
新生大鼠小肠上皮细胞分离培养研究来

或定成吴圣榻李款廖贤干精刘再涌

(上海第二医科大学附属新华医院、 上海市儿科医学研究所 200092) 

体外培养小肠上皮细胞( intestinal epith­

elial cell , IEC) 对于研究 IEC 生 长、 分化、

代谢及各种致病因素所致肠粘膜病理改变的发

病机制都有重要意义。组织培养技术发展虽然

很快， 但对正常 IEC 培养仍存在很多困难 [1] 。

Kondon 等都强调很难维持 IEC 体外增 殖，

IEC 存活时间短[ 2] 。 有学者采用来自人类结肠

腺癌上皮细胞株作为研究 模型向灯，但 腺癌

IEC 与正常 IEC 存在许多差异。最近 Evans 等

建立了大鼠 IEC 原代培养 方法 ， 能使 IEC 的

结构和功能得到较好的 保持凹，为应用 IEC

细胞模型创造了条件。 国内尚无 IEC 培养的

报道， 我们参考 Evans [5]和 Gibson[町等介绍

的方法 ， 成功地建立了新生大鼠 IEC 分离培

养方法。

材料 和方法

1 . 动物和组织

雌性或雄性 Wis tar 大鼠，出生后 6 天内 ， 购自中

科院上海吃骑动物中心。拉颈或断头处死大鼠， 在无

菌条件下，取下整个小肠，去除肠系膜， 将肠管置于

无钙簇的 Hanks 液中 ， 备用 。

2. 试剂和药品

胶原酶 I 型、 粗肢原酶 E型、 表皮生长因子

(EGF ) 、 M<岛索、 肝索为 Sigma 公司产品， Dulbecco 

改良 Eagle 培养基 (DMEM) 、 胎牛血清(FCS ) 、 谷氨

酌胶(GLN) 、 丙酣酸铀等为 Gibco 公司产品 ， 1:1-1性蛋

白酶 I 型 (Boehringer mannheim ， 西 德 )，山 梨醇

(上海试剂二厂) 、 青霉素〈上海第二制药厂)，链霉素

(上海第三制药厂)。

3. 培养器皿

玻躏培养瓶、 24 孔培养板、 盖玻片用 200 阳jml
牛皮肢 WCVitrogen 胶原公司)或鼠尾胶原 I 组

(Sigma) 涂113，即将溶液保存于瓶或孔内置孵箱内过

夜， 而后弃去，主气干燥备用。

4. 培养液配制

在 DMEM 中加入 10%FCS、 20 ngj ml EGF、

1 mmol j L GLN、 2 . 5 μgjml 膜岛素、 1 mmoljL丙酣

酸钧、 10 0 μgjml 肝素 、 1 00 IUjml 青每素、 50 μgjml

链霉素。 用。 . 22 μm 微孔滤膜正压法:过灭菌，置 4"(;

