
量水的瓶中，盖上带有j商管的皮塞， i商管尖端

插入箱体的 COz 注入孔中，以注射器穿过皮塞
缓缓注入 10%HzSû.(其蛊亦可通过上式算出 ，

但实际可梢过量些，以使反应较快进行)，则

不断产生的 COz 即源源、注入箱内， 而比重较轻

的空气则由垂直的气压平衡管上口经平衡管向

下被排出箱外。 COz 注入毕， 拔出 j商管 ， 立即

用胶布将注入孔封闭，将 此装 贯移放恒温箱

中，进行培养。 由于平衡告的作用 ， 装置放入

温箱后不致因升温使封闭用 CuS04 液外溢p

又因为平衡管细长，且开口在箱体上方， 故也

不易造成箱内 COz 的逸出。
采用 CuSO. 溶液，而不用水作封闭液是因

为 CUSO. 有杀菌作用，有利于保持箱内的半无

菌状态， 同时 COz 难溶于 CuS04 溶液， 有利

于维持箱内 COz 茧的恒定。我们在杂交瘤试验

中，将克隆化的细胞株在此箱内连续培养一星

期，结果培养液 pH 仍稳定， 细胞生长良好。

也有人以烛罐装置代替 CO2 培养箱，用于

细胞的开放培养，即用微生物学技术中的厌氧

培养罐或干燥罐，点燃蜡烛，以获得 5%左右
的 COz 气体[Z]，此法缺点是蜡烛燃烧消耗掉

罐内氧气，而氧气为细胞生长所需要，虽有一

些细胞 在缺氧情况下可借糖酵解获取能量，

但多数细胞缺氧不能或不能较好地 生存[勺，

另外此法所产生的 COz 量 不易控制，蜡烛燃

烧时还可能产生对细胞有毒性的气体，如

含硫气体等。本装置采用化学注定量制取

CO2，不仅免去使用 COz 钢瓶之繁，且制得的

CO2 气体十分纯净， COZ量可较准确的控制在

适气浓度。

JJ(;们采用 本装'R进行融合细胞13杂交瘤细

胞培养十分成功。用于微孔塑料培 持板的若干

种细胞培养、病毒的中和试验与空斑试验等，

均效果良好[勺 。

由于此简易 CO2 培养装置具有制作简易 、

经济实用，使用方便及上述性能上的优点， 不

仅适于在一般实验室推广应用，即使对于已有

COz 培养箱的实验室，也可用以备不时之需(如

停电， COZ 培养箱 LU现故障，钢瓶中 COz 用尽

等↑占况) 。
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小鼠肝细胞分离培养中应注意的问题来

玉宇明

(卓庆 ， 第二军医大学西南医院 630038 ) 

目 前，国内在鼠的肝细胞培养时多用大

鼠，而小鼠使用较少，其可能原因有二: 一是

肝细胞分离操作在大鼠较易掌握，而在小鼠则

不易掌握; 二是从大鼠分离的 肝细胞数量较

多，而自小鼠分离的肝细胞数量较少，有时达

不到实验要求。然而，使用小鼠也有其优越

性。首先，小鼠体重只相当干大鼠的 1/10 ，

二者肝脏重量之比也大致如此，因而对小鼠进

行肝细胞分离灌流时所用 胶原酶远较大鼠为

少，大大节约了价格昂贵的胶原酶p 其次，有

研究发现小鼠肝细胞的生长和增殖能力比大鼠

*本文承蒙日本岐阜大学医学部第 1 内科研究空
大西弘生讲师指导，特此致谢。

(下转插页 3 )
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〈 上接封三 )

