
扁桃体位于消化道和呼吸道的交汇处，是一种

黏膜相关淋巴组织，具有复杂而特殊的隐窝管道系

统，是产生免疫应答的重要场所［1-2］，其中扁桃体隐
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［摘 要］ 目的：建立高效、稳定的人扁桃体隐窝上皮细胞原代培养方法。方法：收集80例3~5岁儿童手术切除的扁桃体组

织，分别采用组织块贴壁法和Ⅱ型中性蛋白酶联合0.25%胰蛋白酶⁃EDTA消化法提取扁桃体隐窝上皮细胞并比较两种方法的

提取效果；应用无血清角化细胞培养基进行细胞纯化及原代培养；用相差显微镜观察细胞形态和生长特点、免疫细胞化学染色

及免疫荧光技术鉴定细胞来源。结果：Ⅱ型中性蛋白酶联合消化法在分离扁桃体隐窝上皮细胞成功率、细胞密度以及细胞融

合时间方面均高于组织块贴壁法（P < 0.05），细胞接种后第2天开始贴壁，外观呈现多边形，岛状生长，培养12 d左右，细胞连

成单层，呈现铺路石样生长。免疫细胞化学染色显示广谱角蛋白表达阳性，波形蛋白阴性；免疫荧光鉴定角蛋白8/18染色阳

性。结论：应用Ⅱ型中性蛋白酶联合0.25%胰蛋白酶⁃EDTA消化法以及无血清角化细胞培养基可建立高效稳定的人扁桃体隐

窝上皮细胞原代分离方法和体外培养体系。
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［Abstract］ Objective：To establish stable and efficient method for primary culture of human palatine tonsil crypt epithelial cells.
Methods：Eighty palatine tonsil tissues were derived from children aged from 3 to 5 undergoing surgical removal of tonsil. Tissue piece
method and combined type Ⅱ dispase and 0.25% trypsin⁃EDTA digestion method were used to separate primary palatine tonsil crypt
epithelial cells，and the effectiveness of two isolation methods were compared. Serum ⁃ free Keratinocyte medium were applied to
purification and primary cultivation. Growth feature and morphology of primary cells were observed under an inverted microscope.
Immunofluorescence and immunocytochemistry technique were used to identify the specification of primary cell. Results：The success
rate，density and primary cell fusion time of the dispase digestion group were all higher than those of the tissue piece group（P < 0.05）.
The primary tonsil crypt epithelial cell began adherent growth after 2 days isolation from the tonsil tissues. The shape of cell was
polygon under microscope，and cells connected like islands. Primary cells formed confluent monolayers after 12 days’cultivation，it
seemed like paving stone. Pancytokeratin positive staining was determined by immunocytochemistry. The specific cytokeratin 8/18
staining was positive after immunofluorescence identification. Conclusion：It is an efficient and repeatable method for primary isolation
and cultivation of human palatine tonsil crypt epithelial cells by using combined type Ⅱ dispase and 0.25% trypsin⁃EDTA digestion
method with serum⁃free keratinocyte medium.
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窝上皮细胞是该器官最先接触抗原，潴留抗原，并

产生免疫应答的部位，是扁桃体行使免疫功能的重

要组织屏障，在扁桃体发育和扁桃体功能调节中具

有重要作用［3-5］。因此，从扁桃体中提取高纯度高产

量的隐窝上皮细胞并成功建立体外培养体系，能够

为研究隐窝上皮细胞功能及与扁桃体相关疾病建

立合适的细胞模型。目前国内关于人扁桃体隐窝

上皮细胞的原代培养报道较少，有国外学者应用Ⅱ
型中性蛋白酶联合胰蛋白酶成功分离出人扁桃体

隐窝上皮细胞［6-7］。本研究尝试采用组织块贴壁法

（组织块法）和Ⅱ型中性蛋白酶联合0.25%胰蛋白酶⁃
EDTA消化法（酶消化法）分别提取人扁桃体隐窝上

皮细胞，比较不同方法的提取效果，探讨分离提取

人扁桃体隐窝上皮细胞的最佳方法及原代培养的

最适条件。

1 材料和方法

1.1 材料

收集南京医科大学附属儿童医院耳鼻喉科确

诊单纯性扁桃体肥大儿童手术切除的扁桃体组织

80例，患儿年龄3~5岁，取材前经伦理委员会同意。

扁桃体离体后于无菌条件下立即切取游离面组织，置

于提前预冷含青链霉素的1×PBS缓冲液中，30 min内
4 ℃转运至实验室进行操作。

Ⅱ型中性蛋白酶（dispaseⅡ）、0.25%胰蛋白酶⁃
EDTA、无血清角化细胞培养基（serum⁃free keratino⁃
cyte medium，K⁃SFM）、胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS，Gibco公司，美国）；鼠抗人广谱细胞角蛋白抗

