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原代大鼠肝细胞分离方法与冻存条件的优化 
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(1．重庆医科大学临床学院感染科，重庆 400016；2．重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：优化原代大鼠肝细胞(PRH)分离方法与冻存条件。方法：建立低浓度胶原酶原位循环灌流法分离肝细胞；分 

别采用含2％与10％DMSL)的冻存液于一70~C或液氮中冻存 PRH，并比较各组冻存后PRH活力。结果：1．该分离方法肝细 

胞产量为1．584±0．525×10 ／lOOg大鼠体重，存活率达95．2±2．9％，肝细胞纯度>95t}6，胶原酶用量减少为4．5mg／100g大 

鼠体重。2．含2％DMSO冻存液于 70℃组与液氮组 PRH存活率均可达90％--95％；ALB冻存 14d 70℃组 PRH明显高 

于液氮组与新鲜分离组，LDH值于冻存7d的 70"C组与液氮组明显低于新鲜分离组，其它各组间均尢显著差异。结论：低浓 

度胶原酶原位循环灌流法为高效的PRH分离技术；含2％DMSO冻存液于一70℃可作为原代肝细胞冻存的理想条件。 
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Optimization of the techniques for isolation and cryOpreservatiOn 

of primary rat hepatocytes 

40 y2znqing．et al 

(Department Infectious Diseases，College of Clinical Medicine，Ckongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To optimize the techniques ff)r isolation and cryopreservation of primary rat hepatocytes．Met&d ：By improving 

traditional isolation methcNs and establishing an in situ recirculating collagenase perfusion through the portal vein
．
we want to improve 

the yield，viability and purity of primary rat hepatocytes and to reduce the cost of collagenase．Primary rat hepatocytes were cryopre— 

served at 1×10 ／rill in a suspension buffer containing 2％ DMSO or 10％ DMSO and were stored for 7 days
． 14 days or 2 months at 

一

70℃ or in liquid nitrogen．After rapidly thawed hepatocytes were cultured for 7 days，their viabilities were measured by trypan blue 

exclusion(TBE)and M1vr method，and the albumin(ALB)and lactodehydrogenase(LDH)in the supernatant of hepatocytes were 

analyzed．Results：By using the new technique，the hepatocyte yields have been improved t()1
． 584±0．525×10 ／lOOg rat b()dv 

weight(BW)，the viability of the hepatocytes is 95．2±2．9％，and purities better than 95％．At the sanle time，the cOSt of the coila— 

genase has been reduced to 4．5rag／100g rat BW．The efficiency of cryopreservation is：(1)The viabilities of hepatocytes preseⅣed in 

buffer containing 2％DMSO or 10％I)MSO were≥90％and≥85％ respectively．(2)The viabilities of hepatocytes cryopreserved in 

buffer containing 2％DMSO at一70~(2 or in liquid nitrogen were all 90％ 95％ (3)ALB synthesis was unaffected by different cry 

opreservation methods．(4)LDH in the supernatants of freshly cultured hepatocytes was equivalent to that of cryopreserved hepato 

cytes．Gmclusion：Isolation technique of primary rat hepatocytes has been succeasfully improved．Freshly isolated hepatocytes suspend— 

ed in buffer containing 2％ MDSO can be cryopreserved for 2 moths at一70℃ ．These results have showed s。far that the metho ()f 

isolation and cryopreservation of primary rat hepatocytes are optimized． 

【Key words】Hepatocyte；Technique／Irelation／Cryopreservation；Optimization 

目前，哺乳动物原代肝细胞的分离培养技术已 

被广泛应用于生物医学领域，如肝细胞介导的基因 
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治疗与生物人工肝支持系统等方面[ 。为了解决 

肝组织来源缺乏，降低分离获取肝细胞的时间、人力 

和经济成本，提高获得肝细胞的利用率以及保证实 

验中肝细胞供体的一致性等，原代肝细胞分离获取 

方法与低温贮藏(冻存)条件的优化成为亟待解决的 

课题。以原代大鼠肝细胞为模型，探索简捷、实用的 
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分离获取方法与冻存条件，为原代肝细胞，尤其是原 

代人肝细胞的经济、高效利用奠定基础。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 Wistar大鼠，雄性，体重200g以上，为重 

