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不同粘附剂对大鼠肝实质细胞体外培养的影响 *

谷若曦 1 杨 珂 1 张华伟 1 张佳妮 1 丁成成 2 彭甜甜 3 陈伟航 3 程 硕 1 华 茜 2△

（1北京中医药大学中医学院 北京 100029；2北京中医药大学生命科学学院 北京 100029；

3北京中医药大学针灸推拿学院 北京 100029）

摘要 目的：比较鼠尾胶与多聚赖氨酸对大鼠肝实质细胞体外培养的影响。方法：分别采用鼠尾胶与多聚赖氨酸包被同一块培养

板，然后将从大鼠肝脏中分离出来的肝实质细胞，接种到包被好的培养板中。于接种前（0 h），接种后体外培养 24 h、72 h显微镜下

观察细胞贴壁与形态变化情况。结果：接种前（0 h）可见新鲜分离的肝实质细胞呈圆形，明亮，有立体感，轮廓完整，层次清楚；体外

培养 24 h后两种粘附剂包被的同一块培养板中，均可观察到肝实质细胞正常生长，且细胞形态由圆形转变为多角形，并且融合聚

集，胞体变平整，贴壁情况区别不大；培养 72 h后细胞间开始出现连接，大部分肝细胞呈现出双核或多核，并且多聚赖氨酸包被的

培养板中可见大量肝细胞呈岛屿状，已完全贴壁于培养板上。结论：多聚赖氨酸作为包被材料更有利于肝实质细胞贴壁生长以及

保持细胞固有形态。
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Effection of Different Adhesives on the Culture of Rat Hepatocytes *

Comparison of the effects of rat tail's collagen and polylysine on the culture of rat hepatocytes in vitro.

The same culture plate was coated with rat tail's collagen and polylysine respectively, and then the hepatocytes isolated from rat

liver were inoculated into the coated culture plate. The changes of cell adhesion and morphology were observed under microscope before

inoculation (0 h) and after inoculation for 24 hours and 72 hours in vitro. Before inculation (0 h), the freshly isolated hepatocytes

were round, bright, three-dimensional, complete in outline and clean in layer. After 24 hours of culture in vitro, the normal growth of hep-

atocytes were observed in the same culture plates coated with two kinds of adhesives, and the morphology of hepatocytes changed from

round to polygonal, and the cells fused and gathered, the cell body became flat, and there was little difference in adhesion. After 72 hours

of culture, the connection between the cells began to appear. Most of the hepatocytes were binuclear or multinucleated, and a large num-

ber of hepatocytes were island-shaped in the polylysine-coated culture plate, which had completely adhered to the culture plate.

As a coating material, polylysine is more beneficial to the adherent growth of hepatocytes and maintain the inherent morphology of

hepatocytes.

Hepatocytes; Rat tail's collagen; Polylysine; In vitro
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前言

肝脏作为人体最重要的器官之一，由肝实质细胞及非实质

细胞（肝窦内皮细胞、库普弗细胞、肝星状细胞等）构成，其中肝

实质细胞构成肝脏的主要细胞[1]。肝毒性是药物退出市场的常

见原因，因此，迫切需要可靠的体外肝细胞模型，对于确定候选

药物肝毒性，减少药物开发时间、费用和实验动物数量起着至

关重要的作用[2]。肝细胞系价格便宜，可以无限繁殖，但它们在

体外长期培养中失去了肝细胞的原始特性，无法有效反映药物

在体内的复杂代谢作用[3]。原代细胞在药物预测准确性上远远

高于肝细胞系[4,5]。将肝原代细胞分离、纯化、并进行相应的体外

培养对于肝病相关的研究起着越来越重要的作用。自上世纪细

胞培养技术发展以来，肝原代细胞的分离作为一种体外实验越

来越受到重视，Berry等[6]于 1969年利用原位灌流消化法分离

出大鼠肝实质细胞，后在此基础之上 Seglen等[7]进行改进。本

研究在既往大鼠肝实质细胞分离、培养及鉴定的基础上，通过
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优化大鼠肝实质细胞体外分离技术，对比不同粘附剂对大鼠肝

