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建立同时分离培养小鼠肝细胞及肝星状细胞的技术 *
李海媛 王 雪 时永全 韩 英△

（第四军医大学西京消化病医院肿瘤生物学重点实验室 陕西西安 710032）

摘要 目的：建立一种简便、经济、高产的同步分离培养肝细胞以及肝星状细胞的方法。方法：在参照国内外方法的基础上加以改

良，首先采用肝脏原位胶原酶灌注消化的方法，获得总细胞悬液，经多次低速离心分离肝细胞；再用 Nycodenz作为分离介质，通

过密度梯度离心法从非实质细胞中得到肝星状细胞。通过台盼蓝染色方法鉴定细胞的活力，用倒置相差显微镜、立体显微镜、

CK-18、白蛋白免疫荧光细胞化学染色对培养的肝细胞形态以及功能进行检测。使用 Desmin、琢-SMA免疫荧光细胞化学对肝星状

细胞进行鉴定。结果：成功的在体外同步分离、培养肝细胞及肝星状细胞，肝细胞产率为 5-6× 107/只小鼠，两只小鼠肝星状细胞产

率达 1× 106个。细胞存活率及纯度均可达 90%。肝细胞在培养 24h后呈不规则铺路石样形态，此为典型的肝细胞形态，其标志分

子 CK-18以及白蛋白免疫荧光染色阳性。倒置相差显微镜下可见贴壁后的肝星状细胞呈典型的星形细胞形态，且其标志分子
Desmin、琢-SMA免疫荧光染色阳性。结论：改良的原位灌注以及分离方法可以同时分离并且培养具有高活性和功能的肝细胞和肝
星状细胞。
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Establish a Technology of Isolating and Culturing Mouse Hepatocytes and
Hepatic Stellate Cells Simultaneously*

To establish a simple, economical and high-efficiency technique to isolate and culture the mouse

hepatocytes and hepatic stellate cells coinstantaneous. In situ collagenase perfusion of liver was performed for the total cell

suspension and then repeated low-speed centrifugation was used for the separation of hepatocytes. Hepatic stellate cells could be obtained

from non-parenchymal cells by density gradient centrifugation using Nycodenz as a separation medium. Cell viability was identified by
Typan staining. The inverted phase contrast microscope, stereoscopic microscope and immunofluorescence staining of CK-18 and

albumin were used to determine the morphology and function of hepatocytes. Immunofluorescence staining of desmin and 琢-SMA were

used to determined hepatic stellate cells. Hepatocytes and hepatic stellate cells were separated synchronously and cultured

. 5-6× 107 hepatocytes were harvested per mouse and the yield of hepatic stellate cells was 1× 106 or so per two mice. Both cell

viability and purity could reach 90% . After incubation for 24h, hepatocytes presented typical irregular cobblestone morphology and

positive staining of CK-18 and albumin. Hepatic stellate cells showed typical morphology of star-shapes and positive staining of Desmin
and 琢-SMA. Improved situ perfusion method can be used for simultaneous isolation of hepatocytes and hepatic stellate cells

with high viability and function.
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前言

近年来，对于肝纤维化发病机制的研究越来越多，认识也逐

步深入。肝纤维化是一种涉及到肝脏多种细胞以及细胞因子的

复杂疾病[1]。有报道证实，肝细胞凋亡在肝纤维化进展中起着重

要的作用，并且同疾病的严重程度以及肝纤维化的严重程度密

切相关[2]。在正常肝脏中，肝星状细胞处于静止状态，但是在损

伤肝脏中，肝星状细胞被激活，导致细胞外基质聚集[3]。有文献

报道，在一些损伤因素的作用下，肝细胞凋亡成为细胞面对毒

素的第一个反应，这些凋亡的肝细胞释放脂质信号，被肝星状
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细胞摄取。随后，肝星状细胞吞噬凋亡小体，并释放促纤维化因

