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原位循环灌流法分离大鼠肝星状细胞 
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【摘 要】目的：为深入探讨肝纤维化的细胞机制，探索经济、稳定的肝星状细胞分离和培养方法。方法：采用胶原酶原位 

循环灌啻}【法分离大鼠肝星状细胞，l8％Ny∞d∞z密度梯度离心纯化星状细胞。tilitt：星状细胞的得率为1 x l o'一3 x to'／~，纯 

度为90％．存活率为96％。结论：原位循环灌流法是有效的大鼠肝星状细胞的分离和培养方法。 
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The isolation and culture of rat hepatic stellate cells with collagenase in situ liver 

recirculating perfusion 

LUO Yun,etal 

fDepartment ofGastroenterology,Second College ofClinical Medicine．Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To investigate the method of isolation and culture of hepatic stellate cells for studying 

the cellular mechanisms of hepatic fibrosis．Methods：The isolation of normal rat hepatic stellat~cells was 

established with eollagenase in situ liver recirculating perfusion．Hepatic stellate cells were purified using 

density gradient cantrlfugation、vitI1 1 8％ Nycodenz．Results：The amount of hepatic stellate cells obtained were I 

10 一3 x 10 cells per liver with a purity of more than 90％ and the viability of more than 96％．Conclusion：The 

result showed that the methods ofthe isolation and culture of rat hepatic sctllate cells W~l'e economical and steady． 
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肝星状细胞的激活是肝纤维化过程中的中心环 

节 ，肝星状细胞正成为国内外学者研究肝纤维化 

的热点，建立稳定和经济的分离和培养肝星状细胞 

的方法是研究肝纤维化的基础。Knook J于1982年首 

先建立 以酶消化 为基 础的分离法 ，并采用 

Metrizamide密度离心法纯化大鼠肝星状细胞，国内 

在这方面的工作起步较晚，1993年才见有关大鼠肝 

星状细胞分离和培养方法的文献报 。 由于该 细 

胞的分离有一定的难度，研究者往往为细胞的产 

量、纯度等问题所困扰。作者参考国内外文献 ， 

摸索出稳定和经济的分离方法，现介绍如下。 

1 材料和方法 

1 I 动物 

蛾性wistar太鼠，体重350—450g 重庆医科大学动物中 

心供应。 

作者介绍：梦 云 {1964- )．男，主浩匡师．博士． 

主要研览方向：中药抗肝纤难化机理研充． 

薹盒项目：由重虎市卫生局科研基量青助 (99-41)12) 

I 2 主要试剂 

IV型胶原酶、链霉蛋白酶E(pronase E)、Nycodenz均 

为美国Sigma公司产品：DNA酶I(DNase1)．DMEM千 

粉，胎牛血清为美为Gibco公司产品；各种培养板和瓶为 

Nunelon公司产品。抗desmln抗体为美国Zymed公司产品． 

SABC试剂盘购自武汉博士德公司。其它试剂均为国产分析 

纯试剂。 

1．3 分离方法 

大鼠用2％戌巴比妥钠 (60m kg体重)腹腔麻醉后．固 

定于超净工作台．将肠管推向腹腔左懂I，暴露门静脉及前腔 

静脉，并各预置缝线1根。门静脉穿刺留置针，退出针蕊， 

结扎缝线。将输漉器与留置管相连，开启电子蠕动泵，灌流 

D．Hank。s液，流速为15mltmln左右、迅速剪断前腔静脉放 

血。同时剖开胸腔，暴露并结扎后腔静脉。灌流约10min 

后．肝脏颜色变苍白，前腔静脉插人硅胶管，并用缝线扎 

紧。改用含0．0Y／olV型胶原酶和0_1％pronas~E的Flank's液 

50ml，于37℃循环灌流．流速为10—12mVmin，灌流约 

I5min后肝组织软化，迅速取下肝脏，置于平皿中，剔除结 

缔组织和肝包膜。将细胞悬液转入盛有含0．05％1V型胶原 

酶、0．02％twonas~E及0．005％DNase I的Hank。s液 20ml的玻璃 

瓶内．37℃震荡滑化l5—20rain、过2oO目细网后，收集滤液 

于50ml聚丙烯离心管中．500转／min离 L~5min，取上清再 
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1500~／min离 ~,lOmin，取沉淀加2倍体积18％ Nycodenz， 

