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长爪沙鼠肝星状细胞的分离培养与鉴定

楼　 琦ꎬ李　 巍ꎬ石巧娟ꎬ卢领群ꎬ郭红刚ꎬ杜江涛ꎬ萨晓婴

(浙江省医学科学院实验动物中心ꎬ浙江省实验动物与安全性研究重点实验室ꎬ杭州　 ３１００１０)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索长爪沙鼠稳定、经济的肝星状细胞分离和培养方法ꎬ为深入探讨长爪沙鼠肝纤维化的细

胞机制提供技术支撑ꎮ 方法 　 取成年雄性长爪沙鼠ꎬ用链蛋白酶、胶原酶及 ＤＮＡ 酶体内门静脉灌注消化长爪沙鼠

肝脏细胞ꎬ经 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 密度梯度离心ꎬ分离肝星状细胞ꎮ 台盼蓝拒染实验鉴定细胞活力ꎬα￣ＳＭＡꎬＤｅｓｍｉｎ 免疫细胞

化学染色鉴定细胞性质ꎮ 结果　 肝星状细胞得率为 ０􀆰 ５ ~ １ × １０７ /肝ꎮ 肝星状细胞存活率在 ９０％ 以上ꎮ 原代培养

３ ｄ α￣ＳＭＡ 阳性细胞达 ７５％ 以上ꎬ传代培养后ꎬα￣ＳＭＡꎬＤｅｓｍｉｎ 阳性达 １００％ ꎮ 结论 　 成功建立了稳定可靠的长爪

沙鼠肝星状细胞分离培养方法ꎬ为肝脏相关疾病研究和防治药物的开发提供了技术支持ꎮ
【关键词】 　 长爪沙鼠ꎻ肝星状细胞ꎻ细胞分离ꎻ原代培养
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　 　 肝星状细胞(ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌꎬＨＳＣ)ꎬ又称储

脂细胞( ｆａｔ￣ｓｔｏｒｅ ｃｅｌｌꎬ ＦＳＣ)、间质细胞和 Ｉｔｏ 细胞ꎬ
主要分布于肝细胞与肝窦内皮细胞之间的窦周隙

内(Ｄｉｓｓｅ 间隙) [１ － ２]ꎮ ＨＳＣ 在肝纤维化的发生发展

中具有核心作用ꎬ是促进肝纤维化发展的主要因

素[３]ꎮ 静息状态的 ＨＳＣ 主要参与维生素 Ａ 的代谢



调节ꎬ当肝脏受到化学、物理及生物因素刺激而发

生损伤后ꎬＨＳＣ 发生增殖并被活化ꎬ合成以胶原蛋

白为主的细胞外基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)及

各类细胞因子如 ＭＭＰｓ、ＴＮＦ￣α 等ꎬ参与受损肝组织

的修复ꎮ 刺激持续发生时ꎬＨＳＣ 大量激活ꎬ引发

ＥＣＭ 的合成与降解失衡ꎬ进而导致肝脏内结缔组织

异常沉积ꎬ发生肝纤维化[４]ꎮ
长爪沙鼠在单纯高脂饮食喂养下ꎬ可发生非酒

精性脂肪肝系列病变ꎮ 在经历了纤维化[５ － ８]发展的

经典模式“胶原带￣桥接纤维化￣假小叶”后ꎬ最终可

形成肝硬化[９]ꎬ其疾病谱与人类脂肪肝极为接

近[１０]ꎮ 因此长爪沙鼠是肝纤维化研究方面很有价

值的模型动物ꎮ ＨＳＣ 已成为国内外学者研究肝纤

维化的热点[１１ － １２]ꎬ建立稳定、经济的分离和培养

ＨＳＣ 方法是研究肝纤维化的基础ꎮ 目前针对大、小
鼠分离培养 ＨＳＣ 的方法已经较为成熟[１３ － １５]ꎬ但是

国内尚无关于长爪沙鼠 ＨＳＣ 的研究ꎬ而国外也尚未

建立完善的培养体系ꎮ 本文旨在 Ｆｒｉｅｄｍａｎ 等的基

础上进行改良ꎬ建立适合长爪沙鼠肝星状细胞的培

养体系ꎬ为从细胞和分子水平进一步研究长爪沙鼠

肝纤维化形成的机制奠定坚实的基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 动物准备

雄性长爪沙鼠ꎬ 浙江省实验动物中心提供

【ＳＣＸＫ (浙) ２０１４ － ０００１ 】ꎬ 实验在本中心进行

【ＳＹＸＫ(浙)２０１４ － ０００８】体重 ５０ ~ ７０ ｇꎬ常规饲料

喂养ꎬ正常饮水ꎮ 在分离 ＨＳＣｓ 前 ２ 周每天 Ｖ ｉｔａｍｉｎ
Ａ ２０ Ｕ / １０ ｇ 体重灌胃[１６ － １７]ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

