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肠绒毛消化法所得仔猪小肠上皮细胞的培养与鉴定
李　慧　格日乐其木格　王健宇　王　娟　王　芳　薛冰华　刘忠华*

(东北农业大学胚胎工程实验室, 哈尔滨 150030)

摘要      小肠上皮细胞作为肠道的主要功能细胞, 在多种肠道疾病和上皮间质转化的研究中

发挥着重要的作用。采取组织块消化和肠绒毛消化两种方法对新生仔猪小肠上皮细胞进行分离培

养, 传代后通过细胞形态学及免疫荧光等方法对其进行鉴定, 结果表明: 肠绒毛消化法所获得的小

肠上皮细胞要远好于组织块消化法所得细胞, 细胞在24~48 h贴壁, 呈现出典型的三角形或多角形

样, 10~12 d细胞汇合成片、单层生长、互不重叠; 细胞角蛋白18 (cytokeratin-18)和尾型同源盒基因

2 (Cdx2)阳性, 碱性磷酸酶检测阴性, 扫描电镜下可以清楚地看到均匀分布的肠绒毛。以上结果表

明, 该实验成功建立出可连续传代并符合小肠上皮细胞鉴定标准的仔猪小肠上皮细胞。
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小肠上皮细胞是消化道的主要功能性细胞, 在
肠道食物的消化吸收、免疫屏障和应激反应中都发

挥着很大的作用, 是研究消化道疾病的理想细胞模

型, 也广泛应用于药物和营养素吸收机制的研究[1]。

人们已先后建立了多个物种的小肠上皮细胞系[2], 
如大鼠肠隐窝细胞系IEC-6[3]、IEC18、IEC-17[4], 大
鼠肠上皮细胞系IRD98[5], 人结肠腺癌细胞系Caco-
2[6]、HT-29[7]、Lovo、SW-480[8]和人结肠上皮细胞系

T84[9]等。关于猪小肠上皮细胞的培养研究, 国外已

成功建立了成年公猪回肠细胞系IPI-2I[10]和新生仔

猪空肠细胞系IPEC-J2、IPEC-1[11-12], 但在国内几乎

未见建系成功的报道, 且相关文章多关注于小肠上

皮细胞的初步培养, 没有对其进行全面严格的鉴定

和确认。该实验通过不同培养方法的比较, 获得了

高效分离纯化仔猪小肠上皮细胞(pIEC)的方法, 传
代培养的细胞经系统全面的鉴定证明其确实为猪小

肠上皮细胞。

1   材料与方法
1.1  材料

本文实验材料为无菌条件取得的出生12 h内未

进食仔猪。实验涉及药品有Gibco公司的胶原酶II、
0.25%胰蛋白酶、DPBS、DMEM培养液、胎牛血

清(FBS)、谷氨酰胺、青霉素和链霉素, Sigma公司

的 ITS (insulin 1.0 mg/mL+Transferrin 0.55 mg/mL+ 
Selenium 0.5 μg/mL)、表皮生长因子(EGF)、细胞角