子进一步激活肝星状细胞的活化，肝星状细胞的这种持续激活

又可以进一步促进肝细胞凋亡，使得肝脏炎症程度达到了高

峰[4]。同时，肝星状细胞激活后可释放细胞外基质，在肝纤维化

中发挥着重要的作用[5,6]。因此，肝细胞和肝星状细胞间的相互

作用成为肝纤维化研究的热点。由此看来，建立简便、稳定的肝

细胞与肝星状细胞同步分离的方法，为进一步研究这两种细胞

间的相互作用提供了基础，这对于肝纤维化以及抗肝纤维化的

研究是非常重要的。

1 材料和方法

1.1 实验动物
C57BL/6 雄性小鼠（25-30g）购于第四军医大学实验动物

中心，常规饲料喂养，正常自由饮水。实验前禁食 12小时。
1.2 试剂
地塞米松、胰岛素、Ⅳ型胶原酶由美国 Sigma公司提供；Ny-

codenz由挪威 Axis-Shied公司提供；RPMI-1640培养基、胎牛

血清以及William's E培养基由美国 Gibco公司提供；青霉素、

链霉素以及胰蛋白酶由美国 Hyclone 公司提供；抗 CK-18、
Alb、琢-SMA、Desmin由美国 Abcam公司提供；Ⅰ型鼠尾胶原

由美国 BD公司提供；培养板由美国 Corning公司提供。
1.3 分离用液和培养用液配置
1.3.1 分离用液配置

1) Buffer 1：NaCl 818 mg，KCl 40 mg，NaHCO3 35 mg，
Na2HPO4 11 mg，EDTA 20 mg，KH2PO4 6 mg，HEPES 596 mg加

双蒸水至 100 mL；
2) Buffer2：NaCl 800 mg, NaHCO3 35 mg，KCl 40 mg，CaCl2

56mg，NaH2PO4 19 mg，HEPES 238 mg，加双蒸水至 100 mL；
3) Buffer 3：IV型胶原酶 0.05g加入到 100 mL的 Buffer2

液中，用直径为 0.22 滋m滤器过滤除菌并存放至 -20℃冰箱中

备用；

4) Nycodenz分离液：8g Nycodenz加入到 28 mL GBSS-A

中。GBSS-A：KCl 370 mg，CaCl2 225 mg，葡萄糖 991 mg，
KH2PO4 30 mg，MgCl2 210 mg，MgSO4 70 mg，Na2HPO4 75 mg，
NaHCO3 227 mg加双蒸水至 1 L；

5) GBSS-B：CaCl2 225 mg，葡萄糖 991 mg，KCl 370 mg，
KH2PO4 30 mg，MgCl2 210 mg，MgSO4 70 mg，Na2HPO4 75 mg，
NaHCO3 227 mg，NaCl 8g加双蒸水至 1L。上述液体均调 pH为
7.4-7.6后灭菌。

