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一种改良胰蛋白酶消化液及其应用
夏晴#  张雨晴#  喻峰  童莹  吴军*

(中国科学院分子细胞科学卓越创新中心细胞库, 上海 200031)

摘要      该研究旨在提供一种改良胰蛋白酶消化液, 并通过将其与0.25%胰蛋白酶、胰蛋白

酶-EDTA(0.25%)、柠檬酸胰酶进行比较, 探究其在细胞消化中的作用优势及更多应用。通过pH
值测定、显微镜下整体观察细胞消化程度以评估改良胰蛋白酶消化液在不同保存条件时的稳定

性、时效性及消化能力变化情况; 通过计算细胞间分散率、台盼蓝染色、CCK-8细胞增殖检测实

验以验证改良胰蛋白酶消化液对细胞间的分散效果及过度消化细胞后对细胞存活率、增殖率、

贴壁性的影响。结果显示: 在不同保存条件时, 改良胰蛋白酶消化液的pH值变化区间最小、消

化能力最稳定; 与0.25%胰蛋白酶相比, 改良胰蛋白酶消化液可显著提高细胞间分散率; 与胰蛋白

酶-EDTA(0.25%)相比, 改良胰蛋白酶消化液在过度消化细胞时可明显降低细胞死亡率, 显著提高

细胞增殖率及贴壁能力。这些结果表明, 改良胰蛋白酶消化液无论在保存时效性、稳定性、消化

能力等方面均有显著提高, 且对细胞间分散效果更好, 对细胞损伤更小, 具有营养稳定实验细胞系

及促进细胞系传代后快速贴壁、增殖生长的显著优势。这也为需要连续传代培养的实验细胞系、

细胞临床转化治疗、计数实验细胞系、单个细胞研究等方向提供一种更适合的细胞消化液及技术

保障。
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An Improved Trypsin Digestion Solution and Its Application
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Abstract       This study aims to provide an improved trypsin digestion solution and explore its advantages 
and more applications in cell digestion by comparing it with 0.25% trypsin, trypsin-EDTA (0.25%), and citric acid 
trypsin. The stability, timeliness, and digestion ability changes of the improved trypsin digestion solution under dif-
ferent storage conditions were evaluated by measuring pH values and observing the degree of cell digestion under 
a microscope. The dispersion effect between cells and the effects on cell survival rate, proliferation rate, and adhe-
sion after overdigesting cells were verified by calculating the intercellular dispersion rate, trypan blue staining, and 
CCK-8 cell proliferation detection experiments. The results showed that under different storage conditions, the pH 
value change range of the optimized trypsin digestion solution was the smallest and its digestion ability was the 
most stable. Compared with 0.25% trypsin, the optimized trypsin digestion solution could significantly increase the 
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intercellular dispersion rate. Compared with trypsin-EDTA (0.25%), when overdigesting cells, the improved trypsin 
digestion solution could significantly reduce the cell mortality rate and significantly increase proliferation rate, and 
adhesion ability. These results indicate that the improved trypsin digestion solution has significant improvements in 
terms of storage timeliness, stability, and digestion ability. Moreover, it has a better dispersion effect between cells 
and causes less damage to cells, and has significant advantages in nourishing and stabilizing experimental cell lines 
and promoting rapid adhesion and proliferation growth of cell lines after passage. This also provides a more suit-
able cell digestion solution and technical support for experimental cell lines requiring continuous passage culture, 
cell clinical transformation therapy, counting experimental cell lines, and single-cell research.

Keywords       trypsin digestion solution; cell digestion; sodium citrate; polyvinylpyrrolidone

细胞培养技术是研究实验细胞系在细胞生物

学、药物研发、疾病机制研究以及生物医学应用中

的基础, 通过将细胞系在体外进行体内模拟培养, 研
究人员能够探索细胞的生理功能、信号通路、代谢

过程以及相互作用[1-2]。而细胞消化是细胞传代培养

技术中的关键步骤之一 , 对于维持细胞系的生长活

性、传代培养、冻存保种及进行实验研究都至关重

要。目前在细胞消化领域进行细胞消化主要通过机

械消化法 [3]、离子螯合法 [4]、酶消化法等方法 [5], 其
中离子螯合法、酶消化法最为常用。通过使用酶消

化法或消化酶与离子螯合剂共同消化的方式 , 如比

较常见的0.25%胰蛋白酶、胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)
等进行细胞消化是目前应用较广且最常见的细胞消

