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胶原酶I消化法体外分离培养奶牛乳腺上皮细胞
徐丹丹  孙志鹏  张  旭  刘东宇  许小楠  王  乐  陈  嘉  王建发  杨  彬  武  瑞*

(黑龙江八一农垦大学动物科技学院, 大庆 163319)

摘要      为获得纯净的奶牛乳腺上皮细胞, 该研究采用胶原酶I消化法, 在不添加外源激素及

生长因子的条件下培养奶牛乳腺上皮细胞。采用差时消化与差速贴壁方法, 对奶牛乳腺上皮细

胞进行纯化。采用Western blot方法检测细胞中β-酪蛋白(β-casein, CNS2)的水平。通过免疫荧光

技术对细胞进行鉴定。结果显示, 纯化后的细胞呈现典型的“铺路石”或“鹅卵石”样。细胞角蛋

白-18(cytokeratin-18, CK-18)反应呈阳性, 波形蛋白反应呈阴性。细胞传至15代冻存并复苏后生长

状态依然良好。这提示, 胶原酶I消化法在不添加外源激素及生长因子的条件下可以获得奶牛乳腺

上皮细胞, 以用于后续实验。
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Bovine Mammary Epithelial Cells Isolated and Cultured by 
Collagenase I Digestion Method In Vitro

Xu Dandan, Sun Zhipeng, Zhang Xu, Liu Dongyu, Xu Xiaonan, Wang Le, Chen Jia, Wang Jianfa, Yang Bin, Wu Rui*
(College of Animal Science and Veterinary Medicine, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing 163319, China)

Abstract       The aim of this study is to isolate and culture bovine mammary epithelial cells. We used the 
method of collagenase I digestion to culture bovine mammary epithelial cells without adding exogenous hormones 
and growth factors. Bovine mammary epithelial cells were purified by different time digestion method and different 
speed adherence method. The level of β-casein (CNS2) in cells were detected by Western blot. Cells were identified 
by immunofluorescence. The results showed that the cells had typical cobblestone-like morphology, and positively 
expressed cytokeratin-18 (CK-18), negative expressed vimentin. The cells of 15th passage were recovered, and still 
grown in good condition. This result indicated that collagenase I digestion method can be used to obtain bovine 
mammary epithelial cells without adding exogenous hormones and growth factors.

Keywords       collagenase I; bovine mammary epithelial cells; primary culture; immunofluorescence

随着生活水平的不断提高, 人们对于乳及乳制

品的需求量越来越大, 对乳品质量重视的程度日益

增加。奶牛养殖业在追求高产的同时, 面临严峻的

奶牛乳房炎防治问题。因此, 奶牛泌乳调节机制、

乳腺免疫及乳房炎防治等已成了研究热点。但由于

体内实验干扰因素多、个体差异大、不便于操作及

研究论文



徐丹丹等: 胶原酶I消化法体外分离培养奶牛乳腺上皮细胞 1061

实验动物昂贵等诸多因素, 使得活体奶牛难以直接

作为实验动物模型。

奶牛乳腺上皮细胞是乳腺中兼具乳汁分泌与

免疫屏障功能的细胞[1-2]。因此, 获得与在体细胞差

异较小的原代奶牛乳腺上皮细胞对奶牛乳腺的病

理、生理、泌乳调节及免疫反应等一系列奶牛乳腺

的相关研究具有重要意义。以往报道的奶牛乳腺上

皮细胞培养方法, 需要使用较多的激素及生长因子

促进细胞的贴壁及生长。

因此, 本研究采用胶原酶I消化法, 在不添加外

源激素及生长因子的条件下体外培养奶牛乳腺上皮

细胞, 分离纯化且鉴定该细胞, 选择上皮细胞特征蛋

白—角蛋白-18(cytokeratin-18, CK-18)及成纤维细

胞的特征蛋白—波形蛋白为细胞类型及纯度鉴定

的标志, 并对细胞的乳蛋白—β-酪蛋白(β-casein, 
CSN2)分泌功能进行检测, 这是对奶牛乳腺上皮细

胞传统培养方法的改良。

1   材料与方法
1.1   乳腺组织 

实验所用乳腺组织取自黑龙江省某养殖场泌

乳期健康荷斯坦奶牛。

1.2   主要试剂

本实验所用试剂主要有: DMEM F/12培养基

(Gibco公 司)、 胎 牛 血 清(fetal bovine serum, FBS) 
(Hyclone公司)、胶原酶I(Invivogen公司)、胰蛋白酶

(碧云天生物技术有限公司)、CK-18抗体(Abcam公

司)、β微管蛋白(β-tublin)抗体(Abcam公司)、波形

蛋白抗体(Neomarker公司)、CSN2抗体(Bioss公司)。
1.3   奶牛乳腺上皮细胞的培养

取新鲜奶牛乳腺组织, 放入到DMEM F/12培养

基(含青霉素100 IU/mL, 链霉素100 μg/mL)中, 4 °C
环境下迅速带回实验室。将大块组织放入盛有75%
酒精的烧杯中, 浸洗杀菌3 min后取出, 转移到超净

