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小鼠胃 Cajal间质细胞分离与培养实验方法探讨 *

李亚欢 1 王淑艳 1 张冬梅 2 赵冉冉 1 王 飞 1

蒋锋利 1 赵宏照 1 李丽娜 1 李 翠 3 宗晨钟 1 陈 萌 1△

（1北京中医药大学中医学院 北京 100029；2北京中医药大学东直门医院 北京 100700；3北京市二龙路医院 北京 100032）

摘要 目的：尝试优化体外培养 Balb/c小鼠胃 Cajal间质细胞（interstitial cells of Cajal，ICC）的实验方法，为深入探索该细胞的生理

病理作用机制提供基础。方法：无菌条件下取出小鼠胃组织，使用酶解法消化分离细胞,将细胞悬液接种于含有 SCF（干细胞因

子）的M199培养基中培养，并进行传代。倒置显微镜下观察不同时间段细胞生长状态，采用 ICC特异性标志物 c-Kit（酪氨酸激酶

受体）进行免疫荧光鉴定。结果：细胞培养 24 h后基本已贴壁，呈梭形或三角形，有短突起；72 h后细胞胞体变大，突起伸长；5 d

后，细胞之间通过突起彼此相互连接，开始形成网状结构；传代后细胞依然保持其固有特征。免疫荧光鉴定可见细胞 c-Kit抗体荧

光染色阳性。结论：使用酶解法成功分离细胞，细胞数量较多但不增殖，传代后可见细胞纯度较好，稳定培养 3周以上后细胞形态

逐渐发生变化并开始凋亡。
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Experimental Study on Isolation and Culture of Interstitial Cells of Cajal
in Mice Stomach*

To optimize the experimental method of culturing Interstitial Cells of Cajal in Balb/c mouse stomach in

vitro, and to provide a basis for further exploring its physiological and pathological mechanism. The gastrictissues of mice were

removed under the sterile conditions, and the cells were digested and separated by enzymatic digestion. The cell suspension was

inoculated in M199 medium containing Stem Cell Factor and passaged. The cell growth state of different time points was observed under

the inverted microscope, and the ICC specific marker c-Kit (tyrosine kinase receptor) was used for immunofluorescence. After

cultured for 24 hours, the cells were almost adherent, fusiform or triangular with short protuberances. After 72 hours, the cell bodies

became larger and the protuberances were elongated. After 5 days, between the cells connected to each other through projection, began to

form a network structure. And after passage cells still maintain its inherent characteristics. Immunofluorescence showed that cells stained

positive for c-Kit antibody. The ICC was successfully separated by enzymolysis. The number of cells was larger but not

proliferating. After passage, the cell purity was better. After more than 3 weeks of stable culture, the cell morphology gradually changed

and began to apoptosis.
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前言

Cajal间质细胞（interstitial cells of Cajal, ICC）是一类分布

于消化道自主神经末梢与平滑肌细胞（Smooth muscle cell,

SMC）之间的特殊间质细胞，它们被认为是胃肠道（GI）肌肉中

的起搏细胞，ICC网络结构的缺乏，数量的减少或完整性的改

变都可能会对 GI系统的运动性产生重大影响[1-3]。近几年，人们

在腺体、脉管系统、泌尿生殖系统中亦陆续鉴定出此类间质细

胞，并开始重视 ICC在胃肠道以外器官和组织中的作用，试图

阐明它们的形态结构与生理功能[4-7]。事实上，很多与 ICC异常

的相关疾病的发病机制仍不明确，而细胞体外培养的影响因素

单一而明确，对于探讨 ICC的生理病理作用机制有显著优势，
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因此摸索出一种稳定的体外培养 ICC方法具有非常重要的意