化方法 [5]。但是传统的 0.25%胰蛋白酶虽然消化细

胞速度快但是细胞容易聚团生长 , 无法满足实验细

胞系大规模连续传代所需的高效、稳定及生长均匀

性 [6]。胰蛋白酶-EDTA(0.25%)中某些成分(如EDTA
等螯合剂 )可能会对细胞造成损伤 , 如细胞毒性较

大、细胞凋亡等 , 限制了其在规模化生产实验细胞

系方面的应用范围[7]。此外, 胰蛋白酶消化液的稳定

性及酶活性也容易受到多种因素的影响 , 如自身浓

度、pH值、温度和消化时间等。因此 , 迫切需要优

化出一种更稳定高效、细胞损伤小且可规模化传代

实验细胞系的胰蛋白酶消化液 , 以克服传统胰蛋白

酶的局限性并提高实验细胞系在连续传代培养时的

细胞活性和可持续应用性。

柠檬酸胰酶 [其中含有柠檬酸钠 (sodium citrate)
与传统的胰蛋白酶组分 ]不仅消化细胞快又有分散细

胞好的优点 [7-8]。柠檬酸钠作为胰蛋白酶消化液中可

添加成分之一 , 不仅对钙离子、镁离子等金属离子

具有良好的络合能力 , 在胰蛋白酶消化液中还可以

用作细胞解聚剂。当需要将组织分解为单个细胞时 , 

柠檬酸钠可与胰蛋白酶联合使用 , 促进组织间的解

聚和细胞间的分离 , 使细胞间更分散 , 可显著提高

胰蛋白酶的消化效率。此外 , 相较于同为螯合剂的

EDTA来说 , 柠檬酸钠具有安全无毒性 , 即使长时间

消化实验细胞系也不会对其造成更多损伤 , 比较适

合实验细胞系连续传代培养及临床转化应用。尽管

如此, 作为一种弱酸强碱盐, 柠檬酸钠在发生缓慢水

解的同时在胰蛋白酶的酸性体系条件下不够稳定。

因此 , 柠檬酸胰酶无法在4 °C条件或常温下长期保

存, 必须长期保存在–20 °C条件下, 使用前要先解冻

且需避免反复冻融。

本研究在柠檬酸胰酶的基础上进行胰蛋白酶

消化液的高效改良 , 采用柠檬酸钠替代EDTA的同

时 , 添加了磷酸缓冲体系以保障消化液自身的稳定

性。除此之外, 也考虑添加了特定比例的稳定剂—

聚乙烯吡咯烷酮 (polyvinylpyrrolidone, PVP)以增加

改良后胰蛋白酶消化液的高效性及细胞保护性。

PVP不仅可以帮助维持改良的胰蛋白酶消化液及细

胞培养液中的胶体稳定性 , 还能够防止胶体颗粒的

聚集和沉淀 [9]。比如很多细胞类型在消化过程中容

易自发聚集形成细胞团块 , 而PVP的加入不仅可以

防止细胞间凝聚, 帮助维持分散细胞的单个状态, 其
自身还具有良好的水溶性和黏附性 [10-13]。因此 , 在
改良的胰蛋白酶消化液中添加PVP既可以降低细胞

被胰蛋白酶过度消化的风险, 减少细胞的损伤, 还可

以帮助消化后需贴壁生长的细胞附着在培养表面

或载体上, 为细胞传代增殖提供良好的生长环境[14]。

除此之外 , PVP还是改良胰蛋白酶消化液及细胞培

养媒介中的抗氧化剂 [15], 不仅可以帮助减少改良胰

蛋白酶消化液及细胞培养液中氧化反应的发生 , 还
可以保护细胞在分离过程及后续增殖生长时免受氧

化应激的损伤 , 尤其在细胞过度消化时发挥一定的
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保护作用, 更有利于实验细胞系的连续传代培养。

本研究所阐述的改良胰蛋白酶消化液是一种

更稳定高效且可规模化传代实验细胞系的胰蛋白酶

消化液。相比较常见的细胞消化液而言不仅具有消

化能力更强、细胞间分散率更高的优势 , 还可以减

少EDTA及氧化应激对实验细胞系连续传代培养或

胰蛋白酶过度消化所带来的损伤 , 增加胰蛋白酶消

化液自身的稳定性和长时间的高活性 , 也为细胞系

消化传代后的贴壁性及增殖提供了良好的生长环

境 , 更适用于多种类型实验细胞系的大规模连续传

代培养及应用。

1   材料与方法
1.1   实验细胞系

本文中所涉及的大鼠心肌细胞H9c2(2-1)、人

宫颈癌细胞HeLa、人整合SV40基因的乳腺上皮细

胞HBL-100、人皮肤成纤维细胞BJ、人回盲肠癌细

胞HCT-8、人肝癌细胞Hep G2、人正常肺上皮细胞

BEAS-2B、狗肾细胞MDCK(NBL-2)等均来自于中

国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

1.2   主要试剂

0.25%胰蛋白酶 (trypsin, 产品货号 : 15050057)、
胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)(产品货号 : 25200072)、
DMEM基础培养基 (产品货号 : 10566016)、RPMI 
1640基础培养基 (产品货号 : 11875093)、胎牛血

清FBS(产品货号 : 10091148)均购自ThermoFisher 
Scientific公司 ; 柠檬酸钠 (sodium citrate, 产品货

号 : 39476468)、氯化钠 (sodium chloride, 产品货号 : 
A610476)、氯化钾 (potassium chloride, 产品货号 : 
A610440)、磷酸氢二钠 (disodium hydrogen phos-
phate, 产品货号 : A610404)、磷酸二氢钾 (potassium 
dihydrogen phosphate, 产品货号 : A600445)、酚红

(phenol red, 产品货号 : A600420)、无水葡萄糖 (glu-
cose, 产品货号: 63005518)、碳酸氢钠(sodium bicar-
bonate, 产品货号 : A610482)均购自国药控股股份有

