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　　提　要　目的: 探讨肺泡Ⅱ型上皮细胞的分离 ,鉴定和培养。方法:采用改良法 (酶消化与碳铁颗粒相结

合 )、分离、鉴定和培养了肺泡Ⅱ型上皮细胞。结果: 使用上述方法分离的肺泡Ⅱ型上皮细胞 ,经流式细胞仪、

鞣酸染色和电子显微镜鉴定 ,其纯度达 70%以上。结论: 经改良法分离的肺泡Ⅱ型上皮细胞 ,可满足一般试验

需求。

　　肺泡Ⅱ型上皮细胞是肺脏的重要结构细胞 ,一般

认为具有修复已损伤的上皮细胞、合成与分泌表面活

性物质的功能。资料表明 ,肺泡上皮细胞损伤后 ,若延

迟修复 ,可影响上皮细胞对肺胞壁成纤维细胞的抑制

作用 ,从而导致成纤维细胞增生。由于其具有合成、分

泌、调节肺表面活性的功能 ,因而与急性呼吸窘迫综合

征 ( ARDS)的发病机理和治疗关系密切 ,晚近颇受临

床关注
[1～ 2 ]
。为了对急性肺损伤更深入了解 ,探讨表面

活性物质在急性肺损伤中的作用及机理 ,我们分离、纯

化并鉴定了大鼠肺胞Ⅱ型上皮细胞 ,并对其进行了初

步观察。

1　材料与方法

　　主要参照 Dobbs和 Cunningham等 [3, 4]方法稍加修改。

1. 1　肺泡Ⅱ型上皮细胞的分离
　　雄性 Wistar大鼠 180～ 200 g ,腹腔内注射 3%戊巴比妥钠

10 mg /kg ,和肝素 400 u /kg ,气管切开并插管 ,放血活杀。放入

75%乙醇 3～ 5 min,在超净工作台中 ,用溶液 I灌洗肺 8次 ( 5毫

升 /次 ) ,以除去肺泡巨噬细胞。 (溶液 I 140 mmo l NaCl, 5

mmo l KCl, 2. 5 mmo l磷酸氢钠缓冲液 , 10 mmol HEPES, 6

mmo l葡萄糖 , 0. 2 mmo l EGTA , p H 7. 4,均用灭菌双蒸水配

制 ,使用时加热到 37℃ ) ,再用溶液Ⅱ (组成 ;溶液 I中加入 2. 0

mmo l CaCl2 , 1. 3 mmol M g SO4混匀 ,使用时加热到 37℃ )灌洗

两次 , 0. 25%胰蛋白酶 ( D IF进口分装 )和 0. 1%胶原酶 (美国 ,

Sigma)的混合液灌注一次。快速取出肺脏 ,放 37℃静置 30 min,

充分消化 ,除去气管和大气道。在含有 DN Ase 250μg /ml,总量

4 ml的溶液中将肺脏切成 1 mm3小碎块片 ,小牛血清灭活胰蛋

白酶。切碎的肺组织小块倒入 250 ml三角烧瓶中 ,溶液Ⅱ 补足

20 ml /肺 ,放入 37℃水浴晃动 130次 /min,约 5 min。悬液经过滤

后 ,放入 30 ml尖底离心管中 , 400× g离心 8～ 10 min,弃上清。

用 RPM I- 1640培养液重悬。

1. 2　肺泡Ⅱ型上皮细胞的纯化
　　 RPM I- 1640培养液重悬的混合细胞液加入 0. 5 g碳铁颗

粒 ( Carbony l ir on) 37℃孵育 1 h。放在磁力搅拌器上 ,除去巨噬

细胞。0. 4%台盼蓝染色 ,判断细胞活力。用 DM EM ( Dulbecco s̀

modified eag le medium, DM EM . G IBCO )培养基培养 ,含 10%

小牛血清 , 2 mmo l谷氨酰胺 , 10 mmol HEPES, 100 U /ml青霉

素 , 100μg /ml连霉素等添加剂。细胞密度为 ( 20～ 30)× 106 /