义。目前，国内外学者虽然有对 Balb/c小鼠的胃肠 ICC通过酶

解法进行过较为成功的分离与培养，但是结果仍然存在诸如细

胞量少、纯度较低等问题，因此，结合相关文献[8-10]，本实验尝试

对 ICC在分离与培养的细节上进行改善，为研究 ICC的科研

工作者们提供借鉴方法，以期为进一步研究 ICC的功能及相应

的信号转导机制提供一定的条件。

1 材料和方法

1.1 材料

实验动物：Balb/c 小鼠，5～7 d，雌雄不限，20 只，采购自

斯贝福（北京）生物技术有限公司。试剂：M199 培养基、FBS

胎牛血清、青霉素 - 链霉素（双抗）、L- 谷氨酰胺、胶原酶 Ⅱ

型、0.25% Trypsin-EDTA 胰酶均购自美国 Gibco 公司，BSA

牛血清白蛋白、胰蛋白酶抑制剂均购自美国 Sigma 公司，SCF

干细胞因子购自美国 Peprotech公司，ATP购自德国 Recho公

司，c-Kit (D13A2) XP誖 Rabbit mAb、Anti-Rabbit IgG (H+L), F

(ab’)2 Fragment (Alexa Fluor誖 488 Conjugate) 均购自美国

Cell Signaling公司，封闭用正常山羊血清购自北京索莱宝科技

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 配制酶解液 用电子天平称取胶原酶Ⅱ型 13 mg，BSA

20 mg，胰蛋白酶抑制剂 20 mg，放入小烧杯中，加入 10 mL

D-Hank's及 50 滋L ATP，待充分溶解后用 0.22 滋m微孔滤膜过
滤除菌备用。

1.2.2 细胞的分离与培养 （1）小鼠禁食 12 h，颈椎脱臼法处

死，75%酒精消毒，在超净台中剪开腹腔，将胃完整取出，放入

加有双抗的 D-Hank′ s液的无菌平皿里；（2）小心剥去系膜、血

管、黏膜层等，再用前述干净的 D-Hank′ s液冲洗 2～3次，移

至另一个未使用的无菌平皿中；（3）将分离出的胃组织剪碎至

1～2 mm3小块，加入适量酶解液（根据胃组织的量而定），

37℃ 培养箱中消化 30 min，每 5 min 轻轻摇晃一次以使消化

充分；（4）消化完毕后加入与第（3）步中酶解液等量的 M199

培养基终止消化，反复吹打至少 5 min让细胞更好地脱离大块

组织，移入 15 mL离心管中；（5）4℃，1000 rpm离心 5 min，去

上清液，M199重悬反复吹打，过 200目筛网；（6）再次离心 4℃

/2000 rpm/15 min，弃上清，用 M199完全培养基（含 5 滋g/L
SCF、10% FBS、1%双抗、2 mmol/L L-谷氨酰胺）重悬后将细胞