限公司; PVP(产品货号: P2307-100G)、胰酶(产品货

号 : T4799-100G)购自Sigma公司 ; 0.4%台盼蓝溶液

(产品货号 : E607338)购自生工生物工程 (上海 )股份

有限公司 ; 细胞增殖毒性检测试剂盒 (CCK-8, 产品

货号为CK04-500tests)购自东仁化学科技(上海)有限

公司。

1.3   改良胰蛋白酶消化液的配制

根据试剂产品货号分别从市场中购入胰蛋白

酶、柠檬酸钠、聚乙烯吡咯烷酮、氯化钠、氯化钾、

磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、酚红、葡萄糖、蒸馏水

(distilled water)、碳酸氢钠等配方成分 , 之后按照表

1中的编号分别为1~6号胰蛋白酶消化液的具体用量

称(量)取各成分后加100 mL蒸馏水进行溶解。用碳

酸氢钠干粉将溶解后的消化液pH值调至7.6, 过滤除

菌, 置于低温或常温保存。

1.4   细胞适度/过度消化及显微镜下整体观察培养

将等比例传代至两个细胞培养6孔板且融合率

达到 80%~90%的细胞 [包括大鼠心肌细胞H9c2(2-
1)、人宫颈癌细胞HeLa、人整合SV40基因的乳腺上

表1   配制编号为1~6号不同配方胰蛋白酶消化液100 mL的成分含量表

Table 1   Composition of 100 mL trypsin digestive liquid 1-6
配方成分

Component
编号1
Number 1

编号2
Number 2

编号3
Number 3

编号4
Number 4

编号5
Number 5

编号6
Number 6

Trypsin /g 0.250 0.250 0.250 0.250 0.250 0.250

Sodium citrate /% 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600

Polyvinylpyrrolidone /% 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500

Sodium chloride /g 0.800 0.800 0.800 0.800 0.800 0.800

Potassium chloride /g 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020

Disodium hydrogen phosphate /g 0.142 0.142 0.142 0.142 0.142 0.142

Potassium dihydrogen phosphate /g 0.027 0.027 0.027 0.027 0.027 0.027

1% phenol red /mL 0.150 0.150 0.150 0.150 0.150 0.150

Glucose /g 0.100 0.100 0.100 0.100 0.100 0.100

Distilled water /mL
Supplement to 
100 mL

Supplement to 
100 mL

Supplement to 
100 mL

Supplement to 
100 mL

Supplement to 
100 mL

Supplement to 
100 mL

pH 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6
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皮细胞HBL-100、人皮肤成纤维细胞BJ、人回盲肠

癌细胞HCT-8、人肝癌细胞Hep G2、人正常肺上皮

细胞BEAS-2B、狗肾细胞MDCK(NBL-2)等 ]从二

氧化碳培养箱内取出, 缓慢吸出旧培养基, 每孔加入

1 mL D-PBS清洗两遍以去除残余培养基, 分别加入

500 μL改良的胰蛋白酶消化液、柠檬酸胰酶、0.25% 
胰蛋白酶、胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)于每孔中 , 之后

将两个细胞培养6孔板置于37 °C二氧化碳培养箱中

分别进行适度消化 (每种细胞对胰蛋白酶消化液的

作用反应不同 , 置于37 °C二氧化碳培养箱中进行适

度消化2~30 min不等)与过度消化(每种细胞对胰蛋白

酶消化液的作用反应不同, 细胞过度消化时间1~2 h不
等)。适度消化时若细胞大部分变圆并脱落, 迅速拿

回操作台, 轻敲几下6孔板后每孔加500 μL完全培养

基终止消化。过度消化时可于 1~2 h不等的时间内

将细胞从37 °C二氧化碳培养箱中取出至操作台, 轻
敲几下6孔板后每孔加500 μL完全培养基终止消化。

终止消化后轻轻吹打细胞 , 细胞完全脱落后吸出至

离心管, 室温下离心(1 000 r/min, 5 min)。弃去上清

液, 加500 μL完全培养基重悬。轻轻吹打重悬细胞, 
吸取200 μL细胞悬液至新的培养板 , 补充完全培养

基至2 mL/孔 , 将细胞移至37 °C二氧化碳培养箱中

静置培养。当细胞培养至第24、48、72 h时可通过

显微镜下整体观察细胞生长状态并显微拍照。

1.5    台盼蓝染色检测细胞存活率

使 用 改 良 的 胰 蛋 白 酶 消 化 液 及 胰 蛋 白

酶 -EDTA(0.25%)对大鼠心肌细胞H9c2(2-1)、人宫

颈癌细胞HeLa、人整合SV40基因的乳腺上皮细胞

HBL-100、人皮肤成纤维细胞BJ、人正常肺上皮细

胞BEAS-2B等五种细胞置于37 °C二氧化碳培养箱中

进行过度消化(1~2 h不等), 之后加入500 μL完全培养

基终止消化, 并轻轻吹打重悬细胞。取180 μL细胞悬

液[细胞适用浓度为(1×106~2×106)/ mL]与20 μL 0 .4%
台盼蓝溶液混合后于室温下染色 3 min。取少量细

胞用血细胞计数板于电子显微镜下计数活细胞总数

与死细胞总数 , 计算细胞的存活率。死细胞胞体呈

蓝色膨大状, 每个细胞样本计数至少500个细胞。细

胞存活率(%)＝[活细胞总数/(活细胞总数+死细胞总

数)]×100%。

1.6   通过细胞计数检测细胞分散率

使用改良的胰蛋白酶消化液及0.25%胰蛋白酶

消化液对人回盲肠癌细胞HCT-8细胞、人肝癌细胞

Hep G2、人结直肠腺癌上皮细胞DLD-1、狗肾细胞

MDCK(NBL-2)等四种细胞进行适度消化 (2~30 min
不等 ), 之后加入500 μL完全培养基终止消化 , 并轻

轻吹打重悬细胞。取少量细胞用血细胞计数板于

电子显微镜下计数每种细胞悬液中已分散的单个

细胞数及未分散的细胞团中的数量 , 计算细胞的分

散率 , 以细胞分散率表示改良的胰蛋白酶消化液及

0.25% 胰蛋白酶消化液消化细胞的能力。细胞分散

率(%)＝[已分散细胞总数/(已分散细胞总数+细胞团

数)]×100%。

1.7   CCK-8细胞增殖实验检测细胞增殖率

使 用 改 良 的 胰 蛋 白 酶 消 化 液 、 胰 蛋 白

酶-EDTA(0.25%)对人皮肤成纤维细胞BJ、人正常肺

上皮细胞BEAS-2B、狗肾细胞MDCK(NBL-2)、大

鼠心肌细胞H9c2(2-1)等四种细胞置于37 °C二氧化

碳培养箱中进行过度消化(1~2 h不等)后接种至96孔
板中分别培养至24 h、48 h、72 h、96 h, 在每孔中

加入10 μL的CCK-8溶液后置于37 °C二氧化碳培养

箱中孵育1 h。之后使用酶标仪在450 nm处测定每孔

的吸光度(D)值, 以评估细胞活性。

1.8   pH值检测

将改良的胰蛋白酶消化液、0.25%胰蛋白酶、

胰蛋白酶-EDTA(0.25%)、柠檬酸胰酶等四种不同配

方的胰蛋白酶消化液分别保存在4 °C、37 °C条件下

存放1~3周后, 用洁净的玻璃棒直接沾取少许不同配

方的胰蛋白酶消化液 , 滴在pH试纸上 , 将试纸显示

的颜色 (半分钟内 )随即与标准比色卡对照 , 确定溶

液的pH值, 以此检测以上四种胰蛋白酶消化液的pH
值变化。

1.9   统计分析 
所有实验数据经汇总统计后 , 使用GraphPad 

Prism 7.0软件对汇总数据进行分析。组间比较均采

用 t检验进行差异性分析。ns: 无显著性差异 ; 显著

性差异: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。

2   结果
2.1   改良胰蛋白酶消化液最佳配方及细胞消化能

力验证

本研究中阐述的改良胰蛋白酶消化液的配制

试剂都是市场在售且描述可用于细胞培养的产品。

按照材料与方法1.3中提到的表1内容 , 配制编号分

别为1~6号改良的胰蛋白酶消化液各100 mL, 之后使
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用 1~6号胰蛋白酶消化液对人回盲肠癌细胞HCT-8
细胞进行适当消化并在相同的消化时间内通过显微