5!t\ [1 ， 2]。而且，找们采用简易陆流法， ，.，千4面特

殊性备， f荣作简啦，采豆豆肝细胞敖完全可以满

足实骑要求。!在于国内有关介绍文献较少见，

本文 f01.)] {j关文献的A础上，结合作者进行

有关小鼠肝细胞培养的实践体会， 对小岛l肝细

胞培养 11 1 (10 市地问题加以讨论。

灌流液和培养液的选择和配制 ilfJ. i征液臼州无

Ca2 + 元 Mg" Hanks ì位干rl胶~'M#，jì夜。 lLJ r lÎ írtí.W成 _~'J

f、-致 . 11' 飞 II_Æ史 J~Uj每浪前迸行i~n iti[ . 故位n义战日语

文队. 称之 γ· 前ltli ，f，E缓冲ì-è{ "( 3J 。 该液ql不合 Ca'争的

11 I'l''.){t' J J‘功细胞问附的 Ca2+ 依赖性连接因子 . 以利

j二细胞分离 ( 4 0 ~r币 ， 胶原酶液则必须含 CaZ+ ， 这是

因为胶且购二贝{t Ca2+}i .(i时方能发照其酶ffit'!:o …般

i人 '1:) Ca'+r{( <. ':; 5 mM 时肢原悔的t'l: JÜ佳 ( 5J。办， {j报

道尔加 Ca' 'ij足 I'f 良好放果[b1 ， 据认为吁能 tj胶原酶

制剂己:\ (I Ca'
令 úJ:..而加 Ca' + ýl。是有益无古的(7 J 。

培养液种x较多 ， fl rìíjf司内各家选择不→。Tanaka 等 (8J

忖 DME 、 Ham F 12 、 L 15 、 MEM 7Jz WE 等 5 后1';;1

养i促进 i j(Jλ..111走在白质含成、 尿举合成及f~ 细胞维

持作用的~j' r- 。约束杰明， .(~血浆蛋 (1 1ft 令成及j反东

含r，\(方自1.' WE J;~ 养液占主优， 细胞维持作用则以 L 15 

最佳。从ì5: ;r U五l 外文献币 ， 以 WE J营养j液使用最

多。 {J: 液体而~ ;1i.J川、.J . 般不宜用负)L~ì虑i1除I有 . 而应

用 E压品:'û陀的 据l人均负压泌:过可因二锅化碳白液

体I1 1 逸 tH 而]吃液体 pH 值增 i坷 ， 同时含歪向质液体 IJJ

产生多!!!?也d . Ifr] lLJrs滤过则无此变化( 9 ， IOJ 0 .:f~们发

现即使ÆJU怎过，液体 pH 值也可于f 轻度变化， 故应

在液体少 :r;:~ (1ft过日测 pH 值，调事~ì'fb过前液体 pH 值。

虽然各对液体 rl]均含有能稳定 pH值的Hep凶， 但是我

们发现随rn夜体配制时间延长 ， pH值口J发生变化。一

般是液流液 pH 也 F降，而庭养液 pH值增高。处理.办

法是 : 1.勾次配制 t夜时不宜太多， 保存期限制在 1 个

月以内 ; 2 . .:吁能将彼休装满瓶子 ， 减少空间 ， 以减

少 pH 值变化; 3 .切 pH 值变化过大. 或经调整后再

次明盟降低. 应将液体弃去不用。

门脉的穿~J 小鼠的门脉较细小， 穿刺时极易刺

破， 多 !tt血液，杰出 ， 导致肝缺血， 影响分离后肝细胞

的存活率。同时出血后血管变得吏为细小， 使再次穿

刺更为困难。因比 ， 应力求一次穿刺成功。我们体

会， 门脉穿南IJ的难易与陈陈程度关系较大， 麻醉浅时

门脉血节变n细小， 加上此时呼吸动作大， 门脉也随

之活动. 从而增加了穿刺的难度， 反之， 麻醉偏深时

门j泳充盈较化， 且囚呼吸较平胞， r J JL事位置也相对稳

定。从穿刺角度看， 以麻醉赂深为好。 然而， 由于深

度麻醉易致呼吸变恒， 血压降低， 其主化亡， 故麻醉

不立过深。以小鼠心跳、 呼吸平稳， [刀 JF腹部皮肤时

无躁动，开腹后见门JliÌ<'元政者为佳。 白)(眼含用缝合

线|占1在穿刺针和i 门脉， 而在小 r~l'J I 线、如扎、问:立等

操作qJ 稍有不慎即 nI致门脉穿破， 故二， ，{~用 'J:)宜。可

从门脉远可ii进针， 1注:刺针进入门月在 I-i . ?佳ft 向前进

4-5mm ， 然 f口拔 f!l 针芯，如见 v斗 [Úl; (i 号:计付Ij l ，证

明己Jlt门脉 ， 即叮}主讪itli 流缓 ;rt1ìιI"J Il j 小心用胶布

将输液管罔屯在操作板上， 或始终用于国迄深度及方

向。此外， 应注忘;穿刺针不宜进飞il叫百则在进入

r JI比分支后常导致部分肝[I!-得不歪11df!.!。

灌流 泌流的好坏将直接影响肝细胞的采mr， t及

存活率。常用的方让打振荡法 flli在;但 ì}; liJ.j 仲。 振荡?去

所取肝细胞:王较少. 1m t-.小鼠肝脏才~ I't 就小 ， 难以满

足实验要求; 灌流法 ;l~j.桔流装22 ， 也阿斗、鼠过小，操

作不易'学握。我们设讨 r一种简易地iÆU);. 该法操作

简便，不注要滋 n泵， 采 ~t肝细胞 iJ 人。可注-安点

是: 留置针穿入门脉 1日 ， 采用静脉输、气 1去，输入经

37 C 顶温的前滋流缓冲液， ~肝脏和j胁人、色略变自

时剪断肝'下静脉. 下 lfn液流出、 盯:Il市)/ 'ifì阿缩时用消

必那j料1i部t;::r反面头部必经 fit化的纠II坡f肉 l式管头部压迫

切门处. 并间歇性放:Jt二 ， 肝脏也随之!防大 lj回缩。前

j控 i;，[缓冲浪滴完后 ， 继以胶原酶j夜tó间 ， 仍保持间歇;

