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改良胶原酶经腹主动脉灌注消化法分离大鼠肝细胞*****☆

余松林1，韩宝三1，张 瑞2，杜志勇1，吴旭波1，吴 薇1，王加祥1，黄 芳1，李宏为1，沈柏用1，彭承宏1

Separation of rat hepatocytes using modified collagenase perfusion via the abdominal aorta

Yu Song-lin1, Han Bao-san1, Zhang Rui2, Du Zhi-yong1, Wu Xu-bo1, Wu Wei1, Wang Jia-xiang1, Huang Fang1, Li Hong-wei1,
Shen Bo-yong1, Peng Cheng-hong1

Abstract
BACKGROUND: Good separation technique is the basis of harvesting hepatocytes with high viability. At present, two-step
collagenase perfusion method via portal vein is extensively used in the world. However, this method has some problems, such as
high dose of collagenase, complicated operation, long process and high requirement for the instrument.
OBJECTIVE: To investigate a simple effective method of separation and primary culture of rat hepatocytes.
METHODS: A total of 10 Sprague Dawley rats were obtained to harvest hepatocyte by modified perfusion method through the
abdominal aorta. Hepatocyte tests were repeated ten times to observe results of each index and to compare with published
literatures. SD rats served as hepatocyte donors using Ⅳ type collagenase perfusion via the abdominal aorta. Liver hepatic portal
structures, the upper and inferior vena cava of the donors were closed to retain collagenase digestion to obtain hepatocytes.
Following filtration through 200-mesh and 300-mesh sieves, the suspension was transferred to a centrifuge tube, and then
purified hepatocytes at 1 000, 500, 300 r/min centrifugation about respectively (each 3 minutes). Trypan blue staining was utilized
to measure cell viability. The purity and morphology of hepatocytes were observed under the inverted microscope.
RESULTS AND CONCLUSION: Hepatocytes obtained by collagenase digestion were pure, intact and have a very good viability.
The modified collagenase perfusion through the abdominal aorta was a better method for isolation of hepatocytes.
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using modified collagenase perfusion via the abdominal aorta. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu.
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摘要

背景：良好的分离技术是获取高活性肝细胞的前提。目前，国内外普遍采用的是经门静脉的两步胶原酶灌注法。但该方法

仍存在胶原酶用量大、操作繁琐、流程长、对设备要求较高等问题。

目的：寻找一种简单有效的大鼠肝细胞分离培养方法。

方法：取 SD 大鼠 10 只，按改良经腹主动脉灌注法分离培养大鼠肝细胞，重复 10 次分离肝细胞实验，观察各项指标结果

并与已发表文献进行对比分析。以 SD 大鼠作肝细胞供体，采用Ⅳ型胶原酶经腹主动脉灌注，供体肝脏肝门部结构﹑肝上

及肝下腔静脉封闭保留胶原酶消化分离获取肝细胞，经 200目和 300目筛滤过，滤过后的悬液转移至离心管中分别以 1 000，
500，300 r/min 离心各 3 min 以纯化肝细胞，以锥虫蓝染色法测细胞活性，在倒置显微镜下观察肝细胞纯度及形态变化。

结果与结论：胶原酶消化法所获取的肝细胞纯度高、形态完整、活性高。提示改良胶原酶经腹主动脉灌注消化法是一种较

好的肝细胞分离方法。

关键词：肝细胞分离；大鼠； 原代培养；胶原酶；腹主动脉灌注
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0 引言

肝脏是人体功能最复杂的器官之一，作为

构成肝脏的实质细胞，肝细胞在肝脏的基础实

验及临床相关研究中有着重要的意义。体外分

离培养肝细胞是人工肝、生理学、药理学、毒

理学以及基因工程等研究的基础[1-4]，人们一直

在寻找一种简单有效的方法获得大量有活性的

肝细胞，良好的分离技术是获取高活性肝细胞

的前提。目前，国内外普遍采用的是 Seglen[5]