冰箱保存。

5. IEC 分离和培养

①纵行男开肠管、 再剪成 2-3mm 长小 片， 用

Hanks 液洗 4 次。 ②将肠组织片剪成 1 mm3 大小s 力Il

入 50 ml 酶液 ( 以粗胶原酶加中性蛋白酶为例) , 见表

1 ， 震荡 20 分钟 ， 溶液变混浊 ， 在倒置显微镜下观

察. 至少有 25 %，肠绒毛分离。@用j商管轻轻吹打 3 一

5 分钟后， 镜检可见大约 5 0 %肠绒毛已分离。 ④将溶

液转入 50 ml 塑料离 心管中，再加入 15 ml C 液 (含

5%FCS、 2 % 山梨醇的 DMEM 培养以)，混匀， 静置

1 分钟， 吸取上清液， 上洁液合细胞团和细胞碎屑 3

再在原离心管中加入 15 ml C i;夜 ， 重复上述步骤 4 次 ，

收集上活液， 最后弃去沉淀({\:;i(i~环形肌和l未消化

的肠组织) 。 ⑤上清液离心(200-300 rpm ) 2 分钟 ， 得

沉淀z 沉淀物再次悬浮于 30 ml C 液中 ，重复上述过程

6 次。 ⑥将细胞沉淀悬浮于培养液内 ， 种植于培养瓶

或 24 孔培养板中 ， 在 37"(; 、 5%C02 条件下培养。

48 小时后更换培养液， 以后每 72 小时换液一次。

6. 形态学检董

①在倒置显微镜下活体观察 IEC 生长状态、 形态

变化。 ②甲醇固定玻片上 IEC ， Giemsa 染色、 镜检、

摄影。 @电镜标本用 2 . 5%戊二隆、 四氧化饿固定、

脱水， Epon 812 包埋 ， LKB 型超薄切片机切片， 乙

酸铀和拧橡酸铅双重染色， H-500 型透射电子显微镜

下观察、 摄影。

7. 生长曲线绘制

按常规方法( 7J 。

8. 兔疫级化检查

吸出 24 孔板孔内培养液 ， 用无凶L?I肖培养液清洗两

·上海市高等学校科学技术发展基金资助项目
" 博士研究生， 现在广东省武警总队医院工作，
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表， IEC 分离方法及效果

1997 年

分离方法 温度℃ 时间 (min ) 果结

60 绝大部分为单细胞， 很少细胞团， 少量细胞生长，不能增殖。
100 绝大部分为细胞团， 少量上皮单位， 细胞贴壁良好。
90 大多为细胞团， 细胞贴壁能力强， 生长好。

0.125%膜蛋白酶 20 
526 u/ml 胶原酶 I 型 37 
263 u/ml 胶原酶 I 型+ 25 
O .lmg/ml 中性蛋白酶 I 型
300 u/ml 肢原酶 xl型+ 20 
0.1 mg/ml 中性蛋白酶 I 型

次，然后用 95%乙醇固定，滴加 1:20 兔血清、 1:100

细胞角质蛋白或上皮细胞膜抗原抗血清(Dako 公司、

丹麦〉、 1: 400 生物素化兔抗鼠免疫球蛋白、 1: 400

SA-HRP (链霉菌抗生物素蛋白-辣根过氧化酶) , 

DAB (3 , 3二氨基联苯胶 Tris 缓冲液)显色、 苏木精

复染、脱水、透明、封固、镜检。阳性部位有棕色沉

淀。对照试验z 不滴加抗血清或应用肺成纤维细胞和

25 含完整上皮单位， 极少单细胞，细胞贴壁能力强，生长良好。

血管内皮细胞。

9. 碱性硝酸酶显示

用 Hanks 液洗细胞 3 次，冷丙嗣固定， 放入酶反

应基质液(2% 巴比妥铀 5ml 、 3%自-甘油磷酸铀 5 ml 、

2%硝酸铝 10 ml、 2%硫酸钱 5 ml、 蒸馆水 25 ml , 

pH9. 2-9 .4 ) ，蒸f留水洗细胞，置入 2%硝酸钙中 2

分钟，再入硝酸钻中 2 分钟，蒸馆水洗、 干燥 、封固、

镜检。

结果

1. IEC 分离

见表 1 。联合应用粗胶原酶和中性蛋白酶

消化新生大鼠小肠组织块可获得最好的分离效

果 ， 所用酶浓度低、消化时间短 ， IEC 以健全

绒毛隐窝单位分离(图版图 1 ， 2) ，细胞贴壁

生长良好。消化分离 1 只新生大鼠小肠组织所

获细胞可种植 1 块 24 孔培养板。

2. IEC 生长状态和形态特征

在倒置显微镜下观察原代培养 IEC ， 可见

培养细胞 1-2 天贴壁、 7-8 天明显增殖、

10-1 4 天汇合成片(图 1 、图版图 3 ) 0 IEC 

呈单层生长，互不重叠，细胞呈多角形或卵石

状，边界清楚，胞浆丰富，核为圆形或卵圆

形，核内染色质稀疏空亮，核仁 1-2 个。显

微镜下还可见少量平滑肌细胞、 成纤维细胞和

神经胶质细胞。透射电镜下可见 IEC 表面有

18 

p、 15

" 
二:: 12 
ω 
u 

n
J ，

。同
，

λ

额
m
E国
咄 ~ 6 7 8 !J 10 11 12 13 1415 

Til川儿f(P r illoculatioll (day') 

图 原代培养新生大鼠 IEC 生长曲线图

培养时间(天)