镜下整体评估各组细胞的消化程度, 比较编号1~6号
胰蛋白酶消化液的消化效果 (每组实验重复值为 5, 
图1)。图1结果显示 : 将PVP的含量控制在0.5%, 同
时调整柠檬酸钠的含量在0.1%~0.6%之间时 , 改良

胰蛋白酶消化液均具备一定的细胞消化能力。其中

柠檬酸钠的含量保持在0.3%~0.5%之间时更有利于

细胞的适度消化, 且随着柠檬酸钠含量的提高, 改良

胰蛋白酶消化液的消化能力也有所提高。科研用户

可根据自身实验细胞系的贴壁性差异及细胞间解离

难易度为依据选择柠檬酸钠最合适的配制比例。本

文综合权衡多种实验细胞系的平均消化时间 , 选择

将柠檬酸钠的含量控制在0.3%(即表1中编号3)作为

本文阐述的一种改良胰蛋白酶消化液的具体配方进

行后续不同种胰蛋白酶消化液的性能测试。

2.2   不同保存条件时改良胰蛋白酶消化液的稳定

性及消化能力变化

传统胰蛋白酶消化液的稳定性及酶活性容易

受到多种因素的影响, 如温度、pH值等, 从而导致其

存储的有效期也会受到明显影响 [16]。温度较高时胰

蛋白酶溶液会因自身消化从而导致酶活性降低 [17], 
因此传统的胰蛋白酶消化液必须保存在–20 °C条件

下 , 使用前需要先解冻且需避免反复冻融。细胞消

化也需要在适当的pH条件下进行 , 通常在碱性范围

(pH7.2~8.0)内胰蛋白酶消化液才会表现出其细胞消

化最大的活性 , 大于或小于最适pH值 , 都会降低酶

活性从而影响细胞间的分离效果。为了有效测定改

良的胰蛋白酶消化液及市场常见胰蛋白酶消化液

的稳定性及存储时效性 , 本文分别将改良的胰蛋白

酶消化液、柠檬酸胰酶、0.25%胰蛋白酶、胰蛋白

酶 -EDTA(0.25%)等四种不同配方的胰蛋白酶消化

液分别保存在4 °C、37 °C环境中存放1~3周(参考模

拟加速稳定性实验[18-19], 初步考虑37 °C保存1~3周约

等于4 °C保存半年至一年的效果 ), 检测以上胰蛋白

酶消化液的pH值变化(表2)。之后使用保存在4 °C及
37 °C环境中存放1~3周后的四种胰蛋白酶消化液对

人回盲肠癌细胞HCT-8进行相同时间的消化 , 通过

显微镜下整体观察细胞的消化程度从而进行消化能

力的比较(每组实验重复值为5, 图2~图5)。从表2数
据可以发现: 改良的胰蛋白酶消化液保存在37 °C环
境中存放1~3周时 , pH值仍保持在正常范围内且变

化区间最小 , 其稳定性显著优于柠檬酸胰酶及市场

传统的0.25%胰蛋白酶消化液。同时图2至图5的结

果显示: 无论是4 °C亦或37 °C保存条件, 改良的胰蛋

白酶消化液、柠檬酸胰酶、胰蛋白酶-EDTA(0.25%)
的消化能力均显著高于0.25%胰蛋白酶。当四种胰

蛋白酶消化液长期保存在37 °C条件时 , 改良胰蛋白

A: 人回盲肠癌细胞HCT-8细胞正常显微形态图; B: 人回盲肠癌细胞HCT-8细胞正常显微形态局部放大图; C: 人回盲肠癌细胞HCT-8细胞经表1
所述编号分别为1~6号胰蛋白酶消化液消化10 min时的显微形态图。

A: normal microscopic morphology of HCT-8; B: locally magnified microscopic morphology of HCT-8; C: microscopic morphology of HCT-8 digested 
with trypsin solutions numbered 1-6 as described in table 1 for 10 minutes.

图1   人回盲肠癌细胞HCT-8细胞经表1所述编号为1~6号胰蛋白酶消化液消化10 min前后显微形态图

Fig.1   Microscopic morphology of HCT-8 cells digested with trypsin digestion solution 1-6 for 10 minutes 

1
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酶消化液的消化能力则明显高于柠檬酸胰酶 , 但与

胰蛋白酶-EDTA(0.25%)相比差异不大。即使在37 °C环
境中存放3周, 改良的胰蛋白酶消化液仍对人回盲肠

癌细胞HCT-8具有一定的细胞消化能力。

2.3   改良胰蛋白酶消化液对细胞间分散率的影响

通过使用改良的胰蛋白酶消化液及0.25%胰蛋

白酶消化液对人回盲肠癌细胞HCT-8、人肝癌细胞

Hep G2、人结直肠腺癌上皮细胞DLD-1、狗肾细胞

MDCK(NBL-2)等四种细胞进行适度消化 (2~30 min不
等 , 图6), 比较改良的胰蛋白酶消化液相较于0.25%
胰蛋白酶消化液对以上四种细胞的分散效果。图

