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酶消化及差速贴壁法原代培养新生C57小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁 
成纤维细胞****☆ 
王庭阔，孙  虹 

Primary culture of fibroblasts from cochlear duct membrane of neonatal C57 mouse using 
enzyme digestion and differential adhesion methods    

Wang Ting-kuo, Sun Hong 

Abstract 
 
BACKGROUND: There has been no specific method for culturing fibroblasts from cochlear duct membranes so far.  
OBJECTIVE: To provide good cell model in vitro via culturing fibroblasts from lateral wall of cochlear duct membrane of neonatal 
C57 mouse by enzyme digestion and differential adhesion methods and to identify its biological features. 
METHODS: Tissues from lateral wall of cochlear duct membrane were acquired from neonatal C57 mouse using operating 
microscope. Fibroblasts from lateral wall of cochlear duct membrane were cultured by trypsin digestion combined with differential 
adhesion methods. The growth condition was observed by inverted phase contrast microscope and hematoxylin-eosin staining, 
and cell growth curve was drawn, then the immunocytochemistry was employed to classify cell types. 
RESULTS AND CONCLUSION: After passage and purification, the shape of fibroblasts from lateral wall of cochlear duct 
membrane was fusiform and triangle, with “S” type cell growth curve. Immunocytochemiscal detection showed that vimentin could 
be detected in cultured cells, and brown cytoplasmic pigment could be seen. The results demonstrated that fibroblasts can be 
cultured form lateral wall of cochlear duct membrane of mice.   
 
Wang TK, Sun H. Primary culture of fibroblasts from cochlear duct membrane of neonatal C57 mouse using enzyme digestion and 
differential adhesion methods.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(24): 4398-4401.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：目前对耳蜗膜蜗管外侧壁成纤维细胞的培养没有特定的方法。 
目的：采用酶消化与差速贴壁相结合的方法，原代培养新生 C57 小鼠膜蜗管外侧壁成纤维细胞，提供良好的体外细胞模型。 
方法：显微解剖分离新生 C57 小鼠膜蜗管外侧壁组织，对膜蜗管外侧壁组织进行胰蛋白酶消化与差速贴壁相结合的方法培养成

纤维细胞，倒置相差显微镜下观察细胞生长状态，苏木精-伊红染色，绘制细胞生长曲线，免疫组织化学染色鉴别细胞来源。 
结果与结论：膜蜗管外侧壁组织来源传代纯化的成纤维细胞呈梭形和三角形，生长曲线成 S 形，免疫组织化学检测波形蛋白，

细胞胞浆中呈棕黄色阳性反应。结果证实培养出小鼠膜蜗管外侧壁成纤维细胞。 
关键词：血迷路屏障；离子通道；细胞模型；原代培养；小鼠；成纤维细胞 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.24.007 
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0  引言 
 

近年来发现，内耳高度调节的离子出入

转运维持了听传导必需的内耳液体组成，其

中任一离子通道紊乱都会破坏动态平衡。各

种因素影响短期和长期的听力和/或前庭的细

胞功能[1-7]，成为内耳液体离子动态平衡急剧功

能紊乱的诱发机制，使内耳功能发生障碍[8-9]。

以往大多数研究由于受到活体研究方法的局

限，对血迷路屏障及其离子通道的分子生物

机制了解不多。为此实验通过原代培养遗传

背景清晰的小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁成纤维细

胞，为今后运用分子生物学等方法研究血迷

路屏障及其离子通道提供理想的体外细胞模

型。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外培养鉴定。 
时间及地点：于2009-01/05在中南大学湘

雅三医院中心实验室完成。   
材料： 

实验动物：新生3 d的C57小鼠20只，由中南

大学试验动物部提供，动物质量合格证号：

SCXK(沪)2009-0004，实验过程中对动物处置

符合动物伦理学标准[10]。 
主要试剂：DMEM培养基、胎牛血清、胰蛋

白酶、鼠尾胶原、兔抗鼠波形蛋白、DAB显色

剂均为Sigma公司产品。
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实验方法： 

耳蜗膜蜗管外侧壁细胞的分离培养
[11]