庆医科大学实验动物中心提供。 

1．1．2 主要试剂 Ⅳ型胶原酶：购 自SIGMA公司；DNase 

I：为华美公司产品；麟 ：购自GIB(、()BRL公司；D—Han— 

ks液：为本研究所中心供应室配制；胶原酶消化液：HBSS 

+0．01—0．02％IV型胶原酶；肝细胞洗涤液：RPMI 1640 

+0．005％ DNase I；肝细胞培养液：RPMI 1640+10％ FBS 

+双抗 +0．1U／ml胰岛素；肝细胞冻存液 I：RPMI 1640+ 

30％ FBS+双抗+0．1 U／ml胰岛素+2％ DMSO；肝细胞冻 

存液 1I：RPMI 1640+30％FBS+双抗 +0．1 U／n1l胰岛素 + 

10％ DMSO。 

1．1．3 主要器材 DDB～300多通道电子蠕动泵为浙江象 

山石浦海天电子仪器厂生产；50ml FAI CON离心管为BEC— 

TON DICKINSON Labware产品。 

1．2 方法 

1．2．1 低浓度胶原酶原位循环灌流法分离原代大鼠肝细胞 

(PRH) ①取 Wistar大鼠，用2％戊巴比妥钠 10rag／100g体 

重、肝素20U／100g体重分别腹腔注射以麻醉和抗凝。②10 

～ 15min后固定大鼠，75％酒精消毒，紫外灯照射 l5— 

30min。腹部再次 75％酒精消毒后正中切开腹腔并更换器 

械。③显露肝门部门静脉并游离 2～3cm；显露游离肝下下 

腔静脉2～3cm，各置一结扎线，暂不结扎。④穿刺针插入门 

静脉后立即结扎固定，尽快接通硅胶管并启动蠕动泵(无泵 

时，输液器亦可)，同时剪断肝下下腔静脉远端。⑤用 D— 

Hanks液20～30ml／min快速经门静脉灌注清除肝内血液， 

1 n内即可见肝脏颜色变浅，持续灌注 10rain至肝脏呈米 

黄色。同时切开胸腔结扎肝上下腔静脉。⑥插另一硅胶管 

人肝下下腔静脉并结扎固定，换 D—Hanks液为胶原酶消化 

液(37℃预热)经门静脉灌入、肝下下腔静脉流出，循环灌注 

消化肝脏10--20min(灌流速度为10～20ml／min)，至肝质变 

软，压之凹陷不易恢复。⑦停止灌注，小心剪取各肝叶置入 

消毒平皿内，加入适量肝细胞洗涤液(4℃预冷)，撕碎肝脏并 

祛除纤维结缔组织，制成混合肝脏细胞悬液。⑧100目筛网 

过滤入50ml离心管，500rpm离心 1～2min。去上清，沉淀加 

入RPMI 1640(4℃预冷)20～3Oral洗涤 3次。⑨肝细胞沉 

淀加入肝细胞培养液重悬为 10ml，取适量计数并用 0．4％台 

盼蓝染色判断存活率。 

1．2．2 原代大鼠肝细胞的低温冻存方法及其效果的检测 

①分别采用肝细胞冻存液 I与Ⅱ重悬PRH为1×10 ／ml，以 

lml借 和 10ml僧 分装，置 一20℃ 2h后冻存于一70℃或液 

氮中。②分别于冻仔7d、14d和2m时常规快速法复苏PRH 

