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■背景资料
细胞模型是研究
结肠黏膜生理及
病理的重要手段, 
目前研究采用的
细胞株在形态及
功能方面和正常
结肠上皮细胞存
在 差 异 ,  不 ��� 于
机体生理病理反
应及药物作用的
分析. 

祁燕, 李燕舞, 王汝俊, 唐立海, 米红, 广州中医药大学脾胃
研究所 广东省广州市 510405
祁燕, 在读博士, 主要从事中药药理研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30772754
作者贡献分布��: 此课题由王汝俊设计; 操作过程由祁燕、李燕
舞、唐立海及米红完成; 祁燕与李燕舞完成论文的撰写. 
通讯作者��: 王汝俊, 教授, 510405, 广东省广州市机场路12号, 广
州中医药大学脾胃研究所. pwwrj123456@yahoo.com.cn
电话: 020-36585078
收稿日期: 2012-04-09   修回日期: 2012-06-26
接受日期: 2012-07-20   在线出版日期: 2012-08-08

Establishment of a method for 
isolation and primary culture 
of rat colonic epithelial cells

Yan Qi, Yan-Wu Li, Ru-Jun Wang, Li-Hai Tang, Hong Mi

 
Yan Qi, Yan-Wu Li, Ru-Jun Wang, Li-Hai Tang, Hong 
Mi, Piwei Institute, Guangzhou University of Chinese Med-
icine, Guangzhou 510405, Guangdong Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30772754
Correspondence to: Ru-Jun Wang, Professor, Piwei In-
stitute, Guangzhou University of Chinese Medicine, 12 
Jichang Road, Guangzhou 510405, Guangdong Province, 
China. pwwrj123456@yahoo.com.cn
Received: 2012-04-09    Revised: 2012-06-26 
Accepted: 2012-07-20    Published online: 2012-08-08

Abstract
AIM: To establish a method for isolation and pri-
mary culture of rat colonic epithelial cells which 
can be used as an ideal cell model for the study 
of colonic epithelial morphology and function in 
vitro.  

METHODS: Colons obtained from suckling rats 
(6-15 d) were cut into small pieces, washed, and 
digested with 0.1% collagenase I and hyaluroni-
dase for 25 min at 37 ℃ to separate colonic epi-
thelial cell clusters. After digestion, the superna-
tant was transferred into a new tube and DMEM 
medium was added. After centrifuging 3 times, 
cells were cultured in DMEM solution con-
taining 100 mL/L fetal bovine serum in a CO2 
incubator with a saturated humidity at 37 ℃. Fi-
broblasts were removed using phase difference 
digestion and adherence. When 80%-90% of the 
cells were adherent to culture plates, cells were 
passaged by trypsin digestion. 

RESULTS: Colonic epithelial cell clusters were 
successfully obtained, which showed high viabil-
ity and became adherent after 24 hours of culture. 
The cells were typically polygonal in shape and 
grew into pavestone-like monolayers gradually 
in 4-8 days, showing excellent proliferative abil-
ity. Fibroblasts were significantly decreased after 
several passages. The colonic epithelial cells were 
identified by the ways of immunofluorescence 
staining and TEM observation. The cells were in 
good condition after being frozen and thawed.

CONCLUSION: The above mentioned method 
allows establishing stable  primary colonic 
epithelial cell lines, which could provide an in 
vitro platform for the study of colonic epithelial 
physiology and pathology.
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摘要

目的: 建立大鼠结肠上皮细胞的原代培养方
法, 为结肠上皮形态及功能研究提供理想的细
胞模型.

方法: 采用6-15日龄乳鼠, 取结肠剪碎、反复
清洗后, 弃上清, 加10 mL、0.1%Ⅰ型胶原酶
和透明质酸酶联合配制的消化液, 37 ℃消化
25 min, 分离上皮细胞团; 吹打消化液, 取上
清, 加入培养基重悬反复离心3次后, 细胞沉淀
接种于含100 mL/L胎牛血清的完全培养基中, 
37 ℃、50 mL/L CO2细胞培养箱中培养. 采用
差速贴壁法及相差消化法去除成纤维细胞, 细
胞贴壁长满瓶80%-90%后用2.5 g/L的胰酶消
化液消化并传代.