链霉蛋白酶 Ｅ ( Ｐｒｏｎａｓｅ Ｅ)ꎬ ＩＶ 型胶原酶

(ＴｙｐｅＩＶ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ)ꎬ ＤＮａｓｅ、Ｎｙｃｏｄｅｎｚ、６￣联脒￣２￣苯
基吲哚(ＤＡＰＩ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ ＤＭＥＭ 培养液购

自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ 胎牛血清为杭州四季青公司产

品ꎮ Ｈａｎｋ’ｓ 液为自配溶液ꎮ 封闭用羊血清、羊抗兔

ＩｇＧ、ＨＲＰ 标记卵裂白霉素为中国北京中杉金桥公

司生产ꎮ 兔抗 Ｄｅｓｍｉｎ、α￣ＳＭＡ 一抗购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司ꎮ 异硫氰酸荧光素 ＦＩＴＣ 标记的羊抗兔

ＩｇＧꎬＣｙ３ 偶联的羊抗兔 ＩｇＧ 均购自美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公

司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器

正置荧光显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１)、超速离心机

(ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＯＵＬＴＥＲꎬ Ｊ￣２６ ＸＰＩ)、普通倒置显微

镜(Ｎｉｃｏｎ ＴＳ１００)、ＣＯ２ 培养箱(Ｆｏｒｍａ Ｓｃｅｉｔｉｆｉｃ)、洁
净工作台(苏州苏洁净化设备有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 肝星状细胞的分离制备

肝星状细胞的分离采用改良的 Ｆｒｉｅｄｍａｎ 方法ꎬ
长爪沙鼠术前禁食 ８ ｈꎬ自由饮水ꎮ 用水合氯醛

(４００ ｍｇ / ｋｇ)腹腔内注射麻醉长爪沙鼠ꎮ 胸腹部剃

毛ꎬ皮肤消毒ꎮ 仰卧位固定ꎬ大十字开腹ꎬ上至剑

突ꎬ 下至耻骨联合ꎬ 左右至两侧腋中线ꎮ 皮瓣外翻

固定扩创ꎬ显露腹腔所有脏器ꎮ 将小肠翻至鼠体左

侧ꎬ 游离肝脏ꎬ在右肾静脉上方游离肝下下腔静脉ꎮ
下压肝脏剪断镰状韧带至肝上下腔静脉ꎮ 游离腹

主动脉ꎬ穿刺针穿刺ꎬ注入 ４℃ Ｈａｎｋ’ｓ 液(内含肝素

２５ Ｕ / ｍＬ) ２０ ｍＬꎬ夹闭胸主动脉同时切开肝下下腔

静脉与破心ꎬ尽量将肝脏内淤积的红细胞冲出ꎮ 待

肝脏颜色变成土黄色时ꎬ结扎肝上下腔静脉ꎬ行门

静脉插管固定ꎬ 取下肝脏ꎬ 冲洗肝脏表面ꎮ ４℃
Ｈａｎｋ’ｓ 液 ２０ ｍＬ 行门静脉灌注肝脏ꎬ完成后肝脏移

入 ３７℃水浴中的 ２５０ ｍＬ 烧杯ꎬ继续循环灌注预温

至 ３７℃的联合酶液 ５０ ｍＬ (含 ０􀆰 ０５％ 链酶蛋白酶、
０􀆰 １％ 胶原酶 及 ０􀆰 ００１％ ＤＮＡｓｅ)ꎬ消化肝脏 １０
ｍｉｎꎮ 在培养皿中去除肝包膜和 Ｇｌｉｓｓｏｎ 鞘ꎮ 将肝脏