体（pancytokeratin）、鼠抗人角蛋白 8/18抗体（cyto⁃
keratin 8/18，CK8/18，Abcam公司，美国）；兔抗人波

形蛋白（vimentin）抗体、HRP标记的山羊抗兔鼠通

用二抗（谷歌生物公司）；异硫氰酸荧光素（fluores⁃
cein isothiocyanate，FITC）标记的山羊抗小鼠 IgG、

4’，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚（4’，6⁃diamidino⁃2⁃phenyl⁃
indole，DAPI，杭州碧云天公司）；无菌细胞爬片

（Thermo fisher公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 扁桃体隐窝上皮细胞的分离与原代培养

用提前预冷含双抗的 1×PBS缓冲液将扁桃体

组织标本清洗数次，修剪掉肉眼可见的血管及结缔

组织，根据重量将每块扁桃体组织标本均分为两等

份，两部分除质量相等外，形状、血管分布、组织活

性等均无明显差异，并随机采用两种不同的原代提

取方法进行处理。

组织块法：将扁桃体组织移入无菌青霉素小

瓶，用眼科剪剪碎成肉末状并用牙科探针将组织碎

块平铺到 25 cm2培养瓶，每块间距 5 mm，倒置放入

CO2培养箱，37 ℃培养 3~6 h后加入 1 mL K⁃SFM培

养基，完全浸润组织块即可，前 4 d每天更换培养

基，以后每2~3 d换液。

酶消化法：将扁桃体组织剪成 3 cm×3 cm组织

块，置于用 1×PBS缓冲液配制的 50 mL混合消化液

（含2 mg/mLⅡ型中性蛋白酶）中，4 ℃摇床震荡消化

16~18 h，将消化后组织块的上皮与上皮下组织分离，

并剪成碎片，置于0.25%胰酶中，37 ℃消化5 min，用
含 10% FBS的K⁃SFM培养基中止消化，1 000 r/min
离心 5 min，弃上清，用 K⁃SFM培养基充分吹打重

悬，接种于25 cm2培养瓶，置于细胞培养箱进行原代

培养，48 h后首次更换培养基，以后每 2~3 d换液。

培养期间用倒置相差显微镜观察细胞的生长特点

及细胞密度达80%~90%时所需生长天数。

1.2.2 传代培养与冻存

传代培养：当原代细胞密度融合至 80%~90%，

弃去旧培养基，1×PBS漂洗2次，加入1 mL 0.25%胰

酶，37 ℃消化5 min，倒置相差显微镜下观察细胞逐渐

变圆、变亮，拍打出现流沙样运动时，立即加入2 mL
含10% FBS的K⁃SFM培养基终止消化，1 000 r/min离
心4 min，弃上清，1∶2进行传代培养。细胞冻存：细

胞消化离心后加入1.5 mL的细胞冻存液（含60%K⁃
SFM培养基、30%胎牛血清、10%DMSO）重悬沉淀，

使每个冻存管的细胞量大于5×105个/mL，将冻存管

装入梯度冻存盒，-80 ℃冰箱过夜，次日转入液氮中

长期保存。

1.2.3 扁桃体隐窝上皮细胞的形态学观察与HE染色

从扁桃体隐窝上皮细胞接种后的第 2天开始，

用倒置相差显微镜观察细胞生长的不同阶段及变

化（贴壁、增殖、融合、成片）；将传代后的扁桃体隐

窝上皮细胞接种于12孔板细胞爬片中，当细胞密度

融合达50%~60%，用4%多聚甲醛室温固定15 min，
分别行苏木素及伊红染色，并于光学显微镜下观察

细胞形态。

1.2.4 免疫细胞化学技术鉴定广谱细胞角蛋白表达

选取广谱细胞角蛋白抗体为扁桃体隐窝上皮

细胞鉴定标志物，成纤维细胞标志物波形蛋白抗体

为阴性对照，将扁桃体隐窝上皮细胞接种于 12孔

板细胞爬片中，当细胞密度融合达 50%~60%，用

4%多聚甲醛室温固定 15 min，0.1% Triton X⁃100通

透化 5 min，5% BSA 37 ℃封闭1 h，分别加入广谱细
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胞角蛋白抗体和波形蛋白抗体，4 ℃孵育过夜，加入

