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!

;-?,0:FZ

!

+@B9%Z+

K

?9B@7-,

-C@8+B,@7(7,C9B$$B@-G

L

2

L

@-P7,+:7,@+G9+?P7,()B,07,(

@+G9+?P7,("'0?G7,

KD

G+

K

,B,2

L

)

4

*

%QG-,@E$$?,-9

!

#'")

!

.

%

#.!%

)

#"

*

<?09+

L

<4

!

H?,@+G=

!

B̀G,+GIV

!

+@B9%J9+AB@7-,-CB$(

,7-@72C9?707,@+G9+?P7,()2-,2+,@GB@7-,:7, d-$+, d7@8

D

G+@+G$9BO-GB,028-G7-B$,7-,7@7:

)

4

*

%R$4U+G7,B@-9

!

"55/

!

"!

&

1

'%

))!())1%

)

##

*

H?@287,:RU

!

<7+S<

!

I7GB,0B(MBBA+0GB<%*8+EN("'

(

M*R*!($+07B@+0B,@7(7,C9B$$B@-G

L

G+:

D

-,:+

%

G+2+,@0+(

A+9-

D

$+,@:B,0C?@?G+28B99+,

K

+:

)

4

*

%;G7+CQ?,2@[+,-$(

72:

!

#'"!

!

"#

&

/

'%

)35()53%

)

#!

*

*+GG-,+<R

!

Z7,+8BG@;F

!

[GB,

K

+G4U

!

+@B9%E,@+G9+?P7,(

"'B0$7,7:@GB@7-,B,0OB2@+G7B9+,0-@-e7,(7,0?2+0

D

G+@+G$

O7G@87,BGB@$-0+9

)

4

*

%YO:@+@[

L

,+2-9

!

#''"

!

53

&

!

'%

)1/(

)3'%

)

#)

*

MB0-d:P

L

<V

!

6-A

L

I4

!

V7@P7,MM

!

+@B9%<+eB$+@8B(

:-,+-G7,@+G9+?P7,("'O9-2P:7,@+G9+?P7,("O+@B(7,0?2+0?(

@+G7,+2-,@GB2@7-,:7,

D

G+

K

,B,@G8+:?:$-,P+

L

:

)

4

*

%R$4

YO:@+@[

L

,+2-9

!

#''!

!

"33

&

"

'%

#.#(#/!%

)

#.

*

[-@:28Q

!

Z-$+G-Z

!

F?:B,-A724U

!

+@B9%*8+B,@7(7,(

C9B$$B@-G

L

97$O-C@8+7$$?,+G+:

D

-,:+7,

D

G+@+G$9B(

O-G

!

7,@GB(B$,7-@727,C+2@7-,

(

7,C9B$$B@7-,

!

B,0:

D

-,@B,+(

-?:

D

BG@?G7@7-,B@@+G$

%

BG-9+C-G7,@+G9+?P7,("'

)

4

*

%4

IB@+G,Q+@B96+-,B@B9I+0

!

#''3

!

#"

&

3

'%

.#5(.)1%

&收稿日期%

#'".('.(".

!

修回日期%

#'".('1('/

'

#综
!!

述#

!!

0-7

%

"'%!5/5

(

>

%7::,%"/1"(3!)3%#'".%!)%'!3

小鼠肝脏细胞分离和原代培养技术研究进展%

杨
!

东"综述!刘
!

鑫#

!郑新川#

!郑
!

江#

"审校

"

"%

解放军第
"/!

医院检验科!湖南长沙
)"'''!

'

#%

第三军医大学西南医院综合实验中心!重庆
)'''!3

#

!!

$关键词%

!

肝细胞'细胞分离'原代培养

$中图分类号%

!

Z("

$文献标识码%

!

R

$文章编号%

!

"/1"(3!)3

"

#'".

#

!)()3."(')

!!

肝脏是机体主要的消化"代谢器官!同时也是重要的免疫

器官#获得肝脏细胞)肝细胞&

8+

D

B@-2

L

@+:

!

H=:

'"肝血窦内皮

细胞&

97A+G:7,?:-70B9+,0-@8+97B92+99:

!