的经门静脉两步胶原酶灌注法。但该方法仍存

在胶原酶用量大、操作繁琐、流程长、对设备

要求较高等问题。本实验拟采用新的经腹主动

脉灌注胶原酶两步消化法获取肝细胞，以求操

作简便，胶原酶用量少，为需要重复获取大鼠

肝细胞的实验提供了一种简单快速的分离方

法。

1 材料和方法

设计：方法改进。

时间及地点：于 2009-05/10 在上海交通大

学医学院附属瑞金医院动物房完成。

材料：SPF 级 SD 雄性大鼠 10 只，8 周龄，

体质量 240~260 g，购自上海西普尔-必凯实验

动物有限公司 (实验动物机构许可证号：

SCXK(沪)2008-0016)。实验过程中对动物处置
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方法符合动物伦理学要求[6]。

主要试剂及仪器：

主要试剂及仪器 来源

肝素钠 上海第一生化药业有限公司

戊巴比妥钠 上海西唐生物科技有限公司

D-Hanks 液、Hanks 液、

DMEM 高糖培养液

杭州吉诺生物医药技术有限

公司

Ⅳ型胶原酶 美国 Sigma 公司

胎牛血清 美国 Front(北京)有限公司

PBS 液 上海博光生物科技有限公司

硫酸链霉素、青霉素钠

盐

Amresco 公司

胰岛素 江苏万邦生化医药股份有限

公司

锥虫蓝 中国医药(集团)上海化学试

剂公司

200 目、300 目标准筛 上海精网筛滤器材有限公司

超 净 工 作 台 (HFsafe
1200)

Heal Force 发展有限公司

(香港)
离 心 机 (Centrifage

5810R)
Eppendorf 公司

电热恒温水槽 (DK-8D
型)