6结果显示 : 改良的胰蛋白酶消化液对细胞的分散

表2   不同配方的胰蛋白酶消化液保存在室温、37 °C下1~3周后的pH值

Table 2   pH values of trypsin digestion solutions with different formulations stored at room temperature and 37 °C for 1-3 weeks
条件

Condition
改良胰蛋白酶消化液pH值

The pH value of the op-
timized trypsin digestion 
solution

柠檬酸胰酶pH值

The pH value of the 
citrate trypsin

0.25%胰蛋白酶pH值

The pH value of the 
0.25% trypsin

胰蛋白酶-EDTA(0.25%) pH值

The pH value of the trypsin-
EDTA (0.25%)

Room temperature 7.6 7.6 7.6 7.6

Store at 37 ℃ for 1 week 7.5 6.8 7.4 7.4

Store at 37 ℃ for 2 week 7.4 6.4 7.2 7.1

Store at 37 ℃ for 3 week 7.4 6.0 7.0 7.1

A: 保存在4 ℃时改良的胰蛋白酶消化液分别消化HCT-8细胞0 min、3 min、5 min、8 min后的显微形态图; B: 保存在4 ℃时柠檬酸胰酶分别消

化HCT-8细胞0 min、3 min、5 min、8 min后的显微形态图; C: 保存在4 ℃时0.25%胰蛋白酶分别消化HCT-8细胞0 min、3 min、5 min、8 min
后的显微形态图; D: 保存在4 ℃时胰蛋白酶-EDTA(0.25%)分别消化HCT-8细胞0 min、3 min、5 min、8 min后的显微形态图。

A: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with the improved trypsin digestion solution at 4 ℃ for 0 min, 3 min, 5 min, and 8 min; B: micro-
scopic morphology of HCT-8 cells digested with citrate trypsin at 4 ℃ for 0 min, 3 min, 5 min, and 8 min; C: microscopic morphology of HCT-8 cells 
digested with 0.25% trypsin at 4 ℃ for 0 min, 3 min, 5 min, and 8 min; D: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with trypsin-EDTA (0.25%) 
at 4 ℃ for 0 min, 3 min, 5 min, and 8 min.

图2   不同配方的胰蛋白酶消化液保存在4 °C时对人回盲肠癌细胞HCT-8细胞分别在消化0 min、
3 min、5 min、8 min后的显微镜下细胞整体形态图

Fig.2   Microscopic morphology of HCT-8 cells digested with different formulations of trypsin digestion 
solution stored at 4 °C for 0, 3, 5, and 8 minutes
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A: 保存在37 ℃ 1周后改良的胰蛋白酶消化液分别消化HCT-8细胞0 min、5 min、8 min、10 min后的显微形态图; B: 保存在37 ℃ 1周后柠檬酸胰

酶分别消化HCT-8细胞0 min、5 min、8 min、10 min后的显微形态图; C: 保存在37 ℃ 1周后0.25%胰蛋白酶分别消化HCT-8细胞0 min、5 min、
8 min、10 min后的显微形态图; D: 保存在37 ℃ 1周后胰蛋白酶-EDTA(0.25%)分别消化HCT-8细胞0 min、5 min、8 min、10 min后的显微形态图。

A: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with the improved trypsin digestion solution after being stored at 37 ℃ for one week for 0 min, 5 min, 
8 min, and 10 min; B: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with citrate trypsin after being stored at 37 ℃ for one week for 0 min, 5 min, 8 min, and 
10 min; C: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with 0.25% trypsin after being stored at 37 ℃ for one week for 0 min, 5 min, 8 min, and 10 min; D: 
microscopic morphology of HCT-8 cells digested with trypsin-EDTA (0.25%) after being stored at 37 ℃ for one week for 0 min, 5 min, 8 min, and 10 min.

图3   不同配方的胰蛋白酶消化液保存在37 °C 1周后对人回盲肠癌细胞HCT-8细胞分别在消化

0 min、5 min、8 min、10 min后的显微镜下细胞整体形态图

Fig.3   Microscopic morphology of HCT-8 cells digested with different formulations of trypsin digestion
solution stored at 37 °C for one week at 0, 5, 8, and 10 minutes
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率可高达98.5%, 远超于0.25%胰蛋白酶消化液对细

胞的分散率 (44.7%), 显著提高了各组细胞间的分散

率。

2.4   改良胰蛋白酶消化液过度消化细胞后对细胞

存活率的影响

EDTA作为胰蛋白酶消化液中最为常用的化

学螯合剂之一 , 不仅无法通过血清 /完全培养液终

止其细胞消化反应 , 长时间消化还会对细胞造成

一定的损伤 , 进而影响细胞后续的贴壁及生长活

性。本研究中使用改良的胰蛋白酶消化液及胰蛋

白酶 -EDTA(0.25%)对大鼠心肌细胞H9c2(2-1)、人

正常肺上皮细胞BEAS-2B、人皮肤成纤维细胞BJ、
人整合SV40基因的乳腺上皮细胞HBL-100、人宫

颈癌细胞HeLa等五种细胞进行过度消化 (1~2 h不
等, 图7), 通过台盼蓝溶液染色检测两组实验细胞的

存活率。图 7结果表明 : 改良的胰蛋白酶消化液在

过度消化细胞后细胞存活率可达 98.5%, 而胰蛋白

酶-EDTA(0.25%)组的细胞存活率只有75.7%~84.6%, 
可见改良的胰蛋白酶消化液对细胞损伤较小 , 可显

著提高细胞消化后的存活率。

2.5   改良胰蛋白酶消化液过度消化细胞后对细胞

增殖率的影响

使 用 改 良 的 胰 蛋 白 酶 消 化 液 、 胰 蛋 白

酶 -EDTA(0.25%)对人皮肤成纤维细胞BJ、人正常

肺上皮细胞BEAS-2B、狗肾细胞MDCK(NBL-2)、
大鼠心肌细胞H9c2(2-1)等四种细胞进行过度消化

(1~2 h不等)后分别传代培养至24 h、48 h、72 h、96 h, 
通过CCK-8细胞增殖实验比较改良的胰蛋白酶消化

液及胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)在过度消化细胞后对

细胞增殖能力的影响 (图8)。图8实验结果表明 : 改
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A: 保存在37 ℃ 2周后改良的胰蛋白酶消化液分别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的显微形态图; B: 保存在37 ℃ 2周后柠檬酸胰酶分

