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1.肠上皮细胞类型

Post mitotic differentiated cells in the intestine are classified into two groups (absorptive and 
secretory) based on their distinct functions and genetic differentiation programs. One type of 
absorptive cell (enterocyte) and four types of secretory cells (goblet, Paneth, enteroendocrine 
and tuft cells) comprise the small intestinal epithelium.

① 肠细胞：营养物质吸收
② 杯状细胞：分泌产生粘液
③ 潘氏细胞：分泌抗菌肽
④ 肠内分泌细胞：分泌胃肠

激素
⑤ tuft细胞：分泌阿片类物

质及参与前列腺素合成的
酶类
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2. 肠上皮细胞的分离方法

组织块培养法2.1

螯合作用2.2

酶消化法 2.3
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2.1 组织块培养法

实验取材：a small female rainbow trout
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1. 饥饿2天，MS 222麻醉，取肠道，用细胞培养级水冲洗干净。

2. 将肠道放入 Ca2+/Mg2+-free PBS（DPBS，加50 μg/mL gentamicin）。纵向剖

开，DPBS/gentamicin solution清洗。

3. 从肠道远端剪1mm3大小的组织块，放入12.5 cm2 culture flasks，加培养基

[L15 medium containing 30% FBS and penicillin (100 IU/mL) and streptomycin 

(100 μg/mL)]，至液面刚好覆盖组织块。

4. 20℃环境中培养，每2周更换一次培养基。

5. 8周后，有2个培养瓶出现上皮细胞增殖。用EDTA和 0.1% (w/v) trypsin 将细

胞消化下来，在新的培养瓶中传代培养（L15 medium with 20% FBS）。

2.1 组织块培养法
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2.1 组织块培养法

Appearance of RTgutGC cultures at different passage numbers. 
Photomicrographs of passage 6 (a), 12 (b) and above 100 (c) were taken on an 
inverted phase contrast microscope. Scale bar indicates 100 μm.
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2.3 酶消化法
2.3.1  Dispase +collagenase XI

实验取材：

乳鼠（six-day-old Wistar rats）小肠
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1. six-day-old Wistar rats，取小肠、纵向剖开，剪至长度2-3 mm。HBSS，摇荡洗8

次。

2. 转至培养皿中，剪至<1mm3。20 ml酶液，25℃摇荡消化25 min。

    （0.1 mg/ml dispase and 300 U/ml collagenase in HBSS）

3. 巴氏吸管（口径>2 mm）吹打150次，转移至新的离心管中。

4. 静置1 min，重力作用下沉降，小心从液面底部取几毫升。重复两次。

5. 合并上清液，加10 ml DMEM-S，200-300 r/min 离心2 min。弃上清，用20 ml 

DMEM-S重悬沉淀物。

6. 重复5-6次，直至上清液澄清，加适量生长培养基（10% FBS-DMEM）。

2.3.1  Dispase +collagenase XI



9
营养与饲料团队 专题报告

厚 德 博 学 · 止 于 至 善

Epithelial cells detached as intact units 
(villi and small pre-crypt units; Fig. 2A,B) 
leaving behind large flaps of circular 
muscle (Fig. 2C). 

The epithelium in these organoid units 
remained as polarised intact layers (Fig. 
2D), and attached readily to both plastic 
and collagen coated dishes within 24-48 
hours (Fig. 2E,F).
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2.3.1  Dispase +collagenase XI

取材：体重约为 100 g 的健康建鲤



0 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 

100 μg/ml 150 μg/ml 200 μg/ml 
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2.3.2  Collagenase I+Hyaluronidase

2.3 酶消化法

实验取材：
胎鼠小肠隐窝
(intestinal crypts of fetal mouse small intestine)
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2.3.2  Collagenase I+Hyaluronidase

分离：

1. 胚胎17-19天，剖腹产取胎鼠，取胎鼠小肠后，纵向切开放入D-Hank’s buffer。

2. 用剪刀剪至1mm长度，collagenase type I  (200 U/ml)+Hyaluronidase (100 U/ml)

酶液，37℃消化30 min。

3. 小心去除酶液，4℃ 100 g离心5 min。DMEM+2%FBS+2%山梨醇洗涤沉淀。

取上清，室温250 g离心，收集purified crypt fraction。

4. DMEM完全培养基重悬沉淀crypts，培养板中孵育90 min后，将未贴壁细胞移

至新的培养板，每48小时更换培养基。

纯化：

1. 弃培养基，D-Hank’s buffer洗两次，0.5% trypsin-0.54 mM EDTA 37℃消化 2 

min，加完全培养基终止消化，洗去未贴壁的成纤维细胞。

2. 稀释IECs，种至96孔板（每孔1个细胞），传代3次。

3. 转至培养瓶中扩大培养，传代8-9次后，液氮冻存。
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Cultured mouse primary intestinal epithelial. (A) The single crypts obtained with collagenase-hyaluronidase 
dissociation of mouse small intestine. (B) A few cells gradually migrated out around the crypts after 24 h. (C) The 
epithelial cells started to grow rapidly after 48 h. (D) Cells continued to grow until confluence was reached after 9 days.
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2.3.3  EDTA+dispase

