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细胞#分离&纯化&原代培养和鉴定的技术方法"并观察其体外生长特

性及
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表达情况%方法
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胰蛋白酶消化液从气管注入肺组织"消化分离
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细胞%将大鼠
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包被的培养皿免疫

吸附纯化后"进行原代培养%用倒置相差显微镜观察细胞生长情况"透射电镜!
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#鉴定细胞"改良巴式染色法鉴定并计算细胞

纯度"
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法检测细胞增殖情况"
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检测细胞表达
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动态变化%结果
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细胞产量约为
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' 个*只大鼠%电镜

下观察到
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细胞特征性结构---板层小体$纯度大于
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%体外培养
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'&<

时细胞生长良好"细胞质内有较多颗粒$
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后细胞呈长索形"细胞内颗粒减少"并出现空泡%
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细胞表达
HE14

在
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左右达高峰"之后表达减弱%结论
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利用
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蛋白酶消化分离和大鼠
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免疫吸附纯化可获得满意的原代
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细胞%培养
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时细胞增殖旺盛"生长良好"
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表达

丰富"是进行体外实验的良好时期%
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型上皮细胞(
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#

细胞)是肺泡上皮细胞的干细胞"除了能增殖成新的
4B

#

细

胞"还可分化为肺泡
"

型上皮细胞"具有修复受损肺泡上皮的

功能+

+1%

,

$另外"

4B

#

细胞具有合成#分泌和循环利用肺泡表

面活性物质#参与水和离子的转运#合成免疫调节因子等重要

功能+

"

,

"对肺发育#肺功能的调节和肺组织的损伤修复有重要

作用$

应用原代
4B

#

细胞开展相应研究"对认识肺的正常生理

功能和多种肺部疾病均有重要意义$但该细胞的分离#培养步

骤较多"操作难度高"而且体外培养时不能传代"细胞易变性"

表型丧失快"从而局限了原代
4B

#

细胞的使用$本研究参考

国内外相关研究"以改良的技术方法"从肺组织中分离#纯化得

到高纯度#高产量的
4B

#

细胞"进行原代培养"并观察其生长

变化及
HE14

表达情况"以满足体外实验需要$

!

!

材料与方法
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主要材料
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级雄性
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大鼠"体质量
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第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供$

胰蛋白酶为美国
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公司产品"脱氧核糖核酶
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北京鼎国生物技术有限责任公司产品"
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培养基为

美国
W*R:)

公司产品"大鼠
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Q
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为北京中杉金桥生物技术有限

公司产品"特级胎牛血清为天津
BJF

公司产品"

KBB

为美国
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公司产品"

HE14

抗体为美国
H7057

公司产品$
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实验方法
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细胞分离#培养
!

予水合氯醛麻醉大鼠"打开胸

腔行肺动脉插管"以生理盐水冲净肺血$整体取出心#肺和气

管"予 气 管 插 管"以 缓 冲 液 (
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#葡萄糖
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)灌洗肺泡腔
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次$将
$,$!=

胰

蛋白酶消化液从气管注入肺泡"使肺充分膨胀"置于
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#
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&

培养箱"每隔
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分钟添加适量消化液"

&$9*0

后去除气管

及肺门周围结缔组织"置于
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和终止血清混

合液中"快速剪肺至
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% 小块"筛网过滤"
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'
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离心
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收集细胞"

FKIK
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培养基重悬细胞并转移至大鼠
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包被的培养皿中"吸附纯化
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"用含
&$=

胎牛血清

FKIK
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培养基重悬细胞"台盼蓝拒染法测定细胞活力$

细胞接种培养板后
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换液"继续培养
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备用$
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细胞活性检测
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纯化后取
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细胞悬液与
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$,"=

台盼蓝液混合后"滴入血球计数板置于显微镜下观察$

不着色#发亮者为存活细胞*蓝色#胞体膨大者为死亡细胞"共

计数
"$$

个细胞"计算存活细胞占细胞总数百分比$

!,",#

!

倒置相差显微镜观察
!

在相差显微镜下观察不同培养

时间后细胞贴壁生长情况和形态特征变化"并照相记录$
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改良巴式染色法
!

制作细胞爬片"细胞体外生长
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后用
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轻洗细胞爬片"快速干燥细胞"滴入苏木精"染色
2
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$水洗
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次"碳酸锂液(

&9C

饱和碳酸锂液加
+2!9C

双

蒸水)染色
&9*0

$水洗
+

次$乙醇逐级脱水"二甲苯'无水乙

醇
+l+

混合液作用
%$/

"二甲苯作用
#$/

"干燥"封片$显微

镜下观察胞浆内有蓝紫色颗粒(板层小体)的细胞为阳性"计算

细胞纯度"至少计数
"$$

个细胞$
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鉴定
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#

细胞
!