：将出生

3 d的C57小鼠用体积分数75%的乙醇喷洒消毒

3次，30 s/次。快速断头，沿小鼠枕骨大孔剪开

头盖骨，去除头盖骨，去除干净脑组织，在解

剖显微镜下分离膜蜗管周缘，取出膜蜗管置于

D-Hank's 液中去除蜗壳，游丝镊去除蜗神经，

分离膜迷路膜蜗管外侧壁组织，剪成0.5 mm   
3的小块。0.25%胰酶消化25 min (37 ℃)，去

除未消化的纤维，10%胎牛血清DMEM终止消

化。1 000 r/min离心5 min，收集细胞。每隔   
30 min将含细胞的培养液移入另一个培养皿，

将3次下沉的细胞放在一起培养，加含青霉素

100 U/mL的体积分数10%胎牛血清DMEM    
2 mL[12]，每日均更换一半培养基。培养6 d后消

化细胞，80%变圆，终止消化，收集消化细胞

继续培养。 
细胞形态学观察：倒置显微镜及苏木精-伊红

染色观察细胞形态变化。 
细胞生长曲线测定：取生长良好的小鼠耳蜗

膜蜗管外侧壁成纤维细胞消化，按每孔1×   
107 L-1作传代培养接种细胞36孔，24 h后开始

计数细胞，以后每隔24 h计数1次，每次取3孔
细胞，分别进行计数。计算平均值。根据细胞

计数结果，以单位细胞数(细胞数/mL)为纵坐

标，以时间为横坐标绘制生长曲线。 
细胞鉴定：选用波形蛋白对纯化的成纤维细

胞进行免疫化学反应[13-16]。小鼠耳蜗膜蜗管外

侧壁成纤维细胞经兔抗鼠波形蛋白免疫组化染

色，DAB显色，在光学显微镜下观察鉴定，数

码成像系统照相。 
主要观察指标：小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁成

纤维细胞的形态及生长曲线；小鼠耳蜗膜蜗管

外侧壁成纤维细胞的免疫细胞化学染色结果。 
设计、实施、评估者：设计为通讯作者，

实施、评估为第一作者，均经过系统培训，未

使用盲法评估。 
   

2  结果 

 
2.1  小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁细胞形态学观察  
接种2 h细胞开始向周边扩散，24 h细胞成长梭

形、三角形或星形，胞体丰满，胞浆均匀核椭

圆形或圆形，核仁清晰，见图1。在倒置相差显

微镜下为梭形或多突起不规则形，细胞小而透

亮，分散生长，细胞群无明显边界，呈网织状

分布。早期混杂少量的上皮样细胞及极少量的

胶质细胞，一般经过传1代后，上皮细胞与胶

质细胞消失。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
苏木精-伊红染色后细胞多为长梭形，细

胞走向趋于一致，多呈平行排列并有一定孤

度。高倍镜下可见长梭形细胞中央有青紫色圆

形或卵圆形核，部分细胞可见向外伸出两三个

长短不一的突起，伊红着色的胞浆，可见细胞

呈梭形或三角形，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.2  小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁成纤维细细胞的

生长曲线  接种后24 h细胞生长缓慢，48 h后
细胞增殖明显加快，第6天细胞增殖减缓，细

胞倍增时间为60.2 h。本组细胞可传5~7代，

最长生长46 d，生长曲线成S形，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 1  Morphology of fibroblasts from lateral wall of 
mice cochlear duct membrane at 24 h after 
culture (×100) 

图 1  培养 24 h 的小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁成纤维细 
胞形状(×100) 

Time (d) 

Figure 3  Cell growth curve of fibroblasts from lateral 
wall of mouse cochlear duct membrane 

图 3  小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁成纤维细胞的生长 
曲线 
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Figure 2  Fusiform and triangle fibroblasts from lateral 
wall of mouse cochlear duct membrane   
(Hematoxylin-eosin staining, ×200) 

图 2  梭形和三角形的小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁成纤维 
细胞(苏木精-伊红染色，×200)   
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2.3  细胞的鉴定  波形蛋白在小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁

