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+目的,比较不同消化酶对鸡胚小肠上皮细胞!
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(

I>X3

"的分离和培养效果及细

胞的热应激能力(为后续研究提供依据)+方法,以
BF

日龄鸡胚为研究对象(分别使用
%;F

S

$

\

胰蛋白酶*胶原酶
&

与透明质酸酶联合及中性蛋白酶
'

消化分离其小肠上皮细胞)培养不同时间后(观察
I>X3

的生长状态(测定细胞生

长活性'通过免疫荧光染色和免疫组化对所得
I>X3

进行鉴定(确定最佳的消化酶)对优化所得鸡胚
I>X3

于
!$d

分

别进行
$

(

#

(

!0

热应激处理(以
#Ed

处理的
I>X3

为对照(

APP

法和流式细胞测定
I>X3

的相对活力和凋亡率)+结

果,细胞形态学观察发现(用胶原酶
&

与透明质酸酶联合消化分离得到了大量小肠绒毛隐窝团块(易贴壁(细胞生长

快'用
%;F

S

$

\

胰蛋白酶和中性蛋白酶
'

消化分离得到的细胞数量少(贴壁慢)用
#

种酶消化方法分离的细胞生长曲

线均呈.

<

/形(但用胶原酶
&

与透明质酸酶联合消化分离的细胞生长曲线峰值较高(细胞活性强'联合消化所得
I>X3

特异性标记抗原均为阳性(免疫荧光阳性率达!

C$;EgE;C

"

c

(细胞膜质呈棕黄色(而对照组细胞膜质无着色)

!$d

下热应激
#0

后细胞活力极显著下降(凋亡率为!

#F;CNgB;FE

"

c

(极显著高于对照组的!

%;NEg%;%$

"

c

(可进行后续

试验)+结论,采用胶原酶
&

与透明质酸酶联合消化可得到
I>X3

'

!$d

下处理
#0

是构建
I>X3

热应激模型的条件)
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动物小肠是营养物质消化与吸收的主要部位)

小肠上皮细胞!

8*/23/8*+,2

L

8/02,8+,=2,,3

(

I>X3

"作为

肠道内重要的功能细胞(是肠道内外环境的媒介(也

是机体免疫屏障的重要组成部分(具有消化*吸收*

分泌*免疫等生理功能%

BD#

&

)有关
I>X3

的体外分离

培养和相关研究应用越来越受到研究者的重视)目

前(国内外学者利用不同酶对人和多种动物的肠道

上皮细胞进行了分离培养(并成功建立了肠上皮细

胞系)

4,?0'(3

等%

!

&和
h)+*?3=0

等%

F

&分别使用胶

原酶
(

型及胶原酶和中性蛋白酶对人肠道上皮细胞

进行了分离消化和培养'

'̂(

等%

N

&使用
%;Bc

胶原

酶
&

和透明质酸酶分离得到小鼠肠上皮细胞'韩庆

广等%

E

&则用组织块培养法分离纯化出增殖能力较强

的小鼠肠道上皮细胞(并进行了传代纯化'詹康等%

"

&

也曾使用组织块法获得生物学功能稳定的猪小肠上

皮细胞系(并正常传代至
BB

代'

\8

等%

C

&从新生猪空

肠中分离培养出肠上皮细胞(并建立了稳定的细胞

系'刘飞飞等%

B%

&用胶原酶
(

消化分离培养了兔

I>X3

)鸡
I>X3

难以获取(目前尚未商品化(阻碍了

相关研究(有关鸡
I>X3

分离和体外培养及细胞系建

立的研究也鲜见报道)

随着全球气温的普遍升高(热应激所导致的生

产性能下降和死亡率提高(对养鸡业集约化发展造

成的影响已越来越严重%

BBDB$

&

)在各种应激过程中(

胃肠道最早发生缺血缺氧(又最迟得到恢复(因此易

较早受损或衰竭)在动物试验过程中采集样本进行

动物个体热应激研究存在许多不确定性(而利用细

胞模型进行热应激研究具有培养周期短*生理及细

胞状态一致*热应激试验条件能够精确控制等优势(

且细胞对温度的变化敏感%

B#

&

)因此建立体外
I>X3

热应激模型(将有助于研究热应激对肠道的损伤机

制)

本研究拟采用不同消化酶对鸡胚
I>X3

进行分

离和培养(对其进行形态学观察和免疫荧光染色鉴

定(确定鸡胚
I>X3

的体外原代培养方法(并观察热

应激对鸡胚
I>X3

培养特性的影响(旨在为后期研究

鸡
I>X3

结构*功能变化及其调控细胞模型的建立提

供借鉴(同时也为筛选抗热应激药物及其作用机制

研究奠定基础)

B

!