结果: 成功分离结肠上皮细胞团且活力较高. 
24 h后可见部分细胞团贴壁, 贴壁细胞为多
角形, 4-8 d逐渐融合成片, 呈现明显的“铺路
石”样. 细胞经传代处理后成纤维细胞明显减
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■研发前沿
原代结肠上皮细
胞培养体系的建
立是结肠黏膜相
关 研 究 的 基 础 , 
也 是 一 个 难 题 . 
建立可靠稳定的
结肠上皮细胞原
代 培 养 方 法 ,  在
一定周期内使之
成为研究结肠上
皮生理和病理机
制 的 实 验 平 台 , 
对结肠疾病的病
机及防治研究具
有重要意义.

少. 免疫荧光染色及透射�镜观察鉴定为上皮
细胞. 冻存处理复苏后细胞状态较佳.

结论: 通过该法可建立较稳定的大鼠结肠上
皮细胞原代培养体系, 为结肠上皮生理、病理
及药物作用机制提供了体外研究平台.

关键词: 结肠上皮细胞; 原代培养; 细胞系
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0  引言

结肠上皮细胞是结肠黏膜屏障的主要结构基

础, 是内外信息传导的重要组成部分, 能分泌

多种细胞因子, 促进结肠黏膜损伤后的修复及

促进免疫耐受. 结肠上皮细胞受损及功能的缺

失会导致多种疾病的产生. 目前, 对肠上皮细

胞的离体实验研究多采用细胞株进行 [1-5], 如: 
colorectal cancer cell line(Caco2)、human colon 
adenocarcinoma(HT-29)、intestinal epithelial 
cells(IEC-6)等, 这些细胞株或来源于肿瘤细胞, 
或经过永生�处理, 在形态及功能方面和正常

结肠上皮细胞存在差异, 不利于机体生理病理

反应及药物作用的分析. 原代细胞具有直接来

源于机体组织, 生物性状尚未发生变�的优势, 
然而分离培养技术是一个难题, 限制了其应用. 
因此, 建立可靠稳定的结肠上皮细胞原代培养

方法, 在一定周期内使之成为研究结肠上皮生

理和病理机制的实验平台, 对结肠疾病的病机

及防治研究具有重要意义. 本实验室在参考国

内外文献的基础上, 建立了较稳定的大鼠结肠

上皮细胞原代培养方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 出生6-15日龄SD大鼠, 购自广东省实验自广东省实验广东省实验

动物中心, 许可证号SCXK(粤)2008-0002, 每次培

养取5只新生乳鼠, 雌雄均可. DMEM高糖培养基

(Gibco), 重组�表皮生长因子(PeproTech), 肝素

钠(Sigma), 胰岛素(sigma), 牛垂体提取物(Gibco), 
透明质酸酶(Sigma), Ⅰ型胶原酶(Gibco), 兔抗

大鼠多克隆角蛋白CK-20抗体(Bioworld). 3110 
Series Ⅱ二氧�碳培养箱(美国thermo公司), HI-
TACHI H-600电子显微镜(日本日立)TH4-200型
荧光倒置显微镜(日本OLYMPUS). 
1.2 方法

1.2.1 完全培养基配制[6,7]: DMEM高糖培养基添

加100 mL/L胎牛血清, 10 μg/L重组�表皮生

长因子, 100 mg/L肝素钠, 青、链霉素混合液, 
200 U/L胰岛素, 5 mg/L牛垂体提取物, 混匀后

4 ℃保存. 酶��液: 透明质酸酶及Ⅰ型胶原酶

混合配制, 终浓度为0.1%, 现用现配. 
1.2.2 大鼠结肠上皮细胞分离、培养及传代: 参
照翟荣林和叶章群等和叶章群等等[8,9]的方法并加以改进. 取
6-15日龄乳鼠5只, 脱颈椎处死, 无菌条件下取出

结肠, 置于培养皿中去除肠系膜, 纵向剖开结肠

去除肠内容物, 清洗液反复清洗结肠组织并剪

碎成约1 mm3大小的组织块, 转移至50 mL离心

管中, 反复吹打清洗至澄清, 吸弃上清, 再加入

适量清洗液室温静置30 min; 弃上清, 加10 mL
酶��液, 37 ℃水浴震荡��25 min; ��完

毕吸管反复吹打5 min, 见��液变浑浊, 室温

静置1 min; 取上清, 加等量培养基于上清中, 
1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 沉淀加10 mL培
养基重悬后同速离心; 如此重复3次后, 沉淀加