大量微绒毛，细胞内有丰富的线粒体和内质网

(图版图 4A、 4 B) 。体外培养两天，细胞间的

紧密联结已不明显。

3 . 免疫组化及组化检查

在培养第 4 天、 第 10 天，细胞角质蛋白、

上皮细胞膜抗原染色， 90%以上细胞呈阳性

(图版图 5) ， 而抗血清空白对照细胞、肺成纤

维细胞及血管内皮细胞染色均为阴性。碱性磷

酸酶显示 ， 90 % 以上细胞呈黑色反应(图版图

6 )。

讨论

本研究选用新生 Wistar 大鼠的小肠组织。

采用刚出生、 未吃奶或饮水的最好，因为此时

肠腔内无微生物，避免了主要的感染来源，在

分离过程中可减少最后离心沉淀次数(步骤⑤)

离心 2~3 次即可。而采用已进食过的大鼠，

在 Hanks 清洗液， C 液和培养液中加入适量抗

生素，最后增加低速离心沉淀次数(5- 6 次) , 

清除悬浮的微生物和单细胞，也可防止微生物

污染，使培养易于成功。

分离 IEC 有酶消化法和机械收集法。在
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酶消化注中，常用的酶有胶原酶、中性蛋白酶和

膜蛋白酶，前两种酶对细胞毒性小，能获取较

多细胞，是比较理想的消化酶。用膜蛋白酶虽

然也能获取较多细胞，但对细胞毒性大 ， IEC 

存活时间短不增磕。本研究中，以胶原酶E型

与中性蛋白酶 I 型联合应用分离 IEC 效果最

好，见表 1 。单用胶原酶 I 型虽然也能取得良

好效果，但消化时间长。 出生 6 天的大鼠肠道

已形成钝绒毛，隐窝尚未发育好(图版图 1 )。

在联合酶消化后再轻轻吹打，即可释放大量绒

毛隐窝单位，并有少量间质细胞附着(图版图

2 )。我们认为: IEC 以完整绒毛 隐窝单位分

离是纤维 IEC 体外生长增殖的一个关键因素，

因为细胞间存在相互作用的问。 实验中我们还

体会到， 掌握酶的浓度和消化时间很重要。不

同公司出品的酶活力也有差异，应在实验中摸

索最适浓度和消化时间。提高酶浓度或延长消

化时间虽然能获取更多细胞， 但同时增加了损

伤细胞的机会，并易使肠组织其他细胞混入，

使 IEC 培养不纯。对活力较低的酶， 联合应

用可缩短消化时间，取得更佳的分离效果。

IEC 体外培养对培养液质量、 成分和外环

境条件要求较高。我们的体会是 :1. 培养液中

血清质量很重要，小牛血清不能维持原代培养

IEC 生长增殖。 FCS 以 2.5一5%为宜，浓 度

过低不能维持 IEC 生长，过高则促进异源性

细胞(平滑肌细胞和成纤 维细胞)增殖。 2 . 在

培养液中加入适量细胞生长因子可促进 IEC 生

长。 EGF 对于促进 IEC 贴壁很重要，它与膜

岛素合用对促进 I四EC 生长增殖有协同作用[问E叮]