上覆DMEM 3ml。2600转tmin离 t~,20min，仔细吸取界面细 

胞层，放入离心管 内，加入DMEM，1500转tmin离心 

10min，离心2次后，去上清液，将细胞悬浮在含20％胎牛血 

清的DMEM内。 

1．4 鍪定方法 

活细胞鉴定，用0．4％台吩蓝染色计算产量及存活率：性 

质鉴定用小鼠抗desmin：l~体，sABc法做免疫组化染色。 

1．5 培养方法 

细胞以1 10'一5 x I cm 接种在50ml塑料培养瓶中 

(Nur~lon产品)，在5％CO2，95％空气的c 培养箱里培 

养，48h首次换液后，改用含10％胎牛血清的DMEM培养 

液，I；̂后每2—4天更换一次培养液。 

1．6 传代方法 

原代培养星状细胞长满单层后，吸去培养基，0．25％胰 

蛋白酶于37℃消化10一I 5rain，吸去胰蛋白酶，加人3ml 

DMEM，吹打培养瓶壁，收集细胞悬液，I 500转／min离心 

lOmin，离心2次后，加人DMEM重悬，以1叫 cTl1 度接 

种。 

2 结 果 

2．1 细胞得率 

每只大鼠肝星状细胞的获得率为1 x 10 3× 

l0 个，经台盼蓝染色，细胞存活率在96％以上。 

2．2 细胞的形态观察 

在倒置显微镜下见刚分离的星状细胞呈圆形， 

胞浆有较多脂滴，接种24h后，部分细胞贴壁，呈 

扁园形。48h后部分细胞贴壁并伸展，随着培养时 

间延长，细胞逐渐呈星状，并由星状向棱形变化。 

经10一l4天培养，细胞长成单层。传代1—2h内， 

细胞大多贴壁，24h后全部伸展生长 (图1)，约7 

天又可长成单层，传代后，细胞继续生长，可维持 

传代4代 以上 传代细胞透射 电镜观察，细胞核 

大，内质网发达。 

圈l 传代培养第3天的星状细胞 (IOX 20) 

2．3 星状细胞的性质鉴定 

原代培养第10天的desmin阳性细胞在90％以 

上，传代培养细胞的desmin阳性率达100％ (图2) 

图2 传代培养星状细胞desmin免疫细胞化学染色 

(SABC． 10x20) 

3 讨 论 

原位循环灌流法分离大鼠肝星状细胞的得率、 

纯度及活力均能达到实验要求。不同的作者分离一 

次星状细胞所需酶的用量有差异，本文需用胶原酶 

35mg，pronase E 54mg；徐列明等人 需用胶原酶 

60mg，pronase E145—170mg；陈原稼等人 需用胶 

原酶60mg，pronase E 88mg。因此，本法的优点在 

于分离所用酶消耗量较其它方法少，是一种经济的 

分离方法。其技术关键在于循环体系的建立，这要 

求成功地门静脉穿刺插管及前腔静脉的插管，否 

则，就不能建立循环体系。 

肝星状细胞的得率受下列因素的影响：(1)肝脏 

酶灌流前血液冲洗是否干净，如瘀血部位体积较 

大，未瘀血部位必然被酶过度消化，就会影响星状 

细胞的得率和存活，可通过注射肝素和一次性成功 

进行门静脉穿刺插管来解决 (2)胶原酶和链霉蛋白 

酶的消化，如消化不充分，肝细胞大量存在，影响 

星状细胞的纯度。适度酶消化受酶活性 灌流温度 

及时间等影响。由于上述两种酶的活力均需要ca" 

， 因此，配制酶消化液时，必须用Hanks液；灌流 

时间在i5min左右，灌流时间过短，星状细胞得率 

减少，灌流时间过长，星状细胞活力要受影响 (3) 

DNase l，由于破坏的肝细胞释放大量DNA，致使 

细胞悬液粘度大量增加，因此，必须使用DNase I， 

以破坏DNA，减少细胞悬液的粘度。否则，星状细 

胞得率会下降 (4 ycodenz，密度梯度离心是纯化 

星状细胞的重要步骤 本方法采用Nycodenz为密度 

梯度离心介质，必须用~Nacl的GBSS配制，操作时 

应严格保持各种溶液浓度和添加量的准确性，收 

(下转第52页) 
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多，其中多药耐药 (MDR1)基因过度表达是引起 

肿瘤耐药的最主要原因。我室在检测儿童实体恶性 

肿瘤MDR1基因表达中，MDRImRNA阳 陛率 为 

84．2％，P·gP阳性率为80％，两者符合率达86．7％。。 

。 MDR1基因在骨髓造血细胞中表达量极{氐I一，导 致 

其对化疗非常敏感，易受化疗药物攻击，导致全血 

细胞下降，这是化疗最严重的毒副作用。骨髓造血 

细胞MDR1基因低表达妨碍了化疗药物剂量的增 

大，影响化疗疗效。把MDR1基因转人骨髓造血细 

胞则可以提高骨髓造血细胞对化疗药物的耐受性。 

国内外研究显示，小鼠骨髓细胞的MDR1基因 

转染率波动在7％一45％之间⋯ ，各学者所用转染 

方式及转染条件并不完全相同，主要分为与包装细 

胞共培养法及病毒上清转染法。本实验采用含 

MDR1基因的逆转录病毒上清转染法转染小鼠骨髓 

造血细胞，避免了包装细胞与转染细胞的混杂，提 

高了转染的安全性，PCR证实转染外源MDR1基因 

可整合人造血细胞基因组中，免疫组化法检测 

MDR1基因最高转染率达33％，较接近国外相同实 

验转染效率，高于国内相同实验，且转染的MDR1 

基因表达产物可行使正常功能，说明本实验所采用 

的病毒上清转染法适用于小鼠骨髓造血细胞转染。 

1998年，Buntingt 采用造血细胞与细胞因子体外共 

培养l2天后回输体内后，引起粒细胞增生紊乱，所 

以我们认为体外转染时间不应过长。本实验结果显 

示转染4日组小鼠骨髓造血细胞转染率高于2日组小 

鼠骨髓细胞转染率，转染效率达到应用水平，测定 

两组转染细胞死亡率无明显差别，说明逆转录病毒 

上清转染法结合半量换液有利于提高MDRI基因转 

染效率，转染4日组小鼠造血细胞更适合体内回 

输。本实验为进一步行MDR1基因疗法动物体内实 

验奠定了实验基础。 
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集界面细胞时，尽可能少吸取界下液体，否则，会 

夹杂Kupffer~胞。(5)无菌操作，由于整个分离时间 

较长，容易受细菌污染。因此，整个操作过程中， 

应严格按照无菌操作原则进行。 
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