实质细胞体外培养的影响，拟建立稳定、高效的大鼠肝实质细

胞体外分离、培养技术。

1 材料与方法

1.1 材料

5-6周龄 SPF级 SD大鼠购于斯贝福（北京）生物技术有限

公司。饲养环境：SPF级环境。微量注射泵；台式离心机、CO2细

胞培养箱购自美国 Thermo公司，光学显微镜、倒置荧光显微镜

及影像采集系统购自日本 Olympus公司。IV型胶原酶（Colla-

genase IV）、角蛋白 18（Cytokeratin 18）抗体购自美国 Sigma公

司；William E培养基、D-Hanks（不含酚红）、胎牛血清（FBS）购

自美国 Gibco公司，青霉素 -链霉素（双抗），DAPI染色剂购自

碧云天生物公司，6孔细胞培养板、60 mm细胞培养皿、鼠尾

胶、多聚赖氨酸，200目细胞筛。

1.2 方法

1.2.1 细胞灌流液配置 灌流液 1：100 mL D-Hanks溶液（不

含酚红）灌流前需提前在水浴锅中 37℃预热，用于冲洗肝脏。

灌流液 2: 100 mLWilliam E培养基（无谷氨酰胺、HEPES，用于

肝脏细胞培养）中加入 0.05 mgIV型胶原酶，灌流前需要提前

在水浴锅中 37℃预热，用于消化肝脏内细胞。

1.2.2 大鼠肝实质细胞分离 （1）大鼠经异氟烷麻醉后，用 75 %

酒精喷洒体表消毒，腹部朝上，用医用胶带固定四肢在 75 %酒

精喷洒后的鼠板上，医用碘伏清洁大鼠腹部皮肤表面后，在超

净台中剪开大鼠腹腔，并且充分暴露肝门静脉及下腔静脉。（2）

50 mL注射器抽取灌流液 1，外接静脉输液针，将配置好的注射

器放置在蠕动泵上，待门静脉插管成功后，启动蠕动泵，同时剪

开大鼠下腔静脉，蠕动泵按照 25 mL/min流速匀速流入灌流液

1，用来冲洗肝脏内血液。（3）等待肝脏完全变色后，取下装有灌

流液 1的注射器，换用装有灌流液 2的注射器，继续注入含

0.05%IV型胶原酶的灌流液 2溶液 100mL，消化时间为 10min，

等待肝脏表面出现裂痕，并且肝脏内部质地变软后，暂停微量

注射泵，停止灌流液灌注。（4）用无菌手术剪将肝脏全部剥离，

放置冰上盛有William E完全培养基的无菌培养皿中，用无菌

镊子小心撕碎肝包膜，分离肝细胞后并用 200目筛网过滤，收

集细胞悬液。（5）迅速将细胞悬液以 500 r/min，4℃，离心 3 min，

离心结束后，去除上清液，加入William E完全培养基重悬，重

复 3次，最终获取肝细胞悬液。

1.2.3 肝实质细胞计数与存活率测定 肝细胞悬液与 0.4 %台

盼蓝溶液各取 100 滋L混合，静置 1 min，然后取 10 滋L加入到
血小板计数板中，并对计数板内的细胞进行计数。

1.2.4 肝实质细胞体外培养 同一块 6孔细胞培养板分别用

鼠尾胶及多聚赖氨酸包被，培养箱内静置 24小时，使两种包被

剂与培养板充分接触，接种前用移液枪吸取包被剂，确保包被

剂在培养板中无液体残留后，开始接种肝细胞悬液。经鼠尾胶、

多聚赖氨酸分别包被细胞培养板后，将细胞悬液按照 2× 105

个 /ml浓度接种于细胞培养板中，每孔加入 2 mL细胞悬液，并

培养于 37℃，50 ML/CO2细胞培养箱中。

1.2.5 不同包被剂对细胞贴壁及形态的影响 肝实质细胞接

种后，在细胞培养箱内以 37℃，50 ML/CO2浓度继续培养，分

别观察接种前（0 h），以及培养 24 h、72 h后的肝实质细胞的贴

壁以及细胞形态情况，比较不同包被剂对大鼠肝实质细胞体外

培养的影响。

1.2.6 肝实质细胞鉴定 细胞贴壁生长后，运用免疫荧光技术

对肝实质细胞进行鉴定。细胞免疫荧光：（1）移液枪吸出细胞培

养板中完全培养基液体，接着用 PBS清洗细胞培养板 3次，确

保 PBS完全覆盖细胞培养板后，浸洗细胞 3 min，再用 4 %多聚

甲醛固定细胞 10 min，然后用 PBS溶液浸洗 3 次，每次时间

3 min。（2）运用 0.5 %浓度的 Trion X-100室温通透 10 min，

PBS浸洗次数 3次，每次时间 3 min。（3）吸干细胞培养板中的

