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一种改良的小鼠肝窦内皮细胞的

分离、纯化、培养及鉴定方法
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北京蛋白质组研究中心，蛋白质组学国家重点实验室，北京 102206 ) 

摘要 采用改进的肢原酶灌注方法结合 Percoll 密度梯度离心加 anti-LSEC microbeads 免疫

磁珠分离纯化小鼠肝窦内皮细胞(liver sinusoidal endothelial cells, LSECs)，台盼蓝染色测定细胞活

力，光镜下观察培养细胞的形态学变化，流式细胞仪分析其纯度， RT-PCR 方法检测其新的特征性

分子 LSECtin 基因的表达。结果表明:比方法分离的小鼠 LSECs得率为(5土0.2)x106 个/只小鼠，台

盼蓝染色活力 > 95%，流式细胞仪分析其纯度达到 91.92%，光镜下观察细胞形态典型， RT-PCR检

测到新的特征分子 LSECtin 基因的表达。本研究建立了一种小鼠 LSECs 的分离、纯化、培养及鉴

定方法，为其功能和作用机制的深入研究打下了基础。
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肝脏免疫是新近提出的概念，众多研究结果表

明，肝脏通常倾向于诱导免疫耐受而非免疫应答。

其耐受一方面能使来自胃肠道的无害食物抗原不发

生免疫应答，避免对肝脏的损伤;另一方面却能使肝

脏易受外来病原微生物的攻击，甚至造成一些慢性感

染，如乙肝病毒(hepatitis B virus, HBV)、丙肝病毒

(hepatitis C virus, HCV)以及症原虫的持续感染[1]。众

多有关肝脏免疫耐受机制的研究认为小鼠肝窦内皮

细胞(liver sinusoidal endothelial cells, LSECs)，在肝脏

免疫耐受作用中发挥着举足轻重的作用。肝脏是由

实质细胞和非实质细胞组成，其中LSECs占肝非实质

细胞的 40%，它是唯一的器官定居性抗原递呈细胞，

能够与流经肝脏的淋巴细胞发生直接的相互作用，并

可有效摄取抗原。 LSECs 处理抗原后以主要组织相

容性复合体 (m碍。r histocompatibility complex, MHC) 

形式传递给 CD4+ T 细胞或 CD8+ T 细胞，该过程通

常导致 CD中 T 细胞或 CD8+ T 细胞的耐受[2]。此外，

LSECs 还能促进肝内活化T 细胞的凋亡从而诱导肝

脏耐受。因此为了能够更深层次地研究小鼠 LSEC

的生物学特性和功能，分离高活力、高纯度的小鼠

LSECs 显得至关重要。目前，国外对小鼠 LSECs 的

分离方法虽有报道但并不详细，而国内此方面的研究

甚少。因此，本研究拟建立一种有效、稳定的小鼠

LSECs 原代分离、培养、纯化与鉴定方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物

8-9周雄性 Balb/c 小鼠(18-22 g)购自北京维通

利华实验动物技术有限公司。

1.2 试剂和仪器

VID型胶原酶， DNase 1，胶原，购自美国 Sigma 公

司;内皮细胞生长因子(endothelial cells growth factor, 

ECGF)购自瑞士罗民公司; Percoll 购自美国 GE

Healthcare Bio-sciences AB 公司; anti-LSEC-FITC, 

CD146 (LSEC) MicroBeads (mouse) 购自德国 Mitenyi

Biotec 公司; PE Conjugated Anti-mouseCDl4购自美国

eBioscience 公司; IgG-FITC, IgG-PE 购自北京博奥森

公司; Eppendorf centrifuge 5810 离心机(德国eppendorf

公司); Nikon TSI00 倒置显微镜(日本 Nikon 公司);

Thermo 371 型细胞培养箱(美国 Thermo 公司)。

1.3 主要试剂的配制

1.3.1 麻醉剂 戊巴比妥铀用生理盐水配成 3%

的溶液。

1.3.2 灌注液 含0.2%EGTA的D-Hank's 20 ml。
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1.3 .3 消化液[3] 含 0.02% 胶原酶砸、 0.05%DNase

I 、 0.5% BSA 的 Hank's 10 ml 。

1.3.4洗涤液 含 5% 的 FBS 、 0.05% 的 DNase

I 的 HyQ 改良型 RPMI-1640 。

1.3.5 90% 的 Percoll lOxPBS 与 Percoll (1 : 9) 

