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镇牛肝细胞的分离与原代培养
张才王利民 1 刘国文苏蔚黄建龙谢光洪王哲*

(吉林大学畜牧兽医学院动物营养代谢病与中毒研究室，长春 130062;

l 四川农业大学动物科学与技术学院，雅安 625014)

摘要 以初生棋牛作肝细胞供者，采用稍加改良的两步肢原酶灌流法和一步灌流结合组织

块消化法分离获取肝细胞，并进行原代培养;以台盼蓝染色法测细胞活力，在倒直显微镜下观察肝

细胞形态变化，采用 Beckman 全自动生化分析仪检测较好培养体系不同时间培养上清液中白蛋白、

乳酸脱氢酶(LDH)、尿素的含量。结果显示，相比较于一步灌流结合组织块消化法，肢原酶消化法

所获取的肝细胞形态完整、贴壁良好、活性高、功能强;LDH 漏出量、白蛋白分泌及尿素合成等

指标在 1 周内呈现规律性变化，第 3 和第 4 天时 LDH 漏出量最低，白蛋白分泌及尿素合成功能正常，

表明所分离的肝细胞在培养第 3-4天功能最佳。

关键词 牧牛;肝细胞;分离;原代培养

原代培养的肝细胞不受体内神经内分泌系统的

复杂影响，且能保持许多肝脏特异性功能，并维持对

一些激素的反应性，能较好反映体内代谢情况，因此，

原代培养的肝细胞是研究动物物质代谢及其调节机

制的理想模型。

肝细胞的体外能否培养成功，分离技术至关重

要。采用何种方法获取产率高、活性好、功能强

的肝细胞，是建立肝细胞体外培养方法的前提条件。

目前国内主要采取剪切结合胶原酶消化分离棋牛肝

细胞的方法，尚无应用胶屎酶灌流消化分离肝细胞的

报道。本研究应用两种肝细胞分离方法获得较牛肝

细胞，并进行原代培养，观察其细胞形态，然后选择

较好方法分离的肝细胞对某活性及功能的变化，为研

究奶牛肝脏糖异生和脂蛋白转运的调控机制打下了

基础。

1 材料与方法

1.1 试验动物

1 日龄健康荷斯坦棋牛(45-50 kg)，购自长春示

范奶牛场。

1.2 试剂和仪器

hepatoZYME-SFM 培养基、 1640 培养基、新

生牛血洁、 IV 型胶原酶购自 Gibco 公司;地塞米松、

牛月夷岛素购自 Sigma 公司;其他试剂均为国产分析

纯。高速大容量冷冻离心机(Hitach 公司); CO2 培养

箱(Sanyo 公司);倒置显微镜(Olympus 公司)。

1.3 主要试剂的配制

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

1640基础培养液:按说明 I~取一袋下粉倒入900

ml 三蒸水(水温 15-20 0C)中，用三蒸水润洗包装袋 2

次，加入 2.2 g NaHC03 、 2.383 g HEPES (1 0 mol/L) 

和1. 169 g NaCl (20 mmol/L) ， 磁力轻轻搅动直至完

全榕解，用 1 mol/L HCl 或 1 mol/L NaOH 调 pH 为 7.2

左右，定容至 l Lo

灌流液A: 140 mmol/L NaCl, 6.7 mmol/L KCl, 10 

mmol/L HEPES, 2.5 mmolι 葡萄糖， 0.5 mmol/L EDTA, 

pH 7 .4 0 

配制方法:取8.1816 g NaCl, 0 .4995 g KCl, 2.3831 

g HEPES, 0.4500 g 葡萄糖， 0.1861 g EDTA，溶于 lL

二蒸水中，调 pH 为 7.20

灌流液B: 140 mmol/L NaCl, 6.7 mmol/L KCl, 30 

mmol/L HEPES , 2.5 mmol/L葡萄糖， 5 mmol/L CaCl2, 

pH 7 .4 0 

配制方法:取 8.1816 g NaCl , 0 .4995 g KCl , 6. 