适量培养基重悬, 台盼蓝染色, 光镜下观察细胞

活力并计数后, 适当浓度接种于25 cm2细胞培养

瓶, 37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2培养箱中培养. 90 min后
吸出未贴壁的细胞及培养基转移至另1培养瓶

中, 于第1瓶培养瓶中添加培养基后, 2瓶均放回

培养箱继续培养, 约第5-6天见大量细胞贴壁后天见大量细胞贴壁后见大量细胞贴壁后

更换培养液. 约10 d细胞贴壁长满瓶80%-90%. 
传代时加入0.25%胰酶��, 光镜下观察到成纤

维细胞快速收缩变圆飘起时, 倒弃��液, 并用

PBS清洗培养瓶后, 加入0.25%胰酶再次��后

传代接种于新培养瓶. 此过程进一步去除成纤

维细胞[10]. 光镜下观察细胞形态及生长状态. 
1.2.3 大鼠结肠上皮细胞鉴定: (1)免疫荧光染色

法鉴定[7,11,12]: CK-20是肠上皮细胞表面特异性标

记物之一, 本实验采用免疫荧光�学法鉴定结肠

上皮细胞. 将结肠上皮细胞接种在6孔板中培养

爬片, 待玻片铺满细胞后取出, PBS洗细胞爬片3
次, 中性甲醛固定30 min, 免疫组织�学笔画圈. 
PBS洗涤3次, 加入2 g/L Triton X-100作用15 min, 
山羊血清封闭30 min, 滴加兔抗大鼠多克隆角蛋

白CK20抗体(1∶50)稀释, 4 ℃过夜. PBS洗涤3
次, 加入二抗为生物素�羊抗兔IgG, 室温孵育

2 h后, 加荧光标记SABC-Cy3室温避光孵育1 h, 
PBS洗涤3次, DAPI避光染色15 min, PBS洗涤3
次, 缓冲甘油封片, 荧光显微镜观察; (2)透射电镜

观察[13,14]: 常规��收集细胞, 高速离心, 弃尽上

清, 加入2.5%戊二醛, 固定管底细胞团块, 24 h后移

入磷酸盐缓冲液(pH 7.2)中漂洗2次, 每次10 min, 
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■相关报道
在对肠道上皮细
胞的分离培养研
究中, 目前多集中
在小肠上皮细胞
的培养方面, 结肠
上皮细胞的分离
培养报道相对较
少. 翟荣林等采用
嗜热菌蛋白酶法
分离大鼠结肠上
皮细胞并培养, 但
未见细胞传代及
后续报道.

再将标本置于1%锇酸溶液中后固定1-2 h, 以前法

漂洗后, 乙醇、丙酮梯度脱水, 100%丙酮、环氧

树脂Epon812包埋剂置换40 min, 包埋、超薄切片

机切片、染色后透射电镜观察并拍照(×5 000). 
1.2.4 大鼠结肠上皮细胞生长曲线: 采用MTT法
建立原代结肠上皮细胞生长曲线[15,16]. 取第2代
原代培养的结肠上皮细胞, 以2×104/mL的密度

接种于96孔板中, 每孔200 μL, 5个平行复孔. 同时

设不含细胞的空白对照孔, 在37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2

培养箱中分别培养24、48、72、96、120、144 h
后, 弃原培养基, 更换不含血清培养基180 μL并每

孔加入5 g/L MTT溶液20 μL, 37 ℃继续孵育4 h
后, 小心吸弃孔内培养上清液, 每孔加入150 μL
二甲基亚砜, 室温振荡10 min使结晶物充分溶

解. 在570 nm波长, 酶联免疫检测仪上测定各孔

吸光度(A )值, 记录结果. 以时间为横轴, 细胞孔

测定A平均值减空白孔测定A平均值为纵轴绘制

细胞生长曲线. 