上海精宏实验设备有限公司

CO2培养箱 德国 Heraeus 公司

倒置显微镜 Nikon 公司

50 mm 针式滤器 上海医药工业研究院产品

方法：

大鼠肝实质细胞的分离：大鼠以 1 000 U 肝素

钠肌注肝素化后，按 0.4 g/kg 戊巴比妥钠腹腔

麻醉，胸部以下以体积分数为 75%的乙醇消毒，

迅速转入无菌操作台上固定，腹部十字切开，

上至剑突下达阴茎上 1 cm，3 把血管钳分别钳

夹剑突及左右两侧切开的皮瓣向上及左右两侧

牵开充分暴露肝脏，按逆时针方向游离肝周韧

带，充分解剖肝下下腔静脉近肝一段及门静脉

左右支汇合以下一小段，分别在两者背后带线

穿过，把所有肠管推向右侧充分暴露腹主动脉，

在腹主动脉末段作充分游离解剖并在其后带 4＃

线穿过，用一小血管夹夹闭该血管，在隔下扪

及腹主动脉搏动后，蚊式钳在其表面稍作分离

确认该动脉并顺分开的间隙阻断腹主动脉，上

提血管夹绷紧腹主动脉，静脉留置针注

D-Hanks 液排气后在血管表面以 15°角潜行穿

入约 0.5 cm 后退出针芯并继续向前推入约

1.5 cm，结扎固定留置针，以 25 mL/min 的速

度经留置针灌注 4 ℃的 D-Hanks 液 250 mL，
以除去残血并减少肝细胞间的钙离子浓度，待

肝脏体积膨大到原体积的 1.5 倍，变白后在灌

注的同时剪开肾静脉下方的下腔静脉作为流出

道，使肝内灌注压力下降，然后用 37 ℃水浴预

热的溶于 Hanks 液浓度为 0.5 g/L 的Ⅳ型胶原

酶溶液约 8 mL 灌注，先推 2.0~3.0 mL 以排出

肝脏内D-Hanks液，当发现留出道由红变白时，

说明 D-Hanks 液被排尽，迅速用一蚊式钳带线

从肝上下腔静脉后壁穿过结扎之，随后结扎肝

下下腔静脉封闭流出道，在一定压力下继续灌

注剩余的的胶原酶溶液，当肝脏膨胀表面被膜

下出现细小裂纹时为灌注达到最佳效果，此时

迅速结扎门静脉。上提肝上下腔静脉结扎线在

其上方切断，顺势由上向下切下肝脏，然后在

结扎线远端切断肝下下腔静脉和门静脉，置

20 mL 37 ℃ Hanks 液中水浴维持温度恒定充

分消化 10 min，向 Hanks 中加入含胎牛血清的

DMEM 培养液 5 mL 以终止将接触到的酶，取

下消化成熟的肝，撕开肝包膜，抖动使肝细胞

散出，用吸管将肝细胞悬液移至 200 目和 300
目筛滤过，滤过后的悬液转移至离心管中分别

以 1 000，500，300 r/min 离心各 3 min，沉淀

收集沉淀于含体积分数为 10%的新生牛血清、

12 U/L胰岛素、100 U/L青霉素钠盐及 100 mg/L
硫酸链霉素的 DMEM 培养液中，用吸管轻轻吹

打均匀。

根据锥虫蓝拒染试验原理，取 0.2 mL 肝细

胞悬液与等量 4 g/L 锥虫蓝溶液混匀，显微镜

下计数肝细胞数量、活力及纯度。

细胞纯度计算方法以肝实质细胞占分离总

细胞数量的百分比计算。

大鼠肝细胞原代培养：将肝细胞浓度调整为

10×108 L-1，然后将其接种于方形培养瓶，放入

37 ℃，体积分数为 5%的 CO2培养箱中进行培

养。

主要观察指标：观察细胞纯度和存活率，

获得的细胞总数，Ⅳ型胶原酶用量，大鼠肝细

胞的形态学结果及实验操作时间。

设计、实施、评估者：设计、实施、评估

均为本文作者，均经过正规培训，采用盲法评

估。

2 结果

2.1 细胞的纯度和存活率 显微镜检表明，肝

主质细胞的纯度接近 100%，平均为(98.00±
1.24)%，见图 1，表 1；锥虫蓝拒染试验测出

细胞的平均存活率为(96.12±1.79)%，见图 2，
表 1。
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2.2 获得的细胞总数 平均每只大鼠肝组织可获

(2.15±0.62)×108个肝细胞，见表 1。
2.3 Ⅳ型胶原酶的用量 本实验每次只需要用

(7.07±0.57) mL 0.5g/L 的胶原酶液，见表 1。
2.4 大鼠肝细胞的形态学观察 取培养前肝细胞悬液

和 DMEM 培养不同时间的肝细胞标本，在光学倒置显

微镜下拍照，观察细胞的形态学变化，见图 3~6。
由图 3~6 可见，刚分离的大鼠肝细胞呈单个圆球

形；培养 2 h 后，肝细胞部分贴壁，细胞稍变形呈轻度

扁平状；24 h 后，细胞贴壁充分，伸展良好，部分连接

成片；48 h 后肝细胞聚集明显，部分形成条索状。

2.5 实验操作时间 按照本文的方法，实验证明从开

腹到肝细胞放入培养瓶，能控制在 1 h 以内[(53.00±
5.37) min]完成，见表 1。

3 讨论

高活率单肝细胞悬液的制备在肝细胞移植、生物人

工肝、细胞生物学及肝病等研究中有广泛应用价值。早

在 20 世纪 40 年代，从肝实质分离肝细胞就已经开始；

1950 年代，人们多用机械方法直接从肝组织分离肝细

表 1 分离大鼠肝细胞的实验指标结果
Table 1 Experimental results of isolating rat hepatocytes

Experimental
time (times)

Purity
(%)

Survival
rate (%)

Total number
of cells (×108)

Collagenase
dosage (mL)

