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用嗜热菌蛋白酶进行人肠上皮细胞分离培养

Isolation and culture of human intestinal epithelial cells using dissociating enzyme ther-
molysin
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　　提　要:目的　探讨人肠上皮细胞(intestinal epithelial cell , IEC)的分离 、培养及鉴定方法 , 为进一步研究 IEC提供合适

的细胞模型。方法　取 4～ 6个月合法引产胎儿小肠 ,用嗜热菌蛋白酶消化分离 IEC , 接种于含多种促 IEC 生长的营养成

分的 DMEM 培养液内 ,根据 IEC 和成纤维细胞贴壁时间的差异来纯化 IEC , 通过观察 IEC生长状态 、形态特征 、超微结构及

检测上皮细胞膜抗原对 IEC进行鉴定。结果　嗜热菌蛋白酶消化 2 h 可分离出大量的健全绒毛隐窝单位 , 进一步培养获

得的 IEC ,上皮细胞膜抗原均呈阳性。结论　选用嗜热菌蛋白酶作为分离 IEC 的消化酶 , 可获得较纯的 IEC ,完全可供相关

实验研究之用。

　　肠道是人体重要的消化和吸收器官 ,同时也是表

面积最大的免疫器官。肠上皮细胞(intestinal epithelial

cell , IEC)处于机体与外界抗原接触的第一线 ,其表面

表达一系列受体及免疫分子 ,在生理及病理情况下能

分泌一系列细胞因子
[ 1]
,在抗原提呈 、感染防御等方面

具有重要作用。近年来研究发现肠粘膜屏障功能下降

和由此所致的肠源性细菌 、内毒素移位与外科重症病

人的脓毒血症 、高代谢状态 、继发性组织细胞损害 、多

器官功能障碍等并发症密切相关
[ 2]
。但由于没有人正

常 IEC 细胞株 ,国内外对 IEC生理功能 、药物作用及各

种致病因素作用下的病理生理改变的研究资料都来自

培养实验动物细胞和人结肠癌细胞 。很显然 ,上述两

种细胞都有其局限性
[ 3]
,用它们作为研究对象所获得

的结果不能完全推论到人体。因此 ,原代培养人肠上

皮细胞对把这方面的研究成果应用于临床具有重要意

义。鉴于此 ,我们参照Perreault等
[ 4]
的培养方法 ,用嗜

热菌蛋白酶(thermolysin)作为分离肠上皮细胞的消化

酶 ,成功地进行了人胎儿肠上皮细胞的原代培养 ,并进

行了传代与鉴定 ,现报告如下 。
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1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　合法引产胎儿　　4～ 6 个月 , 性别不限。 利凡诺羊膜

腔内注射引产法 , 娩出后立即取材。本研究从 13 例胎儿取胎

儿标本 13份 , 其中男 6份 、女 7份。

1.1.2　主要仪器器材　　二氧化碳培养箱为 Shellab 公司(美

国)产品;超净工作台型号为 BCM-1000(苏州);高速冷冻离心机

为 Beckman公司(美国)产品;倒置显微镜购自 Olympus公司(日

本);透射电子显微镜为 Philips 公司产品;25 cm2 培养瓶 、24 孔

培养板 、50 ml离心管均为进口一次性灭菌塑料产品。

1.1.3　试剂与药品　　DMEM 培养基 、胎牛血清(FCS)、液体丙

酮酸钠为Hyclone公司(美国)产品;人表皮生长因子(EGF)购自

PeproTech公司(英国);细胞培养用肝素 、胰岛素 、嗜热菌蛋白酶

为Sigma公司(美国)产品;小鼠抗人上皮细胞膜抗原单克隆抗

体购自 Dako公司(丹麦);SABC 免疫组化染色试剂盒及 DAB 显

色试剂盒由武汉博士德生物工程有限公司提供 , 其它试剂均为

分析纯试剂。

1.1.4　主要试剂成分及含量　　①培养液:青霉素 10 万 U L;

链霉素 10 万 U L;Hepes 20 mmol L;NaHCO3 1.97 g L;丙酮酸钠

110 mg L;表皮生长因子 10μg L;胰岛素 200 IU L;肝素钠 0.1 g 

L;FCS 5%;DMEM培养基。 ②嗜热菌蛋白酶消化液:50 mg L , 溶

于Hepes 缓冲液中。

1.2　分离培养及纯化方法
　　无菌条件下 ,腹正中垂直切口 , 取出整段小肠 , 小心除去肠

系膜 , 置于盛有 Hanks 液的有盖广口瓶中。 在超净工作台内 ,

将小肠移入 9 cm 培养皿中 , 用 Hanks 液将小肠内腔冲洗干净

(将小肠剪成数段 , 分别用注射器吸取 Hanks 液从一端向另一

端冲洗 ,反复进行 , 直到将肠内容物全部冲洗出), 用眼科剪纵

行剪开肠管 ,先剪成长约 2 ～ 3 mm 的小片 , 用 Hanks 液清洗 2
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min ,再剪成约 1 mm×1 mm×1 mm 的小块 , 转入 50 ml 离心管