别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的显微形态图; C: 保存在37 ℃ 2周后0.25%胰蛋白酶分别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的

显微形态图; D: 保存在37 ℃ 2周后胰蛋白酶-EDTA(0.25%)分别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的显微形态图。

A: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with the improved trypsin digestion solution after being stored at 37 ℃ for two weeks for 0 min, 8 min, and 
12 min; B: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with citrate trypsin after being stored at 37 ℃ for two weeks for 0 min, 8 min, and 12 min; 
C: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with 0.25% trypsin after being stored at 37 ℃ for two weeks for 0 min, 8 min, and 12 min; D: micro-
scopic morphology of HCT-8 cells digested with trypsin-EDTA (0.25%) after being stored at 37 ℃ for two weeks for 0 min, 8 min, and 12 min.

图4   不同配方的胰蛋白酶消化液保存在37 °C 2周后对人回盲肠癌细胞HCT-8细胞分别在消化

0 min、8 min、12 min后的显微镜下细胞整体形态图

Fig.4   Microscopic morphology of HCT-8 cells after digestion with different formulations of trypsin
 digestion solution stored at 37 °C for two weeks at 0, 8, and 12 minutes
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A: 保存在37 ℃ 3周后改良的胰蛋白酶消化液分别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的显微形态图; B: 保存在37 ℃ 3周后柠檬酸胰酶分

别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的显微形态图; C: 保存在37 ℃ 3周后0.25%胰蛋白酶分别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的

显微形态图; D: 保存在37 ℃ 3周后胰蛋白酶-EDTA(0.25%)分别消化HCT-8细胞0 min、8 min、12 min后的显微形态图。

A: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with the improved trypsin digestion solution after being stored at 37 ℃ for three weeks for 0 min, 8 min, and 
12 min; B: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with citrate trypsin after being stored at 37 ℃ for three weeks for 0 min, 8 min, and 12 min; 
C: microscopic morphology of HCT-8 cells digested with 0.25% trypsin after being stored at 37 ℃ for three weeks for 0 min, 8 min, and 12 min; D: micro-
scopic morphology of HCT-8 cells digested with trypsin-EDTA (0.25%) after being stored at 37 ℃ for three weeks for 0 min, 8 min, and 12 min.

图5   不同配方的胰蛋白酶消化液保存在37 °C 3周后对人回盲肠癌细胞HCT-8细胞分别在消化

0 min、8 min、12 min后的显微镜下细胞整体形态图

Fig.5   Microscopic morphology of HCT-8 cells digested with different formulations of trypsin digestion 
solution stored at 37 °C for three weeks at 0, 8, and 12 minutes
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良的胰蛋白酶消化液在过度消化实验细胞后细胞的

增殖能力均显著高于胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)组 , 改
良的胰蛋白酶消化液更有利于细胞消化传代后的可

持续生长。

2.6   改良胰蛋白酶消化液过度消化细胞后对细胞

贴壁及生长状态的影响

通过使用改良的胰蛋白酶消化液、胰蛋白

酶 -EDTA(0.25%)对人皮肤成纤维细胞BJ、人正常

肺上皮细胞BEAS-2B、狗肾细胞MDCK(NBL-2)、
大鼠心肌细胞H9c2(2-1)等四种细胞进行过度消化

(1~2 h不等)后传代培养至24 h、48 h、72 h(图9~图
12), 通过显微镜下整体观察细胞形态比较改良的胰

蛋白酶消化液相较于胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)对细

胞贴壁及生长状态的影响。从图9至图12的结果表

明 : 胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)过度消化细胞后细胞的

贴壁速度及增殖能力明显缓慢 , 改良的胰蛋白酶消

化液可明显改善过度消化对细胞不易贴壁及生长状

态的影响, 更有利于实验细胞系的传代扩增培养。

3   讨论
细胞消化技术在细胞传代保种过程中发挥着

不可或缺的作用 , 通过选择合适的胰蛋白酶消化液

可以有效促进细胞间的分离和传代 , 保证细胞的活

力及增殖状态 , 为后续的实验和研究提供更稳定

的细胞来源。目前市场上比较常见的胰酶消化液

主要有0.25%胰蛋白酶、胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)、
柠檬酸胰酶等 ,  其中 0 .25%胰蛋白酶、胰蛋白

酶-EDTA(0.25%)最为常用。然而胰蛋白酶的稳定性

及消化活性容易受到其自身浓度、环境温度、pH
值、作用时间等因素影响 , 同时细胞再复苏时容易

A: 使用改良的胰蛋白酶消化液正常消化人回盲肠癌细胞 HCT-8、人肝癌细胞 Hep G2、人结直肠腺癌上皮细胞 DLD-1、狗肾细胞

MDCK(NBL-2)时的细胞悬液显微形态图; B: 使用0.25%胰蛋白酶消化液正常消化人回盲肠癌细胞HCT-8、人肝癌细胞Hep G2、人结直肠腺癌

上皮细胞DLD-1、狗肾细胞MDCK(NBL-2)时的细胞悬液显微形态图; C: 使用改良的胰蛋白酶消化液与0.25%胰蛋白酶消化液正常消化人回盲

肠癌细胞HCT-8、人肝癌细胞Hep G2、人结直肠腺癌上皮细胞DLD-1、狗肾细胞MDCK(NBL-2)后的细胞间分散率比较(ns: 无显著性差异; 显
著性差异: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)。
A: microscopic morphology of cell suspensions from normal digestion of HCT-8, Hep G2, DLD-1 and MDCK (NBL-2) cells using the improved tryp-
sin digestion solution; B: microscopic morphology of cell suspensions from normal digestion of HCT-8, Hep G2, DLD-1 and MDCK (NBL-2) cells us-
ing 0.25% trypsin solution; C: comparison of intercellular dispersion rates after normal digestion of HCT-8, Hep G2, DLD-1 and MDCK (NBL-2) cells 
using the improved trypsin digestion solution and 0.25% trypsin solution (ns: no significant difference; significant differences: *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001).
图6   改良的胰蛋白酶消化液与0.25%胰蛋白酶消化液适度消化人回盲肠癌细胞HCT-8、人肝癌细胞Hep G2、人结直肠腺癌上