并接种八 96孔板培养 7d，采用台盼蓝拒染法与 M Ivr法观 

测 PRH活力，并检测 PRH培养上清巾白蛋白( B)与乳酸 

脱氢酶(LDH)值。 

2 结 果 

2．1 原代大鼠肝细胞分 离方法的优化 

简化了步骤，提高了成功率。首先解决了抗凝 

不良致肝内血液淤滞严重影响消化灌注这一问题。 

本方法抗凝安全、简便，效果良好。其次，采用 2％ 

戊巴比妥钠麻醉大鼠快速、稳定与安全。再次，改进 

二步酶消化法为一次性低浓度胶原酶原位循环灌流 

法，有利于肝细胞产量与存活率的同时提高。 

减少了胶原酶用量，降低了分离成本。传统门 

脉灌流法胶原酶用量多为 10～20mg／100g大鼠体 

重(胶原酶浓度为0．05％～0．1％)_2 J，我们实验 

中，低浓度胶原酶原位循环灌流法胶原酶用量减少 

为 4．5mg／100g大鼠体重。 

提高了肝细胞产量与存活率。低浓度胶原酶原 

位循环灌流法肝细胞产量增加为(1．584±0．525)× 

10 ／100g大鼠体重，存活率达(95，2±2，9)％，肝细 

胞纯度>95％，较传统门脉灌流法肝细胞产量与存 

活率均高。 

2．2 原代大鼠肝细胞冻存条件的比较 

肝细胞冻存液I与Ⅱ对 PRH保护作用相似，复 

苏后PRH存活能力无明显差异(见表1)。 

表 1 —7()℃冻存 7d复苏接种后 PRH存活率观测结果 

肝细胞存活率(％) 

肝细胞冻存液 I组 肝细胞冻存液 Ⅱ组 

采用肝细胞冻存液I，一70℃与液氮冻存PRH 

效果相似，复苏后PRH均有良好的存活能力：台盼 

蓝拒染法显示，冻存7d、14d和2m的 70℃组与液 

氮组PRH复苏后培养7d(或6d)存活率仍达 90％ 

一 95％。MTT法显示， 70℃组与液氮组 PRH活 

力无明显差异(见表 2)。ALB合成与释放能力，冻 

存7d和2m的 70℃组与液氮组 PRH相似，冻存 

14d一70℃组 PRH明显高于液氮组与新鲜分离组 

PRH(见表 3；新鲜分离组 PRH培养 6d上清中ALB 

为2±0．436g／I )。PRH培养上清中LDH值，除冻 
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存7d的 70℃组与液氮组明显低于新鲜分离组外， 

其它各冻存时段组问及其与新鲜分离组问均无显著 

差异(见表4；新鲜分离组PRH培养6d上清中LDH 

值为38±12．29U／L)。 

表 2 冻存 2m的一70℃组与液氦组 PRH复苏后 

6d活力检测(MTT法)结果 

注： 该 尸值为一70℃组与液氮组比较(t一检验)。 

表 3 复苏后 PRH培养上清中ALB值(g／L) 

注： 该两组数值比较P<0．05(t一检验)； 

与新鲜分离组 B值比较 P<0．05(t一检验)。 

表4 复苏后 PRH培养上清中LDH值(U／L) 

