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体外灌流装置分离肝细胞的初步探索

An extracorporeal perfusion apparatus for isolating of hepatocytes

郭海涛 ,王英杰 ,刘　俊 ,刘国栋 ,文红伟 ,王宇明　　(第三军医大学附属西南医院全军感染病研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探索和建立一种消化分离肝细胞的体外简易灌流装置及方法。方法　采用蠕动泵 、特制水浴恒温

箱 、硅胶管 、不锈钢网 、塑料留置注射软管针头等组装成简易灌流装置 ,对成年家兔 、新生中国实验小型猪和人胎肝进行体

外两步灌流 ,综合评价分离肝细胞的效果 。结果　灌流装置两步法消化分离肝细胞的活力为 84%～ 98%, 细胞获得量为

(3.5 ～ 9.2)×106/g , 普通条件接种培养后细胞贴壁 、生长均良好。结论　自制体外灌流装置消化分离肝细胞简便 、快捷 、

可靠 ,尤其适宜于较大动物肝细胞的大量分离。

　　近年来 ,由于细胞生物学 、组织工程等技术的不断

提高 ,使培养肝细胞型生物人工肝和肝细胞移植得以

迅速发展 ,同时带动了肝细胞基因治疗 、肝细胞分泌产

物的提取及生产等应用研究的发展 。随着有关研究的

不断深入 ,大量高效分离肝细胞成为重要的条件之

一
[ 1]
。为满足生物人工肝等研究的要求 ,我们建立了

一种组合式简易灌流装置及方法 ,对兔 、猪 、人胎肝进

行体外两步灌流 ,消化分离肝细胞取得较好的效果 。

1　材料与方法

1.1　实验肝脏及来源
　　实验肝脏选用成年日本大耳白兔(3 只)、新生中国实验小型

猪(6 只)及人胎肝(6 个)。成年兔体重2.5～ 2.8 kg , 新生(6 ～ 14

d)小型猪体重 1.1～ 2.3 kg , 两种动物均由本校实验动物中心提

供。人胎肝来自引产死胎 ,人胎龄5 ～ 6个月 ,胎死时间 1～ 3 h。

1.2　灌流装置
　　灌流装置由蠕动泵 、特制小型恒温水浴箱 、硅胶液体传输

管 、塑料留置软管针 、不锈钢网和烧杯等共同组成。使用时将

实验肝脏放在不锈钢网上 , 并置烧杯上 , 烧杯内分装前灌流液

和胶原酶液 ,共置于水浴池中 , 水温控制在 38 ～ 39 ℃。硅胶管

通过蠕动泵分别与灌流液体和灌流软管相连 ,灌流时烧杯内的

液体在蠕动泵的驱动下 ,沿导管 、灌流针及血管进入肝脏 ,消化

作用后又溢出肝脏 , 流入杯中 , 形成循环恒温灌注方式。酌情

更换灌流液体和终止灌流。

1.3　肝细胞的消化分离
　　无菌条件开腹暴露门静脉并注入肝素钠 100 ～ 150 U。 游

离肝脏 , 于肝门处剪下取出 , 置体外灌流装置不锈钢网上进行
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整体肝两步循环灌流。前灌流液为含 EDTA 、无 Ca2+及Mg2+的

Hanks 液 ,共 500 ml ,其中 300 ml灌流后丢弃 , 另 200 ml循环灌

流 ,灌速控制在 80～ 100 ml/min , 时间约 10～ 15 min。第二步灌

流液为 0.05%胶原酶液 ,循环灌速为 50 ～ 70 ml/ min ,时间约 10

min。灌流结束后 , 用剪刀划破肝包膜 , 剔除大块纤维结缔组

织 ,收集细胞悬液 , 再置 37 ℃条件下消化 10 ～ 15 min。用 RPMI

1640培养液终止消化 , 两层纱布过滤 2次 , 50×g反复离心 3 ～ 4

次获取肝细胞。

1.4　观察方法
　　使用血细胞计数板计数肝细胞获得量 , 0.4%台盼蓝拒染

试验判断细胞活力。按 1×105/ml接种于塑料培养瓶 , 使用倒

置相差显微镜观察细胞纯度 、贴壁生长情况和增殖生长能力 ,

生化分析仪检测培养上清乳酸脱氢酶(LDH)含量。

1.5　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 组间比较采用 t检验。

2　结果

2.1　肝细胞分离效果
　　采用简易体外灌流装置两步法消化分离兔 、猪 、人胎肝细

胞的活力与肝细胞获得量见表 1。从表中可见 , 3 种不同肝脏

分离效果以小型实验猪肝细胞分离较好 , 人胎肝细胞次之 , 成

年家兔肝细胞分离效果相对较差(P<0.05)。

表 1　消化分离肝细胞结果( x±s)