NMJ=:

'"肝星形细胞

&

8+

D

B@72:@+99B@+2+99:

!

HM=:

'和枯否细胞&

P?

D

CC+G2+99:

!

F=:

'

等*并进行成功的原代培养!将有助于为研究肝脏的生物学特

性&药物代谢"免疫及生理功能等'和+人工肝,工程等提供实验

工具和材料#故探索和研究肝脏细胞的分离和原代培养技术具

有重要意义$

"51/

年!

M+

K

9+,

首次建立完整的大鼠肝脏原位
#

步酶灌洗消化技术!而据其方法改良产生了小鼠肝脏细胞的分

离和培养技术!并随着分子生物学技术和实验动物学技术的进

步!也取得了较大的进展$

小鼠肝脏细胞的分离和原代培养技术主要包括%小鼠肝脏

的原位灌洗分离和各型单个细胞制备"肝脏细胞的鉴定和活性

测定"各型细胞的培养等!主要涉及肝脏
#

步灌洗技术"机械消

化"酶消化"密度梯度离心"结合荧光抗体标记的流式细胞仪分

选"免疫磁珠法"原代细胞培养等技术$

!

!

小鼠肝脏的原位灌洗分离和各型单个细胞悬液的制备

肝脏的原位灌洗分离技术%大量有活力的肝脏单细胞悬液

".3)

重庆医学
#'".

年
"#

月第
))

卷第
!)

期

%

基金项目%国家自然科学基金资助项目&

3"!1#'35

'$

!

作者简介%杨东&

"511\

'!主管技师!在读博士!主从事脓毒症拮抗策略研究$

!

"

!

通讯作者!

*+9

%&

'#!

'

/31/.)/3

#

J($B79

%

S8+,

K>

55#"5

"K

$B79%2-$

$



的获得是原代细胞培养成功的重要保证$

"5/1

年!霍华德等

首次从小鼠肝脏成功分离出存活的
H=:

$随着研究的深入!

肝脏原位
#

步灌洗分离和细胞悬液制备方法逐步形成$肝脏

原位灌洗通常在小鼠麻醉或脱颈处死后进行!主要分为
#

步!

第
"

步采用无钙"镁离子的平衡盐溶液&如
<(HB,PT:

平衡溶

液"

FZ;

平衡溶液或
U;M

缓冲溶液等'灌洗!以清除掉肝脏血

管内的细胞成分!并去除钙离子依赖性的细胞间连接#第
#

步

采用含钙和胶原酶的平衡盐溶液灌洗!最大程度去除细胞外基

质的连接&以观察到肝脏完全变为土黄色!轻触有明显压痕为

准'

)

"(#

*

$

目前!按灌洗液流经方向!原位灌洗主要分为以下
!

种方

式%经典方式是环形结扎肝前上腔静脉!将灌流液由肝门静脉

注入!由肝后腔静脉流出&流经方式同小鼠血流方向'$随着研

究的深入!又发展出了另外
#

种灌流方案%&

"

'先环形结扎肝后

腔静脉!然后快速切开小鼠心包!插入导管经右心房直达下腔

静脉!灌流液从心脏下腔静脉流入!由肝门静脉流出$&

#

'采用

逆向灌流法!先环形结扎肝前上腔静脉!导管插入肝后腔静脉!

灌流的同时切开肝门静脉!灌流液流经方向为肝后腔静脉流

入!肝门静脉流出)

"(!

*

$

各型单个细胞悬液的制备技术%目前!多采用机械解离"酶

消化"密度梯度离心"流式细胞仪分离技术和免疫磁珠法相结

合的方案)

"

!

!()

*

$经原位灌洗的肝脏完整剥离置于含胶原酶的

细胞培养基中!机械法剪切为小颗粒组织#培养基中可加入脱

氧核糖核酸酶!消化细胞释放出的
<6R

成分!防止细胞聚团#

剪切后组织消化后经
"''

目"

"''

(

$

和
1'

(

$

细胞滤器超滤!

得到单细胞悬液$基于配体结合原理!有研究者)

!

!

.