台内进行操作。

用灭菌的生理盐水清洗奶牛乳腺组织块若

干次, 修剪组织块, 留下组织块内部大小适宜的组

织; 用添加双抗的磷酸盐缓冲液(phosphate buffer 
saline, PBS)或Hank’s液清洗组织若干次, 以减少污

染。而后将组织剪成约1 mm3小块, 加Hank’s液混匀, 
1 000 ×g离心3~5 min, 弃上清。清洗数次后取小组

织块适量放入到离心管中, 加入DMEM F/12培养基

(含胶原酶I 300 U/mL), 封闭管口, 放入37 °C水浴锅中

消化3~5 h, 每隔5~10 min摇匀1次, 直至大部分组织块

被消化。细胞悬液经过细胞筛过滤, 滤液1 000 ×g离
心3~5 min, 弃上清。用DMEM F/12培养基(含10% 
FBS, 青霉素100 IU/mL, 链霉素100 μg/mL)悬浮细

胞并转移至培养瓶中置于恒温培养箱继续培养, 每
天观察。细胞贴壁后, 每2 d换液1次。

1.4   奶牛乳腺上皮细胞的分离纯化

根据成纤维细胞与上皮细胞对胰蛋白酶的耐

受能力以及贴壁时间的差异, 采用差时消化和差速

贴壁法分离纯化奶牛乳腺上皮细胞。采用0.05%胰

蛋白酶对成纤维细胞进行消化, 待大部分成纤维细

胞回缩变圆甚至漂浮时终止消化。清洗剩余细胞, 
加入0.25%胰蛋白酶继续进行消化, 待所有细胞回

缩变圆轻轻晃动培养瓶使细胞漂浮, 1 000 ×g离心

3~5 min后收集细胞; 将细胞转移至培养瓶中, 待成

纤维细胞贴壁时, 再将大多数为奶牛乳腺上皮细胞

的悬浮液转移至另一培养瓶, 如此重复2~3次。

1.5   奶牛乳腺上皮细胞的泌乳功能检测

分别将纯化后的第4~6代乳腺上皮细胞接种于

6孔板, 细胞长满后RIPA裂解液(RIPA lysis buffer)冰
上裂解细胞, 收集裂解液, 4 °C条件下12 000 ×g离心

5 min, 提取细胞总蛋白。取等量的蛋白质样品进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳。再将蛋白质转移到NC
膜上, 脱脂奶粉37 °C孵育2 h。CSN2抗体及β-tublin
抗体4 °C孵育过夜, PBS-T漂洗一抗; 加入HRP标记

的二抗, 37 °C孵育1 h, PBS-T漂洗二抗。ECL显影。

1.6   奶牛乳腺上皮细胞的免疫荧光鉴定

将纯化后的细胞用PBS漂洗, 加入预冷的4%多

聚甲醛于4 °C条件下固定30 min, PBS漂洗; 0.5%的

Trition处理10~15 min, PBS漂洗。1% BSA封闭30 min; 
分别加入CK-18抗体、波形蛋白抗体4 °C孵育过夜, 
PBS漂洗。加入相应二抗, 37 °C作用1 h, PBS漂洗。

加入DAPI作用5~10 min。抗淬灭剂封片, 荧光显微

镜下观察结果。

1.7   奶牛乳腺上皮细胞的冻存

弃去细胞瓶内的培养基, PBS清洗后加入0.25%
胰蛋白酶, 消化数分钟, 待所有细胞回缩变圆甚至脱

落时加入培养基终止消化, 1 000 ×g离心3~5 min, 弃上

清收集细胞。在冻存管内按17׃2׃的比例加入二甲基

亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)、FBS及细胞悬液, 封
口并做好标记。将冻存管放入冻存盒中置于−80 °C
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过夜, 第2 d转入液氮后可长期保存。

