
　　　　

　

人肝细胞、窦状间隙内皮细胞的分离、培养
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　　提　要　从创伤意外死亡的病人中获取肝组织 ,应用离体胶原酶Ⅳ灌注和消化的方法获得肝组织细胞

悬液。根据差速离心将肝细胞和其它细胞进行分离 ,并根据枯否氏细胞和内皮细胞贴附时间的不同 ,分离出肝

窦间隙内皮细胞 ,其存活率可达 90%以上。肝细胞纯度可达 95%。肝窦间隙内皮细胞经一周培养纯度可达 90%

以上。同时描述了人肝组织中肝细胞和肝窦间隙内皮细胞原代培养过程的形态特征 ,并对肝窦间隙内皮细胞

进行了鉴定。
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　　肝脏是一个结构、功能复杂的实质性器官 ,由多种

细胞组成 ,主要是肝细胞 [ 1]。随着人们对内皮细胞研究
的深入 ,肝间质内的内皮细胞在许多肝脏疾患中起越

来越重要的作用 ,对其的分离、培养国外有一些报道 ,

国内未见报道。本实验将人肝组织中肝细胞和肝窦状
间隙内皮细胞的分离、培养以及形态特征介绍如下。

1　材料与方法
1. 1　标本及主要试剂
　　人肝组织从创伤意外死亡的病人获得 ,共 8例 ,每例取肝组

织 5 cm× 6 cm。主要试剂: 胶原酶Ⅳ型购于 Sigma公司 ;Ⅷ 因子

相关抗原抗体购于中山生物工程公司 ; BRAUN ULE穿刺针购

于德国 ;各种培养瓶、板购于 Nunclon公司 ; 1640和 M199培养

基购于 Sigma公司 ,其它常用试剂购于华美生物工程公司。

1. 2　肝组织悬液的制备
　　获得的肝组织均在死亡后 45 min内。将肝组织放在前灌流

液 (含 EDTA 0. 019% , pH 7. 4,一定浓度的抗菌素 )中带回实

验室 ,剪去外露明显的血管和胆管组织。前灌流液 (预先在 37℃

水浴箱中浴热 )用 BRAUNULE穿刺针从管腔残端灌入 ,约 3～

5次 ,每次 20 m l,尽量冲净肝组织中残存的血细胞 ,见肝组织呈

淡红色或淡黄色 ,后用 0. 05%的胶原酶Ⅳ型水溶液 15 ml～ 20

ml,缓慢灌入 3～ 4次 ,每次约 5 min～ 8 min,胶原酶Ⅳ型可以重

复使用 ,每次使用前均应在 37℃水浴箱中浴热以保持酶活力。

待肝组织韧性消失 ,压迫不易恢复 ,肝包膜下有时呈粒状时 ,放

入平皿中 ,用眼科镊剪去除被膜及肝组织内肉眼可见的管道系

统 ,然后连同灌注流出的胶原酶溶液放入锥形瓶中 ,在 37℃水

浴箱中振荡消化 10 min [2]。用培养液终止反应制成混合肝细胞

悬液。

1. 3　分离培养肝细胞
　　取混合肝细胞悬液用 200目尼龙布过滤 , 50× g 离心

3 min。留下上清液作分离肝窦状间隙的内皮细胞用。用 1640培

养液反复离心 3次 ,每次 50× g离心 3 min,以清洗残存的胶原

酶和纯化肝细胞。在显微镜下观察肝细胞形态及纯化状态 ;用

0. 4% 锥兰染色判断细胞活率 ;血细胞计数板计数细胞浓度。以

1640合成培养基 (含 10% AB型人血清 )细胞混悬液稀释至 2×

105 /m l后分别接种在培养瓶和六孔培养板上 [3]。在 37℃、 5%

CO2条件下先培养 18 h～ 20 h,换液去除残存血细胞 ,再用同样

培养基培养 7 d～ 10 d。

1. 4　肝窦间隙内皮细胞分离、培养
　　取分离肝细胞后的上清液 ,用 50× g离心 3 min和 500× g

离心 5 min交替离心 3～ 5次 ,去除残存的肝细胞 ,同时用 1640培

养液清洗残存的胶原酶。分出的细胞主要为肝内皮细胞和枯否

氏细胞的混合悬液。用 0. 4%锥兰染色判断细胞活率后 ,接种在

培养瓶中。3 h～ 4 h后 ,将含有未贴壁的细胞及培养液接种在 6

孔培养板上 [4 ]。先培养 20 h,换液去除残存的血细胞后 ,再用

M199合成培养基 (含 10% AB型人血清 )继续培养 7 d～ 10 d。

2　结果

2. 1　肝细胞、肝窦间隙内皮细胞的存活率
　　肝细胞和肝窦间隙内皮细胞即时存活率可达 95% ,培养存

活率可达 90% ,肝细胞纯度可达 95% ,肝窦间隙内皮细胞经一

周培养后纯度可达 90%。

2. 2　肝细胞的形态特征
　　肝细胞由球形变扁薄 ,体积增大 ,直径 20μm～ 30μm [1] ,核

清晰 ,部分呈多边形 , 24 h～ 48 h双核细胞增多。

2. 3　肝窦间隙内皮细胞形态特征及鉴定
　　培养 12 h～ 18 h内 ,肝窦间隙内皮细胞呈星状或梭形 , 2～

5个细胞融合成群 , 3 d～ 5 d后细胞的融合群慢慢增大呈单层

“卵石状” ,平均直径为 10μm～ 30μm, 7 d～ 8 d后单层完全铺

开 [5] ,Ⅷ 因子相关抗原抗体免疫组化鉴定呈阳性 ,纯度可达

90%以上 ,见附图。