*对一种广

泛存在于
H=:

表面的受体脱唾液酸糖蛋白受体&

B:7B9-

K

9

L

2-

D

(

G-@+7,G+2+

D

@-G

!

RM[UZ

'的配体进行生物素化荧光标记!然后

结合流式细胞术!快速得到产率高"活力好的
H=:

#同样!采用

流式细胞仪分选的方法也可以获得纯化的
HM=:

"

F=:

和

NMJ=:

$由于激光照射会对细胞造成损伤!分离过程容易污

染!故该方法更适宜于即分即用的情况$由于
HM=:

与
F=:

密度接近!用密度梯度离心常不容易把它们分开#

=8B,

K

等)

)

*

采用了小鼠术前注射静脉脂质体包被的二氯亚甲基二磷酸盐

&

=N#I<U

'!大量消除肝脏内的
F=:

的方法!经常规灌洗"分

离和梯度离心后
HM=:

的产率和纯度有较大改善!且细胞生存

率不受影响$

上述方法仅可获得部分细胞亚型!如何一次性分离得到小

鼠肝脏的几种主要的细胞&

H=:

"

HM=:

"

NMJ=:

和
F=:

'!而又

不对所得细胞的活力产生较大影响呢1

N7?

等)

"

*在研究中引

入一种由改良的小鼠肝原位灌洗分离"密度梯度离心与磁珠免

疫分离相结合的方法$通过原位灌洗分离结合密度梯度离心

分离得到
H=:

和
HM=:

!然后分别采用
NMJ=:

和
F=:

表面标

志物
=<")/

和
Q)

(

3'

相应抗体标记的免疫磁珠法进行分离!

得到高纯度和活力的
NMJ=:

)纯度&

5"%1b#%"

'

&

!活率

&

5)%!b#%"

'

&

*和
F=:

)纯度&

53%!b"%#

'

&

!活率&

5)%'b

#%!

'

&

*$

$

!

小鼠肝脏细胞的鉴定与活力测定技术

肝脏细胞类型的鉴别一般依赖观察培养中的细胞形态!生

物学特性及检测细胞膜标志物等方法进行#而细胞的活率测定

一般采用台盼蓝排除实验$根据细胞形态鉴定%

H=:

体积远

大于其他几类细胞!初分离时为立方体样形态!可因后续培养

方式的不同呈不同形态变化#在
#0

培养模式!数天后!呈多边

形或不规则形$

HM=:

经分离后其形态在倒置显微镜下呈球

形!折光性强!

#)8

内处于静止状态!可见细胞质内闪光脂滴!

培养
.0

后!细胞由静止状态进入增殖活化状态!呈现星形样

伪足!胞质内脂滴浓度逐渐减少!培养
")0

后!细胞完成活化!

胞质内不见脂滴!转化为成纤维样细胞)

)

*

$而
F=:

细胞分离

培养后
"

!

#8

在培养基贴壁生长$

NMJ=:

在加入促血管内皮

细胞生长因子的胶原蛋白预包被培养基中培养则会出现贴壁

生长和细胞间的融合$

根据细胞生物学活性和免疫学特征鉴定%成熟巨噬细胞膜

可表达独特的表面抗原
Q)

(

3'

!可用于
F=:

的鉴别及纯度检

测)

/(3

*

$此外!

J<#

抗体是
F=:

的特异抗体$利用
F=:

的吞噬

碳颗粒特性!观察计算培养基内吞噬有碳颗粒的细胞数也可判

断
F=:

产率$富集维生素
R

的
HM=:

具有吞噬凋亡小体的能

力!但不能如
F=:

一样吞噬碳颗粒!故据其细胞特性可对

HM=:

采用染色方法!如高尔基银染色和脂肪染色等进行区

别)

)

*

$

NMJ=:

可用
=<!"

抗体)

5

*进行标记并区 分$同 时

NMJ=:

同血管内皮细胞一样都具有摄取乙酰低密度脂蛋白

&

B2+@

L

9B@+0(9-d0+,:7@

L

97

D

-

D

G-@+7,

!