蛋白18单克隆抗体、波形蛋白单克隆抗体, 武汉博

士徳公司的CCK-8试剂盒和Millipore公司的碱性磷酸

酶试剂盒。培养基配方为DMEM+10 ng/mL EGF+ 
1%谷氨酰胺+5% FBS+1% ITS+100 U/mL青霉素

+100 μg/mL链霉素。

1.2  仔猪小肠上皮细胞的原代分离培养

将出生12 h内未进食的仔猪通过颈动脉放血处

死, 沿胃取出小肠, 用针管吸取加有青霉素和链霉素的

生理盐水冲洗肠管, 至冲洗液清亮为止, 移入无菌培

养皿中, 然后用以下两种方法分离培养小肠上皮细胞。

1.2.1    组织块消化法        无菌条件剔除肠系膜, 用
加有青霉素和链霉素的生理盐水反复洗涤, 而后纵

向剪开肠管, 再次洗涤, 至液体清亮为止; 将小肠移

入另一培养皿中, 剪成1 mm3大小的组织块, 用0.25%
胰蛋白酶消化20 min, 消化后用含有10% FBS的培

养液终止, 离心后使用小肠上皮细胞培养液置于5% 
CO2培养箱中39 ºC恒温培养。

1.2.2    肠绒毛消化法        同上法反复清洗肠段, 而
后纵向剪开肠管, 使腔面朝上, 用两块玻片把小肠

黏膜轻轻刮下, 收集刮取液, 添加已预热的0.1%的

胶原酶II, 37 ºC消化15 min, 而后取出吹打; 用预冷

培养液终止消化, 200目细胞筛网过滤, 收集滤液, 
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1 500 r/min离心10 min, 弃上清, 重复两次。完成后

将细胞接种到24孔细胞培养板中, 置于5% CO2培养

箱中39 ºC恒温培养。

1.3  小肠上皮细胞的传代

原代细胞长满培养孔底部后, 使用DPBS洗涤, 
而后加入0.25%胰蛋白酶消化, 待细胞变圆回缩时终

止消化, 吹打收集细胞悬液, 1 000 r/min离心3 min, 
弃上清, 用小肠上皮细胞培养液重悬, 以1×104/mL接
种至培养皿中。

1.4  小肠上皮细胞生长曲线的测定

实验使用CCK-8试剂盒对猪小肠上皮细胞的

增殖速度进行检测。将第五代细胞接种于96孔板

中, 24 h后开始检测, 每100 μL培养液中加入10 μL 
CCK-8溶液, 孵育4 h, 同时设加有等量培养液和

CCK-8溶液, 但无细胞的孔为空白对照, 而后测每孔

吸光光度值(D), 计算每组三孔平均值。此后6天, 每
24 h检测一次, 获得细胞生长曲线。

1.5  碱性磷酸酶检测

将培养中的猪小肠上皮细胞弃去培养液, 加入

4%多聚甲醛固定1 min; 吸出固定液, 清洗液清洗三

遍; 而后将现配的碱性磷酸酶反应液加入, 避光室温

孵育15 min; 最后吸出反应液, 再用清洗液清洗三遍, 
镜下观察着色情况。

1.6  免疫荧光检测

传代接种的猪小肠上皮细胞, 待长至密度超过

85%时用DPBS清洗; 预冷的4%多聚甲醛固定30 min; 
透膜液37 ºC恒温孵育1 h; 封闭液37 ºC封闭1 h; 滴加

相应检测一抗(Cdx2稀释比例为1:200, 角蛋白18稀释

比例为1:800, 波形蛋白稀释比例为1:200) 4 ºC孵育过

夜; 滴加清洗液, 置摇床上清洗5 min, 连续3次; 滴加

相应二抗(驴抗兔稀释比例为1:200, 羊抗小鼠为1:200) 
37 ºC孵育1 h; 滴加清洗液, 置摇床上清洗5 min, 连续

3次;  Hoechst染核10 min, 清洗液清洗, 方法同上; 夹
取盖玻片至涂有防猝灭剂的载玻片上, 荧光显微镜

下观察。

1.7  扫描电镜

爬片培养5 d的小肠上皮细胞, 吸去培养液, 用
遇冷的固定液固定培养中的猪小肠上皮细胞; 用 
0.1 mol/L磷酸缓冲液漂洗3次, 每次15 min; 利用不