1.3.2 培养用液体配置
1)肝细胞培养液：William's E 培养基，20%胎牛血清，0.5

U·mL-1胰岛素，1× 10-7地塞米松，100 U·mL青霉素，100 U·
mL-1链霉素；

2) 肝星状细胞培养液：RPMI-1640培养基，10%胎牛血清，

100 U·mL-1青霉素，100 U·mL-1链霉素。

1.4 主要仪器

蠕动泵：陕西超杰生物科技有限公司；共聚焦显微镜：日本

Olympus公司。
1.5 实验方法与步骤
1.5.1 肝脏灌注以及低速离心分离肝脏实质细胞与非实质细胞

C57BL/6小鼠称重，3%戊巴比妥钠（1 mL·100g-1）腹腔麻醉，备

皮、固定小鼠于操作台上并充分暴露腹部，消毒腹部并注入肝

素钠注射液抗凝。下腹部正中切口打开腹腔，暴露肝脏以及门

静脉。用小镊子从门静脉下方放置一根 1号缝线（暂不结扎），

留置针缓慢插入门静脉中，并用缝线打结固定。用连接好的蠕

动泵以 25 mL·min-1的速度灌注已预热至 37℃的 Buffer1，同时

快速剪开小鼠下腔静脉。当肝脏变成土黄色时（约 3 min），以相

同的速率灌注 Buffer2，此时应穿透膈肌，结扎上腔静脉。2 min

后连接 Buffer3即胶原酶以 10 mL·min-1灌注约 7分钟，待观察

小鼠肝脏有细小颗粒、组织松软、压迫肝脏后不再回缩，并且肝

包膜下组织呈现龟裂状时即为肝细胞消化成功，此时停止灌

注。小心剪断肝周韧带，将肝脏放置于无菌的培养皿内，去除血

管等结缔组织、去除胆囊，加入 4 ℃ RPMI-1640培养基，用培

养基冲洗两次后转入新的无菌培养皿中，用镊子将肝包膜撕

破，使肝细胞充分散落到液体中，用 200目滤网过滤并收集细

胞悬液至离心管中。将所得的细胞悬液放入 4 ℃离心机中，
50× g，离心 3 min，沉淀为肝细胞，上清中富含肝脏非实质细

胞。将上清收集，沉淀再用培养基重悬，45× g，离心 3 min。收集

上清，沉淀用培养基重悬，40× g，离心 3 min，收集上清。此时，

沉淀为肝细胞，收集的三次上清液中富含肝脏非实质细胞。

1.5.2 肝细胞活性检测以及培养 将肝细胞悬液取 10 滋L，加

入 10 滋L台盼蓝混匀后，取 10 滋L混合液滴加到血细胞计数板

上进行肝细胞存活率的检测。将 1-2× 105个肝细胞接种于已预

铺好Ⅰ型胶原的 24孔培养板中，或者将其接种至已预铺好Ⅰ型

胶原的玻片上进行细胞爬片，用肝细胞培养液培养，将其置于

37℃，5% CO2孵箱中培养，4-8小时后首次换液，以后每两天换液。
1.5.3 肝星状细胞分离和培养 将上述收集的富含肝非实质

细胞的上清 4℃离心，600× g，10 min。将沉淀用 GBSS-B重悬

至 18 mL，向其中加 7 mL的 Nycodenz并混匀。将混匀的细胞

悬液平均转移到 2个 15 mL离心管中。将离心管倾斜，缓慢的

向细胞悬液上加 2 mL的 GBSS-B，4℃离心，1500× g，15min。离

心完毕后，肝细胞沉在管底，肝星状细胞在中间形成白色的环

状层。小心收集中间包含肝星状细胞的环状层，用 GBSS-B洗，
4 ℃离心，600× g，10 min。弃去上清，细胞用肝星状细胞培养液

重悬。以 2× 104个细胞·cm-2的密度接种至培养皿中。24小时
后换液，以后隔天换液。

1.5.4 肝细胞形态以及功能检测 使用倒置相差显微镜以及

立体显微镜对其进行形态学观察；将已做细胞爬片的肝细胞用

4%多聚甲醛固定，行 CK-18以及 Alb免疫荧光细胞化学染色，

后用 DAPI复染细胞核，行共聚焦观察。
1.5.5 肝星状细胞的鉴定

1）倒置显微镜下形态学观察；
2）荧光显微镜观察：刚分离的肝星状细胞在 328 nm波长

的紫外光激发下观察；

3）免疫荧光细胞化学染色：将培养 7天后的肝星状细胞用
4%多聚甲醛固定，进行 琢-SMA以及 Desmin免疫荧光细胞化

学染色，后用 DAPI复染细胞核，共聚焦观察。

2 结果

2.1 细胞数量以及存活率
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采用改良原位灌注方法以及低速离心方法分离小鼠肝细