体外生长
%#<

后"收集细胞"
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戊

二醛固定
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后换成
$,$+9)?

'

CEJH

"经戊二醛和饿酸双重固

定#丙酮脱水#环氧树脂包埋#超薄切片和醋酸枸椽酸电子双重

染色等处理程序后制备为电镜细胞标本$通过透射电镜
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)观察细胞的结构特
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细胞的生长曲线
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用
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法检测细胞存活情

况"将细胞以
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#

'

9C

浓度接种于
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孔细胞培养板中"每

孔
+$$

'

C

"体外培养一定时间后"吸去孔内液体"加入
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Q

'

9CKBB

溶液(每孔
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'
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)和培养基(每孔
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)"反应
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后"快速去除培养液"每孔加入二甲亚砜(
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)
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"经振

荡器作用
+$9*0

混匀"用多功能酶标仪检测
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吸光度

(
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)"空白孔调零$
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值越高表示活细胞越多$
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检测
HE14

表达
!

用
3ME4

裂解液提取

细胞总蛋白"

JA4

法定量蛋白"取
"2

'

Q

蛋白质上样"

+&=

HFH1E4WI

电泳"电转移至
E]FD

膜"

BJH

洗涤
%

次"用
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脱

脂奶粉封闭
+<

后"

BJHB

洗涤
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次"分别与
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(

+l+$$$
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孵育过夜"与辣根过氧化物酶标记羊抗兔
M

Q

W

(

+l&$$$
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孵育
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"用
IAC

法检测$
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结
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#

细胞产量与活力
!

统计
#

次实验结果"原代培养的

4B

#

细胞平均可收获约(

&,&V$,%

)
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' 个'只大鼠*经台盼

兰染色法检测细胞活力平均为(
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鉴定
4B

#

细胞
!

BIK

下可见体外生长
%#<

的
4B

#

细胞体积较大"细胞质中分布有
4B

#

细胞特征性结构---板

层小体"呈2洋葱皮3状"细胞膜上有明显微绒毛 (图
+

)$
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!

改良巴式染色法鉴定细胞与细胞纯度
!

原代培养
%#<

后进行改良巴式染色"显微镜下可见改良巴式染色后
4B

#

细

胞浆内含有丰富的深蓝色颗粒---板层小体(图
&

)"细胞纯度

大于
-$=

$
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!

倒置相差显微镜下观察
4B

#

细胞形态
!

原代培养
+!<

后
4B

#

细胞在密度低处细胞呈岛状生长"在密集处细胞可相

互连接成单层"细胞质内可见细小颗粒$

%#<

左右细胞伸展

呈多边形"相互连接成细胞单层"胞核明显"细胞核周围有丰富

的小颗粒(图
%4

)$培养
'&<

左右"细胞形态变化不大"细胞

内颗粒数目较前稍有减少(图
%J

)*培养
-#<

左右"细胞颗粒数

目较
'&<

时减少"细胞内出现较多空泡"细胞形态发生改变"

部分细胞呈条索状(图
%A

)*培养
+&$<

左右"细胞内颗粒稀

少"较多细胞呈条索状"甚至细胞间连接成圆形空泡(图
%F

)$

",H
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4B

#

细胞生长曲线
!

体外培养
&"<

后
4B

#

细胞增殖

明显"

%#

!

'&<

增殖旺盛"

'&<

后细胞逐渐进入生长平台期"

-#<

后细胞数不断减少(图
"
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!!0

!胞膜上有微绒毛$

图
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BIK

观察
4B

#

细胞内含板层小体$

\!$$$

%

!!

细胞质中含有丰富的深蓝色颗粒$

图
&
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改良巴式染色法鉴定
4B

#

细胞$

\"$$

%

!!

4
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4B

#

细胞在体外培养
%#<

*

J
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4B

#

细胞在体外培养
'&<

*

A
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4B

#

细胞在体外培养
-#<

*

F
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4B

#

细胞在体外培养
+&$<

$

图
%

!!

在体外培养不同时间后
4B

#

细胞的形态

变化$

\&2$

%
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4B

#

细胞
HE14

表达变化
!