HRP标记的二抗，室温孵育 50 min，DAB显色，苏木

精复染，中性树胶封片，以胞质呈棕黄色为阳性染色

细胞，随机选取5个高倍视野，计数阳性细胞和同一

视野下细胞总数，扁桃体隐窝上皮细胞的纯度（%）=
阳性细胞数/细胞总数×100%，实验独立重复3次。

1.2.5 免疫荧光技术鉴定角蛋白8/18表达

选取扁桃体隐窝上皮细胞特异性角蛋白 8/18
抗体进行免疫荧光鉴定，将扁桃体隐窝上皮细胞接

种于 12孔板细胞爬片中，当细胞密度融合达 50%~
60%，用4%多聚甲醛固定15 min，0.1% Triton X⁃100
通透化 5 min，5% BSA 37 ℃封闭 1 h，加入抗人角蛋

白 8/18抗体，4 ℃孵育过夜，避光加入结合 FITC的

二抗稀释液，37 ℃孵育1 h，PBS清洗3次，避光加入

DAPI，常温孵育 5 min，最后加入抗荧光淬灭剂封

片，在奥林巴斯激光共聚焦显微镜下观察。

1.3 统计学方法

采用SPSS23.0统计软件进行数据处理分析，所

有数据均以均数±标准差（x ± s）表示，两种方法提取

的细胞密度、细胞融合时间的比较采用配对样本 t

检验，成功率的比较采用χ2检验。检验水准α=0.05。
2 结 果

2.1 组织块法和酶消化法提取扁桃体隐窝上皮细

胞效果比较

共收集80例扁桃体组织（19例用2种方法均提

取成功，24例单用酶消化法提取成功，37例用 2种

方法均提取失败），酶消化法较组织块法提取原代

细胞的成功率、所得细胞密度及细胞融合时间均较

高，差异有统计学意义（P< 0.05，表1）。

2.2 扁桃体隐窝上皮细胞的生长特点及形态学观察

2.2.1 倒置相差显微镜观察

组织块法：扁桃体组织块贴壁后 4 d左右发现

边缘有少量隐窝上皮细胞爬出（图1A），培养9~10 d
组织块周围大量隐窝上皮细胞聚集，细胞多呈椭圆

形，轮廓不清，折光性强（图1B），培养15 d左右细胞

接近融合（图1C）。
酶消化法：提取的扁桃体隐窝上皮细胞接种后

2 d可贴壁生长，细胞轮廓清晰，胞质均匀透亮，细胞

核清晰可见（图1D），5~7 d细胞开始逐渐变大、数目

开始增多，呈不规则多边形（图1E），10~12 d细胞接

近完全融合，铺满皿底（图1F）。

（n=19，x ± s）

表1 组织块法和酶消化法提取效果的比较

Table 1 Comparison of isolation effects of tissue explant
method and enzyme digestion method

组别

组织块法

酶消化法

χ2（t）值

P值

成功例数

［n（%）］

19（23.75）
43（53.75）
15.168
< 0.001

细胞密度

（×105个/mL）
1.80 ± 0.38
4.52 ± 1.14
-9.809
< 0.001

细胞融合

时间（h）
365 ± 16
280 ± 29
11.719
< 0.001

A、B、C分别为组织块法细胞培养第5天、第10天以及第15天；D、E、F分别为酶消化法细胞培养第2天、第5天以及第10天。

图1 组织块法和酶消化法提取人扁桃体隐窝上皮细胞的生长特点（×100）
Figure 1 Growth feature of human tonsillar crypt epithelial cells cultured by enzyme digestion method and tissue explant

