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小鼠支气管肺泡干细胞的培养鉴定和分选

钱* 莘，安江洪，敖绪军，孙建国，陈正堂* * （第三军医大学新桥医院全军肿瘤诊治研究所，重庆 %"""+)）

* * 摘* 要：目的* 对正常成年小鼠肺内支气管肺泡干细胞（,-./01.2345.32- 6758 0533，9:;<）进行克隆培养、鉴定和流式
细胞仪分选。方法* 用胶原酶和分散酶联合消化小鼠肺组织制备肺单细胞悬液，并经免疫磁珠分选 ;02#! =细胞；胶原蛋

白和小鼠 ;>?66#+@+ 成纤维细胞系包被培养板；无血清乳腺上皮细胞培养基培养 ;02#! =细胞；双重免疫荧光染色 <32-2 细
胞抗原（<<:）和肺泡表面活性蛋白 <（;A#<）鉴定 9:;<，并用流式细胞仪分选 9:;<。结果* 通过胶原酶和分散酶联合消
化小鼠肺组织，平均每只成年小鼠可得到有核细胞总数（!B C D !B ’）E !")；经磁珠分选后的 ;02#! =细胞纯度明显高于未经

分选的肺 ;02#! =细胞［分别为（’)B + F $B (）G、（(B C F !B ’）G，! H "B "$］；在无血清乳腺上皮细胞培养基中 ;02#! =细胞在

第 %天可形成 9:;<克隆和其他不表达 <<:、;A#<的细胞克隆；流式细胞仪检测 <I%$ J <I+! J ;02#! = <I+% =细胞占肺细胞总

数的 "B )G D!B !G，根据此分子标记能够分选出高纯度的 9:;<。结论* 通过胶原酶和分散酶联合消化，免疫磁珠分选的
;02#! =细胞在无血清乳腺上皮细胞培养基中能够形成非纯化的 9:;<克隆，而流式细胞仪可以分选出高纯度的 9:;<。
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* * 近年来关于干细胞的研究已在血液系统、神经系
统、骨骼肌肉系统、皮肤组织、恶性肿瘤等方面取得了

令人惊喜的成果，但肺干细胞的研究进展缓慢。&""$
年，肺干细胞的研究取得了重大突破。c?8 等［!］在原
癌基因 c#-26诱导的小鼠肺腺癌模型中发现位于肺内
支气管肺泡连接区（ ,-./01.2345.32- [S07 TS/07?./，
9:IO）的一群细胞共表达 <32-2 细胞抗原（ 032-2 0533
6Z50?^?0 2/7?P5/，<<:）和肺泡表面活性蛋白 <（ 6S-^20#
72/7 Z-.75?/ <，;A#<）。<<: = ;A#< =双阳性细胞（[.S,35
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!"#$%$&’ (’))#，*+,#）被称为支气管肺泡干细胞（-."/0
(1"2)&’")2. #%’3 (’))，456,），其表面标记是 ,*78 9

