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大鼠肝细胞的分离技术

黄俊勇 J令欣夫

(北京中国科学院动物研究所)

离体的犬鼠原代肝细胞，作为可溶性酶与

组织之间 、 整体动物与离休肝脏之间的一种中

介的实验模型， 越来越多地被应用于生化毒理

学、 药理学和环境毒理学等学科领域[1-6] 。

早先人们用机械方法，随后 Jacob 等 [7I ，

Rappaport 等[ 8]用 Ca2 + 离子或 K+离子 的整合

剂灌注肝脏的方法来分离肝细胞，但成活率都

不高。 Howard 等 [9]在灌注技术中引进了胶原

酶和透明质酸酶作为肝脏结缔 组织的消化酶

后，分离的肝细胞成活率有了较大的提高。这

一方法 Berry 和 Friend[1 0 ]作了改进， 采用循环

灌注技术， Wagle 等[ 11]则进-步将实验简化为

只用1胶原酶并改用无Ca2 + 离子的缓冲液系统，

Seglen[ 12]在此基础上缩短灌注时间 ， 进一步提

高了分离的细胞成活率。 Fry 等[ 1 3 ] 将 剪碎的

肝脏直接用消化酶处理来分离肝细胞，但这种

方法细胞产率和成活率都较低， 一般只适用于

活组织检查等不需灌注的试验。 Nakatsugawa

等 [l4[ ， 冷欣夫等[ 15]在分离肝细胞中用含胶原

酶的 Hanks' 溶液灌注大鼠肝脏， 也得到较为

满意的结果。

我们在前人的技术基础上， 进一步改进和

完善了采用含胶原酶的无 Ca2 + 、 Mg2 + 离子的

Hanks'i容液灌注大鼠肝脏分离肝细胞的方法，

分离得到的肝细胞成活率达96%左右， 且细胞

产率较高。现将试验情况分述如下2

材料

本试验所用的主要试剂中胶原酶 (Type 11 ) 、 牛

血清蛋白 ( BSA )为 Sigarna 公司产品， Wayrnouth MB 

7 5 2/ 1 培养基为美国 GIBCO公司产品，其他试剂均为

国产分析纯。本试验中所用 Hanks' 溶液均为无 Ca2+ , 

Mgl + 离子溶液 ， 由混合气体( 95 %021 5%C02 ) 饱和

后 ， 调 pH 至 7 . 2一7 . 4 ， 并经无菌过滤器过滤。肝细

胞分离过程中，向缓冲液中通气， 一律指在溶液的液

面上方维持通气。

试验中用的器皿、 用具可因不同的试验要求进行

不同程度的消毒灭菌。本文试验中的器皿、用具是用

75%酒精消毒灭菌。

雄性大鼠 ( Sprague-Dawley 品系) 150-200 g, 由
本所饲养场提供。

方法

←、 动物的麻醉及解剖 将大鼠置于密闭的容器

内 ， 用乙M麻醉。 其程度一般等大鼠四肢瘫软， 由轻

度的急促呼吸刚进入深呼吸即可， 约需 2 分钟， 但因

鼠的个体差异和乙隧用量而有些差异。然后将大鼠固

定在蜡盘上， 整个腹部用 75 %酒精消毒后， 沿腹中线

用青剪打开腹腔至胸隔膜的胸骨突起处， 小心避免损

伤肝脏和隔膜。两侧腹部皮肤从尾部向胸部各剪一

句"形， 分开固定于前肢近傍。使腹腔完全暴露。将

内脏翻移至鼠体的左侧， 暴露肝门静脉和后腔静脉。

将肝门静脉离肝脏入口处 1-1 .5 crn处以及后腔 静脉

近肾静脉分支部位与周围组织分离开， 各穿一根棉纱

线备用。并经由后腔静脉注射 0 . 06 %肝素制生理盐水

溶液 。 .5-0.6 rnl , 注射点尽量靠后。

二、 静脉插管和灌注 将静脉插管沿去除了结缔

组织膜的肝门静脉管处插入， 使针头前端稍离肝门静

脉入肝分支部。用事先准备好的棉纱线扎好， 以防漏

血和针管滑出。用经无菌过滤， 37 "C恒温和混合气体

(95%0~ ， 5%CO， )饱和的 pH 7.2子 ， 4 无 Cal+， MSI+ 
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的 Hanks' 溶液进行肝脏泣'注。同时剪开后腔静脉尾段