粉碎成糊状ꎬ放入含 ０􀆰 ０５ ％ 链酶蛋白酶、０􀆰 １％ 胶

原酶、０􀆰 ００１％ ＤＮａｓｅＩ (Ｖ / Ｖ) 的 Ｈａｎｋ’ｓ 中ꎬ３７℃水

浴用镊子搅拌 １０ ~ １５ ｍｉｎꎬ使肝组织充分消化ꎮ 在

消化好的肝组织中加入 ５０ ｍＬ ４℃ Ｈａｎｋ’ ｓ 液ꎬ用
１００ 目钢丝筛过滤ꎮ 滤过的肝组织装入 ５０ ｍＬ 离心

管中ꎬ 加 Ｈａｎｋ’ ｓ 液至 ５０ ｍＬꎬ １８１５ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎮ 取沉淀重悬于 ５０ ｍＬ Ｈａｎｋ’ｓ 液中ꎬ再次 １８１５
ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 取沉淀加 Ｈａｎｋ’ ｓ 液 ５ ｍＬ 重

悬ꎬ吸取 １ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 玻璃离心管中ꎬ加入 １􀆰 ５
ｍＬ 的 ２０％ Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 液混匀ꎬ按此比例分装完全部

沉淀ꎬ每管液面覆盖 ２ ｍＬ Ｈａｎｋ’ ｓ 液ꎬ２４００ ｒ / ｍｉｎꎬ
４℃离心 １８ ｍｉｎꎬ轻轻取出ꎬ不要摇动液面ꎬ可见在

Ｈａｎｋ’ｓ 液下有一混浊带ꎮ 用 １６ 号针头插入液面下

此处抽吸混浊带于 １０ ｍＬ 离心管ꎮ 加 ＤＭＥＭ 培养

液ꎬ１９２４ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ沉淀重悬于 １０ ｍＬ 左右

ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ加入 １０％胎牛血清ꎮ 细胞计数并

且行台盼蓝拒染试验ꎬ判断活力ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞培养

将细胞以 １ × １０５ ~ １ × １０６ ｍＬ 的密度接种到

５０ ｍＬ 细胞培养液中ꎬ在 ３７℃、体积分数为 ５％
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ＣＯ２、９５％潮湿空气的 ＣＯ２ 恒温培养箱里培养ꎮ 培

养 １ ｄ 后首次换液ꎬ 以后视情况每 ２ ~ ３ ｄ 换液一

次ꎮ 做免疫细胞化学检测时ꎬ可将细胞接种于内有

玻片的 ６ 孔板中ꎮ 当细胞融合度达到 ８０％ ~ ９０％
左右可进行传代ꎮ 传代时按常规使用 ０􀆰 １２５％胰酶

消化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞鉴定

细胞活力测定:吸取 １８０ μＬ 细胞悬液置于载玻

片上ꎬ加入 ２０ μＬ ０􀆰 ４％的台盼蓝溶液ꎬ混匀并在显

微镜下观察细胞ꎮ 未被台盼蓝染色者为活细胞ꎮ
光镜下观察细胞形态ꎬ细胞计数ꎬ计算细胞得率及

存活率ꎮ
细胞性质鉴定:(１)荧光显微镜下观察ꎬ当激发

波长为 ３２５ ｎｍ 时出现的自发荧光细胞即为分离的

肝星状细胞ꎬ用 ＤＡＰＩ 复染ꎮ (２)细胞爬片用油红 Ｏ
直接染色 ４５ ｍｉｎꎬ双蒸水漂洗后用苏木素染细胞核ꎬ
２ ｍｉｎ 后用双蒸水清洗ꎬ镜下观察ꎮ (３)细胞爬片经

固定ꎬＰＢＳ 清洗ꎬ羊血清封闭ꎬ用兔抗 α￣ＳＭＡ 一抗ꎬ
联合羊抗兔 ＩｇＧ(二抗)及 ＨＲＰ 标记卵裂白霉素(三
抗)ꎬ进行 ＤＡＢ 法免疫细胞化学染色ꎮ 另有细胞爬

片经固定、ＰＢＳ 清洗、羊血清封闭ꎬ用兔抗 Ｄｅｓｍｉｎ
(α￣ＳＭＡ)一抗ꎬＣｙ３ (ＦＩＴＣ) 荧光标记二抗孵育后ꎬ
ＤＡＰＩ 染色后ꎬ荧光显微镜下观察分析[１９]ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＳＣ 的存活率与收率