PBS，滴加正常的山羊血清，室温下封闭 1 h。（4）吸干封闭液

后，向细胞培养板中滴加足量的兔抗大鼠 CK 18一抗（1:100倍

稀释）并放入湿盒，4℃冰箱内孵育过夜。（5）吸干细胞培样板

中的兔抗大鼠 CK18一抗，接着用 PBST浸洗细胞 3次，每次 3

min，然后吸净细胞培养板中液体，再滴加荧光二抗羊抗兔 IgG

（1:100倍稀释），在室温下孵育 1 h。（6）吸净二抗，PBST浸洗 3

次，每次时间 3 min。接着向细胞培养板中加入 DAPI，并且避光

孵育 5 min，然后用 PBST浸洗 3次，每次时间 3 min，移液枪去

除多余的 DAPI，最后荧光显微镜下观察细胞形态并采集图像。

2 结果

2.1 细胞分离结果与存活率

每只成年大鼠可成功分离 2~3× 108个肝细胞，细胞透亮，

饱满，台盼蓝拒染实验结果显示平均存活率 90 %以上。

2.2 不同包被剂对肝实质细胞形态学特征的影响

将肝实质细胞分别接种于同一块鼠尾胶及多聚赖氨酸包

被的培养板中，接种时可见新鲜分离的肝实质细胞呈椭圆形，

明亮，有立体感。见图 1。继续培养 24 h后，两种粘附剂包被的

培养板中均可保证肝实质细胞正常生长，且细胞由椭圆形转变

为多角形，融合聚集生长，胞体变平整，贴壁情况区别不大；培

养 72 h后大部分肝实质细胞呈双核或多核形态，细胞间开始

出现紧密连接，并且相对于鼠尾胶包被的培养板，多聚赖氨酸

包被的培养板中可见大量肝细胞呈岛桥状联系，并且已完全粘

附于培养板上。表明由多聚赖氨酸作为包被材料更有利于肝实

质细胞贴壁生长以及保持细胞固有形态。见图 2。

2.3 肝实质细胞免疫荧光鉴定

细胞角蛋白 18（CK18）属于细胞骨架中间丝蛋白家族中的

Ⅰ型细胞角蛋白。CK18与它共表达的Ⅱ型互补蛋白结合在一

起，通过调节细胞过程来发挥其功能，例如有丝分裂[8]，细胞凋

亡[9]和增殖[10]。CK18是表达在正常肝实质细胞表面的特异性抗

原，可以用来鉴定肝实质细胞[11]。本实验在细胞培养 5 d后进行

抗 CK18免疫荧光细胞化学染色，荧光显微镜下观察显示，细

胞核发出蓝色荧光（DAPI），肝实质细胞表面发绿色荧光

（CK18），表明肝实质细胞中 CK18表达阳性。见图 3。

3 讨论

目前研究者在解决有关细胞贴壁实验研究中，常采用鼠尾

胶、多聚赖氨酸等基质来解决细胞贴壁的问题[12]。最近，有研究

者进行了 PC12悬浮细胞在胶原蛋白与多聚赖氨酸包被的培

养材料中，细胞贴壁、分化、生长情况的比较，发现胶原蛋白是
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图 1 新鲜分离出的肝实质细胞（10X）

Fig.1 Freshly isolated hepatocytes（10X）

图 2 肝实质细胞在两种基质中的细胞形态

Fig.2 Morphology of hepatocytes in two kinds of matrix

注: A：培养 24 h后鼠尾胶包被的肝实质细胞形态（10× ）

Note: A: Morphology of hepatocytes coated with rat tail's collagen after 24 hours of culture（10×）

注: B:培养 24 h后多聚赖氨酸包被的肝实质细胞形态（10×）

Note: B: Morphology of hepatocytes coated with polylysine after 24 hours of culture（10×）

注: C：培养 72 h后鼠尾胶包被的肝实质细胞形态（10×）

Note: C: Morphology of hepatocytes coated with rat tail's collagen after 72 hours of culture（10×）

注: D：培养 72 h后多聚赖氨酸包被的肝实质细胞形态（10×）

Note: D: Morphology of hepatocytes coated with polylysine after 72 hours of culture（10×）