8493 g HEPES , 0 .4500 g 葡萄糖， 0.5550 g CaCl2，溶于

1 L 三蒸水中，调 pH 为 7.20

灌流液C: 在灌流液B中添加50 g/L IV型胶原酶，

使含 0.2 g/L 胶原酶。

贴壁培养基: 1640 基础培养液含 10%新生牛血

清、 10-6 mol/L 膜岛素、 10- 6 mol/L 地塞米松、 10

问Iml Vit C 及双抗的基础培养液。

Schiff 氏试剂:lg 碱性品红加入 200ml 蒸馆水，

收稿 f'l期: 2007-04-27 接受 u 期: 2007-07-23 
国家自然科学慕金资助项 H (No.30230260) 
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搅拌加热沸腾，待冷却至 50 0C过滤，加入 20rnll molι 

盐酸至 25 oC 时加入偏重亚硫酸纳。置于暗处，两天

后溶液变桔黄色或草黄色，然后加入少量活性碳并震

荡、过波、，此时溶液应为无色。保存冰箱备用。溶

液如显浅红色或草黄色，染色效果较差。

Gendre 氏固定液:苦味酸饱和于 85 ml 959毛酒

精， 10 ml 40% 甲醒， 5 ml 冰醋酸，混合备用。

1.4 肝细胞分离方法

1.4.1 改良的两步灌流法分离肝细胞 静脉注射

肝素纳(1 500 IU/kg) ， 颈静脉注射硫戊巳比妥铀(2 g) 

麻醉，打开腹腔，将肝脏向一侧牵引，暴露出肝脏脏

面，用手术刀取出较牛肝脏尾状突(caudate process) 

装进灭菌的烧杯中，然后处死棋牛。迅速将取下的

尾状突移至超净工作台中，用 37 oC预热的灌流液A

将尾状突表面的血横冲洗干净，露出尾状突断面上的

血管。选粗细适中的血管插管(5 号头皮针去掉针

头)。第一步进行消化前灌流，即灌注 37 oC预热的

灌流液 A，流速为 50 ml/min， 持续 15 min，然后以同

样速率灌注 37 0C预热的灌流液 B，持续 3 min; 待流

出的液体变清后，进行第二步消化灌流，即以 20 mll 

min 速率灌入 37 oC预热的灌流液 C，灌流前除一条

用于插管的血管外，其他粗血管用缝合线轻轻接扎，使

灌流液缓慢流出， 15 min 后肝脏逐渐消化。将尾状

突移入一无菌平皿中，加入50ml预冷的含0.2% BSA 

的基础培养液，剔除血管、脂肪和结缔组织，剪去

肝脏周边消化不完全的部分，用摄子撕掉肝脏包膜，剪

碎肝组织，分别过 100 目(1 50μm) 、 200 曰 (75μm)

及 500 日 (30μm)细胞筛，所得肝细胞悬液用基础培

养液清洗 2 次(4 0C下 50g 离心 2mi时，用贴壁培养液

(含 10%新生牛血清、 10-6 mol/L 膜岛素、 10 6 moll 

L 地塞米松及双抗的基础培养液)重悬、台盼蓝拒染

法检测细胞活率、血细胞计数板计数。

1 .4.2 一步灌流结合组织块消化法分离肝细胞 按

(1)介绍的方法完成消化前灌流，剔除血管、脂肪和

结缔组织，剪取红细胞冲洗的较干净的肝组织，剪成

1-2 mm3 大小组织块，放入预先盛有 30 ml37 oC预热

的含 1 gιIV 胶原酶消化液(灌流液 B 中缓慢滴加 60

g/L CaCl2 溶液，然后加入 20 g/L IV 胶原酶，使含 0.6

g/L CaCl2 和 1 g/L 胶原酶)的培养瓶中， 37 0C水浴振

荡消化 10-15 min，每隔 5 min 取出轻轻吹打，镜检细

胞分离情况。

消化结束后，立即加入30ml预冷的含0.2% BSA 

的基础培养液，轻柔吹打，分别过 100 日(1 50μm) 、
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200 目(75μm)及 500 目 (30μm)细胞筛，所得肝细胞