材料与方法

B;B

!

材
!

料

BF

日龄无特定病原!

<V6

"鸡胚(购自安徽合肥

立华畜禽有限公司(共计
$%%

枚)

B;$

!

主要试剂

GA>A

$

6B$

培养基*胎牛血清!

6h<

"和
V2*8D

=8,,8*D</)2

L

/'M

:

=8*<',(/8'*

购自
^

:

=,'*2

公司(

%;F

S

$

\P)

:L

38*D>GP4

购自
Y8W='

公司(二甲基亚

砜!

GA<H

"*噻唑蓝!

APP

"购自
h8'30+)

L

公司(中

性蛋白酶
'

*胶原酶
&

*透明质酸酶*

G4VI

及
4.D

.>̀ I.@D6IPX

$

VI

凋亡检测试剂盒购自索莱宝公

司(细胞角蛋白
B"

!

XOB"

"单克隆抗体*羊抗鼠

6IPX

荧光二抗*鼠
I

S

Y

免疫组化检测试剂盒*

G4h

显色试剂盒*苏木素均购自武汉博士德生物工程有

限公司)

B;#

!

不同消化酶作用下鸡胚
I>X3

的分离

将孵化至
BF

日龄的鸡胚用酒精棉球擦拭后在

超净台内无菌解剖(取出鸡胚小肠(用含
Bc

!体积

分数"双抗!

B%%I7

$

M\

青霉素
fB%%M

S

$

M\

链霉

素"的
Vh<

清洗小肠数次(剔除脂肪组织和肠系膜(
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将组织移至灭菌的培养皿中(加入含
Bc

!体积分

数"双抗的
Vh<

清洗小肠
#

#

F

次)用剪刀将小肠

剪成
BMM

# 碎片(静置
FM8*

后(弃上清液)继续剪

碎(加入含
Bc

!体积分数"双抗的
Vh<

清洗小肠碎

片
#

#

F

次(

B$%%)

$

M8*

离心
#M8*

(弃上清(取沉

淀(分别用以下几种酶消化)

B;#;B

!

%;F

S

!

\

胰蛋白酶
!

向沉淀中加入
#M\

%;F

S

$

\

胰蛋白酶(

#Ed

消化
$%M8*

(其间每
FM8*

振荡
B

次(

B$%%)

$

M8*

离心
#M8*

(弃上清(所得沉

淀用适量完全培养液重悬(用孔径
%;%EFMM

纱布

过滤(取适量滤液接种于培养皿中(置
#Ed

*体积分

数
Fc XH

$

培养箱内培养(

!"0

后换液)

B;#;$

!

胶原酶
&

和透明质酸酶
!

向沉淀中加入
#

M\$M

S

$

M\

胶原酶
&

和
BM

S

$

M\

透明质酸酶!二

者体积比
BkB

"(

#Ed

消化
B0

(其间每
FM8*

振荡
B

次(

B$%%)

$

M8*

离心
#M8*

(弃去上清液(所得沉淀

用适量完全培养液重悬(用孔径
%;%EFMM

纱布过

滤(取适量滤液接种于培养皿中(置
#Ed

*体积分数

Fc XH

$

培养箱内培养(

!"0

后换液)

B;#;#

!

中性蛋白酶
'!

向沉淀中加入
#M\

中性

蛋白酶
'

(振荡和离心步骤同
B;#;$

)

B;!

!

体外培养鸡胚
I>X3

的纯化

对
B;#

节分离所得鸡胚
I>X3

依次用相差贴壁

法和相差消化法纯化)

!