<79(R2(N<N

'和体外培养形

成血管的能力$在培养基中加入荧光标记的
<79(R2(N<N

!并

经荧光显微镜观察计数摄取
<79(R2(N<N

的细胞数可对分离所

得
NMJ=:

产率进行判断)

"'

*

$

"

!

小鼠肝脏细胞的培养困境及技术发展

H=:

培养一直被认为是肝脏原代细胞培养中的难点$研

究发现!经深入酶灌洗后
H=:

脱离了细胞外基质的作用并成

为单细胞悬液!自发的细胞凋亡)

""("#

*就开始加速#+失巢凋亡,

现象被认为在
H=:

的凋亡过程中发挥重要作用)

#

*

#同时!

H=:

在培养过程中的细胞去分化现象也是自发和渐进的过程)

"!

*

$

为提高分离细胞在培养中的存活率"降低凋亡率和细胞去分化

速度!分离过程控制"培养基成分及培养方案"细胞外基质作用

替代方案等成为了细胞培养过程中必须考虑的因素$

"%!

!

H=:

的培养基及主要辅助成分
!

H=:

培养基有%

<IJI

培养基&

0?9O+22-T:$-07C7+0+B

K

9+T:$+07?$

'!

N(".

培养基&

9+7(

O-A7@SN(".$+07?$

'!

IJI

培养基&

$7,7$?$+::+,@7B9$+07(

?$

'!

VJ

培养基&

d7997B$T:$+07?$J

'和
FMQI

培养基&

P+GB(

@7,-2

L

@+(:@7$?9B@7,

K

CB2@-G$+07?$

'

)

")

*

$其中
N(".

由
F-

>

7$B

最早于
"55.

年提出#不含血清的
VJ

培养基被认为是短期培

养&小于
"'0

'的较理想的培养基!可较好地保持
H=:

的活性!

而含血清的
VJ

培养基可被用于数周时间内的
H=:

培养)

.

*

$

含有脑下垂体腺提取物和表皮生长因子的
FMQI

!被认为可通

过阻止肝富集转录因子的丧失来较长时间保持肝细胞的特异

基因表达和功能)

".

*

$

培养
H=:

有时还需要在培养基中加入一些有利于保持

H=:

表型的辅助成分$如表皮细胞生长因子 &

+

D

70+G$B9

K

G-d@8CB2@-G

!

J[Q

'"

H=:

生长因子&

8+

D

B@-2

L

@+

K

G-d@8CB2(

@-G

!

H[Q

'和尼克酰胺!可以保留
H=:

在不同的体外培养基中

的增生能力$微量金属离子成分!如铁"铜"锌"锰离子等和微

摩级浓度的人工合成糖皮质激素&如地塞米松'"胰岛素"氨基

酸"分化因子和胎牛血清等可保持
H=:

在培养期间更好的分

化特性$此外!为提高培养
H=:

的存活率和促进生长!在细胞

外基质中也常加入胶原蛋白"成纤维细胞和胶原蛋白(人工基

底膜结合物成分作为培养支持物)

#

!

")

!

"/

*

$

"%$

!

H=:

的培养技术)

#

!

.

!

"!

!

"/(#'

*

"%$%!

!

#<

培养技术
!

#<

培养技术是一种短期的
H=:

培养

技术!方法为将
H=:

直接接种于单层胶原蛋白包被的培养基

上$在这种条件下培养!

H=:

可以分泌出清蛋白和尿素!但却

#.3)

重庆医学
#'".

年
"#

月第
))

卷第
!)

期



只能展示出极小量的细胞色素
U).'

活性!而这种培养方式只

能维持短期的培养!第
"

周
H=:

就会很快失去一些特殊的生

物学功能$

"%$%$

!

!<

培养技术

"%$%$%!

!

三明治夹心法
!

"535

年!

<?,,

等提出了三明治夹

心法培养
H=:

的技术$方法为%细胞接种于胶原蛋白层之间!

培养形成广泛的微管网络结构!并可保证局部的
6@2

D

表达循

环和维持
.0

时间的转运活力$在鼠
H=:

三明治夹心法培养

模型中!