图 3 培养 5 d后的大鼠肝实质细胞 CK18免疫荧光检测结果

Fig.3 Immunofluorescence detection of CK18 in rat hepatocytes cultured

for 5 days

（A）鼠尾胶包被；（B）多聚赖氨酸包被

(A)Rat tail's collagen coated; (B)Polylysine coated

PC12细胞贴壁生长以及分化的最佳改良基质[13]。也有研究者

对比了鼠尾胶原与基底膜基质对大鼠原代肝细胞的影响，发现

鼠尾胶原通过激活细胞外信号 ERK1/2，抑制了大鼠原代肝细

胞的凋亡[14]。鼠尾胶作为包被基质之一，主要成分为 I型胶原蛋

白[15]，但多需自行配置，提纯方法较为复杂，且容易污染，保存

时间较短[16]。

多聚赖氨酸是一种带正电的聚合物，可以通过静电作用与

阴离子聚合物相互作用，促进细胞黏附、增生、分化，具有改善

培养器皿表面的电荷状态以加速细胞贴壁的能力[17-19]。因此，多

聚赖氨酸目前已被广泛应用，辅助多种细胞贴壁生长[20-25]。王俊

婷等[26]人发现用多聚赖氨酸包被的细胞培养板培养悬浮细胞

更容易促使其贴壁。何玲等[27]研究表明，无多聚赖氨酸包被可

影响细胞的存活率及活性，多聚赖氨酸预包被能提高大脑皮层

星形胶质细胞贴壁和生长状态。黄绍辉[28]研究发现颌下腺细胞

在包被有多聚赖氨酸的培养皿中表面生长分化良好，呈单层生

长，表明多聚赖氨酸在体外培养过程中，可以促进细胞黏附与

生长。

有研究表明，利用细胞外基质对材料表面进行预处理，不

仅可以促进细胞的粘附，而且可以促进细胞的生长、迁移和分

化，延长细胞的寿命[29]。研究者在进行人原代肝细胞在鼠尾胶

与基质胶上培养的实验中发现，在基质胶上培养的肝细胞显示

出与鼠尾胶原完全不同的形态，在基质胶上培养的细胞，迁移

并形成大的细胞聚集体，而在鼠尾胶上培养的细胞分散开，并

形成扁平的多边形形状，两者产生差异的主要原因为，分离出

的人原代肝细胞具有合成，结合以及分泌胆汁酸的能力，与鼠

尾胶原相比，在基质胶上培养，人原代肝细胞可以合成更多的

胆汁酸 [30]。本实验比较了两种包被剂对肝实质细胞形态的影

响。结果显示，多聚赖氨酸包被的细胞培养板中大鼠肝实质细

胞更易于贴壁生长，以及形成架桥结构形态，而鼠尾胶包被的

培养板中细胞架桥结构相对较少，不易保持细胞固有形态。表

明多聚赖氨酸作为包被剂更适合肝实质细胞的生长。探究其原

因，包括以下两点：（1）肝实质细胞表达的角蛋白 18属于Ⅰ型

角蛋白[31]与鼠尾胶Ⅰ型胶原蛋白同属蛋白质结构，鼠尾胶在肝

实质细胞贴壁时对肝实质细胞表达的角蛋白 18产生了竞争性

拮抗作用，进而影响到肝实质细胞正常贴壁生长。（2）带有负电

荷的细胞膜与带有正电荷的多聚赖氨酸会发生非特异性的静

电相互作用，促使肝实质细胞牢固的附着在多聚赖氨酸包被的

细胞培养板上。

本实验同时在分离大鼠肝细胞的步骤中进行了细致的改

进，在整个实验中要获得形态完整，数量充足的肝实质细胞应

注意以下几点：（1）门静脉插管之前，需要将注射器内的气泡
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完全排空，防止气泡进入肝脏后，导致肝脏中血液无法清洗充

分。（2）由于肝门静脉相对于下腔静脉较细，不易插管成功，因

此灌流液除从肝门静脉流入，下腔静脉流出外，还可以从下腔

静脉流入，肝门静脉流出。（3）由于原代细胞不易贴壁，首次换

液时间应控制在肝实质细胞贴壁 48 h以后进行，以确保所有

肝实质细胞均已贴壁。（4）由于普通培养基无法提供肝细胞生

长所必需的培养条件，本实验使用肝脏细胞培养的专用培养基

William E（无谷氨酰胺、HEPES）培养基，相对于普通培养基，此

培养基可以提供肝脏细胞生长所需的营养成分，保证肝实质细

胞的稳定生长。（5）整个实验需在无菌环境下操作，以确保提取

出来的细胞不被外界环境污染。

综上所述，本实验优化了大鼠肝实质细胞体外分离技术，

可以经济、高效地指导大鼠肝实质细胞的稳定提取，并且对比

了两种粘附剂对大鼠肝实质细胞体外培养的影响，发现相对于

鼠尾胶，多聚赖氨酸提高了大鼠肝实质细胞体外培养的效率，

可以为后续药物筛选以及安全性提供生物医学研究支持。
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