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一、工作简况

（一）任务来源

1.制定标准的目的意义

本标准是对猪体细胞分离培养与鉴定技术操作规程的制定。

丰富的地方猪种资源是一个国家的战略资源，是目前和未来猪育

种工作的基本素材，但是仅凭传统的活体保种方式存在较大的生

物安全风险，采用“静态保种”的手段对地方猪种遗传资源进行备

份显得尤为重要。体细胞冷冻保存技术属于“静态保种”的一种，

具有费用低、方便管理、所占空间少且对供体动物影响小等特点，

该技术常和体细胞克隆、体细胞核移植等技术相结合，从而复原

或培育出与供体遗传信息一致的后代。

制定《猪体细胞分离培养与鉴定技术操作规程》旨在标准化

实验流程，确保各研究机构或实验室之间的数据具有可比性与重

复性，提高细胞分离与培养的成功率。同时，该规程有助于保障

生物安全，减少实验过程中污染和传染的风险，确保操作者和环

境的安全。此外，规程的实施推动了基因工程、疾病研究及药物

筛选等前沿领域的发展，加速科研成果的产业转化。通过详细的

操作规范，新从业者能够更快掌握核心技术，促进体细胞克隆和

基因编辑技术的推广应用，为畜牧业与生物医药领域的协同发展

奠定了基础。

2.任务来源

根据陕西省饲料协会《关于印发 2024年团体标准立项的通

知》，由陕西正能农牧科技有限责任公司等单位承担团体标准《猪



用配合饲料》制定工作。

标准制定任务下达后，成立了以胡建宏为首席专家的标准起

草组，主要成员包括：胡建宏、冯贤辀、温飞、陈辉、高磊、李

胜、陈晓旭、贾永宏、于太永、张毅、张曼、郭松茂、田佳卉、

韩帅琪、胡张涛、杨晓茹。

标准起草单位包括：西北农林科技大学、陕西省畜牧产业试

验示范中心、陕西省畜牧技术推广总站、大荔县畜牧发展中心。

（三）主要工作过程

1. 起草阶段

标准立项后，2024 年 6 月，西北农林科技大学，陕西省畜

牧产业试验示范中心和陕西省畜牧技术推广总站组织相关专家

及科研人员成立标准编制小组，制定标准编制方案以及任务分

工；2024 年 6 月至 7 月，标准编制组查阅、收集、整理大量文

献资料，召开标准编制会议，研讨确定标准的整体框架及主体内

容，对标准的关键性或存在争议性的内容进行了初步探讨。

2024年 8月至 10月，深入学习农业农村部《全国畜禽遗传

改良计划（2021-2035年）》，中国农业科学院、科技部、农业

农村部关于“畜禽遗传资源体细胞库”建设项目，陕西省农业农村

厅《陕西省畜禽遗传资源保护名录（2023年版）》（琼府办〔2022〕

13号）、陕西省农业农村厅《陕西省“十四五”畜牧兽医发展规划》、

以及《地方标准制定规范（DB61/T 1214-2020）》等法律法规和

有关文件，广泛查阅、收集国内外相关文献资料；专家及技术人



员调研小组赴陕西省各地方猪种保种场开展问题调研，及时梳理

总结调研情况，标准起草组在调研基础上编制形成了工作组讨论

稿；而后经多次修改和完善，形成征求意见稿。

二、标准编制原则和确定标准主要内容的依据

（一）编制原则

制定过程遵循全面、科学、合理、可行的原则，力求标准文

本结构清楚、准确、与现行法律法规及相关标准相互协调，易于

理解，具有适用性和可操作性。严格按照 GB/T 1.1—2020《标准

化工作导则 第一部分：标准的结构和编写》进行编写，与现行

法律、法规、强制性标准协调一致，没有冲突。

（二）主要内容的依据

本标准的章节由范围、规范性引用文件、术语和定义、供体

选择、主要仪器耗材及溶液配制、组织块获取、原代培养、传代

培养、细胞冻存、质量检测等 10节内容组成。

本标准制定了《猪体细胞分离培养与鉴定技术操作规程》，

主要内容如下：

1. 范围

本操作规程规定了猪种质资源保护过程中体细胞（成纤维细

胞）分离培养与鉴定的具体操作步骤。

本规程适用于酶消化法分离培养猪体细胞。

2.规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引



用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用

文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法

NY/T 3075 畜牧养殖场消毒技术

DB65/T 3502-2013 绵羊耳缘皮肤组织成纤维细胞体外培养

技术规程

3. 术语与定义

3.1 成纤维细胞（Fibroblast）