B

"相差贴壁法)根据
I>X3

比成纤维细胞贴壁

慢的特点(将细胞悬液接种到第一个培养瓶中(置于

#Ed

*体积分数
Fc XH

$

培养箱中培养
B%M8*

(轻

轻吸出全部培养液(再接种到新的培养瓶(反复多

次(即可得到纯化的鸡胚
I>X3

)

!

$

"相差消化法)根据
I>X3

和成纤维细胞对胰

蛋白酶敏感性不同的特点(采用
%;F

S

$

\

胰蛋白酶

消化贴壁细胞(在倒置显微镜下观察细胞至皱缩发

亮后(轻轻拍打培养瓶(一旦有细胞开始脱落(就用

含
B%c

!体积分数"胎牛血清的培养液终止消化(弃

去培养液(继续用
%;F

S

$

\

胰蛋白酶消化(即可得到

纯化的鸡胚
I>X3

)

B;F

!

鸡胚
I>X3

的鉴定

B;F;B

!

I>X3

形态学观察
!

在倒置显微镜下观察各组

鸡胚上皮细胞的生长状态及形态特征(并拍照记录)

B;F;$

!

I>X3

生长曲线的绘制
!

用含
B%c

!体积分

数"胎牛血清的培养液配成单个细胞悬液(以每孔

B%

#

#

B%

! 个细胞接种到
CN

孔板(标好序号(每组
N

个复孔(每孔
$%%

"

\

'培养
B

(

$

(

#

(

!

(

F

(

N

(

E?

时(每

孔加
APP

溶液
$%

"

\

(继续孵育
!0

(终止培养(小

心吸弃孔内培养上清液(再加入
BF%

"

\GA<H

(振

荡
B%M8*

(使结晶物充分溶解'

!C%*M

波长下(在酶

联免疫检测仪上测定各孔吸光度值(记录结果(以时

间为横坐标*吸光度值为纵坐标绘制细胞生长曲线)

B;F;#

!

I>X3

免疫组化鉴定
!

对
B;#;$

节所得的

I>X3

进行免疫组化鉴定)在培养板中将已爬片的

细胞用
Vh<

浸洗
#

次(体积分数
!c

多聚甲醛固定

B%M8*

'体积分数
%;Fc P)8/'* D̀B%%

室温通透
$%

M8*

(滴加山羊血清室温封闭
#%M8*

'滴加稀释!

Bk

$%%

"的一抗!

XOB"

单克隆抗体"并放入湿盒(

!d

孵

育过夜'

Vh<

浸洗后(滴加稀释!

Bk$%%

"的羊抗鼠

6IPX

荧光二抗(湿盒中避光
#Ed

孵育
B0

后(滴加

G4VI

避光孵育
FM8*

(以不加一抗的处理作为阴性

对照)然后在荧光显微镜下拍照记录(免疫荧光采

用荧光检测(免疫组化采用
G4h

呈色)

B;N

!

热应激对
I>X3

培养特性的影响

B;N;B

!

细胞活力
!

取对数期且生长良好的
B;#;$

节所得鸡胚
I>X3

(制成细胞悬液)分为
!$d

热应

激
$

(

#

和
!0

组(以
#Ed

处理的
I>X3

为对照组(共

!

组细胞)标记后分别接种于
CN

孔板中(边缘孔用

无菌
Vh<

填充)将接种好的
CN

孔板放入
!$d

*体

积分数
FcXH

$

培养箱内分别培养
$

(

#

和
!0

(对照

组放入
#E d

*体积分数
Fc XH

$

培养箱内培养)

APP

法检测细胞相对活力!细胞相对活力
e

处理

组细胞
HG

!C%*M

$对照组细胞
HG

!C%*M

iB%%c

")

B;N;$

!

I>X3

凋亡率
!

采用流式细胞术
4..>̀ I.

@D6IPX

$

VI

双染法(将对照组和热应激
#0

组的细

胞继续在
#Ed

*体积分数
Fc XH

$

培养箱内培养

$!0

(对照组和热应激
#0

组用
4..>̀ I. @D

6IPX

$

VI

双染试剂染色后经流式细胞仪检测(并以

不添加任何试剂的细胞作为空白组(记录各组细胞

的十字门第四象限细胞百分比(以第四象限细胞百

分比代表该组细胞凋亡率)

$

!