成纤维细胞胞浆内表达，显微镜下可见胞浆内有棕色或

棕黄色颗粒，为阳性表达，见图4；阴性对照不显色，

见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
耳蜗膜蜗管外侧壁细胞原代培养主要有两种方法：

一是组织块外植培养法
[17]，让细胞从组织块周边生长出

来；但成纤维细胞与上皮细胞混杂生长，生长速度慢，

中央部分细胞无法游出，出现凋亡、坏死，周边混杂细

胞纯化得到成纤维细胞较少。二是酶消化法，文献   
[11，18]用0.25%的胰酶及Ⅳ型胶原酶消化将耳蜗外侧

壁组织，通过差速贴壁分离成纤维细胞与上皮细胞。作

者在此基础上，通过多次摸索得出如下经验：①避免杂

细胞的干扰：耳蜗外侧壁组织主要是纤维结缔组织，有

上皮组织，还要神经、血管。采用0.25%的胰酶消化、

血清终止反应、差速贴壁[19-22]，30 min/次，3次，开始

3次贴壁的主要是成纤维细胞，含有少量的上皮细胞、

神经细胞，六七天传代，0.25%胰蛋白酶消化待大部分

成纤维细胞脱壁而上皮细胞未脱壁时，去除胰酶，终止

反应，两三代即可得到纯化较高的成纤维细胞。②消化

酶的浓度和作用时间[23]、温度应严格控制。多次实验后

作者发现，0.25%的胰酶37 ℃消化15 min，消化程度、

时间及温度合适，既可尽可能消化成纤维细胞以利于成

纤维细胞的暴露，又可避免过度消化影响目的细胞的活

性。按本文介绍方法原代培养成功率可达80%。 
耳蜗膜蜗管成纤维细胞在大体形态上同动物其他

部位来源的成纤维细胞没有差异，实验中呈梭形或三角

形，具有其他成纤维细胞不具有的参入内耳离子转运及

参入组成血迷路屏障。成纤维细胞来源于间质，具有间

质细胞的标志，表达波形蛋白。波形蛋白是中间丝的其

中一种蛋白质。中间丝是真核生物细胞的重要结构性特

征。它们与微管及肌动蛋白微细丝，组成细胞骨架。作

者根据文献[13-16]选用波形蛋白对纯化的成纤维细胞

进行免疫化学反应，发现胞浆内有均匀的阳性颗粒，结

合细胞形态及生长曲线判定为成纤维细胞。 
Spicers等[24]将膜蜗管成纤维细胞分为5型：Ⅰ型分

布在血管纹外侧，Ⅱ型分布在耳蜗螺旋突周围，Ⅲ型位

于螺旋韧带近骨侧，Ⅳ型位于基底膜内侧，Ⅴ型分布在

前庭膜上方。它们与Na-K-ATP酶和钙ATP酶活性相关。

各型成纤维细胞有不同的超微结构、酶活性及相应的功

能[25-29]。实验观察到的膜蜗管成纤维细胞属于何型，有

待进一步的实验鉴别。膜蜗管成纤维细胞同外沟细胞所

构成的跨细胞离子通道，是钾离子自外淋巴液向内淋巴

液转运的外侧循环通路，对维持内/外淋巴液的钾离子电

化学梯度，乃至听觉发生具有重要作用[30-31]。分离、培

养膜蜗管成纤维细胞，为体外研究内耳离子转运机制及

进一步的听觉生理、病理研究提供了技术方法和途径。 
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Figure 4  Positive reaction with brown cytoplasmic pigment in 
fibroblasts from lateral wall of mice cochlear duct 
membrane (Vimentin immunocytochemistry, ×100)

图 4  小鼠耳蜗膜蜗管外侧壁成纤维细胞胞浆内棕黄色颗粒
阳性表达(波形蛋白免疫组化染色，×100) 

Figure 5  No staining can be seen in the negative control 
fibroblasts (Immunocytochemistry, ×100) 

图 5  成纤维细胞阴性对照不显色(免疫组化染色，×100) 
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内容简介 网站点击更多 

组织工程技术 

○ 生物反应器技术：关节软骨构建与生物反应器，肝脏构建与生物反应器，血管构建与生物反应器，骨及肌肉力学环境

与生物反应器。 
○ 组织构建与生物活性因子：血管内皮细胞生长因子，血小板源性生长因子，碱性成纤维细胞生长因子，转化生长因子

-β，骨形态发生蛋白，表皮生长因子，胰岛素样生长因子，神经胶质生长因子，软骨调节素，角朊细胞生长因子等。 
○ 组织构建与生物力学：骨力学实验，皮肤生物力学实验，韧带和肌腱生物力学实验，血管生物力学实验，肌肉生物力

学实验，关节软骨力学实验，细胞膜力学性质实验。 

○ 组织构建与骨质疏松。 
○ 组织构建与中医药。 

○ 组织构建与血管化。 

www.crter.org/Html/2010_ 
04_30/2_85506_2010_04_

30_ 107062.html 

 

来自本文课题的更多信息--  

基金资助：国家自然科学基金(30371531)，课题名称

“耳蜗兴奋性损伤后神经营养素-3 对神经元的保护作用研

究”；湖南省自然科学基金(02JJY2050)，课题名称“神经

营养素-3 和尼莫地平对抗耳蜗兴奋性损害的实验研究”；湖

南省卫生厅科研基金(B2006-063)，课题名称“羟基磷灰石

纳米载体介导神经营养素 3 基因治疗神经性耳聋”；湖南省

科技厅科技计划重点项目(2007SK2001)，羟基磷灰石纳米

载体介导内耳基因转染的关键技术研究。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的意义：该实验运用胰酶消化联合差速贴壁法获得

原代细胞较单一方法多、纯，操作简便，易掌握，兼具经济、

实用之优点，适合广泛推广。 

课题评估的“金标准” ：评价细胞培养的“金标准”

即制备方法简单、高效、可重复性好。实验符合该标准。 

课题的偏倚与不足：实验中的耳蜗膜蜗管成纤维细胞属

于何型，有待进一步鉴别，不利于各型成纤维细胞研究。 

提供临床借鉴的价值：该实验成功培养耳蜗膜蜗管成纤

维细胞，为耳科临床积累基础研究资料。 
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