取自猪耳缘部位的组织，通过分离培养，获得成纤维细胞。

成纤维细胞是一种形态多样的细胞类型，呈梭型或不规则三角

形，具有卵圆形的核和突起的胞质。

3.2 细胞培养（animal cell culture）

细胞培养是从动物体中取出相关的组织，将它分散成单个细

胞，然后放在适宜的培养条件下，让这些细胞生长和增殖的技术。

3.3 细胞传代（Cell passage）

细胞传代是细胞培养过程中的一项基本技术，是指将培养的

细胞在一定的条件下进行分离、再培养的过程。

4. 供体选择

原则一：符合品种特征、特性。

原则二：生产性能良好，机体健康的青年猪种。

原则三：系谱清晰完整，三代以内无血缘关系。

5. 主要仪器、耗材及溶液配制



5.1 采样所需物品

采样记录本、记号笔、灭菌盒、剃毛器、耳缺钳、剪刀、镊

子、手术刀片、手术刀柄、灭菌 PBS（1×）、生理盐水、碘伏、

医用酒精、酒精棉球、口罩、一次性纸杯、手套、防护服、50 mL

无菌无酶离心管、双抗、DMEM组织保存液。

5.2 主要仪器和耗材

倒置显微镜或生物显微镜、高压灭菌锅、超净工作台、车载

冰箱、恒温水浴锅、CO2 培养箱、离心机、细胞计数板、巴士

吸管、枪头、移液器、细胞培养皿、1.5 mL细胞冻存管、40 μm

细胞滤网、15 mL 离心管、0.22 μm滤器、一次性灭菌注射器、

一次性橡胶手套、口罩、帽子。

5.3 溶液配置

20% FBS细胞培养液：78 mL gibco DMEM/F12＋20 mL FBS

＋2 mL双抗。

2% I 型胶原酶： 0.1g I 型胶原酶溶于 50 mL 无血清的

DMEM/F12中，滤器过滤后使用。

冻存液配制将 DMEM：FBS：DMSO按照 6：3：1配制，如

10 mL 冻存液=6 mL DMEM＋3 mL FBS＋1 mL DMSO。

6 组织块获取

猪绑定后，使用剃毛器刮净猪耳缘毛发，并用 5%碘酒或酒

精进行消毒。使用缺耳钳快速剪取耳缘的皮肤组织块，将组织块

放入盛有酒精中刷洗 1min，在含有 5%双抗的 PBS中清洗三遍。



最后将组织块转移至 DMEM 组织保存液中（含 2%双抗），用

封口膜封口，4℃条件下带回实验室进行后续试验。

7 原代培养

步骤一：将耳组织块浸泡三次酒精后，转移至 PBS（含有 2%

双抗）中清洗三次，随后将其转入超净工作台中。

步骤二：使用手术刀片刮去组织块表皮及皮下组织，保留真

皮层，PBS冲洗两次后，将组织用无菌的剪刀剪成 1平方毫米小

块。

步骤三：用巴氏吸管将组织块转移至 15 mL 离心管，使组织

自然沉淀，移去上清液注入新的 PBS（含有 2% 双抗），冲洗三

次至于冰上备用。

步骤四：弃去离心管中的 PBS，加入三倍体积的 0.25% 胰蛋

白酶，置于培养箱中消化 20min，每分钟 1000转（r/min）离心

5min。

步骤五：弃去胰蛋白酶消化液，加入五倍体积一型胶原酶（浓

度为 2%），37℃消化 60min，每隔 10min摇晃一次。

步骤六：消化完毕后，加入等体积的 20% 完全培养基终止

消化，反复吹打，使用 40 µm细胞筛进行过滤。

步骤七：将所得细胞悬液通过 1000 rpm离心 5min，去上清，

取沉淀，加入 20% 完全培养基重悬沉淀并接种于细胞皿中，放

入培养箱进行培养，待 72h后更换培养基。

8 传代培养



步骤一：当细胞的汇合达到 80%时，弃去原有的细胞培养液，

加入 PBS液洗涤三遍。

步骤二：吸去 PBS，再加入 3 mL 0.25%的胰蛋白酶消化液，

轻轻摇动使之均匀分散布满整个皿底。

步骤三：放入 37℃的培养箱中约 3min后，在显微镜下观察

细胞的形态。

步骤四：细胞出现 60%变圆并开始脱落时，立即加入 1 mL

FBS终止消化。

步骤五：加入 1倍体积的细胞培养液，使用移液枪反复吹打，

使细胞团分散成单个细胞。

步骤六：直至细胞全部脱落，收集细胞沉淀，再根据沉淀的

细胞量进行倍比稀释计数，按照 3×105个每毫升（cells/mL）的

密度进行传代培养。

步骤七：细胞汇合达到 80%左右继续进行传代或冻存。

9 细胞冻存

步骤一：当细胞汇合至 80%处于对数生长期时，吸弃原有的

细胞上清液，加入 PBS清洗 2次。

步骤二：加入 3 mL 0.25%的胰蛋白酶 37℃培养箱进行消化。

步骤三：3min后显微镜下观察，60%的细胞开始变圆开始脱

落时，立即加入含 1 mL FBS终止消化。

步骤四：用移液枪吹打皿底数次，收集培养液，1200 rpm离