悬液用基础培养液清洗 2 次(4 0C下 50 g 离心 2mi时，

用贴壁培养液重悬、台盼蓝拒染法检测细胞活率、

血细胞计数板计数。

1.5 肝细胞的培养

细胞计数后，用贴壁培养液将细胞悬液密度调整

为 5xl05 个 Iml ， 在平皿中接种 4 ml，在3-7 oC 、 5%

CO2 和饱和湿度的条件下培养。 4h 后，用生长培养

液(含5%新生牛血清及双抗的基础培养液)全量换液，

以后每24h更换无血清培养液hepatoZYME-SFM，倒

置显微镜 F观察肝细胞形态及生长情况并拍照。

1.6 细胞形态学观察

倒置生物显微镜对培养中的肝细胞进行动态观

察并拍照。待细胞完全贴壁后，将细胞进行 P.A.S 染

色确定培养细胞的纯度。具体方法为:吸去培养液，

加入 2rnl 的 Gendre 氏固定液固定 10 min，蒸t留水洗，

0.5%过腆酸(HI04) 70%酒精溶液(过腆酸再结晶应重

新配制使用)处理 10 min，茶馆水洗， 70% 酒精洗。

Schiff 氏液 30 min (Schiff 氏液从冰箱取出升至室温

使用)，流水冲洗 10 mino 糖原呈红色。

1.7 细胞功能检测

选择两种方法中，较好的方法培养的细胞，收集

培养液用 Beckman 全自动生化分析仪测定肝细胞培

养时各上清液中白蛋白及尿素含量。

1.8 统计学处理

利用 SPSS 10.0 软件对数据处理进行单因素方

差分析，以 P<0.05 作为显著性界限，处理所有数据

用五:ts 表示。

2 结果
2.1 棋牛肝细胞不同分离方法的比较

本实验采用在 Seglen 法基础上略加改进的两步

灌流法。平均细胞活率达到 90% 以上。采用一步

灌流结合组织块消化法获得的肝细胞分散程度较

低。单个细胞胞膜有→定损伤，细胞活率只有 60%

左右。

倒置显微镜下可见两步灌流法分离的肝细胞呈

分散状态，呈圆球形(图1)，接种 4h 后肝细胞贴壁、

伸展，细胞由球形变为三角形或多边形，胞体开始变

平，细胞核隐约可见(图 2)，活力差的细胞悬浮于培养

液中，换液时可以去除; 24 h 后绝大多数肝细胞贴壁，

呈扁平状、体积明显增大，连接成岛屿状(图 3); 48 

h 后肝细胞贴壁牢固，伸展为上皮样，连接成片，细胞

运用 j二生命科学各研究领域的主尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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图 1 改良的两步;ii荒法分离的肝细胞(200x) 图 6 一步灌流结合组织块消化法分离的肝细胞(200x)

因 2 改良的两步iii荒法分离 4h 的肝细胞 (200x) 图 7 一步iii荒结合组织块消化法分离 4h 的肝细胞(200x)

图 3 改良的两步灌流法分离 24 h 的肝细胞(200x) 图 8 一步;在荒结合组织块消化法分离 24 h 的肝细胞(200x)

图 4 改良的两步iii荒法分离 48 h 的肝细胞 (200x) 图 9 一步iii荒结合组织块消化法分离 48 h 的肝细胞(200x)

图 5 改良的两步灌流法的肝细胞糖原染色(200x) 图 10 一步灌流结合组织块消化法分离的肝细胞糖原染色(2伽)

勺 l芷界接轨 ， 用宝尔超纯水系统 Te l: 02 1-3 1263268 www.baolor.com 
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表 1 楼牛肝细胞肝功能指标检测结果

培养火数 n 臼蛋白(g/ L) 

6 0.228 ::!:: 0.032' 

2 6 0.330 ::!:: 0.081 ,b 

3 6 0 .498 土 0.035 b

4 6 0.606 ::!:: 0.016' 

5 6 0.593 ::!:: 0.037' 