GLN 对 I四EC 有斗恃寺殊营养作用 ， EGF ;促进 IEC

增殖必须有 GLN 参与肉。我们在培养 液中加

入 EGF 20 ngjml.. GLN 1 mmo ljL 能很好维

持 IEC 生长。 3. IEC 生长最适 pH 值为 7. 2

一7.4，我们的体会是，如开 始时 pH 稍低一

点 (7.2 左右) ，更利于细胞贴壁生长。 4. IEC 

贴壁生长对细胞外基质要求甚高。盖玻片或未

使用过的新玻璃培养瓶经胶原涂膜后， 表面性

状得以改善，有利于 IEC 时壁生长9 未经涂

膜者 IEC 贴壁生长不良。如没有鼠尾胶原或

牛皮胶原，我们在玻璃培养瓶或巳放置盖玻片

的 24 孔培养板内加入适量含 20%FCS 培养液，

留置 1 - 2 天，使用前吸出培养液， 再种植细

胞，这也是促进细胞贴壁生长十分有效的方

法 ， 因为血清中含有玻璃体结合蛋白和纤维结

合素，这两者均促进 IEC 贴壁。使用塑 料培

养瓶或培养板， IEC 易于贴壁生长，可省去涂

膜。

IEC 鉴定有如下依据 [1 沪， 5 ， 10): 1. 倒置显

微镜下， 细胞呈多角形、单 层排列。 2. 电镜

下， 细胞表面可见大量微绒毛。 3. 免疫组化

检查，细胞角质蛋白染色阳性。 4. 组化检查

显示有 IEC 标志酶一一碱性磷酸酶表达。我

们的培养如实验结果中所述与上述文献报告结

果一致，可确定为 IECo

IEC 单层培养技术可以探讨某一因子对

IEC 的作用，本 实验结果为研究 IEC 的功

能 、 代谢及病理变化提供了一个良好的实验模

型。

摘要

本实验比较了 4 种分离犬鼠 IEC 的方法，

结果显示联合应用粗胶原酶和中性蛋白酶分离

· 效果最好，细胞贴壁生长能力强。胶原涂膜改

善玻璃培养瓶或盖玻片表面的性状有利于细胞

贴壁生长。 细胞的增殖依赖于培养液的质量、

成分及细胞间的相互作用。培养细胞一般 1~

2 天贴壁， 7 ~ 8 天明 显增殖， 10~14 天汇

合成片。培养细胞细胞角质蛋白、碱性磷酸酶

染色阳性，光镜和电镜检查均显示为 IEC。本

文所建立的新生大鼠 IEC 体外培养方法为 研

究 IEC 生理和病理提供了一个十分有用的实

验模型。

关键词: IJ、肠上皮细胞 分离技术 原代培养

大鼠
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STUDIES ON ISOLATION AND PRIMARY CULTURE OF 

NEONATE RAT INTESTINAL EPITHELIAL CELL 

DAI Ding Wei. WU Sheng Mei. LI Min. LIAO Xian Ping. LIU Zai Yong 

(Shanghai Institute for Pediαtric Research. Xinhua Hospital. Shanghai Second Medical 
University. Shanghai 200092) 

ABSTRACT 

Trypsin. col1agenase 1 and combined dispase (grade 1) and collagenase 1 or collagenase XI 
were used to isolate neonate rat intestinal epithelial cell (IEC) and the results were compared 
and the optimal culture conditions were determined. W e developed the t echnique of isolation 
and primary culture of neonate rat IEC. The resu1 ts showed that satisfactory isolation of the 
epithelia and good attachment were achieved by using the collagenase XI dispase (grade 1) di­
gestion. Coating the glass culture flaskes with bovine dermal collagens or rat ta i1 tendon col­
lagens 1 was beneficial to the attachment of IEC in culture. IEC proliferation in vitro is ini­
tial1y dependent upon the factors produced by heterogeneous mesenchymal cel1s. also critical1y 
dependent upon the qua1ity of the culture medium and constituents used. IEC attached within 
1一2 days. proliferated obviously at 7-8 days. Cu1tures reached conf1unce within 10-14 days. 
Immunocytochemical characterization showed that more than 90 % attached cells were positive 
for cytokeratin and epithelial cel1 membrane antigen. H istochemical staining for alkaline pho­
sphatase (AKP) revealed that AKP activity was expressed in more than 90% attached cel1s. 
Electronmicroscopy confi rmed apical microv il1i in IEC. The results provide a very useful expe­
rimental model to study physiology 缸ld pathology of IEC. 

Key words, Intestinal epithelial cell Isolation Primary culture Rat 

使更! DNA 序列合成一-PCR 引物， DNA 探针、接头、随机引物等

为了进一步满足众多的科研和临床检验人员对各种寡聚核昔酸的要求，本所癌基因室 (ONCO-LAB) 在国内

首家购进了世界上先进的德国 ECOSYN 系列 DNA 合成仪， 合成效率高、 质量绝对保证、价格合理 (14 元/碱
基， 10 0D26o 左右，纯化) 、 短期交货 (3一7 天)。

聚合酶链式反应 (PCR) 和定点突变技术的发明， 给现代生物学及医学注入了全新的活力，本所 癌基 因室
(ONCO-LAB )雄厚的DNA合成技术力量和丰富的经验将为您的临床诊断、 目标基因克隆、突变分析、反义战略
研究及新型药物开发提供全新服务。另有 DD-PCR (差异显示PCR)全套引物盒及通用测序引物供应。

联系人s 胡拥军徐链史琛 联系地址g 上海市岳阳路 320 号上海细胞生物学研究所 605 室
邮编 : 200031 联系电话I 02 1-64336896(直线〉 传真 (FAX); 021-64 3g 10g0(请注明本室联系人，以

兔延误)
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