接种至预先包被鼠尾胶的 6孔培养板中，放入 37℃，5% CO2培

养箱中培养。

1.2.3 细胞的换液及传代 24 h后换液一次，用 D-Hank′ s液

冲去尚未贴壁及状态不好的细胞，之后 2～3 d换液一次,期间

倒置显微镜下观察细胞生长状态。用 0.25%胰酶消化细胞，4℃

/1000 rpm/5 min，重悬细胞，使用细胞计数器将细胞浓度调整至

1× 105/mL，接种于 6孔培养板中继续培养。

1.2.4 免疫荧光鉴定 将传代后的细胞接种于 12孔板中，待

稳定生长 3 d后进行免疫荧光染色：（1）用枪头吸出孔内培养

基，PBS（0.01 mol/L，pH 2.2-2.4）漂洗 3× 2 min；（2）使用 4%多

聚甲醛将细胞室温固定 30 min，PBS漂洗 3× 2 min；（3）加入含

有 0.1% Triton X-100的 PBS室温条件下作用 15 min对细胞进

行透膜处理，PBS漂洗 3× 2 min；（4）加入 5%正常山羊血清

37℃条件下封闭 60 min，PBS漂洗 3× 2 min；（5）加入兔抗小

鼠 c-Kit（1:100）抗体，置于 4℃ 过夜，（6）次日，PBS漂洗 3× 2

min后加入羊抗兔 IgG荧光标记二抗（1:250）室温避光孵育 60

min；（7）吸出二抗，用 PBS漂洗 3次后激光共聚焦显微镜观察

并拍照。

2 结果

2.1 ICC的形态观察

胃 ICC细胞培养 24 h后，倒置显微镜下观察可见 ICC基

本已贴壁，呈梭形或三角形，突起较短，其中混杂有少量 SMC

（见图 1-A）；72 h后可见 ICC胞体变大，核周有少量胞浆，突起

伸长，SMC增长不显著，与 ICC能从形态上分辨（见图 1-B1）；

培养 5～7 d后，自核区胞体发出 2～4条细长突起，同时细胞

之间彼此相互连接，开始形成网状结构(见图 1-C1)；细胞在传

代生长至 15 d后，ICC突起向各方向伸出，在初级分支上亦可

见次级分支，细胞间通过突起彼此相连，交织成网络状（见图

1-D1）；细胞生长至 21 d时，观察到 ICC开始凋亡，少量细胞可

见细胞膜出现发泡现象，细长突起边缘出现一些小的球形突起

（见图 1-E）；30 d后荧光显微镜下观察到 ICC体积明显皱缩、

变小、变圆，发泡现象严重，可见凋亡小体（见图 1-F）。

2.2 ICC的鉴定

进行免疫荧光染色后，在激光共聚焦显微镜下可观察到细

胞 c-Kit绿色阳性显色（见图 2），极少量肥大细胞也呈阳性，但

可从形态上辨识。

3 讨论

1889 年，西班牙神经解剖学家圣地亚哥·拉蒙·卡哈尔

（Santiago Ramon y Cajal）发表了第一篇有关间质细胞的短论

文，这些细胞后来与他的名字联系了起来。在这篇论文中，

Golgi方法（银染法）被应用于豚鼠和大鼠的肠组织，并首次在

消化道肌肉层观察并描述了 Cajal间质细胞的形态和结构。后

来人们进一步研究发现，这些细胞是胃肠道起搏细胞，胃肠动

力障碍性疾病与他们的分布和形态学异常有关。长期以来，体

外 ICC培养一直较为困难，这大大减缓了 ICC基础研究的发

展，而且 ICC本身不增殖，所以能尽可能的分离出更多的细胞

显得尤为重要。本实验，我们在参考前人做法的基础上，通过进

一步的研究摸索，总结了一些关于培养 ICC的心得。

3.1 避免污染

避免污染是 ICC培养的基础，这在所有细胞实验中都需遵

循的原则，已进食新生鼠务必禁食 12 h以上，并使用含有双抗

的 D-Hank's液反复清洗组织 2～3次，此期间严格无菌操作。

重悬细胞等实验流程，严格把控操作时间，时间过长不利于

ICC的贴壁。此外，为使 ICC进一步良好生长创造条件，参考大

多文献，发现新分离出来的细胞在 24 h换液最佳，可将未贴壁

以及活力较差的细胞洗去，换液时间过短会丢失部分未贴壁细

胞，而换液时间过长则可能造成细胞污染。在 ICC的分离接种

及每次镜下观察等过程中应尽量缩短时间。

3.2 培养基与清洗液的选择

在培养基的选择上，有使用 DMEM[11,12]作为基本培养基

2020窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.11 JUN.2018

图 1 ICC不同培养时间细胞形态变化

A、24 h后细胞胞体较小，有短小突起（× 200）；B1、72 h后细胞胞体变大，突起伸长（× 200）；

C1、5 d后细胞突起伸向不同方向，相互连接，形成网络状（× 100）；D1、15 d后细胞在初级分支上发出次级分支，彼此相连交织成网络状（× 100）；

E、第 21 d细胞膜有起泡现象，细长突起边缘有一些小的球形突起（× 100）；

F、30 d后细胞体积皱缩、变小、变圆，发泡现象严重，有凋亡小体（× 400）。B2、C2、D2为对照组，细胞胞体较瘦小，突起较短。

Fig. 1 ICC cell morphology at different culture time

A, After 24 hours, cell body was smaller and had a short protuberance (× 200); B1, 72 hours after cell body becomes larger, protuberance (× 200); C1, 5

days after the protuberances of the cells extend in different directions and connect with each other to form a network (× 100); D1, After 15 days, the cells

give rise to secondary branches on the primary branches, which are interconnected into a network (× 100); E, 21 days cell membrane has blistering

phenomenon, the edge of Slender protrusions have some small spherical protrusions (× 100); F, After 30 days, cell volume shrinks, becomes smallerr and

round, foaming phenomenon is serious with apoptotic bodies (× 400). B2, C2 and D2 for the control group, cell body is relatively thin, protruding shorter.