,*:; 9 6(20; < ,*:7 <。456, 具有典型的自我更新和
多向分化的潜能，因此 456, 被认为是远端肺上皮的
干细胞。

= = 我们对肺干细胞展开了相关的研究，分别在成年
鼠（小鼠、大鼠）和新生鼠的正常肺组织中验证了

456, 的存在，并在人的肺癌组织中发现了 ,,5 <

6+0, <细胞的存在，推测在人的肺癌组织中很可能也

存在与鼠类似的肺癌干细胞［>］。本研究拟建立 456,
的体外培养体系，以期得到纯化的 456,，从而为进一
步研究 456,的相关特性奠定实验基础。

!" 材料与方法

;? ;= 材料
;? ;? ;= 实验动物= = 昆明小鼠，7 周龄，体质量 ;@ A >B C，购于
第三军医大学实验动物中心。

;? ;? >= 主要试剂和仪器 = = 小鼠 6D$##0:E: 成纤维细胞系
（中科院上海细胞所），分散酶（美国 6$C32公司），胶原酶（瑞
士罗氏公司），丝裂霉素 ,（FF,，日本 GH"D" I2JJ" G"C)" 公
司），白血病抑制因子（ )’KJ’3$2 $/1$-$%".H L2(%".，MNO，上海欣
百诺生物公司），乳腺上皮细胞培养基（加拿大 6%’3 ,’)) 公
司），小鼠 6(20; P2#H 6’! 磁珠分选系统（加拿大 6%’3 ,’)) 公
司），,,5羊抗鼠多克隆抗体、6+0, 羊抗鼠多克隆抗体、驴抗
羊 NCQ0异硫氰酸荧光黄（ L)K".’#(’$/ $#"%1$"(H2/2%’，ONE,）、驴
抗羊 NCQ0四甲基异硫氰酸罗达明（ %’%.23’%1H).1"R23$/’ $#"%1$"0
(H2/2%’，ES，美国 62/%2 ,.KT 公司），ONE, 标记大鼠抗小鼠
,*:7 抗体、对照抗体大鼠 NCQ;、!1H("’.%1.$/0(H8（+P0,H8）标
记大鼠抗小鼠 ,*78 抗体、!1H("’.%1.$/0(HU（+P0,HU）标记大鼠
抗小鼠 ,*:; 抗体（美国 ’4$"#($’/(’ 公司），对照抗体大鼠
NCQ>0+P（美国 ’4$"#($’/(’公司）。激光扫描共聚焦显微镜，型
号为 M’$(2 E,6 6+8，由第三军医大学基础医学部中心实验室
提供，流式细胞分选仪（美国 4*公司），由第三军医大学全军
免疫学研究所提供。

;? >= FF,处理 6D$##0:E: 成纤维细胞系
= = 取对数生长期 :E: 成纤维细胞系，加入 ;B !C V 3)的 FF,，
处理 >? 8 1，使 :E: 成纤维细胞失去增殖能力。+46 漂洗后，用
B? B8W胰蛋白酶消化 > A : 3$/，; BBB . V 3$/离心 7 3$/，按 ; X
;B7 (3 9>的细胞数将 :E: 成纤维细胞接种于已包被好胶原蛋白
的含有无菌玻片的 ;> 孔培养板中，:U Y、8W,Z>孵育，待用。

;? := 制备小鼠肺组织单细胞悬液
= = 参照文献［;］，取 7 A 8 只昆明小鼠处死，将肺组织剪成
; 33:大小的碎块，+46反复漂洗；加入 B? >8W分散酶 ;? 8 3)、
B? 7W胶原酶 B? 8 3)、8B !) O,6消化，7 Y过夜 ;> A ;[ 1，再置
于 :U Y孵箱中消化 8B A [B 3$/；7BB 目尼龙筛网过滤，8W O,6
的 +46悬浮细胞；; BBB . V 3$/ 离心 8 3$/，调整有核细胞数为
; X ;B@ 3) 9;。

;? 7= 磁珠分选小鼠肺单细胞悬液中 6(20; <细胞

= = 采用小鼠 6(20; P2#H 6’!磁珠分选系统进行细胞分选，按照
说明书进行操作。用 *FPFV O;> 培养基悬浮 6(20; <细胞，台盼

蓝染色活细胞。流式细胞仪检测分选前后 6(20; <细胞纯度。

;? 8= 小鼠肺 6(20; <细胞培养

= = 将上述分选出的 6(20; <细胞按 : X ;B7 (3 9>的细胞数接种

于已包被好胶原蛋白和 :E: 成纤维细胞的 ;> 孔培养板中，加
入含有 8W O,6 和氢化考的松的乳腺上皮细胞培养基，每孔
B? 8 3)，:U Y、8W,Z> 孵箱中孵育 >7 1，使细胞贴壁。>7 1后吸
出培养基去除未贴壁细胞，加入含有 MNO 和氢化考的松的无血
清乳腺上皮细胞培养基，每孔 ;? 8 3)，继续培养。每天观察，以
每个细胞团超过 7个细胞为 ;个克隆，隔天半量换液，至第 U天。

;? [= 细胞形态观察
= = 倒置相差显微镜动态观察细胞形态变化、生长及增殖状
况，直至细胞死亡，共 [ A U R。

;? U= 双重免疫荧光染色法鉴定 456,
= = 分别取贴壁后 7、[ R 的细胞爬片，行免疫荧光染色。由于
所购一抗均为同一来源，故采用间接二步法进行免疫荧光染