同浓度乙醇梯度脱水, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%各

10 min; 将样品放入乙醇: 叔丁醇=1:1的溶液中15 min, 
而后再换入纯叔丁醇的溶液中15 min; 采用零界点干

燥法干燥; 利用真空喷镀仪对样品观察表面进行镀膜, 
而后扫描电镜观察。

2   结果
2.1  不同处理方法得到的小肠上皮细胞

采用组织块消化法可以看到贴壁的组织块, 继
而在周围出现大量细胞(图1A), 但所得到的细胞种

类不均一, 混杂有大量的间充质样细胞, 且在后期的

培养中, 由于间充质样细胞数量和生长速度均超过

小肠上皮细胞, 无法完全纯化。

使用肠绒毛消化法在消化后可以见到单个肠

绒毛(图1B), 接种初期可以看到贴壁的肠绒毛和少

量贴壁的单个细胞, 后期培养中细胞种类均一, 生长

良好(图1C)。由此表明, 使用肠绒毛消化法可以更

A: 组织块消化法得到的间质样细胞(黑色箭头)和上皮样细胞(灰色箭头); B: 消化后的单个肠绒毛; C: 肠绒毛消化法培养7 d得到的上皮样细胞

(灰色箭头)。
A: mesenchymal-like cells (black arrow) and epithelial-like cells (gray arrow) at 7 d from digesting intestinal tissue; B: intestinal villis after digesting; C: 
epithelial-like cells (gray arrow) at 7 d from digesting intestinal villis.

图1　不同方法得到的小肠上皮细胞(40×)
Fig.1　Primary cultures of intestinal epithelial cells in different ways (40×)
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好地得到实验所需的小肠上皮细胞。

2.2  体外培养仔猪小肠上皮细胞的形态特征及生

长状态

原代培养的小肠上皮细胞, 组织块和单个细胞

在24~48 h贴壁, 肠绒毛周围也有细胞缓慢迁移出来, 
开始生长缓慢, 约在一周后细胞生长速度增快, 呈现

出典型的铺路石样(图2A), 10~12 d细胞汇合成片, 单
层生长, 互不重叠(图2B)。传代细胞接种后在2~4 d
进入对数生长期, 而后增殖速度下降(图3)。

培养过程中, 随着传代次数的增多, 细胞增殖

速度明显下降, 且不能持续维持其典型形态, 部分细

胞变为间质样细胞, 细胞间隙变大, 消化时间延长, 

死亡细胞增多。

2.3  碱性磷酸酶检测结果

如图4所示, 阳性对照细胞猪诱导型多潜能干

细胞(induced pluripotent stem cell, iPS) (中科院动物

所惠赠)碱性磷酸酶检测结果呈红色信号, 表明碱性

磷酸酶阳性(图4A), 而实验所获得的pIEC未显示红

色, 呈碱性磷酸酶阴性(图4B)。
2.4  免疫荧光鉴定结果

基因系尾型同源盒基因(caudal homeobox gene, 
Cdx2), 属肠特异性转录因子, 稳定表达于小肠绒毛

上皮细胞及结肠的腺上皮细胞中, 同时在其他各系

统正常的上皮细胞内检测不到Cdx2[1]。

A: 培养8 d呈铺路石样生长的小肠上皮细胞(100×); B: 培养12 d形成紧密连接的小肠上皮细胞(40×)。
A: cobblestone-like morphology of intestinal epithelial cells at 8 d (100×); B: cells formed a monolayer with close contact between cells at 12 d (40×).

图2　体外培养的猪小肠上皮细胞形态

Fig.2　Morphology of pIEC in vitro

图3　猪小肠上皮细胞生长曲线

Fig.3　Growth curve of pIEC
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实验采用Cdx2、上皮细胞特征表达蛋白细胞

角蛋白18和间质细胞特征表达蛋白波形蛋白单克隆

抗体对所培养的IEC进行免疫荧光检测, 结果表明

Cdx2和细胞角蛋白18在猪小肠上皮细胞中均呈阳

性, 同时在猪成纤维细胞中不表达, 检测结果和鉴定

完全的IEC特征一致(图5和图6); 波形蛋白(vimentin)
在初期培养的pIEC中不表达, 但在多次传代后形态

改变的pIEC中呈阳性表达, 猪胎儿成纤维细胞作为

阳性对照细胞(图7)。
2.3  扫描电镜观察结果

对猪小肠上皮细胞的爬片进行常规处理后, 用
于扫描电镜观察, 结果可见: 获得的猪小肠上皮细胞

表面具有大量的微绒毛, 分布均匀, 长短均一, 符合

小肠上皮细胞的特征(图8)。

A: 猪诱导型多潜能干细胞(40×); B: 猪小肠上皮细胞(100×)。
A: iPS cells (40×); B: pIEC (100×).