结果与分析

$;B

!

不同消化酶作用下鸡胚
I>X3

的分离效果

$;B;B

!

%;F

S

!

\

胰蛋白酶
!

鸡胚小肠经
%;F

S

$

\

胰蛋白酶消化分离培养后(从细胞形态和密度来看(

$!0

细胞贴壁生长(呈多角状或梭状!图
BD4

"'

#?

后(细胞夹杂大量梭状细胞!图
BDh

"'

F?

后(细胞活

性明显降低(呈散在的单个细胞且夹杂梭状细胞生

长(细胞贴壁和生长能力较弱!图
BDX

")
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图
B

!

用
%;F

S

$

\

胰蛋白酶消化分离的鸡胚小肠上皮细胞

68

S

;B

!

G8

S

23/8'*+*?83',+/8'*'-=08=K2*2MW)

:

'I>X3W

:

%;F

S

$

\/)

:L

38*

$;B;$

!

胶原酶
&

和透明质酸酶
!

鸡胚小肠经胶原

酶
&

和透明质酸酶联合消化分离培养后(得到大量

健全隐窝单位(细胞培养
$!0

后即可贴壁!图
$D

4

")细胞从分离得到的小肠隐窝团块处向外辐射(

细胞形态大多为扁平多角形或卵石状(且
#

#

F?

细

胞大量增殖(逐渐汇集成片(紧密相连(呈现出
I>X3

典型的.铺路石状/!图
$Dh

(

X

")

图
$

!

用胶原酶
&

和透明质酸酶联合消化分离的鸡胚小肠上皮细胞

68

S

;$

!

G8

S

23/8'*+*?83',+/8'*'-=08=K2*2MW)

:

'I>X3W

:

=',,+

S

2*+32

&

+*?0

:

+,()'*8?+32

$;B;#

!

中性蛋白酶
'!

鸡胚小肠经中性蛋白酶
'

分离培养(

$!0

后细胞呈多角状或梭状(数量较少

且无明显可见的小肠隐窝团块!图
#D4

"'

#?

后(细

胞多呈三角状或扁平多角状(梭状细胞较少!图
#D

h

"'

F?

后仍无法汇集成片!图
#DX

")

图
#

!

用中性蛋白酶
'

消化分离的鸡胚小肠上皮细胞

68

S

;#

!

G8

S

23/8'*+*?83',+/8'*'-=08=K2*2MW)

:

'I>X3W

:

*2(/)+,

L

)'/2+32

'

$;$

!

#

种酶消化得到的鸡胚
I>X3

的生长曲线

如图
!

所示(用
#

种酶消化培养的
I>X3

生长曲

线均呈现.

<

/形)

B

#

#?

细胞生长较缓慢'

#

#

F?

处于对数生长期(

F?

时到达顶峰'

F

#

E?

细胞退化

衰亡)从细胞生长曲线峰值观察发现(

#

种消化酶

的分离效果表现为胶原酶
&

和透明质酸酶联合使用

最优(中性蛋白酶
'

次之(

%;F

S

$

\

胰蛋白酶最差)

因此后续鉴定试验选择用胶原酶
&

和透明质酸酶联

合消化分离所得的细胞)

$;#

!

鸡胚
I>X3

的鉴定

通过免疫荧光法(检测用胶原酶
&

和透明质酸

酶联合消化培养
#?

的鸡胚
I>X3

发现(在荧光倒置

显微镜下细胞有绿色荧光!图
FD4

"(细胞膜质均表

达
XOB"

特异性抗原(且
B%

个视野中阳性细胞率可

达!

C$;EgE;C

"

c

'阴性对照组未见绿色荧光!图
FD

G

"(阳性细胞率为
%

)说明所分离细胞为
I>X3

)
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图
!

!

用
#

种酶消化得到的鸡胚小肠上皮细胞的生长曲线

68

S

;!

!