放血。 ìlä i于流速从慢空快， 最后达到 30→40 ml/ min , 

洗去肝内积JlÍl.。约 3-5 分钟后， 肝脏表面应光滑'湿

润、略显均一的微黄色。 m注前-定要将溶液寻'ì骂:中

的气泡赶净。以免气泡堵塞肝脏微细血管， 影响进一

步的灌注。

如有气泡进入肝脏， 轻者肝脏表面出现许多小白

斑点， 重者出现→块块的血斑。有时某一肝小叶整个

呈暗红色， 这都导致局部血液滞留肝内 ， 排血不净，

这种情况，将影响下一步的胶原酶的作用 ， 肝细胞分

散不彻底，形成许多组织块和细胞团。影响细胞的存

活率和产率。 2门遇这种情况应重新更换动物。

用骨剪打开胸腔， 在前腔静脉管处系一根棉纱

线， 尽快从右心房室处插管至前腔静脉处， 然后扎紧

棉线，以防针管滑脱。如果插管位置适当应有灌注液

从导管中溢出。随之将后腔静脉处的棉线扎紧， 迫使

灌注液改由前腔静脉插管处流出。

这时将灌注液改换成 100 时，含 0 . 0 3 % 胶原酶的

无 Ca2+ 、 Mg2+ 离子 Hanks 溶液， 并由前腔静脉导笆'

回收，循环使用。从胶原酶进入肝脏起， 约 7-10 分

钟，肝脏表面的结缔组织膜出现小液泡， 其下的肝组

织出现裂隙，用眼科馁轻压， 柔软无弹性， 陷窝不易

复原。 这时立即停止灌注。

三、 肝细胞的分离用眼科馁提起近肝处的后腔

静脉管，小心地将整个肝脏与肝系膜剪开分离下来。

立即置于经消毒的小烧杯中，用眼科小剪刀剪碎。加

进 100 ml 含 2%牛血清蛋白 的无 Ca2+ ， Mg2+ 离子

Hanks' 溶液 ， 在 37 "C恒温水浴 中，轻微搅拌 1 0 分

钟， 在液面上端保持通气(95%02> 5%C02 ) 。

上述组织细胞液经 60 目 、 80 目 、 100 目的尼龙

网三级过滤，收集滤液，并置于冷水浴(约 1 0一15 "C)