2  结果

2.1 结肠上皮细胞形态学观察 采用Ⅰ型胶原酶

和透明质酸酶联合��分离大鼠结肠上皮细胞, 

光镜下观察可见分离的单个细胞及细胞团透亮, 
细胞活力较高; 24 h后可见部分细胞团贴壁生

长; 4-8 d形成小片状集落, 并逐渐融合成片, 细
胞多呈明显的“铺路石”样, 也可见细胞多角

形或短梭形, 细胞�限清晰, 胞浆丰富, 胞核较

大, 核仁1-2个, 部分可见成纤维细胞和上皮细胞

夹�生长. 第1代细胞经传代纯�处理后上皮细

胞纯度大为提高, 细胞以1∶2传至第2代时仍然

生长良好, 传代后的细胞贴壁生长较快, 第6天
即可贴壁长满培养瓶80%-90%; 第2代细胞经冻

存、复苏后, 细胞状态较佳, 形态规则, 次日细

胞即大量贴壁生长(图1). 
2.2 结肠上皮细胞鉴定 
2.2.1 免疫荧光鉴定: 通过免疫荧光染色, 采用荧

光显微镜观察, 绝大多数细胞胞浆呈现出亮红

色荧光, 为细胞角蛋白表达阳性的上皮细胞, 胞
核呈现蓝色荧光(图2). 
2.2.2 �镜观察: 透射电镜下观察可见细胞表面

有丰富细长微绒毛, 胞质丰富, 胞质内细胞器较

丰富, 可见内质网、线粒体、核糖体, 并有高、

中等电子密度分泌颗粒(图2). 
2.2.3 结肠上皮细胞生长曲线: 细胞接种后2-5 d

A B C

D E F

G

图� �� ����������  1  ����������大鼠结肠上皮细胞��. A: 分离细胞及细胞团(×200); B: 24 h后细胞团贴壁(×200); C: 铺路石样上皮细胞(×200); D: 少量

成纤维细胞混杂(×200); E: 传代后上皮细胞(×100); F: 传代后上皮细胞(×200); G: 冻存复苏后上皮细胞(×100).
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■创新盘点
本实验室建立了
较稳定的大鼠结
肠上皮细胞培养
方法, 并从动物、
消化酶的选择,细
胞纯化、鉴定、
生长及传代, 细胞
冻存及复苏等多
个方面进行了探
讨, 结果可靠.

处于指数增生期, 第6天开始细胞增殖基本处于

停滞状态. 提示细胞接种后2-5 d是一代细胞活性

最好的阶段, 是进行各种实验的最佳时机(图3). 

3  讨论

在对肠道上皮细胞的分离培养研究中, 目前多

集中在小肠上皮细胞的培养方面[17-19], 结肠上皮

细胞的分离培养报道相对较少[20,21]. 本实验室参

考国内外文献, 建立了较为稳定的大鼠结肠上

皮细胞原代培养体系. 有以下方面值得注意. 
首先, 动物的选择. 采用出生6-15日龄乳鼠, 

此时为肠上皮细胞发育早期, 上皮细胞主要为

干细胞和短暂分裂细胞, 细胞较易贴壁、增殖

生长[22]; 出生6 d的大鼠已形成钝绒毛, 隐窝尚未

发育好, 在联合酶��后再轻轻吹打, 即可释放

大量的绒毛隐窝单位[23], 且由于肠腔内微生物

相对较少, 可减少细胞��分离过程中微生物

的污染. 在本研究的前期试验中, 我们也采用了

成年大鼠结肠进行分离培养, 但细胞贴壁较慢, 
状态欠佳, 在培养过程中, 细胞逐渐崩解为碎片, 
死亡. 

第二, ��酶的选择. 分离肠上皮细胞多选

用的酶有嗜热菌蛋白酶、中性蛋白酶、胶原

酶、透明质酸酶等. 不同酶单一或者联合运用, 
经过不同的��时间, 均能达到不同的分离效

果. 此外, 也有报道用DTT及EDTA处理获取肠

上皮细胞团[24]. 胶原酶作用温和, 且能抑制成纤

维细胞的生长, 因此在肠上皮细胞的分离中常

和不同的酶联合运用, 可分离获取较多肠上皮

细胞团[25-27]. 本实验室采用Ⅰ型胶原酶和透明质

酸酶联合37 ℃震荡��25 min后, 通过反复吹

打从而促进上皮细胞团从组织脱离; 同时利用

重复静置沉降、离心等步骤, 有利于去除组织

及细胞碎片获得大量活力较好的单个细胞或细

胞团. 
第三, 上皮细胞的生长. 肠腔对外开放且富

含微生物, 细胞分离及培养过程中一定要避免

污染. 取材时, 要用含双抗的清洗液反复冲洗结

肠组织, 直至上清液澄清, 整个操作过程在超净

台内进行. 上皮细胞贴壁生长对培养基底物要

求甚高, 使用适当的细胞黏附基质是促进其体黏附基质是促进其体附基质是促进其体

外增殖和保持分�特性的重要因素. 多聚赖氨
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图� �� ��������������  3  ��������������大鼠结肠上皮细胞生长曲线.� 
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图� �� �������������  2  �������������大鼠结肠上皮细胞鉴定图��. A: 胞浆角蛋白阳性染色(红色×200); B: 细胞核染色(×200); C: 上皮细胞超微结构, 可见丰

