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文章编号:1000-5404(2001)02-0239-02 技术方法

体外分离培养正常成人肝细胞的方法

Study on isolation and culture of adult hepatocytes in vitro

马巧玉 ,王宇明 ,郝　飞 ,刘国栋　　(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　探讨体外分离培养成人肝细胞的方法。方法　用体外二步灌流法分离正常成人肝细胞 ,用 PRMI-1640 细胞培

养液维持培养1 月以上。结果　成人肝细胞可在体外被分离并存活 1 月以上。结论　正常成人肝细胞可在体外分离培养以供各
种肝病基础和临床研究。

　　各种肝脏疾病(特别是病毒性肝炎 、原发性肝癌)
在我国发病率高 ,无可靠治疗方法 ,因此 ,迫切需要在
肝脏疾病的发病机制及治疗方面有所突破。近年来 ,
国内外有许多关于用动物肝细胞 ,肿瘤细胞甚至胎儿
肝细胞进行肝脏疾病研究的报道 ,但这些细胞与自然
状态的成人肝细胞有较大差别 ,我们在体外分离培养
正常成人肝细胞 ,以期寻找与自然状态最为接近的 、更
适宜于进行肝脏疾病的发病机制和防治研究的细胞

模型 。

1　材料和方法

1.1　主要材料
1.1.1　正常成人肝组织标本　　取意外死亡之 3 例成年男性

(19、24 、35岁)、1 例成年女性(27 岁)肝脏 , 均无肝病史 , 临床生

化和病理检查无异常 ,各种肝炎病毒标志物 、AIH检测均阴性。

1.1.2　试剂　　小牛血清由本校试剂中心提供 , 用前 56 ℃×
30 min灭活补体 。PRMI-1640培养基购自美国 GIBCO公司。 胶
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原酶 、胰蛋白酶抑制剂由美国 SIGMA公司提供。分散酶购自德

国宝灵曼公司。

1.2　实验方法
1.2.1　正常成人肝细胞分离　　采用体外二步灌流法分离正

常成人肝细胞[ 1, 2] 。 取肝脏 100 g ,将肝组织置于培养皿中 , 用

37 ℃含 Ca2+、Ma2+前灌流液自残存血管中反复灌注 , 至大部分

肝脏呈现灰白色 , 用 37 ℃、0.05%的胶原酶(含 0.1%分散酶)

反复注入残存血管 ,剪碎肝组织 , 37 ℃震荡 ,消化 30 min , 3 层无

菌沙布过滤 , 450 r/ min×4 min离心 ,弃上清 , 反复 3 次 , 最后用

含10%小牛血清 RPMI-1640 培养液(完全培养液)按细胞密度

1×106/ml 稀释后按 5 ml/瓶 , 10 ml/瓶分别接种至 25 ml , 50 ml

培养瓶 ,置于 37 ℃、5% CO2培养箱孵育。

1.2.2　正常成人肝细胞培养　　24 h 后换液 , 弃去含漂浮细

胞的培养液 ,按上述比例 , 加入 RPMI-1640 完全培养液 , 此后每

2～ 3 d 更换完全培养液 1 次 , 维持培养 1 月以上。于培养第

10 、20 、30 天分别计数肝细胞数 , 台盼蓝染色确定肝细胞存

活率。

2　结果

2.1　细胞分离
　　由于肝组织为非全小叶标本 ,前灌液和胶原酶灌注仅可到

达部分肝组织 ,分离效果稍差 , 分离后用台盼蓝染色 , 肝细胞存
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活率约 80%～ 90%。

2.2　肝细胞培养
　　分离细胞 24 h 后 ,约 70%～ 80%肝细胞贴壁 , 贴壁细胞在

第1 ～ 3 天呈圆形 , 单核 , 见图 1A , 在第 4 ～ 8 天开始渐呈多角
形 ,单核 , 细胞大小 、形态略有不同(培养 12 d 的肝细胞见图

1B), 维持此形态约 1月。肝细胞培养至 32 ～ 36 d ,细胞逐渐变

圆 、脱落。 4例肝细胞培养除 1 例在第 28 天时 , 因霉菌污染放

弃外 ,余 3 例均维持培养 1 月以上 , 重复性好。第 10 天肝细胞

计数为(6.79±0.21)×105/ml , 台盼蓝染色肝细胞存活率>

90%。第 20天肝细胞计数为(5.56±0.24)×105/ ml ,台盼蓝染
色肝细胞存活率>90%。第 30 天肝细胞计数为(4.47±0.32)

×105/ml ,台盼蓝染色肝细胞存活率约 60%。

图 1　培养肝细胞　(×100)　　A:2 d;B:12 d

3　讨论

　　目前 ,在肝脏疾病特别是病毒性肝炎的研究中 ,用
动物肝细胞 、肿瘤细胞 、人胎儿肝细胞等作为细胞模型
的最为常见 ,但这些细胞模型与自然感染状态下的成
人肝细胞是否有类似的方式 、途径及生物学特性均无
定论 。因此 ,我们分离培养了正常成人肝细胞 ,以期在
最接近自然感染的情况下研究肝脏疾病的发病机制 、
病理改变及临床治疗 。
　　目前分离肝细胞多采用体外二步灌流法 。因为我
们所取肝组织为非全小叶标本 ,灌注时有部分肝组织
不能到达 ,加之成人肝组织分离肝细胞效率有限

[ 2]
,因

此分离效率较低 。加入分散酶后可提高分离效率 。此
外 ,在最初 24 h ,有部分细胞不贴壁 ,需弃去。因此 ,要
求每毫升细胞浓度高于其它细胞培养。正常成人肝细
胞体外培养时间约 1月 ,为延长肝细胞存活时间 ,有人
提出采取胶原凝胶夹层培养和多细胞球状体方式培

养
[ 3 ,4]

,可提高肝细胞生存效率及延长其存活时间。
　　乙型病毒性肝炎 、丙型病毒性肝炎的发病机理和
临床治疗研究一直无突破性进展 ,这与缺乏适宜的细
胞模型有关 。体外培养的正常成人肝细胞可改善乙 、
丙型肝炎病毒感染细胞的有效性 ,且在体外支持上述
肝炎病毒复制[ 2 ,5 ,6] 。因此 ,可用人肝细胞进行下述研
究:肝炎病毒怎样吸附于肝细胞 ,肝细胞上病毒抗原表
达及与免疫反应的关系 ,病毒变异 、肝细胞感染后病
理 、功能改变等 ,人肝细胞还可用于抗病毒药物及疫苗
效果判定 。
　　近年来 ,国外有人将兔肝细胞移植到切除 90%肝
脏 、严重肝功能障碍的兔肝或脾上 ,证实形态完好的移

植肝细胞可存活 15个月 ,并能起良好的代偿作用
[ 2]
。

目前在治疗各种严重肝病时 ,肝移植已成为必不可少
的方法之一 ,但供肝严重缺乏 ,如能将人肝细胞分离后
移植在腹膜 、脾脏或胰腺上 ,并发挥其生物作用 ,在肝
病治疗史上将是一个突破性进展。
　　体外分离培养正常成人肝细胞的细胞模型虽然有
重复性好 、价格低廉 、操作简便与自然感染状态接近 ,
利于开展肝脏病各项研究的优点 ,但肝细胞来源有一
定困难 ,细胞培养时间不够长 ,不能传代等均为此细胞
模型的缺点 ,需要进一步研究解决 。
　　关键词:肝细胞;分离;培养

　　中图法分类号:R322.47　　　文献标识码:B
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