皿 , 10% CO2培养箱中培养。实验用细胞培养 24～ 48 h。

1. 3　肺泡Ⅱ型上皮细胞的鉴定
1. 3. 1　流式细胞仪鉴定　　采用 Cunningham等 [4]方法 ,已分

离和纯化的肺泡Ⅱ型上皮细胞悬液 3 ml ( 50000个细胞 ) ,加入

肺泡Ⅱ型上皮细胞单克隆抗体 ( HEA- 125) 100μl,混匀 , 4℃冰

箱 30 min。 PBS漂洗 3次 ,加入山羊抗鼠 IgG联接异硫氰胍荧光

素 ( IgG- FITC) 50μl,混匀 , 4℃冰箱 30 min, PBS漂洗后 ,流式

细胞仪 ( 53 nm )测定荧光强度。 ( HEA- 125,山羊抗鼠 IgG-

FITC均系 New castle大学 Cunningham教授惠赠 )。

1. 3. 2　鞣酸染色鉴定　　按 M ason等 [5]方法加以改进。已分

离和纯化的肺胞Ⅱ 型上皮细胞悬液 ,涂载玻片 ,自然干燥 , 2%

戊二醛固定 15 min。PBS冲洗 2次后 , 1%四氧锇酸染色 1. 5 h ,

1%鞣酸染色过夜 , PBS漂洗 ,双蒸水冲洗。自然干燥 ,封片 ,光

学显微镜检查肺泡Ⅱ型细胞内板层体。

1. 3. 3　电子显微镜鉴定　　迄今为止 ,电子显微镜是鉴定肺
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泡Ⅱ型上皮细胞的最好方法。经离心沉淀 ( 400× g ; 8 min)的

纯化肺泡Ⅱ型上皮细胞 , 3%戊二醛固定 , PBS漂洗 ,丙酮脱水 ,

1%四氧锇酸后固定 ,环氧树脂 618包埋 ,钻石刀超薄切片 ,枸橼

酸铅染色 ,透射电镜 (日立— 300型 )下观察。

2　结果
　　使用上述方法分离的肺泡Ⅱ型上皮细胞悬液 ,经碳铁颗粒

纯化后 ,鞣酸染色证实细胞悬液中约 70%的细胞是肺泡Ⅱ型上

皮细胞 ,见图 1,与国外文献报道结果一致。活性染料排出实验

表明 , 0. 4%台盼蓝染色 , 90%的细胞为活细胞。证明碳铁颗粒

去除混合细胞悬液中的巨噬细胞相当有效 ,可满足一般实验的

需要。原代培养 1 d的肺泡Ⅱ型上皮细胞 ,在倒置显微镜下细胞

为 10～ 20μm,可见明显的核仁 ,胞浆内较多颗粒。细胞常常聚

集在一起 ,形成小岛样结构。

图 1　肺泡Ⅱ型上皮细胞嗜锇颗粒　 (鞣酸染色× 800)

　　流式细胞仪结果证明 ,分离纯化或培养 24h的肺泡Ⅱ型细

胞呈单一的细胞群体峰 ,在 540 mm处荧光较弱 ,表明肺泡Ⅱ上

皮细胞几乎没有杂细胞污染 ,见图 2。鞣酸染色法表明 ,肺泡Ⅱ

型上皮细胞的胞浆内含较多的嗜锇小体 ,其围绕细胞核分布 ,

大小不一 ,周围可见白晕 ,每个肺泡Ⅱ型上皮细胞内含几个至

数十个不等 ,同时观察阴性对照外周血白细胞的染色 ,无嗜锇

小体的出现。说明鞣酸染色的方法鉴定肺泡Ⅱ型细胞具有较高

的特异性。

图 2　肺泡Ⅱ型上皮细胞的流式细胞仪图

　　电子显微镜结果 ,分离纯化或培养的肺泡Ⅱ型上皮细胞较

规则 ,胞浆较多 ,胞核明显 ,胞浆内含较多大小不一的洋葱样结

构的嗜锇小体即板层体。

3　讨论

　　肺泡Ⅱ型上皮细胞具有合成和分泌肺表面活性的

功能 ,促进肺泡表面液体和电解质的跨上皮运输 ,补充

和分化肺泡 I型上皮细胞等
[6 ]。近年分离肺泡Ⅱ型上

皮细胞的方法已有报道 ,目前多趋向于用光学显微镜

直接鉴定肺泡Ⅱ型上皮细胞
[7 ]