胞（图 1），每只小鼠可以获得 5-6× 107个肝细胞。用 Nycodenz
密度梯度离心，两只小鼠共可获得肝星状细胞数量约 1× 106。

细胞存活率以及纯度都可达到 90%。

2.2 肝细胞形态以及功能检测
2.2.1 肝细胞形态学观察 倒置显微镜和立体显微镜均可观

察到细胞界限清晰，细胞在分离接种 6-8 小时后就可贴壁生

长，呈不规则形铺路石样形态。细胞核多为单核或多核，圆形或

椭圆形，核仁清晰（图 2A、2B）。
2.2.2 肝细胞功能检测 接种在小玻片上的肝细胞在培养 3

天后行 CK-18以及 Alb免疫荧光细胞化学染色。CK-18染色

后，可见 CK-18 均匀分布于肝细胞内，CK-18 表达阳性（图
2C）。Alb免疫荧光细胞化学染色可见 Alb在肝细胞胞浆内有

呈现均质分布，Alb表达阳性（图 2D）。
2.3 肝星状细胞鉴定
2.3.1 肝星状细胞形态学观察

1)倒置显微镜下观察，刚分离出来的肝星状细胞胞浆中含

有脂滴，折光性强，细胞呈圆形，较肝细胞小。培养 24小时后可

见大部分细胞呈现椭圆形，细胞已贴壁，部分细胞开始有伪足

伸出。培养 2-3天后，细胞贴壁呈多样性，大部分呈伸展状态生

长，一部分已有伪足，为星状细胞的典型形态。约 7-8天即可以

传代。

2)荧光显微镜下，刚分离的肝星状细胞在 328nm波长紫外

光激发下出现一过性自发荧光。

2.3.2 肝星状细胞功能检测 制备肝星状细胞爬片，在培养 7

天后行 α -SMA（图 3A）以及 Desmin（图 3B）免疫荧光细胞化

学染色，可以看到几乎所有细胞都呈阳性。

3 讨论

近年来，对于肝纤维化的认识逐步深入。研究表明，由病毒

性肝炎、酒精性肝病等引起的肝脏损伤以及纤维化中，肝细胞

发生凋亡。同生理性的凋亡不同，肝脏的病理性凋亡不仅由炎

症以及纤维化引起，还可以反过来扩大这些反应，尤其是肝脏

中主要的纤维化细胞类型———肝星状细胞[4,7]。肝星状细胞可以

吞噬凋亡小体，刺激 TGF-茁1 的表达并且诱导Ⅰ型胶原的生

成，导致肝纤维化[8,9]。肝细胞凋亡和肝星状细胞之间的活化就

成为了肝纤维化机制的研究热点。因此，急需建立一种稳定、高

效的同步分离肝细胞与肝星状细胞的方法。

在正常肝脏中，肝星状细胞大约占非实质细胞的 1/3，占肝
脏中所有细胞的 15%[10,11]。其主要分布于肝脏的 Disse间隙内，

其功能主要是合成和分泌细胞外基质。小鼠肝星状细胞的密度

为 1.047-1.061 g·ml-1，而枯否细胞的密度为 1.083-1.095 g·ml-1[12]。

由于肝星状细胞数量少，同 Kupffer细胞的密度差异不是很明

显，并且肝星状细胞与肝细胞易于吸附，因此如何高效的、高纯

度的提取肝星状细胞就成为分离的重点和难点。

由于肝星状细胞富含脂滴这个特点，使得其密度在肝脏所

有细胞中最低，所以大部分文献均采用密度梯度离心方法分离

该细胞[13]。我们查阅了国内外文献，大部分报道的是单独分离

肝细胞或肝星状细胞的方法[14-16]，这样就会导致这两种细胞的

来源不同，即来源于不同的个体，在研究这两种细胞的相互作

图 1 改良原位灌注方法分离细胞的过程

Fig. 1 Improved process of isolating cells with situ perfusion method

3035· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.16 JUN.2014

用时，往往很难将其控制在同一条件下，并且增加了成本。因

此，首先我们先用 Buffer 1（不含钙离子）冲去肝脏中的血液成

分，用 Buffer 2（含钙离子）灌注肝脏，使肝内血管扩张，胶原酶

易于进入肝脏微循环，并且钙离子可以增强胶原酶的活性提高

消化的作用，使消化更充分。再用胶原酶灌注，获得细胞悬液。

将细胞悬液低温、低速离心，得到沉淀为肝细胞，上清为非实质

细胞（包括 Kupffer细胞、肝星状细胞等）。在灌注消化肝脏时，

我们去除了链酶蛋白酶消化这个环节，在保证了所分离细胞的

纯度外，减少了链酶蛋白酶对细胞的损伤，易于细胞分离和生

长，并且缩短了操作时间。其次，我们选取了 8%-8.2%的 Nyco-

denz作为分离介质。目前报道的分离原代肝星状细胞最常用的

分离介质包括 Nycodenz [17]、Percoll [18]、Optiprep 等，其中，Nyco-

denz因其分层稳定、无毒性、配制较简单而常用，故本实验采用
Nycodenz作为分离介质[19]。文献报道的加入 Nycodenz的方法
一般包括两种，一种是将配制好的一定密度的 Nycodenz与细