Time
(min)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Average value

99
96
97
98
99
99
98
96
99
99

98

94.12
96.07
93.25
94.86
95.13
97.11
97.38
96.17
98.99
98.03

96.12

1.67
1.82
1.73
2.34
1.96
1.05
3.25
2.57
2.48
2.63

2.15

8.00
6.00
7.20
7.00
6.80
7.40
6.70
6.60
7.30
7.70

7.07

60
57
59
46
47
51
48
55
58
49

53

Figure 1 Cell purity (×100)
图 1 细胞纯度(×100)

Figure 2 Cell viability (×100)
图 2 细胞活力(×100)

Figure 3 Newly isolated rat hepatocytes (×40)
图 3 刚分离的大鼠肝细胞(×40)

Figure 4 Cultured rat hepatocytes at 2 h (×40)
图 4 培养 2 h 的大鼠肝细胞(×40)

Figure 5 Cultured rat hepatocytes at 24 h (×40)
图 5 培养 24 h 的大鼠肝细胞(×40)

Figure 6 Cultured rat hepatocytes at 48 h (×40)
图 6 培养 48 h 的大鼠肝细胞(×40)
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胞，但常无法获得单肝细胞且活率不高；1970 年代，

Seglen[5]将肝脏灌注的程序改为两步，先用大量无钙缓

冲液经门静脉灌注以利细胞解离，继用含钙的胶原酶溶

液使后者充分发挥消化作用，获得较高活率、数量较多

的单肝细胞，使得肝细胞生物学研究有了很大发展。之

后出现了各种改良两步灌注法的分离方法，其中林文

等[7]经腹主动脉灌注分离肝细胞法，以及李晓斌等[8]经

门静脉灌注 D-Hanks 液后再灌注胶原酶保留在肝脏的

改良消化法都报道取得了成功。但其缺点是操作复杂、

繁琐、流程长、容易污染及胶原酶用量大等不足。

因此在前人的基础上作者进行了大幅改进，主要

在于：①术前肝周韧带的游离及对肝下下腔静脉和门

静脉的处理为后面封闭肝脏出口作好了准备，减少了

冷缺血时间并减轻了后续手术难度。②经腹主动脉灌

注后迅速结扎肝上下腔静脉，适时结扎肝下下腔静脉，

最后结扎门静脉封闭流出道为此方法的最大创新点。

此前皆停留在经门静脉或腹主动脉灌注，各出口开放

或接外接循环装置上，而经门静脉灌注后封闭出口的

办法，不但手术风险大、灌注不彻底而且术始就影响

了入肝血流。③上提肝上下腔静脉结扎线头，由上向

下切下肝脏减少了周围组织的掺内保证了细胞纯度并

降低了手术难度节省了手术时间。④置 37 ℃ Hanks
液中充分消化 10 min，这样充分发挥了酶的高效性，

节约了酶液和外接设备。

本方法的优点在于：①用普通医用静脉留置针及输

液皮条作为灌注器材，具有取材容易、调节方便、流量

均匀等优点。②使用少量的胶原酶消化，使其充分长时

间同肝间质接触，发挥了酶的效力，起到了类似循环灌

注的效果，提高并保证了肝细胞的产量与存活率，节约

了酶的用量。③作者在分离肝细胞时先用 0~4 ℃

D-Hanks 液灌注后用 37 ℃胶原酶消化，在保证了胶原

酶充分消化分离肝细胞的同时最大限度的缩短了肝细

胞冷缺血时间，降低了分离时对细胞的损伤。④流程短，

污染机会减少。细胞纯化时采用 300 目小孔径滤网有效

的过滤了杂质，梯度、短时离心，进一步纯化了细胞并

节省了时间。⑤经腹主动脉灌注可以利用动静脉两套系

统对肝脏进行灌注，灌注充分，较彻底地排出了残血，

提高了肝细胞的纯度，也有利于酶液同肝脏的充分接

触。

通过多次实验作者认为，本方法分离的肝细胞不仅

在数量、纯度、活力、形态观察等方面优于其他方法，

而且还有上述优点，可以保证一般实验研究的顺利进

行。
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