色：第 ; 天，加入 6+0,抗体（;\ ;BB），:U Y孵育 ; 1，7 Y过夜；
第 > 天，加入荧光二抗 NCQ0ONE,（;\ ;BB），:U Y孵育 ; 1，+46漂
洗，羊血清封闭 :B 3$/，加二标一抗 ,,5（; \ ;BB），:U Y孵育
; 1，7 Y过夜；第 : 天，加二标荧光二抗 NCQ0ES（;\ 8B），:U Y
孵育 ; 1，+46漂洗，加 *5+N（;\ ; BBB）复染细胞核，缓冲甘油封
片；用 +46代替一抗作为阴性对照，激光扫描共聚焦显微镜观
察染色结果。在染色结果中绿色荧光标记的是 6+0, 蛋白，代
表"型肺泡上皮细胞（2)&’")2. %H!’ " ’!$%1’)$2) (’))，5P,"）；
红色荧光标记的是 ,,5 蛋白，代表 ,)2.2 细胞；而黄色荧光代
表同时表达 6+0,和 ,,5蛋白的细胞，即 456,。

;? @= 流式细胞仪分选 456,
= = 制备小鼠肺组织单细胞悬液，方法同 ;? :。取 7 X ;BU制备

好的肺单细胞加入 4* 公司专用试管中，加入抗体 6(20;0+P
>B !)、,*:70ONE, @B !)、,*:;0+P V ,]U ;BB !)、,*780+P V ,]8
;> !)，混匀，7 Y避光孵育 :B 3$/，+46 漂洗后，流式细胞分选
仪分选 ,*:; 9 ,*78 9 6(20; < ,*:7 < 细胞，即 456,，收集待用；
^$/FR$ >? _ 软件分析流式数据。

;? _= 统计学方法
= = 采用 6+66 ;;? B 统计软件进行 !检验。

#" 结果

>? ;= 磁珠分选小鼠肺 6(20; <细胞情况

= = 通过对小鼠肺组织采用胶原酶和分散酶联合消化的方法，
平均每只成年小鼠可得到有核细胞总数（;? [ A ;? @）X ;BU。

流式细胞仪检测磁珠分选前后 6(20; <细胞纯度，结果显示经

磁珠分选后 6(20; <细胞纯度明显高于未经分选的肺单细胞悬

液中 6(20; <细胞［分别为（@U? : ‘ 8? _）W、（_? [ ‘ ;a @）W，" b
Ba B8］，说明采用小鼠 6(20; P2#H 6’!磁珠分选系统可大量富集
肺组织中 6(20; <细胞。

[UU = = = = = = = = = = = 第 = 三 = 军 = 医 = 大 = 学 = 学 = 报 = = = = = = = = = = = = 第 :B卷



第 ! 期" 钱" 莘，等#小鼠支气管肺泡干细胞的培养鉴定和分选"

$# $" 小鼠肺 %&’() *细胞培养结果

" " 将磁珠分选出的 %&’() *细胞按 + , )-. &/ 0$的细胞数接种

于已包被好胶原蛋白和 +1+ 成纤维细胞的 )$ 孔培养板中，光
镜下观察细胞大小均一，呈透亮小圆形；接种后 )$ 2，部分细胞
下沉贴附于培养孔底（图 )3）。第 $ 天贴壁细胞数量逐渐增
多，并形成数个上皮样细胞群，每群内细胞数为 )4 5 +4 个；细
胞呈扁平卵圆形，类似于铺路石，细胞核清晰（图 )6）。去除未
贴壁细胞后，更换培养基为含有 789和氢化考的松的无血清乳
腺上皮细胞培养基，继续培养。第 . 天可见已形成的上皮样细
胞群逐渐消失，开始出现聚集样生长的小细胞克隆，细胞为折

光性强的小圆形或类圆形，细胞质均匀、透亮，倒置相差显微镜

下有立体感（图 ):）。至第 ; 天，小细胞克隆明显增多，平均每
个培养孔里有细胞克隆 4 5 )- 个，每个克隆中细胞数为 $- 5
.4，最大的克隆里有细胞 $-- 个左右。第 < 天，小细胞克隆逐
渐减少、消失，部分细胞克隆的周边细胞开始变大呈扁平形，细