中 ,加 Hanks液沉淀 1 min , 去上清。 重复沉淀 , 直至上清液清

亮。把沉淀转入 150 ml三角烧瓶中 , 加入约 50 ml嗜热菌蛋白

酶消化酶液 , 37 ℃震荡 2 h ,可见消化液变浑浊。用 10 ml玻璃

吸管反复吹打5 min , 把消化上清液转入两只 50 ml离心管中;

100×g 离心 7 min ,弃上清。将细胞沉淀悬浮于培养基中 ,种植

在25 cm2 塑料培养瓶中 ,置 37 ℃、5%CO2 孵箱内培养。 90 min

后 ,把培养液连同未贴壁的细胞转入新培养瓶中。 然后 , 每 48

h 更换培养液 1 次。约 15 d 融合成片。 传代:用 0.5%的胰蛋

白酶消化后 ,接种到新的塑料培养瓶中 ,种植密度:(1.0～ 6.5)

×106 ml ,继续培养。

1.3　肠上皮细胞的鉴定
1.3.1　形态学观察　　在倒置显微镜下 , 常规观察 IEC生长状

态 、形态特征。

1.3.2　超微结构观察　　用胰蛋白酶消化肠上皮细胞后 , 收

集于离心管内 , 500×g 离心 10 min , 去上清 , 加入适量 2.5%戊

二醛固定 ,行常规超薄切片 , 用透射电镜进行超微结构观察。

1.3.3　免疫细胞化学鉴定　　把盖玻片切割成适当大小 , 高

压灭菌后 , 放进 24 孔板孔内 ,然后加入含 20% FCS 的培养液 2

ml ,留置 1 ～ 2 d后 , 吸弃培养液 , 接种 IEC 细胞悬液 ,待细胞长

满后取出盖玻片 , 按照 SABC 免疫组化染色试剂盒及 DAB显色

试剂盒说明书进行免疫细胞化学检测。一抗为小鼠抗人上皮

细胞膜抗原单克隆抗体(稀释比例为 1∶100)。阴性对照:一抗

用 PBS 替代 ,其余步骤相同 。

2　结果

2.1　培养成功率
　　全部 13例标本都可见到分离下的健全绒毛隐窝单位 , 其

中 10例“长出”IEC , 培养成功 ,成功率为 77%。

2.2　嗜热菌蛋白酶的分离效果
　　小肠组织剪成小块经嗜热菌蛋白酶消化 2 h 后 , 可见到大

量分离下的健全绒毛隐窝单位 ,见图 1。

图 1　嗜热菌蛋白酶分离下来的绒毛隐窝单位　(×50)

Fig 1　Villus crypts dissociated by thermolysin　(×50)

2.3　IEC 生长状态 、形态观察
　　1 ～ 2 d绒毛隐窝单位贴壁 , 然后开始“长出”梭状细胞 , 并

向周围蔓延 , 7 d 左右形成一团一团的细胞群落 ,约 15 d融合成

片。光镜下 ,原代培养 IEC 单层生长 , 多呈扁平多角状 、椭圆

状 ,或短梭状 , 核仁 1～ 2个 , 胞浆丰富 ,边界清楚 , 见图 2。

2.4　电镜观察结果
　　第 2 代 IEC 细胞表面可见微绒毛 , 胞内含有丰富的线粒

体 、内质网等 , 细胞贴壁期间形成紧密连接 , 符合肠上皮细胞的

特征 ,见图 3。

A:Polygonal and el lipseform　(12 d×200);B:Short

fusiform　(15 d×100)

图 2　培养的 IECs

Fig 2　Cultured IECs

A:Microvilli and mitochondria　(TEM×8 000);B:Tight

junction　(TEM×25 000)

图 3　培养的 IEC超微结构

Fig 3　Ultrastructure of cul tured IECs

2.5　免疫细胞化学鉴定结果
　　第 2代 IEC 上皮细胞膜抗原几乎 100%呈阳性(图 4),而阴

性对照呈阴性(胞膜无染色)。

图 4　IEC上皮细胞膜抗原表达　(SABC×200)

Fig 4　Expression of epithelial membrane antigens of IECs　(SABC×200)