原代培养的
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#

细胞表达
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卷第
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期



HE14

蛋白"体外培养
%#<

左右是
HE14

表达的高峰阶段"以后

随培养时间延长而减少"体外培养
+&$<

后
HE14

表达甚为微

弱(图
2

)$

图
"

!!

4B

#

细胞生长曲线$

<

%

图
2

!!

体外不同时间
HE14

的表达情况$

<

%

#

!

讨
!!

论

由于
4B

#

细胞特殊的生物学特性"目前尚无理想的细胞

株替代供体外研究$在国内外研究中"广泛采用
42"-

细胞和

C&

细胞作为
4B

#

细胞的替代者"但是这两种细胞并不完全

具备
4B

#

细胞形态#脂质和分子标记等显性特征$

KCI+&

#

KCI+2

等细胞株也仅具备
4B

#

细胞的少数特性"因此有必

要建立经济#高效的
4B

#

细胞分离#纯化和培养方法$

4B

#

细胞分离可采用弹性蛋白酶+

2

,

#胰酶+

#

,

"或两者联

合使用+

'

,

"或胰酶联合胶原酶+

!

,

$弹性蛋白酶分离所得细胞纯

度高"但是该酶昂贵"且性状不稳$胰酶价格便宜"性状稳定"

在经济因素制约的条件下"采用胰酶仍是可行的方法$胰酶浓

度及作用时间是获得足够数量且活性高的
4B

#

细胞的关键$

作者将
F)RR/

+

-

,和
[6;PP)

等+

#

,的方法进行适当改良"经气管内

灌注适量
$,$!=

胰酶液"在
%'_

消化
&$9*0

"这样既能保证

得到足够的
4B

#

细胞"又能避免过高浓度胰酶和过久的消化

对细胞活力的破坏$纯化后的细胞经
BIK

和改良巴式染色

法证实为
4B

#

细胞"产量约
&,&\+$

' 个'只大鼠"细胞纯度和

活力均在
-$=

左右$

4B

#

细胞纯化的方法除免疫吸附法外"还有密度梯度离

心法#流式细胞仪筛选+

+$

,和单克隆抗体技术等+

++

,

$密度梯度

离心法只能得到细胞亚型中特定密度和大小的细胞"并因密度

重叠而影响纯度$流式细胞术筛选受仪器限制$而单克隆抗

体技术难度高"尚无商业抗体供应$免疫吸附法原理是巨噬细

胞和中性粒细胞表面有
M

Q

W

的
D:

受体"很快黏附于覆被有

M

Q

W

的培养皿壁上"而
4B

#

细胞无
D:

受体"贴壁速度缓慢$

该法利用细胞贴壁速度的差异进行纯化"难度低"无仪器限制"

纯化效率高+

2

,

$值得注意地是在进行免疫纯化时需观察细胞

贴壁情况"当比巨噬细胞体积小的圆形细胞开始贴壁时"应中

止纯化"以防
4B

#

细胞过多贴壁$

通过
BIK

观察板层小体是鉴定
4B

#

细胞的金标准"但

此法所需细胞量大"费用高"操作繁琐"费时久$改良巴式染色

法操作简便"

Î

染色试剂即能满足实验要求"耗时短"染色后

即可在光镜下直接观察细胞质内蓝色颗粒"鉴定细胞"并可计

算细胞纯度$

体外培养
4B

#

细胞
+!<

左右细胞已大量贴壁"

%#<

左右

细胞明显增多"细胞质内可见丰富颗粒"说明本研究培养条件

适合
4B

#

细胞的生长$培养
&"

!

'&<

阶段细胞生长旺盛"其

后细胞生长渐停滞$培养超过
-#<

后细胞形态随时间的延长

逐渐丧失
4B

#

细胞原有的特性$除细胞形态变化外"通过检

测
4B

#

细胞特征性蛋白
HE14

发现其表达也在不断变化"细

胞培养
%#<

后
HE14

表达最为丰富"此后随时间的延长而减

弱"在
+&$<

时其表达进一步减弱"说明体外培养超过一定时

间后
4B

#

细胞表达肺泡表面活性物质的内在功能也逐步

丧失$

利用
$,$!=

胰蛋白酶消化分离和
M

Q

W

免疫吸附纯化可获

得满意的原代
4B

#

细胞"改良巴式染色法鉴定细胞简便#快

速$体外培养
%#

!

'&<

阶段
4B

#

细胞生长良好"细胞浆颗粒

丰富"

HE14

表达丰富"是进行体外实验的良好时期$
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