胞悬液混匀，从而形成一定密度的 Nycodenz液，再向上面覆盖

少量的 PBS或 Hanks液；另外一种是将 Nycodenz先加入到管

底，上面缓慢加上细胞悬液，利用密度形成一个界面[20]。我们经

过反复验证，最终选择了第一种方式，并且在前期的大量实验

中，我们用不同浓度的 Nycodenz分离细胞，发现当其浓度在
8%-8.2%时，梯度离心后形成的细胞层最明显，细胞含量多，结

果理想。由于肝星状细胞所占的比例较少，因此我们每次分离

2-3只小鼠，这样可以增加所得的细胞数量，有利于进一步的实

验。再次，我们使用蠕动泵替代传统的手工推注的方法来灌注

液体，使灌注速度均匀，减少操作过程中人为因素的失误，提高

分离效率。最后，我们采用非循环在体灌注，相比离体灌注肝脏

的方法，这种方法不仅可以避免混有杂质细胞，提高细胞纯度，

而且可以节省分离所用的时间，提高分离效率。这种同时分离

获得两种细胞的方法，不仅保证了高纯度和高存活率，而且将

实验时间控制在 1.5 h-2 h内，缩短了分离所用的时间，为今后

的研究提供了快速简单的方法。

但是，在整个分离过程中仍然需要注意一些问题，这些细

节往往对细胞成活率以及纯度都有很大的影响，比如：1)在小

鼠周龄和体重方面的选择比较重要，我们选取了周龄较小但体

重大于 25 g、皮下脂肪较厚、营养状况良好的小鼠。周龄较小的

小鼠细胞活力好，生长较快；体重较大且皮下脂肪厚的小鼠肝

星状细胞数量较多；2)使用蠕动泵灌注液体时，要提前将软管

中的气体排尽，同时在灌注过程中要时刻注意软管中不能进入

气体，防止气体进入肝脏导致肝包膜破裂，灌注液流出，不仅对

消化细胞有影响而且容易污染；3)灌注完毕，按照肝脏的轮廓
小心剪下肝脏，并尽量将肝脏周围的结缔组织剪掉，如 Glis-
son、肝周韧带以及胆囊等，从而减少混杂细胞的污染。但注意

此时不能剪破肝包膜以及胃肠道，防止污染；4)在接种细胞时，
要使接种的细胞密度适宜，密度太高影响细胞生长，密度太低

会减弱细胞间的相互作用，同样影响细胞生长；5)在培养肝细
胞时，培养皿要预铺Ⅰ型胶原，使肝细胞更容易贴壁，并且在肝

细胞培养液中添加了多种有利于肝细胞贴壁生长的因子。

综上所述，我们的研究在整合了国内外小鼠肝细胞和肝星

状细胞的原代分离、培养方法的基础上进行了改进，研究了同

时分离、培养肝细胞和肝星状细胞的方法，取得了良好的结果，

图 2 原代肝细胞形态观察以及功能检测：培养 24 h后倒置显微镜下

肝细胞形态学（2A）；培养 24 h后立体显微镜下肝细胞形态学（2B）；肝

细胞培养 3天后细胞免疫荧光 CK-18观察(2C)；白蛋白(Albumin)细胞

免疫荧光染色观察(2D)

Fig. 2 Analysis of morphology and function of hepatocytes: The

morphological analysis by Inverted Microscope (2A) and by stereoscopic

microscope (2B) after 24h; CK-18 immunofluorescence staining (2C) and

Albumin immunofluorescence staining (2D)

图 3 肝星状细胞培养 7天后，琢-SMA（3A）以及 Desmin（3B）免疫荧光

细胞化学染色观察

Fig. 3 Hepatic stellate cells stained by 琢-SMA (3A) and Desmin (3B)

immunofluorescence after 7 days of culture
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