胞质内有大小不一的颗粒，折光性明显减弱（图 )=）。
$# +" 双重免疫荧光染色法鉴定 63%:
" " 分别取克隆培养第 .、; 天的细胞爬片进行 ::3、%>(:的免
疫荧光染色。在克隆培养第 . 天，可见克隆群中大部分细胞的
细胞质中有呈点状分布的红色荧光，围绕在细胞核周边，而在

克隆群中未见绿色荧光和黄色荧光，说明大多数细胞为 ::3
阳性的 :?’@’ 细胞，而未见 3A:!和 63%:。在克隆培养第 ;
天，可见少数克隆群中的细胞细胞质有黄色荧光，呈均一性，说

明第 ; 天时 63%:细胞克隆已形成，但数量稀少；而其他克隆群
的细胞未见黄色荧光，可见培养出的细胞克隆中还有一些并不

是 63%:（图 $）。在 >6%作为免疫组化的阴性对照组中均只有

蓝色标记的细胞核，而未见红色、绿色和黄色荧光。

$# ." 流式细胞仪分选 63%:的情况
" " 进行电压调节和荧光补偿后开始分选细胞，通过前向角和
侧向角射门选定待研究细胞群 B)，再根据 :=.4 0 :=+) 0设定

细胞门 B$，再从 B$ 细胞群中设定 %&’() * :=+. *细胞群 B. 和
%&’() 0 :=+. 0细胞门 B+。分别把分选出来的 :=.4 0 :=+) 0

%&’() * :=+. *和 :=.4 0 :=+) 0 %&’() 0 :=+. 0收集待用。独立 +
次重复实验后结果均相似，在小鼠肺单细胞悬液中 :=.4 0

:=+) 0细胞占肺细胞总数的 ))# $C 5 );# .C，其中 :=.4 0

:=+) 0 %&’() * :=+. *细胞和 :=.4 0 :=+) 0 %&’() 0 :=+. 0细胞各

占肺细胞总数的 -# <C 5 )# )C和 )# <C 5 $# -C。

!" 讨论

" " 在制备小鼠肺单细胞悬液时，我们采用分散酶和
胶原酶混合消化的方式，分散酶具有纤维结合素酶和

"型胶原酶的活性，是一种快速、温和、有效的分离上
皮和上皮下组织的中性蛋白酶；在分离上皮时它作用

于基底膜选择性地分解纤维结合素和"型胶原，而保
存上皮细胞活力和细胞连接，减少成纤维细胞的污

染［+］。胶原酶是一种由细菌中提取的酶，适于消化纤维

性的组织、上皮组织，上皮细胞本身对胶原酶有一定的

耐受性，但胶原酶对细胞间质有很好的消化作用，可使

上皮细胞与胶原分离而不受损伤。因此，通过分散酶和

胶原酶混合消化的方式，不仅能够能够得到活性好、纯

!! !" !# !$
3：培养前（ , )--）；6：培养第 $ 天（ , $--）；:：培养第 . 天（ , $--）；=：培养第 ; 天（ , )--）

图 #" 倒置相差显微镜下观察小鼠肺 $%&’# (细胞克隆培养结果

!! !" !# !$%& #’ %& #’ %& #’ %& #’
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度高的肺组织单细胞悬液，而且不损伤肺上皮细胞，利