混合。

1.3.6 25% 的 Percoll 1.25 ml 90% 的 Percol1与

3.25 ml HyQ 改良型 RPMI-1640 混合。

1.3.7 50% 的 Percol 3.3 ml 90% 的 Percoll 与 2.7

mlHyQ 改良型 RPMI-1640 混合。

1.3.8 缓冲液 含 0.5% 的 BSA， 2 mmolJL EDTA 

的 HyQ 改良型 RPMI-1640 。

1. 3.9 胶原 先用灭菌蒸馆水配成 1 mg/ml， 再

用 PBS 稀释成 200μg/ml (1 0x) 。

1.4 LSECs 的分离方法

灌注液和消化液用 37 .C恒温水浴锅预热。小

鼠用戊巴比妥铀腹腔注射麻醉后，固定在手术板上，打

开腹腔，暴露下腔静脉和门静脉，从下腔静脉插管对

肝脏进行灌注，进行原位消化。取出整个肝脏，放

入盛有消化液的小皿中用弯钩慑子撕开肝脏外膜，使

其与消化液充分接触。把消化液转移到干净的 50

ml 离心管，放入 37.C恒温水浴锅中消化 10-15 min 。

消化后的肝脏小心吹打后倒入 300 目细胞筛网过滤，

收集过滤液， 10O g 离心 5 min，收集上清液。沉淀用

30 ml HyQ 改良型 RPMI-I640重悬， 100g 离1C_'5 min, 

收集上清液。把收集的两次上清液 400 g 离心 10

min，弃上清液。沉淀用 25% 的 Percol1溶液重悬，充

分混匀后，小心加到 50% Percol1溶液的液面上，形成'

一个明显的界面， 90O g 离心 20 min，不带刹车。收

集 259毛与 50% Percoll 之间富含 LSEC 的混浊带，用

HyQ 改良型 RPMI-1640 做 10 倍稀释， 2000 r/min 离

心 10 min，弃上清液。

1.5 LSECs 的纯化和培养方法

取 1 ml HyQ 改良型 RPMI-1640 (5% FBS)重悬

沉淀，把细胞悬液转移到1.5 ml EP 管中，细胞计数板

进行细胞计数。细胞悬液 3 000 r/min 离心 5 min , 

弃上清液，每 107 个细胞加 90μl 缓冲液， 10μ1 anti­

LSEC microbeads，旋转混合仪充分混匀， 4-8.C温育

15 min 0 3 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，沉淀用

1 ml 缓冲液洗涤， 3000 r/min 离心 5 min，洗涤 2 次。

细胞重悬于2ml缓冲液，细胞筛 (70 阳n) 过滤，然后用

免疫磁珠分离方法进行纯化，弃流出液。取 1 mlHyQ 

改良型 RPMI-I640洗脱纯化柱，把洗脱下来的细胞小

·技术与方法·

心加入到预先铺好胶原的六孔板，加 15% FBS, 10 ngl 

ml 的 ECGF，放入 37 .C 、 5%C02 的细胞培养箱， 12 h 

后换液。

1.6 LSECs 的得率和活力检测

细胞计数板进行细胞计数，计算每只小鼠分离纯

化的 LSECs 的得率， 0.4%台盼蓝染色检测新分离的

LSECs 的活力。

1.7 细胞形态学观察

分别在 Oh 、 12 h 、 48 h 通过倒置显微镜观察

培养的 LSECs 的大小及形态学改变，并拍显微照片。

1.8 LSECs 的流式细胞纯度检测

新分离的细胞，用 1 ml HyQ 改良型 RPMI-164。

在 EP 管中洗一遍， 3000g 离心 5 min，沉淀用 100μl

缓冲液重悬， anti-LSEC-FITC 抗体(1 : 10), anti-CDI4-

PE 抗体(l : 10)，用同型 IgG-FITC (1 : 200), IgG-PE 

(1 : 200) 抗体做对照， 4.C黑暗环境中染色 20 min 。

细胞用 lml 缓冲液洗涤， 30∞ g 离心 5min，洗涤 2-3

次， 500μl 缓冲液重悬细胞，流式细胞仪检测。

1.9 LSECs 特征性分子 LSECtin 表达的检测

直接在培养板中加入 Trizol 裂解细胞，每lO cm2

加 1 ml Trizol，按照 TRIZOL Reagent 试剂说明提取

LSECs 总 RNA。以刚A 为模板，用 RT-PCR试剂盒

扩增 LSECtin 基因，上游引物: CCCAAGCTTATT­

AGTAGCAACTGCTCCT; 下游引物: CGGGGTACCA­

TGAACACT∞TGAATAC. RT-PCR 反应参数为 45 .C 

45 min; 94 .C 2 min; 94 .C 1 min, 58 .C 30 s, 72 .C 1 min; 

