达，主要位于胞浆，鼻黏膜上皮细胞（ｃ）和ＮＰ６９细胞（ｄ）的阴性对照组胞浆成半透明状　ａ、ｃ（ＳＰ×２００）；ｂ、ｄ（ＳＰ×４００）
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的解离作用将组织块中剩余的粘附较紧的上皮细胞

分离出来，提高上皮细胞的分离率。张茹等［３］即是

通过改变原代取材时的消化酶及培养基，从而克服

成纤维细胞的污染，使食管黏膜上皮的原代及传代

培养获得成功。另外，改进的组织块培养法将组织

块干贴壁于培养瓶底有利于组织块尽快贴壁，而其

对侧加入含血清培养基，待２４ｈ后翻转培养瓶，则
是因为组织块干贴壁需要的时间在２４ｈ左右，过早
地翻转培养瓶会造成组织块贴壁不牢从而漂浮起

来。现有研究发现，血清中除含有促进细胞增殖的

因子外，尚有 ＴＧＦβ１等能刺激成纤维细胞生长、竞
争性抑制上皮细胞的因子［４］，因此早期予以含血清

培养基是因为血清中的成分有利于细胞贴壁生长，

但是长期使用含血清培养基势必会影响上皮细胞的

生长，因此，４８ｈ后待组织块和细胞贴壁牢靠时更
换为无血清 ＫＳＦＭ培养基。ＫＳＦＭ培养基为无血
清角质细胞培养液，其为 Ｇｉｂｃｏ公司设计的上皮细
胞所使用的无血清培养基，其中除了细胞生长所需

常规营养物质外，还加入了人重组表皮生长因子和

牛脑垂体提取物等适合上皮来源细胞生长的细胞因

子［５］，能有效地促进上皮细胞的生长。实验结果证

实，改进的组织块培养法培养的上皮细胞的分离率、

存活率及生长状态均较好。

原代培养还需要注意的一个问题就是细胞纯化

的问题。原代细胞绝大多数都是呈混合性生长，既

有上皮样细胞又有纤维样细胞。混杂细胞可直接影

响实验结果，因此，需要从混杂细胞中分离出所需细

胞，纯化细胞。常用的细胞纯化方法有：①细胞时间
差酶消化法。这种方法比较常用，适合于贴壁和半

贴壁细胞以及黏附细胞的分离纯化；②细胞培养机
械刮除法。这种方法适合于上皮细胞与成纤维细胞

分区分片生长时，但操作不慎，则易污染；③细胞反
复贴壁法。利用成纤维细胞比上皮细胞早贴壁的特

性进行反复贴壁以达到纯化细胞的目的。但此操作

过程繁杂，且浪费培养瓶；④细胞电烙筛选法。该法
和机械刮除法相似，也是容易污染。蒋明等［６］应用

阿糖胞苷抑制非神经节细胞的生长以达到神经细胞

的纯化。但用其抑制成纤维细胞的生长效果不甚理

想，可能与其在抑制成纤维细胞生长的同时也抑制

了上皮细胞的生长有关。此外，也使用５溴脱氧尿
嘧啶核苷抑制成纤维细胞，效果根据培养细胞的种

类不同而异。本实验所用 ＫＳＦＭ是一种无血清角
质细胞专用培养基，对目的细胞的培养更具有针对

性，在抑制成纤维细胞增殖的同时，促进目的细胞生

长。本实验细胞纯度检测也证实该法培养出的鼻黏

膜上皮细胞纯度较高，达９０％以上，与夏忠芳等［７］

以ＡＢＣ反复贴壁法获得鼻黏膜上皮细胞纯度不相
上下，甚至更高。由此可见，本实验法成纤维细胞污

染率低，降低了纯化难度，使培养过程更为简便。而

本实验中所用细胞系ＮＰ６９所做角蛋白鉴定结果表
明，其纯度约为８１．８％，较鼻黏膜上皮细胞低，可能
与细胞系传代次数过多、细胞生长发生变异、细胞生

长状态欠佳等有关。

早在１９８５年 Ｗｕ等［８］就通过加入多种促生长

因子制成无血清培养基对人类鼻黏膜上皮细胞进行

培养和繁殖，并在试验中观察到这些促生长因子

（胰岛素、转铁蛋白、上皮细胞生长因子、氢化可的

松、霍乱毒素、三碘甲状腺原氨酸和牛下丘脑提取

物）必不可少。而王丰等［９］通过胶原酶消化分离法

建立的人鼻黏膜呼吸区上皮细胞原代培养模型中则

额外加入了内皮细胞生长因子。陈振振等［１０］证实

富含添加因子的 ＢＥＧＭ培基更利于人鼻黏膜上皮
细胞的生长，但其添加因子较多。Ｉｓｈｉｎａｇａ等［１１］的

基础培养基里补充了１８种添加物，Ｍｉｙａｔａ等［１２］无

血清培养基中补充了１２种添加物，Ｆｉｓｃｈｅｒ等［１３］更

是加入了２５种之多。本实验采用的ＫＳＦＭ仅需加
入两种必须营养因子（重组表皮细胞生长因子和牛

脑垂体提取物）便可很好地促进上皮细胞的生长，

使用这种培养基亦不需要反复去除混杂细胞，避免

了操作的繁杂性，降低了污染率，不失为原代上皮细

胞等角质细胞培养的最佳选择。

另外，最近文献报道［１４１５］的人鼻黏膜上皮细胞

培养，用组织块法或专有的冲洗刷刷取鼻黏膜，最终

都选择气液界面法进行细胞培养及分化，但其周期

相对较长，约需３５～４５ｄ。而本方法所培养的鼻黏
膜上皮细胞生长对数期基本在１０ｄ左右，时间相对
较短，有利于尽快进行后续研究。

此方法培养的鼻黏膜上皮细胞活力及纯度均较

高，并可进行一定程度的传代，是目前获得人鼻黏膜

上皮细胞的一种有效方法。
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