3　讨论

3.1　关于分离肠上皮细胞消化酶的选择

　　分离肠上皮细胞的消化酶常用的是 Collagenase、

Dispase、Pronase等
[ 5]
,这几类酶分离效率虽高 ,但分离

培养的细胞多伴有成纤维细胞和间质细胞的污染 。因
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此 ,人们一直在寻找更合适的消化酶。嗜热菌蛋白酶

被用于分离肺和支气管上皮细胞及真皮中角质形成细

胞等
[ 6 , 7]
,具有分离产量高 、分离下的细胞活力强等特

点 ,因此可用于肠上皮细胞的分离
[ 4]
。本研究表明 ,它

能分离下较多的健全绒毛隐窝单位 ,而健全绒毛隐窝

单位分离是维持 IEC 体外生长繁殖的一个关键因

素
[ 5]
,而且培养的 IEC 较纯 。这可能与嗜热菌蛋白酶

作用于肠粘膜基底膜特定分子有关
[ 7]
。

3.2　关于肠上皮细胞的生长环境

　　IEC贴壁能力差 ,对营养和外界培养条件要求高 ,

因此以下几方面应特别注意:①尽量选用塑料培养器

皿 ,若使用玻璃培养器皿 ,则须用鼠尾胶原或牛皮胶原

涂膜 ,或采用留置含高浓度血清培养液的方法(见材料

与方法中所述)使 IEC 易于贴壁。②培养液的 pH 值以

7.3左右为宜 。培养液放置太久 ,pH值下降 ,则不利 IEC

生长。③最好采用胎牛血清 ,若加入小牛血清 ,则 IEC

生长极为缓慢。FCS 浓度以 5%为佳。④培养液中需加

入EGF 、肝素 、胰岛素等促进 IEC生长繁殖的营养成分 。

其中 ,EGF是表皮类细胞共同的促生长因子;肝素不仅

是平滑肌细胞的抑制剂 ,而且可促进 IEC增殖
[ 8]
。

3.3　关于肠上皮细胞的纯化

　　用消化酶分离下来的上皮细胞中 ,成纤维细胞多

与其混杂生长 ,因此一般需要进行纯化 。常用的纯化

方法是机械刮除法 、反复贴壁法及胰蛋白酶消化排除

法等
[ 9]
,这些方法都较为复杂。而用嗜热菌蛋白酶消

化的肠上皮细胞纯化则较为简便 ,即原代培养接种 90

min后把培养液连同未贴壁的细胞转入新培养瓶中继

续培养 。由于成纤维细胞具有贴壁快的特点 , 90 min

基本全部贴壁 ,而 IEC贴壁需 12 ～ 24 h ,这样新培养瓶

中的细胞就是纯化的 IEC ,免疫组化证实 ,如此纯化后

的 IEC 上皮细胞膜抗原阳性率几乎 100%。

3.4　关于肠上皮细胞的鉴定

　　用消化酶分离培养的细胞仅凭光学显微镜形态学

观察不能鉴定为肠上皮细胞 ,尚需其它较为特异的鉴

定方法 。常用的有碱性磷酸酶染色法 、免疫细胞化学

法及电镜法等
[ 4 , 5]
。碱性磷酸酶染色法试剂配制烦琐 、

影响因素多 、阳性率低 ,因此尽量不要仅凭此法鉴定。

免疫细胞化学法采用特异的抗人上皮细胞膜抗原抗体

或抗人角蛋白抗体检测细胞的上皮细胞膜抗原或角蛋

白 ,特异性强。因消化酶从小肠粘膜分离下来的细胞

类型主要有 IEC 、成纤维细胞和平滑肌细胞 ,不会有其

它组织来源的上皮细胞 ,而成纤维细胞和平滑肌细胞

上皮细胞膜抗原或角蛋白呈阴性 ,故免疫细胞化学检

测阳性的细胞即可鉴定为 IEC。电镜法则从细胞的超

微结构如微绒毛 、细胞间连接等方面进一步鉴定 IEC。

　　综上所述 ,选用嗜热菌蛋白酶作为分离 IEC的消

化酶 ,改善 IEC 的生长环境 ,经过简便的纯化 ,即可获

得较纯的 IEC ,完全可供相关实验研究之用。
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作者书写数字须知

　　根据《关于出版物上数字用法的规定》 ,本刊实行三位分节法(即从小数点算起 ,向左向右每3位分一节 ,节间

留出一定空隙),废除千分撇分节法(如 2 ,431改为 2 431)。但年份 、页数 、部队编号 、仪表型号 、标准号不用三位

分节法。中文出现的数字 ,凡属计数数值 ,一律用阿拉伯数字表示。
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