Y)'1/0=()923'-=08=KI>X3+-/2)?8

S

23/8'*W

:

/0)22?8--2)2*/2*T

:

M23

4;

细胞
6IPX

染色'

h;

细胞核
G4VI

染色'

X;4

*

h

合成图'

G;

对照组细胞
6IPX

染色'

>;

对照组细胞核
G4VI

染色'

6;G

*

>

合成图

4;X2,,33/+8*2?W

:

6IPX

'

h;X2,,*(=,2(33/+8*2?W

:

G4VI

'

X;A2)

S

2?-8

S

()2'-4+*?h

'

G;X2,,33/+8*2?W

:

6IPX8*='*/)',

S

)'(

L

'

>;X2,,*(=,2(33/+8*2?W

:

G4VI8*='*/)',

S

)'(

L

'

6;A2)

S

2?-8

S

()2'-G+*?>

图
F

!

鸡胚小肠上皮细胞的免疫荧光鉴定

68

S

;F

!

IMM(*'-,(')23=2*=28?2*/8-8=+/8'*'-=08=K2*2MW)

:

'I>X3

!!

对上述鸡胚
I>X3

进行免疫组化检测(倒置显微

镜下可见阳性细胞膜质呈棕黄色!图
ND4

"(而对照

组细胞膜质无棕黄色着染(呈阴性!图
NDh

")

4;

细胞膜质染色阳性'

h;

阴性对照

4;V'38/892)23(,/'-=2,,M2MW)+*2+*?=

:

/'

L

,+3M3/+8*8*

S

'

h;.2

S

/892='*/)',

图
N

!

鸡胚小肠上皮细胞的免疫组化鉴定

68

S

;N

!

IMM(*'083/'=02M8=+,8?2*/8-8=+/8'*'-=08=K2*2MW)

:

'I>X3
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$;!

!

热应激对鸡胚
I>X3

培养特性的影响

$;!;B

!

热应激时间对相对活力的影响
!

经检测发

现(对照组细胞相对活力为!

C";%%gB;BC

"

c

(热应

激
$

(

#

(

!0

的细胞相对活力分别为!

CN;%$g

%;FF

"

c

(!

"!;BBgB;NE

"

c

和!

E";!NgB;NB

"

c

)可

见
I>X3!$d

热应激处理
$

(

#

和
!0

后(活力均呈下

降趋势(热应激时间越长细胞活力越低)其中(热应

激
$0

组细胞相对活力与对照组无显著性差异!

&

#

%;%F

"'热应激
#

和
!0

组细胞相对活力与对照组相

比均差异极显著!

&

"

%;%B

")表明细胞在
!$d

下

热应激处理大于
#0

会导致其活力极显著下降(不

利于后续试验)

$;!;$

!

热应激对凋亡率的影响
!

如图
E

所示(对照

组
I>X3

细胞凋亡率为!

%;NEg%;%$

"

c

(热应激
#0

后(细胞在第四象限的比率显著提高(对应的凋亡率

为!

#F;CNgB;FE

"

c

(极显著高于对照组(说明热应

激
#0

时细胞凋亡率显著升高)

4;

空白组'

h;

对照组'

X;

热应激
#0

组

4;h,+*K

S

)'(

L

'

h;X'*/)',

S

)'(

L

'

X;̂2+/3/)233#0

S

)'(

L

图
E

!

热应激对鸡胚小肠上皮细胞凋亡率的影响

68

S

;E

!

>--2=/'-02+/3/)233'*+

L

'

L

/'383)+/2'-=08=K2*2MW)

:

'I>X3

#

!

讨
!

论

#;B

!

鸡胚
I>X3

的体外分离和培养

胚胎时期小肠黏膜组织较稚嫩(结构疏松(且肠

道无内容物(可避免污染(易于肠上皮细胞的消化和

体外分离培养(因此本研究选取
BF

日龄鸡胚用于分

离鸡
I>X3

)国内外许多研究表明(不同消化酶对

I>X3

的分离效果不同)有研究者曾利用
$;F

S

$

\

胰蛋白酶分离消化人小肠组织(得到单细胞或较小

的细胞团块(然而细胞生长能力较差%

B!