2.3 酶消化法

实验取材：
成鼠（Adult male C57Bl/6J mice）空肠
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1. 取空肠，PBS冲洗后，翻转至玻璃棒上。

2. 将玻璃棒浸入含30 mM EDTA的Ca2+/Mg2+-free PBS中，搅拌20-25分钟，以产生

肠隐窝和绒毛。

3. 500 rpm离心5 min。

4. 弃上清，用酶液（0.3 U/mL dispase in HBSS）重悬，37度消化10 min，以释放

单个细胞。

5. 加FBS至终浓度为5%，以终止消化，70 μm滤网过滤。 

2.3.3  EDTA+dispase



17
营养与饲料团队 专题报告

厚 德 博 学 · 止 于 至 善

A. Intact mouse jejunum before exposure to 30 mmol/L EDTA. 
B. Remaining intestinal tissue after epithelium has been removed by EDTA     

treatment. Arrows indicate ghosts left by crypt removal.
C. Representative micrographs of cytospun CD45-negative SP cells. 
All 3 panels show H&E staining

2.3.3  EDTA+dispase
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2.3.4  Collagenase (type ?) + trypsin

2.3 酶消化法

实验取材：
大西洋鳕鱼（Atlantic cod 300–400 g）
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1. 饥饿24 h，MS 222麻醉，取肠道，刮除内容物，剪为四部分：前肠、中肠、

后肠和直肠（rectum）。

2. 分别用预冷PBS（含P/S）洗2次，不含P/S的PBS洗3次，剪为1-2 mm2。

3. 第一轮消化：PBS含500 μL 0.25% 胶原酶震荡消化10 min，100 μm过滤，过

滤过程中逐步添加L-15培养基（含P/S，10% FBS）。

4. 第二轮消化：剩余组织块，用0.25%胰酶消化（L-15培养基中，含P/S、

FBS），28度震荡30 min。 100 μm过滤，收集细胞。

5. 两轮消化所获得的细胞合并。

2.3.4  Collagenase (type ?) + trypsin

细胞图：无
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2.3.5 Trypsin-EDTA

2.3 酶消化法

实验取材：
罗非鱼（Tilapia 7.38 ± 0.92 g）
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1. MS 222麻醉，75%酒精擦拭体表灭菌。

2. 断头，取肠道， Ca2+/Mg2+-free PBS（penicillin and streptomycin (200 μg/ml,

3. respectively), gentamicin (400 μg/ml), and Fungizone (250 μg/ml)）洗2次，每次10 

min。

4. 5 ml消化液震荡消化20 min，0.05% trypsin-0.02% EDTA溶于Ca2+/Mg2+-free PBS。

5. 吸取细胞悬浮液，100 μm尼龙膜过滤到终止液（含10% FBS的PBS）。

6. 剩余的肠道组织，再次消化20 min，并过滤到终止液。

7. 细胞悬浮液离心10 min，用含2% FBS的PBS洗两次，离心（速度、时间？）。

8. 用L-15培养基（含2 mmol/l L-glutamine, 5% FBS, 100 μg/ml penicillin and 

streptomycin and 200 μg/ml gentamicin）重悬细胞。

9. 28度 CO2培养箱培养，24 h后PBS洗2次，去除未贴壁细胞，培养基两天更换1次。

2.3.5 Trypsin-EDTA
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Effect of apidaecin on primary intestinal epithelial cells morphology (400×).  
Cells were treated with apidaecin; the concentrations were 0.0 μg/ml (a), 10.0 μg/ml (b), 20.0 μ
g/ml (c), and 30.0 μg/ml (d).
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2.3.6 胶原酶Ⅰ、 Ⅳ联合消化液

2.3 酶消化法

实验取材：
试验鱼体重为( 22.0 ± 5.0) g
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2.3.6 胶原酶Ⅰ、 Ⅳ联合消化液

1. 使用自制的强化饲料（叶元土，蔡春芳，张宝彤，等．一种强化鱼类肠道

粘膜和肝胰脏细胞生理功能的配合饲料: 中国，201010585756[P]. 2011-05- 

25．） 强化饲养 2 周。含有肉碱、 牛磺酸、 谷氨酰胺等。

2. 取试验鱼， 用超纯水冲洗体表 2 次， 捣碎脑部致死，迅速置 75% 乙醇中

浸泡 5 ～ 10 s。超净工作台上解剖，取出肠道中段， 去除肠系膜， 用注射

器( 10 mL) 吸取 D-Hanks 清洗液冲洗肠段内腔3 ～ 4 次。
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2.3.6 胶原酶Ⅰ、 Ⅳ联合消化液