35 个循环; 72 .C 10 mino 小鼠 LSECtin 基因全长为

882 bp。内参 GAPDH 的上游引物: TGAACGGG­

AAGCTCACTGG; 下游引物: GAGCTTCACAAA­

GTTGTCATTGAG。目的片段为长度为 259 bp 。

2 结果

2.1 改进后的小鼠肝脏灌注方法

传统的肝脏灌注方法一般采用门静脉插管，恒流

泵灌注。由于小鼠门静脉非常细，给插管带来一定

的困难，而采用下腔静脉插管则简单，方便得多。改

进后用一次性注射器后面接-个一次性使用静脉输

液针(24G) (图 lA- 图 lC)，能很好地做到无菌操作，

而且能方便地控制速度，简单经济。灌注后的肝脏

应该成淡黄白色(图 ID)，而不能残留有红细胞，否则

影响肝脏消化，和细胞的活性以及得率。

2.2 小鼠 LSECs 得率和活力

经多次实验(n=5)一只 8斗周雄性 Balb/c 小鼠能
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Fig.l The improved method of mouse liver perfusion 
A: open the abdominal cavity; B: inferior v巳na cava intubation; C: perfusion; D: the liver after perfusion. 

200x 400x 

Fig.2 Photographs of LSECs after the separation and purification 

IOOx 200x 

Fig.3 Photographs of LSECs after culture for 12 h 
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-技术与方法.

分离纯化得到(5士O.2)x106个 LSECs，用台盼蓝染色活

力 二三 95% ， 新分离出来的小鼠 LSECs 呈小圆形， 透亮，

大小均匀( 图 2) 。

2.3 小鼠 LSECs 培养后的形态学变化

2 h 后细胞开始贴壁， 12 h 己出现梭形的典型形

态(图 匀， 48 h 后形成鹅卵石样排列， 密度稀的部位出

现网状结构，这是它的典型排布(图的，时间延长，细

胞核突出位于中央，体外培养能持续一周左右，然后

细胞逐渐凋亡 。

小鼠 LSECs 流式细胞仪纯度鉴定

LSECs 的鉴定以往采用 VIIl因子和 CD14 0 VIIl 因

子相关抗原也称 Von Willebrand factor (vWF) ， 是由

血管内皮细胞和巨核细胞合成的一种大分子糖蛋

白 。 LSECs 是否表达 vWF 曾有不同的研究报道，近

2.4 
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200x 100x 

Photographs of LSECs after culture for 48 h 
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Fig.5 Flow cytometry analysis of purified LSECs 

A: IgG-PE (0.76%); B: anti-CDI4-PE (9 1.92%); C: IgG-FITC (0.58%); D: anti-LSEC-FITC (85.32%) 
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年来的一些研究表明新分离的LSECs中有5%左右的

细胞呈 vWF 免疫荧光阳性培养 2-4 天后的细胞

vWF免疫荧光反应显著增强，因此不能将 vWF 的表

达与否作为判断 LSECs 的标志。 LSECs 表达其他内

皮细胞不表达的某些受体如 IgG 的 Fc 受体、 CD13 、

CD14 等以及一些粘附分子如 ICAM-1 、 CD4 、

α5ß1 、 α1 ß1 ，这与它存在的微环境是息息相关。

CD14 常作为 LSECs 的分子标记， CD14 是脂多糖结

合蛋白受体。脂多糖(lipopolysaccharide ， LPS)是革

兰氏阴性杆菌膜上的复合物，可刺激内皮细胞分泌细

胞因子，诱导机体产生非特异性免疫。 LSECs 上的

CD14 在处理血循环中的 LPS-LPS 结合蛋白复合物

中起着重要作用。本研究用 anti-CD14-PE 标记新分

离纯化的 LSECs，其阳性细胞率达到 91.92% (图 5A­

图 5B)。此外本研究还结合 anti-LSEC-FITC 抗体对

分离纯化 LSECs 进行表面染色， anti-LSEC-FITC 抗

体能较特异性地与小鼠 LSECs 结合[4]，流式细胞仪分

析，其纯度为 85.32% (图 5C- 图 5D) 。

2.5 小鼠 LSECs 特征分子 LSECtin 基因的鉴定

LSECtin是我们实验室在国际上率先克隆并研究

的新功能基因，前期研究表明: LSECtin 是一种新型

C 型凝集素分子，为 11 型跨膜糖蛋白;特异表达在肝

脏和淋巴结;肝组织免疫组化实验显示 LSECtin特异

表达在肝脏的窦内皮细胞[5]。本文用 RT-PCR 方法

也鉴定到 LS ECtin 基因在分离纯化出来的小鼠

LSECs 上高表达(图 6)，由于 LSECtin 在 LSECs 表达

的特异性， LSECtin可能作为小鼠 LSECs 一种新的鉴

定标志。

3 讨论

LSECs包围在肝细胞四周其表面有许多窗孔而

M 2 

882 bp 

259bp 

Fig.6 Identify LSECtin in LSECs by RT -PCR 
M: marker; 1: LSECtin; 2: GAPDH. 