6 6 0.566 ::!:: 0.021 ' 

7 6 0.592 ::!:: 0.019' 

|叫 列宁 l非小 l ， jJ';L丧尽注异lal著 (P<0.05) 。

排列紧密，细胞间界限清晰，形成胆小管样结构(图

的。肝糖元染色细胞胞质中呈现出红色反应(图日，

形态均一，证明培养的细胞为肝实质细胞。这种状

态可以维持 10 天左右。 10 天后肝细胞质明显颗粒

化，有空泡形成，细胞边缘不清，部分肝细胞核消失，

细胞间隙拉大，肝细胞逐渐脱壁。一步灌流结合组

织块消化法获得的肝细胞初分离时团块较多，细胞碎

块多，细胞活力差(图 6); 接种 4h 换液时多数的细胞

无法贴壁(图 7); 24 h 后贴壁肝细胞，呈扁平状、体
积增大(图 8) 0 48 h 后培养孔中出现其他的杂细胞

(图 9)，肝糖元染色部分细胞胞质中呈现出红色反应，

但也有很多细胞未着色(图 10) 。

2.2 功能测定

检测两步灌流法分离细胞各培养上清液中白蛋

白、尿素及乳酸、脱氢酶(LDH)含量变化，结果表明，

白蛋白分泌及尿素合成随着培养时间的延长逐渐生

高，至第 4 天时到达峰值，随后保持相对稳定;LDH

漏出量在第一天最高，而后至第 3 、 4 天下降达到最

低，而后又逐渐升高。

3 讨论
3.1 肝细胞的分离

肝细胞在体外能否培养成功，分离技术至关重

要。起初，多采用机械和化学方法制备肝细胞，对

细胞损伤严重。直至 1967 年 Howard 等[1]引入胶原

酶作为消化分离肝脏的酶，其后 Berry 等[2]使用胶原

酶在生理条件下灌注肝脏分离肝细胞，解决了低产量

和代谢功能丧失的问题。 Seglen[3] 在使用胶原酶前

用整合剂，改进了实验方法，使分离肝细胞的二步灌

流法被广泛接受。其基本方法是:先以无钙含 EGTA

或 EDTA 的缓冲液灌流，再以含钙和胶原酶的缓冲

液循环灌注肝脏使肝组织分散，肝细胞解离。经过

过滤除去脉管组织和未充分消化的肝组织碎块，反复

地洗涤离心除去非实质细胞和细胞碎片，即可制得产

尿素(IÌ:tmol/ L) LDH (U/L) 

0.100 士 0.013' 8 128.86 士 660.83'

0.118 ::!:: 0.014' 6698.03::!:: 162.1 1" 

0.210 士 0.026b 3714.19 士 26 1. 53'

0.217 土 0.022 b 3 753.40 ::!:: 327.95' 

0.199 土 0.035 b 460 1.74 土 339 .44 d

0.183 ::!:: 0.026 b 5 239.22 土 263.06'

0.217 土 0.022 b 7 925.89 士 97.28'

率及活率较高的肝细胞。因钙离子在细胞站附中有

一定作用，第一步需用金属离子整合剂除去钙离子。

在钙离子存在的条件下，可增强胶原酶活性，因此在

第二步灌流液中需再加入钙离子。早先的灌流都是

在小动物上，随后发展到比较大的动物[4-6]。本试验

对两步法进行稍加改动，胶原酶消化前用含有钙离子

的缓冲液冲洗，去除了残留 EDTA 的干扰，有利于激

活胶原酶的活性。同时，要想获得满意的分离效果，

培养条件要求的比较严格。各种缓冲液 pH 值、用

量及应用时间是非常重要的。灌流时采用的胶原酶

凹型的浓度为 0.02%-0.05 %，缓冲液 pH 值一般在 7.