皮细胞DLD-1、狗肾细胞MDCK(NBL-2)时的细胞悬液显微形态图及细胞间分散率

Fig.6   Microscopic morphology and comparison of cell dispersion rates after normal digestion of HCT8, Hep G2, DLD-1, and 
MDCK (NBL-2) cells using optimized trypsin and traditional 0.25% trypsin
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聚团生长 , 无法满足实验细胞系大规模连续传代所

需的高效、稳定及生长均匀性。因此在本文中 , 我
们通过优化改良胰蛋白酶消化液的最佳配方 , 比较

改良胰蛋白酶消化液、柠檬酸胰酶、0.25%胰蛋白

酶、胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)等四种不同配方胰蛋

白酶消化液在不同保存条件时的 pH值变化及细胞

消化活性 , 发现改良胰蛋白酶消化液的稳定性及消

化能力均显著优于柠檬酸胰酶及市场传统0.25%胰

蛋白酶消化液。同时通过计算细胞间分散率 , 我们

还发现改良胰蛋白酶消化液对细胞的分散率远超于

0.25%胰蛋白酶消化液 , 这主要考虑改良后的胰蛋

白酶消化液中不仅添加并测试了柠檬酸钠的含量

(0.3%), 同时也构建了磷酸缓冲体系协同作用 , 在其

进行细胞消化时可进一步抑制细胞凝聚过程 , 从而

帮助维持细胞间更分散的解离状态 , 防止细胞传代

后出现聚团生长现象。

不同的贴壁细胞对胰蛋白酶的作用反应不同, 钙
离子螯合剂 -EDTA也可以显著增强0.25%胰蛋白酶的

细胞消化效果 , 使贴壁细胞更容易脱离培养底物并促

进细胞间分散, 因此胰蛋白酶-EDTA(0.25%)在目前市

场中也较为常用。不过考虑消化液中的EDTA无法通

过血清 /完全培养液终止其对细胞的消化反应 , 所以

在消化细胞后必须使用缓冲盐溶液清洗细胞后再离

心去除, 才能避免其影响细胞系传代后的贴壁效果[20], 
且EDTA本身具有一定的细胞毒性 [21-22], 消化细胞较

长时间时容易对细胞造成损伤且可能会直接影响细

胞消化后的生长状态。因此 , 我们在采纳以柠檬酸

钠替代EDTA的同时还考虑添加了0.5%的PVP, 并对

细胞消化后的存活率、增殖率及生长状态进行检测, 
结果也证实改良胰蛋白酶消化液无论在细胞的存

活率、增殖率 , 还是贴壁性方面均显著优于胰蛋白

酶-EDTA(0.25%)。基于柠檬酸钠的安全无毒性, 以
及PVP被证实具有细胞无毒、稳定剂、保护剂、抗

氧化剂、可生物降解等优点 [23-24], 我们推测改良的

胰蛋白酶消化液中PVP的添加不仅可以保护细胞在

消化分离过程及后续增殖生长时免受氧化应激的

A: 使用改良的胰蛋白酶消化液过度消化大鼠心肌细胞H9c2(2-1)、人正常肺上皮细胞BEAS-2B、人皮肤成纤维细胞BJ、人整合SV40基因的乳

腺上皮细胞HBL-100、人宫颈癌细胞HeLa后的台盼蓝溶液染色图; B: 使用胰蛋白酶-EDTA(0.25%)过度消化大鼠心肌细胞H9c2(2-1)、人正常

肺上皮细胞BEAS-2B、人皮肤成纤维细胞BJ、人整合SV40基因的乳腺上皮细胞HBL-100、人宫颈癌细胞HeLa后的台盼蓝溶液染色图; C: 使
用以上两组胰蛋白酶消化液过度消化以上细胞后的细胞存活率比较(ns: 无显著性差异; 显著性差异: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)。
A: trypan blue staining results of H9c2 (2-1), BEAS-2B, BJ, HBL-100, HeLa cells overexposed with optimized trypsin; B: trypan blue staining results 
of H9c2 (2-1), BEAS-2B, BJ, HBL-100, HeLa cells overexposed with trypsin EDTA (0.25%); C: comparison of cell survival rates of H9c2 (2-1), BE-
AS-2B, BJ, HBL-100, HeLa cells overexposed with optimized trypsin and trypsin EDTA (0.25%) (ns: no significant difference; significant differences: 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).
图7   使用改良的胰蛋白酶消化液、胰蛋白酶-EDTA(0.25%)过度消化大鼠心肌细胞H9c2(2-1)、人正常肺上皮细胞BEAS-2B、
人皮肤成纤维细胞BJ、人整合SV40基因的乳腺上皮细胞HBL-100、人宫颈癌细胞HeLa后台盼蓝溶液染色图及细胞存活率

Fig.7   Trypan blue staining results and cell survival rates of H9c2 (2-1), BEAS-2B, BJ, HBL-100, HeLa cells overexposed with 
optimized trypsin and trypsin EDTA (0.25%)
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A~D: 通过CCK-8细胞增殖实验对改良胰蛋白酶消化液及胰蛋白酶-EDTA(0.25%)过度消化后传代培养至24 h、48 h、72 h、96 h的人皮肤成纤