缺乏基膜，使它有充分的机会与过往的抗原和淋巴细

胞接触。 LSECs 具有独特的表型，其能够组成性表

达与淋巴细胞相互作用必须的表面标记分子，便于与

淋巴细胞的相互粘附;同时也表达某些识别受体使它

们成为清道夫细胞，并且拥有强大的清道夫功能;

LSECs还组成性表达共剌激分子(CD80， CD86, CD40) 

和 MHC 1, MHC II，能内吞抗原并递呈给 T 细胞。

LSECs 与其它抗原递呈细胞不同的是它不需要经过

迁移，成熟过程就能行使抗原摄入，处理和递呈功能，

因而能快速将信息传递给T细胞，同时能够诱导免疫

耐受[6]。随着人们对小鼠 LSECs 认识的逐渐加深，

LSECs 参与肝脏免疫耐受的角色逐渐受到众多学者

的关注，其有可能在肝脏的病毒感染，肿瘤免疫以及

器官移植等方面发挥重要的作用[明，而获得高纯度和

活力的小鼠 LSECs 是深入研究其生物学特性及功能

的重要基础。

本研究采用改进的胶原酶灌注， Percoll密度梯度

离心，以及 anti-LSEC microbeads 免疫磁珠分离纯化

肝窦内皮细胞，该方法简单，稳定，且能保持细胞的

活性，其得率和纯度都比较高，改良的方法与传统的

方法比较有如下优点: (1)小鼠的门静脉比较细，给肝

脏灌注造成了困难，本研究采用 50ml 一次性注射器

从小鼠下腔静脉进行灌注，既能冲洗干净红细胞，又

能便于无菌操作，很好地保持细胞的得率及活性。 (2)

传统的方法采用差速离心[9]，或者选择性贴壁进行纯

化，使分离的细胞容易混入 kuppfer 细胞，而使其纯

度降低。本研究采用到的 anti-LSEC microbeads 是

德国Mitenyi Biotec公司为分离小鼠LSECs专门研制

的一种免疫磁珠，它能较特异地与小鼠 LSECs 结合，

分离出来的细胞活性好、纯度高且不丧失功能。 (3)

肝窦内皮细胞对培养条件要求严格闷，本方法能很好

地保持小鼠 LSECs 的活性，培养前，预先对培养板铺

胶原，培养时在培养基中加 10 ng/ml 的 ECGF，培养

的小鼠 LSECs 生长良好，形态和排列非常典型，能在

体外培养一周左右。更为重要的是，在我们的前期

研究中，肝组织免疫组化实验显示 LSECtin特异表达

在肝脏的窦内皮细胞，而我们通过RT-PCR鉴定到所

分离的 LSECs 上 LSECtin 基因的高表达 4 由于

LSECtin 表达的特异性 LSECtin 很可能作为小鼠

LSECs一种新的鉴定标志，结合其他方法用于LSECs

的鉴定。总之，我们建立了一种新的小鼠 LSECs 的

分离，纯化及鉴定方法，为其功能和作用机制的深入

研究打下了重要的基础。
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An Improved Method for Isolation, Cultivation and Identification of 
Liver Sinusoidal Endothelial Cells in Mouse 

Biao Liu1.2, Tong-Sheng Ful, Li Tanga , Fu-Chu He2* 
(1Hunan Agricultural University 协terinary faculty, Ch国lngsha 410128, China; 2State Key Laboratory of Proteomics, 

Beijing Proteome Research Center, Beijing 1nstitute of Radiation Medicine, Beijing 102206, Chin叫

Abstract Mouse live sinusoidal endothelial cells (LSECs) were isolated by improving the collagenase 

perfusion, percoll gradient isopycnic centrifugation, and purified using anti-LSEC microbeads.τne viability of cells 

was assessed by trypan blue staining. The changes on morphology were observed under light microscope. Cells 

were stained with anti-LSEC-FITC antibody and analyzed by flow cytome町.白le expression of LSECtin in LSECs 

was detected using RT-PCR.白le yield of LSECs was (5士0.2)x 106 cells/mice, vitality is greater than 95% , and the 

purity is more than 91.92%. The isolated LSECs have typical mo叩hology. The expression of LSECtin could be 

detected in LSECs. In conclusion, we set up an effective, stable method for the isolation and cultivation, purification 

and identification of mouse LSECs, which is very important for studying their functions deeply. 

Key words live sinusoidal endothelial cell; isolation; LSECtin 
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