&

)这可能是

由于所用胰蛋白酶体积分数太高而导致细胞受损(

进而出现细胞生长受阻)因此(本试验选用
%;F

S

$

\

胰蛋白酶分离消化鸡胚小肠组织(但得到的鸡

胚
I>X3

贴壁和生长能力仍较差(说明单一使用胰蛋

白酶可能并不适合分离
I>X3

)有学者发现(用胰蛋

白酶
D>GP4

配合消化后(可获得生长状态良好的

I>X3

(并可用于后续试验%

BF

&

(相关原因仍有待进一

步研究)

迄今有许多研究表明(用透明质酸酶和胶原酶

单独或联合消化分离几种动物的
I>X3

(均取得良好

的效果)利用透明质酸酶和胶原酶联合分别消化

鸡%

BN

&和小鼠%

BE

&的小肠组织(均成功分离出
I>X3

(并

进行了细胞的原代培养)单独利用胶原酶对大

鼠%

B"

&和牛%

BC

&肠道上皮细胞进行分离培养发现(用胶

原酶单独消化可得到大量隐窝团块(细胞长势较好(

但所需时间较长)本试验选用胶原酶
&

和透明质酸

酶联合消化法(分离消化得到的鸡胚
I>X3

活性高*

细胞贴壁快*长势好*杂细胞少(

#

#

F?

即可汇集成

片)因此(胶原酶
&

和透明质酸酶联合分离消化法

适用于分离消化鸡胚
I>X3

)

此外(本研究团队曾使用
!

种方法分离小鼠

I>X3

并培养(结果显示(嗜热菌蛋白酶消化法及胶

原酶
)

和中性蛋白酶
&

联合消化法均较适宜%

$%

&

(但

利用这
$

种方法分离鸡胚
I>X3

未取得理想效果)

这可能是由于物种或组织来源的动物年龄不同所

致(具体原因仍有待进一步探究)也有研究者发现(

胶原酶
)

和中性蛋白酶
&

联合消化培养得到的细胞

大部分是小肠上皮细胞%

$B

&

)因此(本试验选用中性

蛋白酶
'

消化培养鸡胚
I>X3

(但分离得到的细胞数

量少*长势差(说明也不适用于分离鸡胚
I>X3

)

#;$

!

体外培养鸡胚
I>X3

的鉴定

目前(鉴定
I>X3

的方法主要有形态学*电镜观

察*碱性磷酸酶染色法*免疫荧光和免疫组化鉴定

等%

$$

&

)其中最常用的是对上皮细胞的
XOB"

抗原

06

西北农林科技大学学报!自然科学版" 第
!"

卷



进行检测)

XO

主要分布于上皮细胞中(是角质细胞

中的主要骨架蛋白(其主要功能是维持上皮组织的完

整性及连续性)研究发现(

XO

具有极高的保守性和

组织分化特异性(与上皮细胞的增殖分化密切相

关%

$#

&

)本试验采用
XOB"

单克隆抗体对鸡胚
I>X3

进行了免疫荧光和免疫组化鉴定(结果显示(荧光显

微镜下细胞发绿色荧光(对照组不显色'倒置显微镜

下可观察到细胞膜质呈棕黄色(对照组细胞膜质不

显黄色)说明本研究分离培养得到的是鸡
I>X3

)

#;#

!

鸡胚
I>X3

的热效应

热应激可能会破坏细胞膜电位(同时热应激过

程中产生的变性或聚合蛋白的积累(对细胞有毒害

作用(阻滞细胞周期的正常进行(最终导致细胞活力

降低%

$!

&

)康玲等%

B#

&研究发现(

!$d

可能是影响细

胞活力的临界点(当环境温度大于
!$d

时(细胞活

力无法恢复(最终引发细胞死亡)因此(本研究选取

!$d

作为细胞热应激温度)秦士贞%

$F

&研究发现(热

应激处理
$

和
!0

为心肌细胞最佳热应激持续时

间(据此本研究将热应激时间定为
$

(

#

(

!0

)结果表

明(

!$d

下(随着热应激时间的延长(细胞活力逐渐

降低(

#0

后细胞活力极显著下降(细胞凋亡率达

!

#F;CNgB;FE

"

c

(极显著高于对照组的!

%;NEg

%;%$

"

c

)因此
!$d

下处理
#0

可作为后期建立细

胞热应激模型的条件)
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