维细胞BJ、正常肺上皮细胞BEAS-2B、狗肾细胞MDCK(NBL-2)、大鼠心肌细胞H9c2(2-1)的增殖率(ns: 无显著性差异; 显著性差异: *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001)。
A-D: cell proliferation rates of BJ, BEAS-2B, MDCK (NBL-2), H9c2 (2-1) cells passaged and cultured for 24 h, 48 h, 72 h, and 96 h after over-diges-
tion with the improved trypsin digestion solution and trypsin-EDTA (0.25%), as determined by the CCK-8 cell proliferation assay. (ns: no significant 
difference; significant differences: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

图8  使用改良的胰蛋白酶消化液、胰蛋白酶-EDTA(0.25%)过度消化人皮肤成纤维细胞BJ、正常肺上皮细胞

BEAS-2B、狗肾细胞MDCK(NBL-2)、大鼠心肌细胞H9c2(2-1)后的细胞增殖率

Fig.8 Cell proliferation rates of BJ, BEAS-2B, MDCK (NBL-2), H9c2 (2-1) cells overexposed with optimized
 trypsin and trypsin EDTA (0.25%)
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A: 使用改良的胰蛋白酶消化液过度消化人皮肤成纤维细胞BJ后培养至第24 h、48 h、72 h、120 h时的显微形态图; B: 使用胰蛋白酶-EDTA(0.25%)
过度消化人皮肤成纤维细胞BJ后培养至第24 h、48 h、72 h、120 h时的显微形态图。

A: microscopic morphology of BJ cells after excessive digestion with optimized trypsin at 24 h, 48 h, 72 h and 120 h of culture; B: microscopic mor-
phology of BJ cells after excessive digestion with trypsin EDTA (0.25%) at 24 h, 48 h, 72 h and 120 h of culture.

图9   改良的胰蛋白酶消化液、胰蛋白酶-EDTA(0.25%)过度消化人皮肤成纤维细胞BJ后培养第24 h、48 h、
72 h、120 h时的显微形态图

Fig.9   Microscopic morphology of BJ cells after excessive digestion with optimized trypsin and trypsin EDTA (0.25%)
 at 24 h, 48 h, 72 h and 120 h of culture

(A)

(B)

200 µm 200 µm 200 µm 200 µm

200 µm 200 µm 200 µm 200 µm

24 h 48 h 72 h 120 h



88 · 技术与方法 ·

损伤 , PVP自身良好的水溶性及黏附性还可以帮助

细胞在消化后能够更好地附着在细胞培养器的表

面或载体上 , 为细胞后续的贴壁过程、传代增殖提

供了良好的生长环境 , 更适合实验细胞系的连续传

代培养及大规模生产。目前也有文献报道将PVP作

为低温保护剂添加至细胞培养液、干细胞无血清

冻存液中, 可以显著提高细胞的复苏活力[25]。

此外 , 从市场应用性及开发角度考虑 , 经济成

本及量产后的工艺流程也成为制约本研究中改良胰

蛋白酶消化液能否服务科研大众的关键。我们通过

A: 使用改良的胰蛋白酶消化液过度消化人正常肺上皮细胞BEAS-2B后培养至第24 h、48 h、72 h时的显微形态及局部放大图; B: 使用胰蛋白

酶-EDTA(0.25%)过度消化人正常肺上皮细胞BEAS-2B后培养至第24 h、48 h、72 h时的显微形态及局部放大图。

A: microscopic morphology and locally magnified images of BEAS-2B cells after excessive digestion with optimized trypsin at 24 h, 48 h, and 72 h of 
culture; B: microscopic morphology and locally magnified images of BEAS-2B cells after excessive digestion with trypsin EDTA (0.25%) at 24 h, 48 h, 
and 72 h of culture.

图10   改良的胰蛋白酶消化液、胰蛋白酶-EDTA(0.25%)过度消化人正常肺上皮细胞BEAS-2B后培养

第24 h、48 h、72 h时的显微形态及局部放大图

Fig.10   Microscopic morphology of BEAS-2B cells after excessive digestion with optimized trypsin
 and trypsin EDTA (0.25%) at 24 h, 48 h, and 72 h of culture
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A: 使用改良的胰蛋白酶消化液过度消化狗肾细胞MDCK(NBL-2)后培养至第24 h、48 h时的显微形态及局部放大图; B: 使用胰蛋白

酶-EDTA(0.25%)过度消化狗肾细胞MDCK(NBL-2)后培养第24 h、48 h时的显微形态及局部放大图。

A: microscopic morphology and locally magnified images of MDCK (NBL-2) cells after excessive digestion with optimized trypsin at 24 h, 48 h of 
culture; B: microscopic morphology and locally magnified images of MDCK (NBL-2) cells after excessive digestion with trypsin EDTA (0.25%) at 24 h, 
48 h of culture.

图11   改良的胰蛋白酶消化液、胰蛋白酶-EDTA(0.25%)过度消化狗肾细胞MDCK(NBL-2)后培养

第24 h、48 h时的显微形态及局部放大图

Fig.11   Microscopic morphology of MDCK (NBL-2) cells after excessive digestion with optimized 
trypsin and trypsin EDTA (0.25%) at 24 h and 48 h of culture
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与0.25%胰蛋白酶及胰蛋白酶 -EDTA(0.25%)消化液

的市场价格、配制流程、保存时效性及使用耗损等

方面进行优化比较 , 发现改良胰蛋白酶消化液更具

有市场应用及开发优势 , 但是同时也需要通过更多

类型的实验细胞系尤其在干细胞的消化、保种方面

进行数据验证 , 以提高改良胰蛋白酶消化液在生物

医学领域的通用性范围及安全可靠性。

综上所述 , 改良胰蛋白酶消化液在不同的保存

条件时其稳定性及消化能力均显著优于0.25%胰蛋

白酶、柠檬酸胰酶等市场较为常见的胰蛋白酶消化

液。不仅如此 , 改良胰蛋白酶消化液还可以显著提

高细胞间的分散率 , 明显降低消化时间过长以及胰

蛋白酶-EDTA(0.25%)对实验细胞系存活率、增殖率

及贴壁性的影响, 对细胞的损伤更小, 更适合多种类

型实验细胞系的大规模连续传代培养及临床转化应

用等方向。
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