心 5min。



步骤五：去除上清，加入 4℃预冷的细胞冻存液，并调整细

胞密度至 5×105个每毫升（cells/mL）。

步骤六：按 1 mL/管的细胞悬液分装于无菌的细胞冻存管中，

严密封口。

步骤七：注明物种、细胞名称、家畜性别，细胞代数、冻存

编号、冻存日期等信息。

步骤八：放入零下 80 ℃冷冻，过夜后移入液氮进行长期保

存。

10 质量检测

10.1 体细胞的鉴定

步骤一：取第三代体细胞接种至 24 孔细胞培养板中，每孔

1×104个细胞。

步骤二：当细胞融合度达到 70%时，弃去培养基，PBS洗第

三次。

步骤三：取 500 μL 4%多聚甲醛室温固定 10min。

步骤四：PBS清洗三次，并添加 0.3% Triton X-100室温渗透

破膜 10min。

步骤五：用 PBS洗三次，加入封闭液（PBS+5%猪封闭血清）

室温孵育 1h。

步骤六：加入一抗（Vimentin波形蛋白单克隆抗体，用 PBS

按照 1∶ 100倍稀释)，4℃孵育过夜。

步骤七：24h后，从 4℃冰箱中取出复温 1h；弃一抗，PBS



漂洗三次。

步骤八：加入二抗，置 37℃避光孵育 2h。

步骤九：弃二抗，用 PBS漂洗，用 DAPI 复染标记细胞核；

最后用 PBS 清洗，在荧光倒置显微镜下观察并计数，计算阳性

细胞数比例。

10.2 体细胞数量测定

将血球计数板及盖片用擦试干净，并将盖片盖在计数板上；

将细胞悬液吸出少许，滴加在盖片边缘，使悬液充满盖片和计数

板之间；静置 3min；镜下观察，计算计数板上 5个中方格的细

胞总数（4角和正中），压线细胞只计左侧和上方的。

计算公式：细胞数/ml＝5 个中方格中的细胞数×5（即计数室

25 个中方格的总精子数） ×10（1平方毫米内的细胞数）×1000

（每毫升中细胞数）。

注意：每样品观察上下两个计数室，取平均值，如二个计数

室计数结果误差超过 5%，则应重检。

10.3 体细胞活率测定

步骤一：取 10 μl细胞悬浮液与 10 μl 0.4% Trypan Blue等体

积混合均匀于 1.5 ml离心管中，染色 2~3min。

步骤二：吸取少许悬液置于血球记数板上，加上盖片。

步骤三：镜下取 3个任意视野，分别记录死细胞和活细胞数，

合并计算细胞活率。

步骤四：每样品观察两个次，取平均值，如次计数结果误差



超过 5%，则应重检。

三、主要试验或验证的分析、综述报告，技术经济论证，预

期的经济效果

（一）主要试验或验证的分析、综述报告

1. 试验论证的主体

试验论证的主体为本标准编制主持单位西北农林科技大学。

2. 试验验证的方法、手段

试验验证的方法、手段主要包括试验调查、会议研讨、委托

检验、查阅文献、征求意见、标准审定等。

（二）技术经济论证、预期的经济效果

猪体细胞的冷冻保存在遗传资源保护、科研和产业应用方面

具有重要意义。首先，它为濒危和地方特色猪种提供了长期保存

基因资源的手段，防止这些资源因自然灾害或市场变化而丢失。

其次，冷冻保存的体细胞可用于体细胞克隆和基因编辑，支持品

种复兴与育种优化，加速种业发展。此外，科研领域依赖这些细

胞开展遗传病研究和基因组学探索，为农业和生物医学的进步奠

定基础。与此同时，这种技术减少了对活体育种的依赖，降低了

饲养成本，并为未来应对疫病和气候变化提供了可靠的种群恢复

手段。

四、采用国际标准和国外先进标准的程度

国内大多数体细胞分离培养技术大多数关于特种经济动物，

如：鹿、马、虎等，而对于家畜猪的体细胞分离培养技术的研究



较少。本标准立足于我国地方猪种种质资源实际情况，注重资源

质量和生物安全性，保证标准技术先进性、经济合理性、切实可

行及可操作性，未引用国际和国外标准。

五、与现行的法律法规和强制性国家标准的关系

本标准严格按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第一部

分：标准的结构和编写》进行编写，与现行法律、法规、强制性

标准协调一致，没有冲突。

六、重大分歧意见的处理经过和依据

无。

七、标准作为强制性或推荐性标准的建议

建议本标准作为推荐性标准。

八、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织实施、技术措施、

过渡办法等）

建议该标准颁布实施后，在团体内及时宣传贯彻，规范猪体

细胞分离培养与鉴定技术。团体以外的单位也可以推广使用。

九、废止现行有关标准的建议

无。

十、其他应予说明的事项

无。