method（×100）
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2.2.2 HE染色

HE染色结果显示，两种方法提取的原代细胞

均呈现不规则的鹅卵石状或铺路石状（图 2），具有

明显的上皮细胞形态学特征。

2.3 扁桃体隐窝上皮细胞的鉴定

2.3.1 免疫细胞化学鉴定

鉴定结果显示胞核蓝染，胞浆呈棕黄色为染色

阳性细胞（图 3），两种方法提取的扁桃体隐窝上皮

细胞95%以上广谱角蛋白染色阳性，成纤维细胞标

志蛋白波形蛋白染色阴性，两种方法提取的原代细

胞纯度均较高，成纤维细胞去除效果良好。

2.3.2 免疫荧光鉴定

免疫荧光结果显示绿色荧光标记为角蛋白8/18，
蓝色荧光标记为细胞核，两种方法提取的扁桃体隐窝

上皮细胞特异性角蛋白 8/18染色阳性比率均>95%
（图 4），结果进一步证明本试验所提取的原代细胞

纯度较好。

3 讨 论

扁桃体位于呼吸道和消化道的共同入口处，是

一个重要的黏膜免疫器官，是经口咽感染的病原微

生物侵入机体的重要门户，拥有独特而复杂的隐窝

结构，其隐窝上皮呈海绵样结构，大量淋巴细胞浸

润其中，形成隐窝上皮与淋巴细胞共生的黏膜免疫

防御系统，正是这种独特的结构使扁桃体隐窝上皮

细胞不仅最先接触和摄取病原微生物，还能够进一

步启动机体对病原微生物最早的免疫识别和免疫

应答，发挥了协调和指挥后续免疫分子、免疫细胞

乃至免疫器官应答的重要作用［1-5］。人们以往只关

注病原微生物中细菌对扁桃体组织的作用，却往往忽

视了扁桃体在病毒感染过程中发挥的重要作用［8-9］，

有研究报道在肠道病毒71型（Enterovirus 71，EV71）

图2 人扁桃体隐窝上皮细胞HE染色

Figure 2 Cellular morphology of human tonsillar crypt epithelial cells by hematoxylin⁃eosin（HE）staining

组织块法 酶消化法

（×100） （×400） （×100） （×400）

图3 人扁桃体隐窝上皮细胞免疫细胞化学鉴定（×400）
Figure 3 Immunocytochemical staining of human tonsillar crypt epithelial cells（×400）

组织块法 酶消化法

角蛋白 波形蛋白 波形蛋白角蛋白

感染致死的儿童尸检标本中，扁桃体隐窝上皮细胞

可能是EV71感染进入人体且支持EV71复制的敏

感细胞［10-11］，我们推测人扁桃体隐窝上皮细胞很可

能是多种经口咽感染的病毒复制的初始靶细胞，病

毒经口咽侵入人体后，首先在扁桃体隐窝上皮细胞

完成复制建立稳定感染并扩散到身体其他部位从

而引起临床症状［12-13］。因此，建立高效、稳定的人扁

桃体隐窝上皮细胞的原代培养体系，不仅为我们进

一步研究经口咽感染的病原体与扁桃体的相互作

用及可能的发病机制提供了十分有效的原代细胞

模型，还能够更好保留细胞的遗传特征和生物学特

性，避免了体内研究所受诸多因素的干扰，使研究

结果更加可靠。

本研究分别采用组织块法和酶消化法进行人扁

桃体隐窝上皮细胞的提取，并比较了两种方法的提取

效果。组织块法理论上简单易行、操作方便［14］，但该
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法原代细胞培养周期较长，细胞需要 4~5 d才能从

扁桃体组织块周围萌出，且并非每块扁桃体组织都

能萌出细胞，组织块的存在导致细胞极易污染，最

终获取原代细胞数量较少，培养成功率比较低；Ⅱ
型中性蛋白酶联合 0.25%胰蛋白酶的分步消化法，

首先利用中性蛋白酶能够选择性地分离上皮和上

皮下组织，获得黏连松散的单一上皮细胞层，且该

作用温和、有效，充分保存了扁桃体隐窝上皮细胞

活力以及细胞连接，再利用胰蛋白酶破坏细胞间桥

粒和半桥粒，即可获取单个隐窝上皮细胞，且获取

的细胞数量较多、生长较快，24 h后开始贴壁，10 d
左右即可传代，培养周期明显短于组织块法，培养

成功率较高。

传统的细胞培养方法一般使用含 10%~20%胎

牛血清的培养基，能够提供细胞增殖所需的营养成

分，但现有研究发现血清成分复杂，除含有促进细

胞生长的因子外，还含有一些细胞毒性物和抑制

物，容易使原代上皮细胞迅速分化、衰老，很难传

代［15-17］。此外，在扁桃体隐窝上皮细胞分离过程中，

会残留一些成纤维细胞，这些成纤维细胞在含有血

清的培养基中具有生长优势，可能抑制上皮细胞生

长，因此本研究采用上皮细胞专用无血清培养基K⁃
SFM，其除了含有细胞生长所需的常规营养物质，还

添加了表皮生长因子、牛脑垂体提取物等适合上皮

来源细胞的生长因子［18-19］，可有效降低成纤维细胞

的污染率，特异性地促进上皮细胞的贴壁与生长，

降低了纯化难度，使培养过程更为简单，从而获得

大量纯度较高的扁桃体隐窝上皮细胞，并可成功连

续传代培养。

在本实验条件下，组织块贴壁法和Ⅱ型中性蛋

白酶联合0.25%胰蛋白酶⁃EDTA消化法均可成功分

离出人原代扁桃体隐窝上皮细胞，其中，Ⅱ型中性

蛋白酶联合0.25%胰蛋白酶⁃EDTA消化法能够分离

出高产量、高活性的人原代扁桃体隐窝上皮细胞，

为后续研究经口咽感染的病原体与扁桃体的作用

机制奠定了基础。
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