H=:

的立方体形态可保持达
)#0

!分离培养
"

周内主

要的酶和复合物活性仍保持较好!可见细胞间形成
J(

钙黏蛋

白和胆小管!但不表达表皮细胞受体!如
J[Q(Z

和
N<N(Z

$

"%$%$%$

!

人工基底膜构建的球状
H=:

培养支持物
!

将
H=:

接种在人工基底膜构建的球状
H=:

培养支持物!其形成的

H=:

形态为球形!并非肝组织中
H=:

的立方体形$培养中!主

要的酶和复合物活性在分离培养
"

周内仍保持较好!

H=:

表

达
J(

钙黏蛋白!并形成广泛的胆小管!细胞间接触面的内皮细

胞表面标志物得到了保留$

"%$%$%"

!

同
NMJ=:

的共培养技术
!

H=:

同
NMJ=:

一起培

养!可保留
H=:

大部分的极性标志物!并在
H=:

与
NMJ=:

接

触面之间表达高水平的内皮细胞受体!如
J[Q(Z

和
N<N(Z

!

并可因部分的细胞接触!

H=:

生长受到生成因子的介导$

"%$%$%#

!

同
!*!

纤维原细胞的共培养技术
!

;8B@7B

等提出了

将
H=:

同
!*!(4#

鼠纤维原细胞的一起培养的技术!培养中观

察到可形成独特的细胞集落!细胞间的接触表现为连接蛋白
(

!#

和胆小管!但不表达
J[Q(Z

和
N<N(Z

$

"%"

!

流体培养技术
!

流体培养技术是基于模仿体内
H=:

生

长环境而构建的一种培养技术$激素"营养素及氧成梯度通过

漂浮的生物反应器!并被培养中的细胞摄取#这种梯度可使培

养细胞呈现新陈代谢的成带现象!同时可加速物质的传输速

度!观察到更高的药物代谢水平$

"%#

!

接种密度与氧供
!

H=:

氧代谢旺盛!而培养中
H=:

的活

力和耗氧量跟氧供水平及细胞外基质有关$

N-G+,,B

等研究

发现!小鼠
H=:

在补充了人工基底膜作为细胞外基质的培养

基中培养时!接种细胞密度"氧供水平"培养基深度等因素都会

影响培养细胞表面的氧浓度!而人工基底膜结合氧浓度调节可

较好维持培养
H=:

产生清蛋白的水平和功能$

"%%

!

NMJ=:

"

F=:

和
HM=:

的培养
!

NMJ=:

在肝脏脂代谢"细

胞分化"免疫"炎性等反应中发挥重要作用$其培养可使用

J[I#$A

培养基!也可加入
.,

K

(

$N

的
J̀[Q

后与
H=:

共培

养)

.

*

$

F=:

被认为是定植于肝脏的吞噬细胞$在培养中!

F=:

不易快速活化"增殖#对
F=:

的培养可用含
"'&

胎牛血清的

<IJI

培养基进行)

#"

*

$

HM=:

是主要的肝脏基质细胞!在肝

的再生"分化和炎性反应中发挥重要作用$培养中的
HM=:

可

快速活化并增殖!可使用含
"'&

胎牛血清的
<IJI

培养基进

行培养)

#"(##

*

$

#

!

无菌培养控制和提高细胞收益的方案

#%!

!

无菌控制
!

为保证获得没有细菌污染的初分离细胞悬

液!肝脏的原位
#

步酶灌洗应该在可控温的无菌安全柜中进

行$采用的灌洗用具!如泵管"

"3[

或
##[

针头"灌洗缓冲液

等都应当无菌$获取细胞在首次培养的培养基中还可加入一

定浓度的抗菌素!如&

"''?,7@:

青霉素
^"''

(

K

链霉素'(

$N

等)

.

*

$

#%$

!

收益提高
!

首先!肝脏的原位灌洗应做好时间的统筹安

排$由于
H=:

有氧代谢旺盛!为降低手术中
H=:

氧代谢水

平!肝脏原位灌洗手术可采用将手术平板置于冰水混合物上进

行$实验使用的灌洗缓冲液及酶消化液应提前预温到
!1f

!