图4　猪小肠上皮细胞碱性磷酸酶染色

Fig.4　Alkaline phosphatase staining of pIEC

A~C: 猪小肠上皮细胞; D~F:猪胎儿成纤维细胞, 其中A、D为hoechst核染, B、E为抗Cdx2染色, C为A、B的合成图, F为D、E的合成图。

A~C: pIEC; A: hoechst; B: anti-Cdx2; C: merged figure of A and B; D~F: porcine fibroblast cells  D: hoechst; E: anti-Cdx2; F: merged figure of D and E.

图5　猪小肠上皮细胞Cdx2免疫荧光鉴定(100×)
Fig.5　Immunofluorescence staining of Cdx2 in pIEC (100×)
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A~C: 肠上皮细胞; D~F为猪胎儿成纤维细胞, 其中A、D为hoechst核染; B、E为抗角蛋白18染色; C为A、B的合成图, F为D、E的合成图。

A~C: pIEC; A: hoechst; B: anti-cytokeratin-18; C: merged figure of A and B; D~F: porcine fibroblast cells; D: hoechst; E: anti-cytokeratin-18; F: 
merged figure of D and E.

图6　猪小肠上皮细胞角蛋白18免疫荧光鉴定(100×)
Fig.6　Immunofluorescence staining of cytokeratin-18 in pIEC (100×)

A~C: 猪小肠上皮细胞; D~F: 猪胎儿成纤维细胞, 其中A、D为hoechst核染; B、E为波形蛋白染色; C为A、 B的合成图, F为D、E的合成图。

A~C: pIEC; A: hoechst; B: anti-vimentin; C: merged figure of A and B; D~F: porcine fibroblast cells; D: hoechst; E: anti-vimentin; F: merged figure of 
D and E.

图7　猪小肠上皮细胞波形蛋白免疫荧光鉴定(100×)
Fig.7　Immunofluorescence staining of vimentin in pIEC (100×)
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3   讨论
通过上述结果, 我们可以看到通过肠绒毛消化