注： 该组数值与新鲜分离组比较P<0．05(t一检验)。 

3 讨 论 

目前，哺乳动物原代肝细胞的分离培养技术已 

被广泛应用于生物医学领域，在基础理论研究中，如 

肝脏细胞的生长、基因表达调控及细胞间相互关系， 

肝细胞与肝炎病毒相互作用，肝毒性和肝脏细胞凋 

亡等研究中应用普遍而且十分重要；在临床医学研 

究中，已被采用于肝细胞介导的基因治疗与生物人 

工肝等方面_1 J。而大鼠模型以其容易获取、技术相 

对简捷等条件备受青睐，所以有关大鼠原代肝细胞 

的分离培养方法很多。经过长期实践探索，采用胶 

原酶经门静脉灌流消化法被公认为效果优于其他方 

法。该方法又被分为体内法(原位灌注法)和体外法 

两大类，目的都是为了尽可能地提高肝细胞的产量 

与活性，均需要解决下述技术难点：(1)肝脏灌注不 

良：常常为肝内凝血或／和气体栓塞引起。(2)肝脏 

消化不良：多为灌注不良或／和胶原酶浓度与消化时 

间不当所致。(3)肝细胞产量与存活率低下：除上述 

原因外，分离所用缓冲液与离心洗涤条件也很重要。 

(4)细菌、真菌等微生物的污染也是常见的困扰因 

素[引。 

我们在传统的门静脉灌流消化法基础上，改进 

某些关键技术细节而比较完善地克服了上述困难， 

主要体现在下面几点：(1)简捷、安全、有效的麻醉与 

抗凝方法为肝脏的良好灌注作了充分准备。根据实 

践探索，乙醚吸人麻醉深度与时间较难掌握。而采用 

2％戊巴比妥钠麻醉大鼠容易控制、效果良好。大鼠 

的肝素化抗凝亦是重要环节之一。刚开始采用常用 

的经肝下下腔静脉注射肝素抗凝方法，每次均发现 

注射部位涌血迅速导致肝内凝血，门静脉插管成功 

前肝内血液已广泛淤滞、肝脏颜色变暗。D—Hanks 

液灌注时肝内阻力较大，即使延长灌注时间大部分 

肝脏仍为暗红色。胶原酶消化效果很差，结果肝细 

胞产量与活力都很低。(2)快速、稳定、充分的灌注 

为肝脏的良好消化奠定了基础。(3)适当浓度胶原 

酶的原位循环灌流消化不仅提高并保证了肝细胞的 

产量与存活率，而且因减少了胶原酶的用量而降低 

了分离培养的成本。文献多采用消化酶(如胶原酶 

I、Ⅳ，胰蛋白酶等)非循环灌流法，酶浓度较大，多 

为0．1％左右或更高；酶用量大，常>20mg／100g大 

鼠体重。部分文献报告采用二步酶消化法，实验中 

也曾采用Ⅳ型胶原酶二步消化法分离肝细胞，但是 

并不能提高其产量与存活率。(4)适当的肝细胞洗 

涤液和离心洗涤条件一方面保证了细胞产量、存活 

率，另一方面，降低了肝细胞集聚提高了单个肝细胞 

产率以及肝细胞纯度。(5)我们所建立的低浓度胶 

原酶原位循环灌流法为一较好的封闭体系，在一定 

程度上能减少细菌等微生物的污染。总之，根据实 

践，该改进后的肝细胞分离技术为一较为完善的方 

法。当然，如果将单一肝细胞的分离与多种肝脏细 

胞同时分离结合起来，就更为高效、经济和实用。 

原代肝细胞经冻存后可以较长期保存，并被应 

用于肝脏病学、药理学和毒理学的研究 5。如何保 

证冻存后原代肝细胞生物学性状与新鲜分离肝细胞 

的高度一致，这是大家共同面对的一个难题。各国 

专家一致认为，成功冻存原代肝细胞取决于缓慢冷 

冻、快速复苏，冷冻保护剂的适当浓度与缓慢加人， 

以及冻存温度的适当选择等方面 6。有作者报告， 

采用双层凝胶夹心法接种原代肝细胞培养 3d后，直 

接经速度控制冷冻法贮藏于一80℃细胞库 3h或 

14d，肝细胞存活率达 75％±10％，两时问段无差 
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异l 5l5。大多文献报告，采用含 10％DMSO的冻存 

液悬浮肝细胞分装后液氮保存方法，肝细胞存活率 

可达 80％～90％左右，细胞的形态完整性 、白蛋白 

合成能力以及多种酶活性均保存完好I j。但上 

述方法均存在不同程度的缺点，如冻存步骤复杂、冻 

存条件要求较高、肝细胞悬液冻存体积小、冻存时间 

较短以及冻存后肝细胞存活率较低等。为了妥善地 

解决上述问题，以原代大鼠肝细胞为模型进行探索， 

有下面几点收获：(1)含2％DMSO与10％DMSO 

冻存液保护作用相同；(2)含 2％DMSO冻存液悬 

浮肝细胞冻存于一70℃与液氮效果均良好；(3)冻存 

于一70℃与液氮 1w至2m肝细胞均保存了良好的 

生物学性状；(4)于一70℃冰库，Iml一10ml体积肝 

细胞悬液均保持了较高的肝细胞存活率。通过对比 

研究而探索到了一个简化的原代肝细胞冻存方法， 

即采用含2％DMSO冻存液悬浮肝细胞于一70℃ 

冰库保存，期限可达2m甚至更长，尤其是冻存体积 

可以较大，能为体外生物人工肝支持系统或临床肝 

细胞移植技术_1 0l提供方便。因此，该方法不仅为原 

代肝细胞，尤其是原代人肝细胞的经济、高效利用奠 

定了基础，而且将会为原代肝细胞分离培养技术在 

生物医学领域基础理论研究和临床医学研究中的实 

际应用起到积极的推动作用。 
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