于后续的肺上皮细胞培养。我们在前期的实验中已分

别在成年鼠（小鼠、大鼠）和新生鼠的正常肺组织中证

实了 !"#$ 的存在，其数量很少，位于 !"%& 区［’］，但
如何能够得到这群肺干细胞就成为亟需解决的问题。

( ( 本研究通过免疫磁珠富集肺组织中的 #)*+, -细

胞，希望通过干细胞培养体系得到 !"#$。但是，通过
#)*+, 磁珠富集的小鼠肺细胞不仅包括 !"#$，还包括
造血干细胞、内皮祖细胞等其他干细胞和部分分化的

前体细胞，可能会影响 !"#$的培养，如果能选择适于
上皮干细胞生长的培养体系很可能会通过优势生长而

选择性排除其他细胞的干扰。在本实验中我们选用商

品化的人鼠通用的乳腺上皮干细胞克隆生长培养基，

其以 %./. 0 1,’ 为基础培养基，添加了人源转铁蛋
白、牛血清白蛋白、胰岛素、表皮生长因子、三碘甲状腺

氨酸和氢化考的松这一类促进上皮细胞生长的因子，

以利于乳腺上皮干细胞的克隆形成和扩增。而肺上皮

干细胞并无现成的培养基可用，考虑到乳腺上皮和肺

上皮同为上皮组织，而乳腺上皮干细胞培养体系已经

成熟，所以在本实验中借鉴该培养体系。

( ( 在细胞接种前，我们预先用胶原蛋白!包被培养
板，以利于上皮干细胞的快速黏附和干细胞克隆形

成［2］。同时借鉴胚胎干细胞培养体系和表皮干细胞

培养体系［3，4］，采用经 ..$处理失去增殖活性的小鼠
#5677+898 成纤维细胞系作为肺上皮干细胞的滋养层。
898 成纤维细胞不仅利于上皮干细胞的贴壁，而且还
可以通过分泌细胞因子如 :;1、干细胞生长因子（ 7<=>
)=?? @*)<AB，#$1）和碱性成纤维细胞生长因子（C*76) @6+
CBAC?*7< DBA5<E @*)<AB，C1F1）等维持干细胞的增殖和
保持未分化状态［2］。在细胞贴壁时添加低浓度胎牛

血清以利于干细胞更好的贴壁，’2 E 后更换无血清的
培养基，以防止在有血清条件下干细胞发生分化［G］；

同时加入 :;1，进一步抑制干细胞的分化。在精原干
细胞培养的研究中发现，:;1 对维持精原干细胞的未
分化状态及其存活可能有重要作用，但对其更新性增

殖和分化性增殖均没有明显作用［H］。

( ( 在肺 #)*+, -细胞长出克隆后，分别取克隆培养第

2、4 天的细胞进行免疫荧光染色鉴定，发现在第 2 天
时只有 $$"阳性的 $?*B* 细胞出现，而未见 "/$"和
!"#$的出现；而在克隆培养第 4 天时出现了同时表
达 $$"和 #I+$ 的 !"#$ 细胞克隆，说明干细胞克隆
的出现具有时间顺序。"/$"具有自我更新的能力，
在一系列的研究中都证实 "/$"是 "/$#的前体细
胞。文献［J］报道 $?*B* 细胞是比 "/$"更前体的细
胞，$?*B*细胞可以分化为 "/$"。本研究也表明是先

出现 $?*B*细胞，然后出现 !"#$ 细胞，说明 !"#$ 与
$?*B*细胞相比可能是分化逐渐成熟的终末期细胞，可
能在肺组织中还存在着比 !"#$更原始的干细胞。
( ( 在本研究中虽然能够通过对小鼠肺 #)*+, -细胞

的克隆培养得到 !"#$，但单凭体外的克隆培养无法
得到纯化的 !"#$，更不能得到高纯度的 !"#$，由此
限制了后续研究的开展。而 !"#$有明确的表面分子
标记，可以通过流式细胞仪分选得到纯化的 !"#$，但
流式分选设备要求高，成本昂贵，而且只适于分选一些

表面分子明确的干细胞，限制了其广泛应用。克隆培

养、纯化不失为一个切实可行的方法，但其具体的培养

条件需要进一步摸索研究。

( ( 通过本实验我们认为在 !"#$的研究中应该首先
通过流式细胞仪分选出高纯度的 !"#$，然后再将分
选出来的细胞接种在由胶原蛋白和 #5677+898 成纤维
细胞包被的培养板中，用含有 :;1 的无血清乳腺上皮
细胞培养体系对 !"#$ 进行克隆培养、扩增、传代，只
有这样才能得到纯化的并能连续传代的 !"#$。本研
究不仅对小鼠 !"#$ 的培养、鉴定和流式分选建立了
技术平台，更重要的是为后续研究人肺癌干细胞的相

关生物学特性建立了实验平台。
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