而细胞离心时应控制在
)f

$其次!由于钙离子在灌洗过程中

起双重作用!对钙离子控制是肝脏原位灌洗阶段应该被重视的

环节$因此!

#

步法所用的缓冲液不可混用#胶原酶的浓度和

活性直接关系到
H=:

的分离效率!也应进行相应控制$再次!

灌注液
D

H

应控制在
1%)

!因此!需采用较强的缓冲体系如添加

有机缓冲物羟乙基哌嗪乙硫磺酸)

)(

&

#(8

L

0G-e

L

+@8

L

9

'

("(

D

7

D

+G(

BS7,++@8B,+:?9C-,72B270

!

HJUJM

*等方法$此外!灌流速度"合

适的密度梯度离心液和离心速度等也是应特别注意的因素$

%

!

展
!!

望

小鼠肝脏细胞分离及培养技术的建立和发展为人类快速"

有效获取肝脏细胞作为研究对象提供了可能#特别是建立和完

善
H=:

的可靠"长期培养技术将为人类人工生物肝脏研究和

临床应用提供参考技术!具有重要意义$
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急性周围神经损伤模型建立方法研究进展%

程兴龙!王
!

培 综述!孙
!

勃!高云峰!刘士波!何新泽!于昌玉"审校

"承德医学院附属医院手足外科!河北承德
'/1'''

#

!!

$关键词%

!

模型!动物'急性周围神经损伤'综述

$中图分类号%

!

Z1).

$文献标识码%

!

R

$文章编号%

!

"/1"(3!)3

"

#'".

#

!)()3.)(')

!!

急性周围神经损伤是个古老而又棘手的医学难题!各种损

伤因素导致突发周围神经结构及功能不同程度的损伤!引起肢

体运动"感觉及温度调节等功能障碍!病残率极高$随着社会

的发展!发病率逐年上升!给社会及家庭带来了沉重的负担!一

直是医学界研究的热门课题$众多学者一直在为推动该病的

研究"寻求更好的治疗方案努力!促使急性周围神经损伤模型

及损伤修复研究在不断地发展和前进$

通常急性周围神经损伤模型采用兔或大鼠坐骨神经制作!

建立的急性周围神经损伤模型有一个多世纪之久!复制损伤机

制提供确切的神经病理损伤类型)

"

*

$早在第二次世界大战时

期
M+00-,

根据他观察数百创伤病例!进行的神经损伤三元分

类!即神经失用"轴突断裂及神经断裂!这种分类法一直沿用至

#'

世纪
1'

年代$

"5/3

年
M?,0+G9B,0

对
M+00-,

基础上补充至

五度!主要将轴突裂细化分为三型!根据病理组织学而非伤害

的程度!以电生理和临床再生结果指导是否有手术干预的可能

性$

"533

年!

IB2P7,,-,

和
<+9(NY6

提出第六度!有区别于神

经组织结构损伤的前五度伤害!引起神经干断裂损伤的混合性

损伤综合征)

"

*

#神经的恢复基于传统组织学"电生理学"行为学

理论判定$对于传统的功能评定!

N++

等)

#

*学者认为!既往多

采用的神经电生理"组织病理学"坐骨神经指数等检查并不能

完全反映神经功能的恢复!在测定功能恢复评价上!踝趾运动

角及肌肉等长收缩力测定比坐骨神经指数更具有优势$随着

后人研究的不断完善和深入!各种急性周围神经模型的建立推

动着神经损伤修复理论不断健全!现将常用的急性周围神经损

伤动物模型综述如下$

!

!

横断伤法

历史观点认为神经横断法的使用可追溯到
#'

世纪初!

MB,@7B

K

-ZB$l,

L

=B

>

B9

在他
"5'/

诺贝尔奖的获奖感言中描

述)

"

*

$

"51)

年
VB99

和
[?@,72P

采用横断损伤法制作了早期的

动物模型!暴露兔一侧腓总神经并直视下锐性切断!后采用外

膜缝合或神经移植修复!设置挤压损伤及假手术对照组!术后

连续行组织病理学观察!记录再生有髓神经纤维直径"形态及

).3)

重庆医学
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年
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卷第
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期
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