图 2 ICC免疫荧光染色(× 400)

A：明场摄图；B：暗场中免疫荧光染色细胞 c-Kit阳性，箭头所指为肥大细胞，含极少量。

Fig. 2 ICC immunofluorescence staining (× 400)

A: Bright field photograph; B: Immunofluorescence stained cells field c-Kit positive in the dark, the arrow refers to the mast cells, with a very small amount.

的，也有使用M199作为 ICC[10,13]的培养基，我们在这两者之间

通过实验做了比较。从细胞生长情况来看，使用 M199作为基

本培养基，可见细胞的形态、胞浆的充盈度及细胞的整体状态

（见图 1-C1、C2、D1、D2），均优于使用 DMEM作为基本培养

基。因此，我们猜测可能来源于胃肠道组织的 ICC 细胞，用

M199作为培养基优于 DMEM。同时，关于细胞清洗液的选择，

有许多文献使用 PBS缓冲液，而我们在实验中选择不含的

Ca2+、Mg2+的 D-Hank's液，因为溶液中的 Ca2+、Mg2+会降低胰蛋

白酶活力，可能会影响后期细胞传代时胰酶消化的功能，从而

影响 ICC的生长。
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3.3 酶解液的配制

关于酶解液的配制，在实验中我们发现每次现配现用其

作用优于直接将其配好后长期储存在 -20℃，因此，我们一般

都在实验当天配制酶解液，究其原因可能是长期保存酶解液

会影响它的消化功能。关于消化细胞时酶解液的使用量，实验

中我们一般每 10只小鼠的胃组织加入 5 mL的酶解液。由于酶

浓度过高或消化时间较长会对 ICC产生一定损害[14]，故在酶解

液中添加胰酶抑制剂、BSA等作为保护剂，这点在有些文献中

亦有提及[15]。

3.4 使用 Ficoll400的问题

许多文献中都提到使用 Ficoll400分离原代细胞的方法，

经过反复实验，我们发现，从细胞生长状况来讲，所分离的细胞

长势不及未采取 Ficoll400分离的细胞，细胞形态瘦小，生长缓

慢（见图 1-B1、B2）。推测可能 SMC有能分泌某种促使 ICC生

长的物质，还需要进一步实验得到验证。

3.5 不足之处

本实验的不足之处在于做免疫荧光鉴定时，未采用细胞爬

片，细胞培养板的材质对细胞的折光性有一定影响，故拍摄到

的荧光强度较弱，再者，用于做鉴定的细胞已经是第 3代，且培

养时间超过 3周，细胞形态开始发生变化或逐渐凋亡，故所作

荧光图质量欠缺，但是鉴定结果仍然能显示细胞 c-Kit染色阳

性，表明所取细胞是 Cajal间质细胞，我们将在后期的实验中完

善此部分。

综上，通过对酶解液配制的时间、培养基中 L-谷氨酰胺的

添加、非 Ficoll400的使用以及消化离心时间的把握等细节上

的摸索改进，本实验较为成功地优化了体外培养 Balb/c小鼠胃

Cajal间质细胞的实验方法，所取细胞数量较多，纯度较高。酶

解液中的 ATP，M199完全培养基中的 L-谷氨酰胺可能都对细

胞起保护、促生长作用，尽管 M199培养基中本身含有 L-谷氨

酰胺，但是由于它在溶液中很不稳定[16]，所以我们在配制完全

培养基时会重新适量添加。SCF重组鼠类干细胞因子维持着

ICC的分化、生长、发育及表型[17-19]，有研究者[20]尝试使用同源

血清进行培养 ICC，而未采用 SCF，也取得一定效果。在后期我

们将进一步进行比较实验，致力于找到培养 ICC的最优方法。
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