法得到的细胞在形态和生长特性上符合小肠上皮

细胞的特征, 免疫荧光结果呈细胞角蛋白18阳性和

Cdx2阳性, 同时通过扫描电镜可以清楚地看到均匀

分布的肠绒毛, 因此,可以确定我们成功培养获得了

猪小肠上皮细胞。

目前, 关于小肠上皮细胞的原代培养有多种方

法[14], 主要分为组织块培养法、非酶消化法和酶消

化分离法, 各种方法均有成功建系的报道[15-16]。本

实验对三种方法的优劣进行分析, 结合实验选用了

酶消化法, 同时分别以肠绒毛和组织块为材料, 对肠

绒毛消化法和组织块消化法进行了对比。实验结

果表明, 组织块消化法所得细胞在后期纯化中不论

使用柠檬酸胰酶, 还是差速消化法, 均不能取得纯化

的细胞, 间质样细胞污染严重, 而对组织块消化法所

得细胞进行单克隆培养纯化会导致孔内细胞数量较

少, 生长速度慢, 在后期培养中生长能力降低, 老化

凋亡等现象严重; 与之相比, 肠绒毛消化法获得的细

胞无间质样细胞的污染, 细胞生长状态良好, 增殖速

度快, 因此, 我们认为肠绒毛消化法是优于组织块消

化法的猪小肠上皮细胞分离纯化方法。

在对小肠上皮细胞的鉴定中, 目前常用的检测

有碱性磷酸酶染色法、电镜观察和免疫荧光检测法。

本实验中获得的pIEC不具有碱性磷酸酶活性, 这与

Miyazawa等[17]和Landsverk等[18]的结果一致, 而与李莉

等[19]国内文献结果不符。探究这种现象, 可能与碱性

磷酸酶多用于鉴定自然分化的肠上皮细胞有关[20]。而

此类分化细胞在体外只能存活几个小时, 无法长期

培养。与此同时, 本实验材料为未进食的新生猪小

肠, 在没有食物和微环境的刺激调节下, 还不具有完

整的功能性, 所以碱性磷酸酶阴性的结果也可能与

小肠上皮细胞还没有分化为功能性的细胞有关。

对肠绒毛消化法获得的小肠上皮细胞进行免

疫荧光鉴定, 结果表明上皮特异表达细胞角蛋白18
呈阳性, 小肠上皮细胞特异性表达转录因子Cdx2经
检测也被确认在我们培养的小肠上皮细胞核内表

达, 而猪胎儿成纤维细胞或其他间质细胞上述两种

蛋白表达呈阴性。实验中较为特殊的现象是波形蛋

白在多次传代后的猪小肠上皮细胞和成纤维细胞中

均呈阳性表达, 而波形蛋白是间质细胞特异表达蛋

白, 出现这种现象可能与上皮间质转化有关。转化

过程中, 细胞上皮表型逐渐丢失, 获得间质细胞表

型, 形态改变; 角蛋白等表达下降, 波形蛋白等间质

细胞的表型逐渐上升[21], 这与实验中细胞随着传代

次数增多而呈现出间质样形态变化的情况一致。现

阶段研究表明, 调控上皮细胞间质转化的信号通路

有很多, 但主要的是TGF-β信号通路[22], 而血清中含

有大量TGF-β配体, 会增强TGF-β信号通路作用, 这
使得连续培养中的小肠上皮细胞的上皮间质转化无

可避免。为降低上皮间质转化的作用, 在后期实验

中我们使用了不含TGF-β信号通路配体的KOSR血
清, 以探索去除TGF-β信号通路配体后, 小肠上皮细

胞能否避免向间质细胞转化。结果表明, 在KOSR
血清中细胞不能维持正常的生长状态并逐渐凋亡, 
这可能与KOSR血清不能提供给细胞足够的营养有

关。

实验中抑制上皮间质转化的方法还有待进一

A: 猪小肠上皮细胞表面的微绒毛样结构(5 000×); B: 微绒毛长度较短, 不规则分布于细胞表面(10 000×)。
A: microvilli-like structures on the surface of pIEC (5 000×); B: the irregular and short microvillus at higher magnification (10 000×).

图8　扫描电镜观察到的肠绒毛形态

Fig.8　Microvilli morphology under scanning electron microscopy
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步探讨, 但是获得的符合标准的猪小肠上皮细胞, 将
会在后期实验中成为理想的细胞模型, 为相关信号

通路和机制研究提供良好平台, 以供进一步的探索。
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Culture and Characterization of Intestinal Epithelial Cells Isolated from
Digested Neonatal Porcine Intestinal Villi

Li Hui, Bou Gerelchimeg, Wang Jianyu, Wang Juan, Wang Fang, Xue Binghua, Liu Zhonghua*
(Lab of Embryo Biotechnology, Northeast Agriculture University, Harbin 150030, China)

Abstract        Intestinal epithelial cell is the main functional cell in the small intestine. Previous studies indi-
cated that intestinal epithelial cell played important role in many intestinal diseases processing and epithelial-mes-
enchymal transition. Therefore, establishing an efficient culture system of intestinal epithelial cells in vitro would be 
helpful for defining cells function during these processes. In present study, we compared two methods of isolating 
and culturing porcine intestinal epithelial cells, and characterized isolated and passaged cells by morphological ob-
servation and immunofluorescence. We found that the method of digested intestinal villi was better than the method 
of digesting of intestinal tissue blocks in isolating and culture of porcine intestinal epithelial cells. Cells digested 
from intestinal villi attached on the bottom of the dishes in 24~48 hours and showed a typical triangular or polygo-
nal shape. Cells reached confluence in 10~12 days. Immunofluorescence result revealed that these cells expressed 
cytokeratin-18 and Cdx2. Alkaline phosphates test showed that this type of cells were lack of alkaline phosphates 
activity. Scanning electron microscopy further revealed that these cells possess a typical slender microvilli-like 
structure which is unique to intestinal cell lines. These results demonstrated that in this experiment we successfully 
established neonatal porcine small intestine epithelial cell line, which possesses the capability of continuous pas-
sage and the standard characteristics of small intestine epithelial cells.

Key  words        porcine; intestinal villi;  intestinal epithelial cell;  primary culture;  characterization
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