成年兔(n=3) 小型乳猪(n=6) 人胎肝(n=6)

活力(%) 90.3 ±4.5 94.2 ±3.5 94.1 ±2.3

细胞量(×106/g) 3.83±0.40 7.97±1.01＊ 5.45±1.16

纯度(%) 97.1 ±0.6 97.5 ±1.1 97.2 ±1.0

＊:P<0.05与成年兔组比较

2.2　分离肝细胞的培养
　　3 种不同来源肝细胞分离后均可在塑料培养瓶内贴壁 , 在

常规 37 ℃、5%CO2、95%O2 条件下培养生长 , 贴壁情况 、增殖能

力 、培养时间等综合评价显示 , 人胎肝细胞的培养情况最佳 , 小

型实验乳猪和成年家兔肝细胞稍差 ,见图 1 ～ 3。

549
第 25 卷第 6期

2003 年3 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.25 , No.6
Mar.2003

DOI :10.16016/j.1000-5404.2003.06.036



图 1　刚分离的家兔肝细胞　(×100)

图 2　分离培养 20 h的猪肝细胞　(×100)

图 3　分离培养 1周的人胎肝细胞　(×200)

2.3　分离肝细胞的 LDH 释放量

　　接种培养 4 h , 家兔 、乳猪 、人胎肝细胞培养上清中 LDH 的

释放量(U/ L)分别为 34.7±5.8、15.2±4.6 、29.2±7.1 , 24 h 分

别升高至 64.7±17.3、18.7±5.8 、52.6±21.4 , 48 h 培养上清

LDH 的释放量未进一步上升。

3　讨论

　　肝细胞分离最早采用机械分离法 ,其最大的优点

是不会像酶消化法那样对细胞膜蛋白造成改变 ,但产
量很低 ,所分离的肝细胞活力差。现多采用原位两步

灌流法[ 2] ,此方法已成为肝细胞和肝脏相关基础与临

床实验研究的重要工具[ 3] 。
　　本研究所用的肝细胞消化制备同样采用此方法 ,

所不同的是肝细胞消化分离过程的无菌要求严格 ,需
要分离获取的肝细胞数量更大 、活性更高 。故与普通

消化分离肝细胞相比 ,生物人工肝的研究与应用需要
尽可能达到大量 、快捷 、高效 、高质量地分离肝细胞。

本研究借鉴外科肝叶切除后进行体外灌流分离肝细胞

的成功经验[ 4 , 5] ,将较大动物肝脏和人胎肝游离后 ,用

灌流装置进行整体肝两步灌流分离肝细胞。通过严格
掌握灌流液温度 、pH 值 、灌流速度及时间 ,充分剔除肝
纤维结缔组织 ,精心控制振荡消化时的肝细胞悬液浓

度 、消化时间 ,采用”二次”过滤法等 ,消化分离肝细胞
的产量较多 、活性好 、纯度高 ,接种培养后增殖生长旺

盛 ,满足了生物人工肝的研究的要求。
　　本研究所建灌流装置及方法具有如下优点:①装

置简单 ,无复杂设备 ,各部分易组合;②操作方便 ,单人
可完成操作;③对较大动物肝脏的循环式整体肝连续

灌流 ,不仅节约了试剂 ,而且消化分离肝细胞快捷 、可
靠。如选用肝静脉(而非门静脉)作为灌流血管并用缝

线将导管与肝静脉结扎 ,可减少灌流液的外漏 ,确保肝
组织的充分灌注和广泛消化 ,能获取更多的肝细胞 。

　　肝细胞的分离效果受诸多因素的影响 ,在分离技
术方法相同的情况下 ,分离肝细胞的数量和质量主要
受肝组织种类 、供体年龄 、肝组织获取时间等影响 。本

研究中 ,新生小型实验猪肝细胞的分离效果较好 ,人胎
肝细胞因受死胎时间较长 、肝内血液凝固致灌流不良

影响次之 。成年家兔肝细胞分离效果较差的原因可能
与其年龄相对较大 、肝组织内纤维结缔组织相对较多

有关 ,提示新生猪肝细胞和人胎肝细胞是生物人工肝
研究理想的细胞材料 。
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