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附图　培养一周的人肝窦间隙内皮细胞Ⅷ 因子相关抗原抗体
免疫染色呈阳性

Fig　 Reaction of the hepatic sinuoidal endothelial

cellⅧ f actor immunohistochemical method

3　讨论

　　目前对肝细胞的分离和培养 ,国内外报道很多 ,大

多集中在动物的原代培养中 ,方法稳定 ,易获得 [2, 6 ]。随

着人们对内皮细胞认识的逐渐加深 ,已知其在肝脏血

流的调节、创伤后多脏器功能损害、肝组织炎性损害、

肝炎后肝硬化的形成以及肝瘤的转移等方面具有越来

越重要作用 ,是组织中参与对其它细胞粘附的重要细

胞。对其分离及培养特征国外有些报道
[7, 8 ]

,且主要是

对大鼠的肝内皮细胞培养。对人肝血窦间隙内皮细胞

报道甚少 ,且方法复杂 ,用 Nycodenz或 Percall分离液

进行梯度离心 ,对分离剂的稀释和铺层以及离心转速

要求高 ,一般离心机很难达到 ,所需试剂及设备价格昂

贵 ,而且对细胞的活力也有影响。本实验采用的方法有

以下优点:①进行离体灌注 ,在外伤致死的病人中可以

施行 ,易于开展 ;②前灌流液和酶缓冲液加入细胞需要

的营养成分及一定浓度的抗菌素 ,可以增加细胞活力 ,

减少细胞污染的机会 ;③对离心机无特别要求 ,普通离

心机即可 ;④不需要昂贵的细胞分离剂 ,而且可以减少

离心过程对细胞活力的影响。要特别注意由于预先无

法进行抗凝处理 ,有时肝细胞灌洗不太好 ,其中红细胞

较多 ,所以用前灌流液时要尽量冲净残存的血细胞 ;密

切观察在接种后 12 h～ 20 h对肝窦间隙内皮细胞大部

贴壁后进行换液 ,轻轻漂洗。可减少红细胞的数量。

　　本实验方法简便易行 ,而且是从意外致死的病人

中获取肝组织 ,消除了动物和人之间的种族差异 ,对肝

脏疾患的模型建立更接近临床 ,所以是一种具有较好

实用价值的方法。
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Isolation and culture of human hepatocytes and hepatic sinosoidal

endothelial cel ls
 

Wang Xiao jun, Luo Xiangdong, Ding Jian, Luo Qin, Yang Zongcheng ( Resea rch Institute o f Burns, Southw est

Hospital, Third M ilitar y Medical Univ e rsity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 A simple less expensiv e and rapid m ethod to isola te and culture human hepa tocy tes and hepa t-

ic sinusoidal endo thelial cells w as int roduced. Human liv e r tissue, collected from per sons who died in acci-

dents, was dig ested with calcium containing 0. 05% collag enaseⅣ at 37℃ . Af ter digestion, the cell suspen-

sion w as diffe rentially cent rifug ed to iso la te th e hepatocy tes out. Then the hepatic sinusoidal endo thelial cells

w ere isolated from the Kupffer cells with differ ential adhesiv e time. More than 90% of the 2 types o f cells

iso lated remained v iable. The purity was 95% for the hepatocy tes and 90% fo r the hepatic sinusoida l en-

do thelial cells. Th e mo rpholog ical fea tures and the biological functions of the 2 types of cells w er e discussed.

　　 Key words　 hepatocy te; hepatic sinusoidal endo thelia l cells; isolation; cultur e
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