3. 3种分离方法：

机械剪碎消化法: 将肠段剪成 1 mm3 大小的组织块，D-Hanks 清洗液反复清洗后备用; 

肠囊翻转消化法: 将肠段翻转使肠道粘膜面朝外， 再使用 D-Hanks 清洗液清洗肠道粘膜面后， 

肠段两端使用无菌棉线扎紧后待用; 

机械刮取消化法:将肠段翻转使肠道粘膜面朝外， 用 D-Hanks 清洗液清洗肠道粘膜面后， 放

入培养皿中， 用无菌载玻片一端刮取肠道粘膜层， 使用清洗液反复清洗刮取下来的粘膜层， 

清除悬浮在液面上层多余的脂肪细胞后待用。

4. 将处理后的粘膜组织转入细胞培养瓶 ( 50mL) 中，加入胶原酶Ⅰ、 Ⅳ联合消化液，

28 ℃ 震荡消化 30 min 后， 按 V( 消化液) ∶  V( 胎牛血清) =19∶  1 的比例立即加入 

FBS 终止消化， 玻璃吸管( 10 mL) 反复吹打 5 min 后，静置 1 min，吸取上清细胞

悬液到细胞培养瓶中备用。

5.离心
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2.3.6 胶原酶Ⅰ、 Ⅳ联合消化液



1．未强化投饲， 培养24 h 后; 
2．强化投饲，培养 24 h 后
3． 机械剪碎消化法，单个细胞

4．肠囊翻转消化法，肠道粘膜细
胞团
5．机械刮取消化法， 肠道粘膜
细胞团
6．机械剪碎消化法， 培养 24 h， 
加入MTT 2 h 后，成纤维细胞生
长

7． 200 r /min 转速离心;
8． 400 r /min 转速离心; 
9． 600 r /min 转速离心；

10． 800 r /min 转速离心; 
11． 添加 0% 浓度胎牛血清，
培养 48 h 后； 
12． 添加 15% 浓度胎牛血清，
培养 24 h 后。

200×
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2.3.6 胶原酶Ⅰ、 Ⅳ联合消化液

实验取材：体长 4 ～ 6 cm, 体重 10 ～ 12 g 左右的健康鲫幼鱼
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分离：

1. 鲫饲养于含抗生素液 ( 青霉素 、 链霉素 、 庆大霉素 ) 的水体中 , 禁食数天 。

头部敲打致死 , 放入70 %乙醇中消毒 1 min 。

2. 在无菌室中取出中段肠道 ,剪除肠系膜 , 纵行剪开肠壁 , 用 D-Hanks 液 ( 其中

含青霉素 20 万 IU /L 、 链霉素 200 mg /L和庆大霉素 20万 U/L ) 冲洗数次 , 洗

去黏液 。

3. 将肠壁剪碎 ,加入含有胶原蛋白酶 Ⅰ 0.2 g /L 、 EDTA 0.02%和胶原蛋白酶 Ⅳ 

0.2 g/L 的 D-Hank s 液 , 28 ℃水浴中振荡消化 20 min 。

4.  吸管反复吹打直到光镜下出现大量细胞及细胞团 , 加入 DMEM含 5%胎牛血

清终止消化 , 1000 r/min离心 5 min , 弃上清液 , 加入含抗生素的 DMEM制得细

胞悬液。
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纯化：

1. 将细胞悬液接种于 24 孔培养板 , 培养板底壁涂有I型胶原 , 每孔接种浓度为 1 

×104个 /mL , 培养液总体 积 1 mL ( 含 FBS 5%、 表皮生长因子0. 01 mg/L ( EGF ) 、 

胰岛素 200 U/L 、 青霉素 10万IU/L 、 链霉素 100 mg/L和庆大霉素 10 万 U/L ) 。

2. 置 28 ℃, 5% CO2培养箱培养 。培养 90 min后 ,把培养液连同未贴壁的细胞转入

新的培养板继续培养 。每 48 h 更换培养液一次 , 12 d左右基本铺满底壁 。

3. 传代培养时移去培养液 , 加入少许 D-Hanks液 , 浸润所有细胞后移去, 加入0. 25%

的胰蛋白酶溶液消化 , 吹打分散接种新的培养板培养 。
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鲫鱼IECs
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厚 德 博 学 · 止 于 至 善
3. 肠上皮细胞的培养条件

3.2 FBS

3.1 包被基质

3.4 生长因子和激素

3.3 谷氨酰胺
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3. 肠上皮细胞的培养条件

3.1 包被基质

大多采用胶原蛋白（通常为I型）
包被，以存进肠上皮细胞的贴壁。
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3.2 FBS