富的微绒毛、线粒体及内质网(×5 000); D: 上皮细胞超微结构, 箭头示分泌颗粒(×5 000).
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酸、Ⅰ型鼠尾胶原常用来包被细胞培养瓶或皿

以促进上皮细胞的贴壁生长. 在实验中, 我们采

用了含200 mL/L血清的培养基留置培养瓶于培

养箱中, 使用时倒弃培养基. 细胞接种后也可促

进上皮细胞贴壁生长, 且操作相对其他包被方

式简单. 培养基的质量及成分是促进上皮细胞

生长的关键因素, 在含100 mL/L胎牛血清的基础

培养基中添加表皮生长因子、胰岛素、牛垂体

提取物, 可协同促进细胞有丝分裂从而促进上

皮细胞的增殖, 添加肝素可抑制平滑肌样细胞

的生长. 经过原代培养期、传代培养期的观察, 
发现大鼠(乳鼠)结肠上皮细胞体外培养并传代, 
这可能与培养基中添加了各种有利于促进上皮

细胞生长增殖的营养物质有关. 同时在细胞培

养传代操作中动作轻缓, 尽量减少吹打或其他

操作对细胞的损伤. 对细胞的原代培养至第1次
传代前可持续2 wk. 培养细胞的一代生存期为

6 d左右, 其中2-5 d为细胞指数增殖期, 是进行各

种实验的最佳时期. 
第四, 上皮细胞的纯�. 在上皮细胞的培养

中常存在成纤维细胞的混�, 因此纯�过程是

上皮细胞培养中的关键环节. 首先, 我们在接种

细胞90 min后, 将原瓶培养基及未贴壁细胞转

移至另1培养瓶; 成纤维细胞和上皮细胞对酶的

耐受性有差异, 在细胞传代时, 采用胰酶��, 
镜下见细胞收缩后, 立即终止��, PBS清洗培

养瓶后, 加入胰酶再次��后传代接种于新培

养瓶. 经上述步骤处理后, 可显著减少成纤维细

胞, 上皮细胞出现铺路石样生长. 实验中我们发

现, 当第1代细胞培养瓶中存在适量成纤维细胞

时, 上皮细胞的贴壁生长相对较快, 且上皮细胞

多在成纤维细胞周围贴壁生长, 可见成纤维细

胞的存在可促进上皮细胞的增殖生长. 这和肠

细胞培养的相关报道一致[28]. 其原因在于基质中

的成纤维细胞能分泌一种基质成纤维细胞因子, 
他能特异性促进角膜上皮细胞DNA的起始合成

和细胞增生, 并提供上皮基底细胞贴附和分�

的物理底物如胶原和纤黏素等[29]. 同时我们对

90 min后转瓶的细胞和不转瓶的细胞进行比较, 
发现转瓶后成纤维细胞量明显较少, 原瓶中也

见上皮细胞贴壁生长. 传代后的细胞在生长过

程, 形态不一, 或大或小、或呈多角形、或呈短

梭形, 提示上皮隐窝干细胞可分�为不同的结

肠上皮, 更有利于反应机体的生理性状. 
第五, 上皮细胞的冻存、复苏. 在培养过程

中细胞传至第2代时对细胞进行冻存处理, 以观

察细胞复苏后细胞生长状态及活力. 复苏后第2
天即可看到细胞贴壁生长, 且状态较佳. 在整个

细胞培养过程中细胞生长周期已超过1 mo. 这
可能与乳鼠细胞增殖分�能力强, 且培养基中

含有能促进及维持上皮细胞生长的多种生长因

子相关. 原代结肠上皮细胞冻存、复苏的成功

为后续的相关实验研究提供较好的基础. 
总之, 大鼠结肠上皮细胞原代培养方法的建

立及其传代培养为结肠上皮屏障功能及药物作

用机制的研究提供了较好的平台. 原代结肠上

皮细胞来源于体内组织, 更能真实反应机体生

理和病理变�, 对结肠疾病的病机及防治研究

具有重要意义. 该培养方法仍需不断完善和优

�, 为后续开展是否能继续传代及其活力和功

能研究, 以及多细胞共培养及结肠上皮形态、

功能研究提供基础. 
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