中沉降，约 7 分钟， 小心地吸去 上层清液。再加X
100 ml 无 Ca2+ ， Mg2+ 离子的 HaTS' 溶液，轻轻地混

悬后， 第二次沉降， 7 分钟，再吸去上清液。沉降下

来的细胞中加入 50 ml Waymouth 溶液，于 37"C恒温

水浴套中进行原代培养， 并在液面上方保持通气， 同

时不断地、温和地搅拌。

四、细胞计数和成活率 细胞计数可根据具体的

条件来进行，:Lt:文中细胞计数是用英国库特电子公司

的细胞计数仪完成的。取二个测定杯分别加入 20 m1 

Waymouth 溶液(经无菌过滤)，然后在其中一个杯中

加 40μ1 Waymouth 液作为对照， 另一杯中则加 40μI

上述细胞悬液， 分别于计数仪中测定， 并按下式换算

成实际细胞数z

细胞悬浮液中细胞数Iml = (介细胞杯测定 值一对
照杯测定值 ) X 103 

测定细胞成活率用台阶蓝才12染法[16] ， 记录死活细

胞数， 算出活细胞占总细胞数的百分比。

根据所测细胞数，用 Waymouth 溶液调整溶液中

所需的细胞含量， 一般使细胞悬浮液的浓度高出实验

用浓度 2-3 倍为宜。因为细胞浓度太 高 时， 易引起

肝细胞的重聚， 影响肝细胞的存活。

表 1 细胞产率及存活翠的比较

引用文献号 (1 0是:?据毛主)* 气男宁
[ 9 ] 7 77 
[ 8 ] 72 / 
[14] / 85- 95 

[ 2 ] 180-240 85 士 10

本试验** 166 士 2 1. 7 96.5 土 0 . 32

* 为肝湿重; ..由四次以上试验数据统计所得。

表 1 中比较了本试验与不同文献报道的细胞产率

及存活率， 我们得到了 96%左右的肝细胞存活率，并

且细胞产率也较高。 在 37 "C 恒温的 Waymouth 溶液

中， 液面上方维持通入混合气体， 并用磁力搅拌器轻

微搅拌 的 条件下，如表 2 中所示， 肝细胞悬浮液中

的细胞活力可维持 8 小时以上。这样分离的大鼠原代

肝细胞可用于培养，进行各种研究， 也可直接用于药

物动力学研究，如药物代谢， 药物与酶系的相互作用

等) 。

褒 2 细胞悬浮液中的肝细胞活力

T(hr. ) 0, 6 8 

存活率 ( % ) 95 . 1 89.9 87.2 

表中数据为三组试验的平均值。

摘要

10 

39 . 6 

本文介绍一种采用含胶原酶的无钙、 钱离

子缓冲液系统灌注大鼠肝脏来分离大鼠肝细胞

的方法，分离得到的肝细胞成活率达 96%左

右，且细胞产率较高。细胞在 37 0C 恒温的

Waymouth 溶液中、 pH 7. 2-7 . 4、保持通气

(95%02' 5%C02 ) ，不断轻微搅拌的条件下，

活力可维持 8 小时以上9
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原位缺口移位技术检测药物对细胞DNA的断裂损伤牵 .

幸静;皮郁昌虎·

(中国医学科学院基础医学研究所细胞生物学室)

原位缺口移位技术， 又称为原位缺口 翻译

(In situ n ick translation )是近几 年建立起来

的一种分子细胞生物学新方法。 据作者所知，

国内尚未见有报道。现将其原理、 技术操作程

序及应用 ， 并结合我们的工作作一实用性地简

要介绍， 以利国内尽早开展与运用起来。

-、 原理

缺口移位反应最早是 Kelly 等川建立的，

原用来研究 DNA 体外复制的分子生物学方法。

其后有人用来研究染色体[2- 4] 、 培养细胞与组

织切片的 DNA 转录效力 [ 5 ， 6] 。 其 基 本原理是

大肠杆菌 DNA 聚合酶 I( Escherichia coli DNA 

polymerase 1 )可从一条 DNA 链缺 口 (nick)的

5' 端切除核苦酸， 同时从缺口的 3' 端连接核

苦酸，并依次顺序进行， 其结果切 口沿 DNA

平移。因此， 新合成的数量可反映出 DNA 链

的断裂， 即 DNA 受损的程度 [ 7 ， 8] 。 至于原位

缺口移位技术， 乃是将缺口移位技术与同位素

放射自显术结合汪来， 从而可在细胞核或染色
体上反映出 DNA 受损的程度。因此， 一方面

具有实感性，便于观察记录。另一方面也可作

半定量 (计数银 颗 粒) 或定量(收集细胞作液

警 本文有关研究得到国家教委及加拿大不列颠哥
伦比亚肿瘤研究中心( British Columbia Cancer Rese­
arch Centre)S.S.Tsang 博士科研基金资助，部分工
作在该实验室完成 ， 谨此致谢。

· 河南豫中制药厂.
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