2-7.6 之间，灌流时间一般不超过 lh。本试验中采用

了胶原酶凹型的浓度为 0.02 %，缓冲液 pH 值 7.4，灌

流 15 min，即可获得大量高纯度、高活率、游离的

肝实质细胞。此外，插管应迅速，灌注时间应充分，肝

脏不能有空气栓塞或梗塞，离心速度不宜超过 50 g 。

应用一步灌流结合组织块消化法分离肝细胞，细胞活

性差，贴壁细胞少，培养一定时间后出现杂细胞，细

胞纯度下降。这可能是由于组织块消化法，酶的浓

度相对较高，且只能对组织块表面的细胞，先消化下

来的细胞在高浓度的胶原酶的作用下损伤较大，而后

消化下来的因为接触时间不足多成困块。培养中由

于其他类型细胞的增殖降低了细胞的纯度。因此，

要获得理想的肝细胞，灌流消化法要优于组织块消化

法。

3.2 肝细胞的培养

在肝细胞培养中，选用合适的培养条件及培养基

同样也重要。目前 Williams' E、 DMEM 是较为常见

的用于肝细胞培养的培养基。不同类型的培养液其

成分和功能有较大的差别，对肝细胞的培养有明显的

影响，为了促进肝细胞的生长、分化及维持其生物

学功能，研究人员常常在基础培养基中添加合适的外

源性生长因子和激素，如血靖、膜岛素、膜高血糖

素等口，8]。而本实验中采用的是商品化的无血清培养

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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基 hepatoZYME-SFM，无须在其中添加血清，分离出

的棋牛肝细胞就能够在活 10 天左右。商品化的培养

墓的优点就在于前后的品质保持较高的同质性，不添

加血清则排除了-些非确定因素的干扰，保证了试验

的重复性和可靠性。

3.3 肝细胞的功能测定

肝细胞是-种分化程度很高的细胞，一旦失去体

内生存的环境，则很快失去分化再生的能力，一些生

化功能也很快丧失。为了找到分高的肝细胞活性最

佳时期，我们对肝细胞培养过程中的代谢情况进行了

检测。从实验结果看，培养的肝细胞在第 4 天白蛋

白及尿素浓度达高峰，此时合成分泌白蛋白、代谢

氨的功能较强;第 3 天LDH漏出量较低， LDH为肝细

胞损害的敏感指标，这说明胶原酶消化所致的肝细胞

·研究论文·

损伤可能需要 3 天时间才能完全恢复。可见通过胶

原酶消化分离的特牛肝细胞在第 3 、 4 天时各项功能

最佳，可作为体外研究肝细胞代谢功能的最佳时间。

感谢华南农业大学营养生理教研室张永亮教授、

陈黎龙博士对本实验给予的热心帮助和细心指导。
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The Isolation and Primary Culture of Calf Hepatocytes 

Cai Zhang, Li-Ming Wang 1, Guo-Wen Liu, Wei SU, Jian-Long Hua吨， Guang-Hong Xie, Zhe Wang* 

(Lab of Animal Nutritional and Metabolic Diseases & Toxicopathy, College of Animal Science and 协terinary Medicine, 

Jilin Universi职 oωngchun 130062, China; lCollege of Animal Science & Technology, 

Sichuan Agricultural University, Yaan 625014, China) 

Abstract Calf hepatocytes were isolated by modified two steps collagenase perfusion and one step 

perfusion combined with tissue blocks collagenase digestion respectively, and cultured in hepatoZYME-SFM. The 

viability of cultured hepatocytes was assessed by trypan blue exc1usion. The morphologic change of cultured 

hepatocytes was observed, and the concentrations of albumin, urea and lactate dehydrogenase (LDH) in the super

natant collected from different cultural period of better isolated system were examined. The results were as follows: 

hepatocytes obtained by modified two steps collagenase perfusion were intact and had a prosperous viability and an 

active function. The fluctuated changes of LDH leakage, albumin synthesis and urea level were displayed in one 

week, and the lesser LDH leakage and higher concentrations of albumin and urea were observed on the third day. It 

is concluded that the collagenase digestion method is feasible for isolation of hepatocytes. Calf hepatocytes have an 

optimal function on the third days of the primary culture. 

Key words calf; hepatocyte; isolation; primary culture 
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