1.8   奶牛乳腺上皮细胞的复苏

在液氮中取出第15代的细胞冻存管, 迅速放入

37 °C水浴锅中并轻轻晃动, 直至细胞混合液彻底融

化, 1 000 ×g离心3~5 min, 收集细胞; 重新加入培养

基后调整细胞密度分瓶培养。

2   结果
2.1   奶牛乳腺上皮细胞的培养

胶原酶I消化组织块后, 消化液分瓶培养至数小

时即有少量细胞贴壁。培养至第3 d时, 可看到生长

状态良好, 且聚集成片的“鹅卵石”样细胞, 其周围有

排列疏松的梭形或多角形细胞, 且两种细胞分界明

显并不混杂生长(图1A)。培养至第5 d时, 两种细胞

长满至瓶底80%~90%, 两种细胞交汇处有堆积现象, 
但界限清晰, 应进行分离纯化(图1B)。
2.2   奶牛乳腺上皮细胞的分离纯化

奶牛乳腺上皮细胞的纯化结果如图2所示, 在对

细胞分离纯化3次以后, 获得较为纯净的典型“铺路

石”或“鹅卵石”样奶牛乳腺上皮细胞, 该细胞多为多

角形, 呈单层排列紧密, 细胞核及核仁(多为多核仁)
清晰可见, 一些细胞胞质出现大小不一的空泡样结

构, 此为奶牛乳腺上皮细胞分泌的乳汁(图2)。
2.3   奶牛乳腺上皮细胞的泌乳功能检测

实验采用免疫印迹法以β-tublin为内参, 对纯化

后的奶牛乳腺上皮细胞中CNS2蛋白质水平进行检

测, 以判断该细胞是否具有乳蛋白分泌功能。结果

显示, 4~6代奶牛乳腺上皮细胞有不同程度的CNS2
蛋白质表达(图3)。
2.4   奶牛乳腺上皮细胞的免疫荧光鉴定

在检测泌乳功能的同时, 实验采用免疫荧光

技术对纯化后的奶牛乳腺上皮细胞进行了鉴定, 结
果显示, 奶牛乳腺上皮细胞胞核DAPI染色为深蓝

色, 胞质产生绿色荧光, 为CK-18阳性反应(图4A~图
4D); 而波形蛋白反应则为阴性, 胞质无特异性荧光

(图4E~图4H)。
2.5   奶牛乳腺上皮细胞的复苏

我们对传至15代冻存的奶牛乳腺上皮细胞进

行复苏。复苏后0 h可见细胞呈圆形, 多为团状, 也
有部分单个细胞, 悬浮于培养基中, 大部分细胞存活

A: 培养至第3 d的奶牛乳腺细胞; B: 培养至第5 d的奶牛乳腺细胞。黑色箭头所示为“鹅卵石”样细胞; 白色箭头所示为梭形或多角形细胞。

A: cell cultured at day 3; B: cell cultured at day 5. The black arrows indicate cobblestone-like cells. The white arrows indicate fusiform or polygon cells.
图1   显微镜下奶牛乳腺细胞的形态观察

Fig.1   The observation of bovine mammary cells under the microscope

A B

200 µm 200 µm

图2   纯化后的奶牛乳腺上皮细胞

Fig.2   The purified bovine mammary epithelial cells

200 µm
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(图5A); 复苏后5 h, 有部分单个细胞或细胞团块已经

贴壁, 但仍有一部分细胞漂浮(图5B); 复苏后24 h, 细
胞已迅速增殖, 成片生长, 出现圆饼样上皮细胞和空

泡状结构, 有小部分细胞未能贴壁(图5C); 复苏后第

4 d, 细胞几乎铺满瓶底, 空泡样结构增多, 并出现拉

丝样结构连接两端细胞, 细胞排列紧密, 形态无异常

且较为纯净(图5D)。

3   讨论
乳腺上皮细胞的体外培养历史至今已有近60

(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G) (H)
200 µm 200 µm 200 µm 200 µm

200 µm 200 µm 200 µm 200 µm

A: CK-18组奶牛乳腺上皮细胞; B: DAPI核染色; C: 细胞CK-18阳性反应; D: B与C融合图; E: 波形蛋白组奶牛乳腺上皮细胞; F: DAPI核染色; G: 
细胞波形蛋白阴性反应; H: F与G融合图。

A: bovine mammary epithelial cells of CK-18 group; B: nuclear staining by DAPI; C: CK-18 positive reaction of bovine mammary epithelial cells; D: 
merged figure B and figure C; E: bovine mammary epithelial cells of vimentin group; F: nuclear staining by DAPI; G: vimentin negative reaction of 
bovine mammary epithelial cells; H: merged figure F and figure G.

图4   奶牛乳腺上皮细胞的免疫荧光鉴定

Fig.4   Identification of bovine mammary epithelial cells by immunofluorescence

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

A B C D

A: 细胞复苏后0 h; B: 细胞复苏后5 h; C: 细胞复苏后24 h; D: 细胞复苏后4 d。
A: cells resuscitated after 0 h; B: cells resuscitated after 5 h; C: cells resuscitated after 24 h; D: cells resuscitated after 4 d.