3. 肠上皮细胞的培养条件

鲤鱼：2% FBS

鲫鱼：5% FBS
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大鼠肠上皮细胞株（IEC-6）培养：
37℃，10% CO2；DMEM（100 mM HEPES，100 U/ml青霉素，100 μg/ml 链霉素， 
3.7 g 碳酸氢钠， 200 mmol/L L-谷氨酰胺，4500 mg/L 葡萄糖）
最佳条件：
（1）密度10 ×104 cells/孔（96孔板）
（2）培养时间：72 h
（3）PH值：7.26
（4）10% FBS，加胰岛素（浓度？）

3.2 FBS
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3.2 FBS

草鱼：

15% FBS
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3. 肠上皮细胞的培养条件

虹鳟：20% FBS
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3.2 FBS

哺乳动物：建议2.5% - 5% FBS
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3.3 谷氨酰胺 

3. 肠上皮细胞的培养条件

Figure 4 Glutamine depletion suppresses cell proliferation of cultured intestinal 
epithelial cells. A: IEC6 rat intestinal epithelial cells were treated with media containing 
different amounts of glutamine (0, 0.4 and 4 mmol/L); Cell morphology and cell number were 
observed at the indicated time points (B: 24 h, C: 48 h).
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3.4 生长因子和激素

3. 肠上皮细胞的培养条件

EGF：
1 ng/mL ～ 50 ng/m L , 通常为 10 ng/mL或20 ng/mL
 
Insulin ：
1 μg/mL ～10 μg/mL
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4. 肠上皮细胞的鉴定

4.2 电镜观察刷状缘

4.1 酶活检测

4.3 组织特异性marker
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4. 肠上皮细胞的鉴定

4.1 酶活检测

β-半乳糖苷酶

碱性磷酸酶

虹鳟
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胎儿IECs
Indirect immunodetection of intestinal cell 
markers in PCDE 6 days after plating. 

A, sucrase-isomaltase （蔗糖酶-异麦芽糖酶）
B, aminopeptidase N （氨肽酶N）
C, lactase-phlorizin hydrolase（乳糖酶-根皮苷
水解酶）
D, MIM-1/39 antigen（crypt-cell marker）

4. 肠上皮细胞的鉴定
4.1 酶活检测
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4.2 电镜观察刷状缘

4. 肠上皮细胞的鉴定
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Elec t ron  mic roscopy  ana lys i s  o f  the  u l t r a s t ruc tu ra l 
characteristics of primary cultures of differentiated enterocytes 
(PCDE) 6 days after plating. 

PCDE cultures are mainly composed of absorptive and goblet 
cells (A) displaying ultrastructural characteristics typical of their 
in vivo counterpart, the villus epithelium. Note in particular the 
presence of mucus granules (g) in goblet cells and the presence 
of a well-organized brush border (bb) at the luminal domain of 
absorptive cells. At higher agnification, the fine structural 
organization of the brush border (B, C) including microvilli 
(mv), terminal web (tw), and glycocalyx (gx) as well as 
junctional complexes (D) including the tight junction (tj), zonula 
adherens (za), and desmosome (d) appear normal. 

4.2 电镜观察刷状缘

4. 肠上皮细胞的鉴定

胎儿IECs
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Morphological characteristic and Immunofluorescence staining of fetal mouse IECs. (A) The IECs 
formed a tightly packed monolayer with typical cobblestone morphology (passage 8). (B) HE staining 
of IECs. (C) Immunofluorescence staining of IEC cytokeratins, cytokeratin 18 was clearly detected in 
the cytoplasm of IECs with a green color. (D) No green fluorescence in the cytoplasm of IECs was 
found and only the nucleus was stained red with propidium iodide (PI) in the negative controls.

4. 肠上皮细胞的鉴定
4.3 组织特异性marker

免疫荧光检测
小鼠IECs角蛋白18
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4. 肠上皮细胞的鉴定
4.3 组织特异性marker

Indirect immunofluorescence of tissue-
specific cell markers in PCDE 6 days after 
plating. 

A. keratin 18 （角蛋白18，柱状上
皮细胞）

B.  intestinal mucins （肠粘蛋白，
杯状上皮细胞）

C.  vimentin（波形蛋白，间充质
细胞）

D. ZO-1 （紧密连接）
E. desmosomal components（桥粒

连接）
F. E-cadherin（粘附连接）. 
 
上皮细胞之间相邻细胞侧膜的顶部存在
三种连接复合结构，即紧密连接、黏附
连接和桥粒连接。
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5. 肠上皮细胞培养难点

5.2 贴壁能力弱

5.1 凋亡易，增殖难

5.3 易污染
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