,但国内少有文献。肺泡

Ⅱ型上皮细胞的分离、纯化、鉴定和培养的关键和难点

在于纯化鉴定和培养。本研究通过添加特殊物质 (碳铁

颗粒 ) ,使用特殊的染色技术 (鞣酸染色 ) ,简化和改善

了肺胞Ⅱ型上皮细胞的纯化和鉴定步骤 ,采用鞣酸染

色技术直接用光学显微镜观察细胞内板层小体的染

色 ,肺泡Ⅱ型上皮细胞可见胞浆内含较多的板层小体 ,

形态规则 ,清晰易辨 ,特异性强。

　　为了进一步确定经纯化和培养的肺泡Ⅱ型上皮细

胞 ,除用鞣酸染色光学显微镜直接鉴定外 ,采用电子显

微镜对该类细胞进行了鉴定 ,结果表明经分离纯化和

培养的细胞绝大多数为肺泡Ⅱ型上皮细胞。与光学显

微镜下该类细胞胞浆内含较多嗜锇小体的结果一致。

流式细胞仪的结果也表明 ,经分离纯化和培养的细胞

为一个细胞群体。所以我们认为用改良的肺泡Ⅱ型上

皮细胞分离技术。经碳铁颗粒纯化、鞣酸特殊染色的方

法是一种实用而方便的鉴定肺泡Ⅱ型上皮细胞的好方

法 ,可满足一般实验和培养需要 ,为进一步探讨肺泡Ⅱ

型上皮细胞的功能和表面活性物质的合成分泌 ,以及

在肺损伤中的作用奠定了基础。

　　关键词　肺泡Ⅱ型上皮细胞 ;细胞培养 ;分离

　　中图法分类号　 R329. 2
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DHBV的检测及雏鸭感染试验的探讨

A study on the identif ication of DHBV and duckl ing infection test

熊鸿燕
 
　张　凌　 李　莉　 孙华明　　 (第三军医大学预防医学系流行病学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 建立特异、敏感、方便的鸭乙肝病毒 ( DHBV )检测方法。方法: 通过免疫电镜、 PC R、组织

原位杂交及 ELISA等技术观察病毒的颗粒形态及表面抗原与 DNA的活性 ,并通过静脉途径感染一日龄麻

鸭 ,了解动物感染实验的规律。结果:透射电镜下 , DHBV约为 40 nm大小的圆形颗粒 ,其包膜完整、清晰 ,有

的颗粒还见明显的多刺状核壳体 ;所选用的引物 ,能使 DHBV阳性样本的 DN A扩增产物电泳区有一 232 bp

的条带出现 ;光镜下 DHBV阳性肝组织的原位杂交片中多处呈现明显的阳性显色区 ,区域内主要为肝细胞

结果 ; DHBV的感染性越高 ,雏鸭被感染的比例就高 ,且指标转阳的时间越短 ;感染潜伏期约为 7～ 21 d。结

论: 研究所涉及的 4种检测方法均有特异、敏感的特点。

　　鸭乙肝病毒 ( DHBV)是目前较好的替代 HBV的

试验病毒 [1, 2 ]。用同位素渗入法测定 DHBV-DN A多聚

酶 ( DN A-P)活性是国内外研究报道中常用的检测

DHBV活性的方法 ,简便、快速 ,但缺乏特异性 ,结果

的稳定性也较差。为建立特异、敏感、方便的 DHBV检

测方法 ,探索重庆麻鸭作为感染试验动物的可行性 ,本

研究通过免疫电镜、 PCR、组织原位杂交及 ELISA等

技术观察了 DHBV的颗粒形态及 DHBsAg与 DN A

的活性 ,并初步探讨了 D HBV阳性血浆对一日龄麻鸭

的静脉感染方法。

1　材料和方法

1. 1　 DHBV阳性血浆的准备

　　从农贸市场分别收集新鲜重庆麻鸭血 ,枸橼酸钠抗凝 ,离

心取上层血浆 ,分别用 ELIS A法测 DHBsAg ,用 3 H-dT TP渗入

法 [3]测 DNA-P,将 DHBsAg强阳性 ,且 DN A-P在 500～ 700

cpm的血浆作为试验阳性血浆 ,将 DHBsAg阴性 , DNA-P在

200 cpm以下的血浆作为阴性血浆。分别在- 70℃保存 ,同时在

5%甲醛液中保存相应的鸭肝组织。

1. 2　 DHBV的检测
1. 2. 1　透射电镜观察 DHBV的形态　　将 10倍稀释的兔抗

DHBsAg血清 (军事医学科学院 5所提供 ) 0. 1 ml与等体积待观

察的鸭血浆样品混合 , 37℃水浴 1 h,取 1滴混合液 ,按负染色法

制备样品 , 2%磷钨酸染色 ,用日本 JEM -200EM电子显微镜观

察。

1. 2. 2　 ELISA测 DHBs Ag　　按常规方法进行 ELISA试验。

鼠抗 DHBs Ag和 HRP-羊抗兔血清由军事医学科学院 5所提

供。用酶标仪在 490 nm波长处测定 ( Dλ)值。

1. 2. 3　 PCR测定 DHBV-DN A　　按常规 PCR方法 [4 ]提取样

本 DNA反应模板 ,进行 PCR扩增反应并电泳观察扩增产物。

以含完整 DHBV-DN A重组质粒的 DNA样本为阳性对照 ,人

血浆为阴性对照。 PCR引物由军事医学科学院 5所张文福博士

提供。正向引物使于 DHBV-DNA X /C区、基因图谱位置 2657

bp,反向引物使于该区的 2889 bp。PCR所用试剂购自华美生物

试剂公司。
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