性压迫与开放。 兰j 丹F但JV4 号肝组织 ILJI\~~隙肘，标志

者胶原酶作用充分，叫将肝脏完蚁切 f. 古平皿 ~II 以

尖明报分离肝细胞悦， 可见肝组织川粉W. 加入预温

胶It;(酶液 ， 以 60-80 μm 的尼龙网或 '.I"è 沙市过滤后

离心。本法与j蓝流法一样， i按说U.戍边的控制较为毛

耍。流速不足可致细胞缺氧， 而ìf，i速过快、 Jk力过大

可致肝细胞存活率降低(7J。本法通过对~0j开的肝下

静脉进行堵放动作米控制流迷， 只;后比，也肝圳的膨大

与回缩不过度即可， 总最 20-25 ml 眩原酶液约{t.

4-5 min 内滋流完毕。

锦度离心 在成功的门脉'!}刺放Ul!irl[之后 ， 即可

进行梯度离心以分离肝细胞和/或肝非吹民细胞。最

好在离心开始后对肝细胞存活率作出较为正确的初步

估计， 如不成功， 可及时中止。我们体会， 之l最初的

50 x g 及 500 x g 交替离心后， 可从以 f-:. 方面对肝细

胞存活率作一初步判断: 1 . 肝细胞部分(50 x g 离心

后沉淀部分)及肝非实质细胞(50 x g 离心 JU上浮， 并

在 50 0 x g 离心后沉淀部分)的体积之比均在 5:1 以土
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者，肝细胞{r li~'率较言， 而比例约在 3:1 以 F者则存

活率较低， 这一现象元由于死亡的肝细胞膨大上浮，

混入 50 x g 离心 rþ居浮的肝非实质细胞部分所致 3

2 . 离心中脐rilLf自反复出现聚集， 用 I音养J夜不易吹

散，提示肝细胞存活率吨，这可能系肝细胞死亡

后， 脱负电荷降低，易致肝细胞聚集 ， 3. 离心沉淀

的肝细胞如 'U走渴色， 说明肝细胞存活率高， 如呈灰

白色， 则说明 fi!细胞存活率低. 此外， 离心速度的准

确与否， 对 I!t 细胞和肝非实质细胞的采集及纯皮影响

很大，部分1;' ，".~离心机转速不准，特别在 50 x g 时不

易调J筐 ， 导致实验结果不佳， 故而Z注意选降适当离心

机。

细胞接种及培养 细胞接种后应注意的是须将培

养液左在轻轻描功，以使细胞分布均匀， 但不吁作环

形撼动，否则将由于旋涡运动而致肝细胞 rr'J 巾部集

中 ， 大4l:茧，远的肝细胞出现坏死剥落而致Ijl 心部空

缺(11] 0 )9 j@ (i:.J音养成 ~II小牛血泊(通常含 10 %)及激

去(通常含版岛举及地在米松各 10 - 7mol /L ) 对实验结

果的影响， 门 liÚ'多主张用无 l也请培养 ， 激AZTE限制在

膜岛Æ l'n 地')豆 、长松各 10-9mol/L ，此激隶主过相当于体内

生理挝[31 0 r.~i _'1] 注意的元， 如无lÍllìl'J J常养坦过 2 天，肝

细胞可发生切、吃脱落， 故土t!有Z用庆限于 2 天内。启养

皿中培养峨的川人 e f也红-Â二要求。 维持肝细胞功能

的最低百51' ~E)9 5. 3 kPa(40 mmH g) ， 要达到这一条

件培卒皿 rj:J ， i 养负 Æ<_ ，，~}9 0 .34 mm， 然而为了维持

pH 值从营 养;;_'.;}(，通常采用高度为 2 mmo 以 22 mm 

直径的培养n 1 I:J' ';;Ú . 培养t伐加入fù: J也为 1 m! [l 2 J 。 在 Ìù

养过臣中，1 c-，品与 、 月1氧化 ft决分压及细胞代i射的

影响， 培养t龟 pH 值'Jf肖降低， IE红货色. 比、'J9 正常

现象。但如""~ pH 值明fu!_降低， 的养j仅旦货色，应注

意细菌污染的 f他.

总之， 小鼠肝细胞分离不n培养的操作程序

及方法与大鼠大致相似。前者的1:坦难点在于

其肝细胞分离操作要求- .íl二技巧。J， ~Ú反复练

习，亮!~练掌握Jtlii去要钮， IriJIHìJ.心解决各种

常见问题， 才能保证肝细胞分内阳启斥的 rJ\G

功。
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