图5   复苏后的奶牛乳腺上皮细胞

Fig.5   The bovine mammary epithelial cells were resuscitated

图3   4~6代奶牛乳腺上皮细胞中CNS2蛋白表达情况

Fig.3   The level of CNS2 protein in bovine mammary epithelial cells of 4th, 5th, 6th passages

CNS2

β-tublin

P4 P5 P6
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年的历史[3]。在此期间, 各种营养物质、添加剂、激

素及生长因子等的商品化, 为上皮细胞的培养带来

了极大的便利。

奶牛乳腺上皮细胞的培养方法有组织块培养

法、机械破碎法、酶消化法、乳汁提取法、密度梯

度离心法等[4-9], 其中常用的培养方法为组织块接种

法和酶消化法。本研究采用胶原酶I消化法培养奶

牛乳腺上皮细胞, 与最常用的组织块培养法相比有4
个优点。(1)不易污染。组织块法培养细胞时, 需要

使用牙科探针将剪碎的小块组织一块一块地接种于

培养瓶底, 在此过程中, 单独的小块组织与空气接触

的时间相对较长, 增加了污染的风险; 而酶消化法则

避免了这一问题, 相对于组织块培养法, 污染的可能

性更小。(2)培养周期短。组织块培养法中, 成纤维

细胞从组织中爬出的时间约为3~5 d, 乳腺上皮细胞

的爬出时间则更长[10-11]; 而酶消化法中, 组织块经酶

消化后, 直接成为细胞团块或单个细胞, 与组织块法

相比更易贴壁, 且贴壁后数小时细胞就已经开始生

长, 至培养的第3 d, 即可见到聚集生长的大片乳腺

上皮细胞, 显著地缩短了培养周期, 同时也减少了培

养所需试剂及耗材的使用。(3)更易获得上皮细胞。

由于成纤维细胞生长速度较快, 因此在组织块培养

法中成纤维细胞先从组织块中爬出并大量增殖, 而
上皮细胞生长较慢, 数量较少, 且由于组织块自身的

体积和重量原因, 使其在操作中容易从瓶底脱落, 这
也相对增加了获得乳腺上皮细胞的难度; 而胶原酶

主要消化组织中的成纤维细胞, 从而释放上皮细胞。

因此在酶消化法中, 尽管成纤维细胞的生长速度较

快, 但上皮细胞的比例仍然较高, 且组织块被消化为

细胞团块或单个细胞, 使得这些细胞更易贴壁, 不存

在组织块易脱落的问题。(4)外源物质干扰较小。通

常传统的组织块培养法与酶消化法需要使用鼠尾胶

原(组织块法)、胰岛素、孕酮、催乳素、氢化可的松、

转铁蛋白、表皮生长因子等一些外源物质, 这些物

质的添加会对实验结果产生一定的干扰[12-13]; 而本

研究在培养奶牛乳腺上皮细胞时, 除使用基础物质

(DMEM F/12培养基、FBS、青霉素、链霉素)外, 并
没有添加任何其他外源激素及生长因子, 最大程度

地减小了这些物质的使用。相关实验表明, 乳腺的

免疫功能受生殖激素的调控[14-15], 本研究也为激素

与奶牛乳腺上皮细胞免疫功能之间的相关研究提供

了较为科学的体外细胞培养方法。

已知酶消化法易破坏奶牛乳腺组织和细胞结构, 
不宜培养成功或即使培养成功传代次数也较少[10,16]。

但本实验的结果证明, 酶消化法较易获得纯净的乳

腺上皮细胞, 且传至15代时, 细胞没有发生形态变

化。总结原因主要有以下几点: (1)健康的乳腺组织

样本是实验成功的关键, 组织采集时要剔除乳房炎

(包括隐形乳房炎)、乳腺损伤及非泌乳期奶牛乳腺

样本; (2)样本在进行简单无菌处理后迅速进行实验

室操作, 不可放置时间过长, 否则影响细胞活性; (3)
酶消化法时, 需要根据组织状态以及酶的质量合理

控制消化时间, 避免消化过度对细胞造成损伤; (4)
FBS的质量对细胞培养极为重要, 必要时可对FBS进
行检测后再使用。

总之, 奶牛乳腺上皮细胞的培养及鉴定结果显

示, 本研究在尽可能减少外源激素和生长因子添加

的情况下, 采用胶原酶I消化法, 经分离纯化后, 成功

获得了较为纯净的奶牛乳腺上皮细胞; 纯化后的奶

牛乳腺上皮细胞具有泌乳功能; 对第15代细胞冻存

并复苏后, 细胞生长状态依然良好。本研究在对传

统奶牛乳腺上皮细胞体外培养方法进行改良的同

时, 也为激素与奶牛乳腺上皮细胞间的相关研究建

立了良好的细胞平台。
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