采用 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 密度梯度离心法分离长爪沙鼠

ＨＳＣꎬ长爪沙鼠平均体重为 ６０ ｇꎬ每只鼠肝的细胞收

率约为(０􀆰 ５ ~ １) × １０７ 个ꎮ 根据台盼蓝拒染试验ꎬ
细胞活力为(９８􀆰 ６)％ ꎮ
２􀆰 ２　 ＨＳＣ 的形态观察

在普通光学倒置显微镜下观察ꎬ新鲜分离的 ＨＳＣ
由于富含脂滴ꎬ具有很强的折光性ꎬ呈现透亮、立体感

较强的小圆球状(图 １)ꎮ 细胞在 ３２５ ｎｍ 波长紫外光

的激发下自发绿色荧光(图 ６)ꎮ 细胞在接种后 ３０ ~
６０ ｍｉｎ 出现贴壁ꎬ 培养 ２４ ｈ 后 ８５％细胞贴壁(图 ２)ꎬ
７２ ｈ 贴壁细胞呈现出梭形ꎬ多边形(图 ３)ꎬ普通光镜

下观察油红染色结果表明ꎬ红色脂滴主要分布于胞浆

内(图 ４)ꎮ ５ ~７ ｄ 后ꎬ细胞继续伸展ꎬ绝大多数细胞

呈星形ꎬ部分细胞出现片状融合(图 ５)ꎻ１０ ~ １１ ｄ 左

右融合达到 ８０％ ~ ９０％ꎬ细胞铺满瓶底可以传代ꎮ
传代后 １ ｄ 细胞表现为活化表型ꎮ
２􀆰 ３　 ＨＳＣ 鉴定

图 １　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ２ｈ 贴壁ꎬ
含折光颗粒的 ＨＳＣ ( × １０)

Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ
ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｈａｐｐｅｎｅｄ ｉｎ ２ ｈｏｕｒｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ

ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ＨＳＣ ( × １０)

图 ２　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ２４ｈ 生长状况( × ２０)
Ｆｉｇ. ２　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ’ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ

ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｉｎ ２４ ｈｏｕｒｓ( × ２０)

图 ３　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ３ ｄ 呈局灶性生长( × ２０)
Ｆｉｇ. ３　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ’ ｆｏｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ

ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｉｎ ３ ｄａｙｓ( × ２０)

免疫细胞化学检测显示ꎬ贴壁 ２４ ｈ 的 α￣平滑肌

动蛋白(α￣ＳＭＡ)呈阴性ꎬ原代培养 ３ ｄ 后ꎬα￣ＳＭＡ 阳

性率为 ７５％ (图 ７)ꎮ 肝星状细胞消化传代后ꎬ细胞

表现为活化状态ꎬ免疫荧光检测显示 Ｄｅｓｍｉｎ(图 ８)
和 α￣ＳＭＡ(图 ９)阳性染色达到 １００％ ꎬ胞浆呈颗粒

状或弥漫着色ꎮ
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图 ４　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 培养至第 ３ 天行油红染色( × ２０)
Ｆｉｇ. ４　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｆｏｒ ｉｎ ３ ｄａｙｓꎬ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ( × ２０)

图 ５　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ７ ｄ
呈纤维细胞样形态( × ２０)

Ｆｉｇ. ５　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｆｏｒ ｉｎ ７ ｄａｙｓꎬ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ( × ２０)

图 ６　 ＨＳＣ 自发荧光 ( × ２０)
Ｆｉｇ. ６　 ＨＳＣ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ( × ２０)

图 ７　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 培养至第 ３ 天行 α￣ＳＭＡ 免疫细胞化学染色(Ａ × ２０ꎬＢ × ４０)
Ｆｉｇ. ７　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｉｎ ５ ｄａｙｓꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ａｇａｉｎｓｔ α￣ＳＭＡꎬ Ａ(Ａ × ２０ꎬＢ × ４０)

图 ８　 Ｄｅｓｍｉｎ 免疫荧光染色 (传代后 ２４ｈ)
Ｆｉｇ. ８　 Ｄｅｓｍｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎ
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图 ９　 α￣ＳＭＡ 免疫荧光染色 (传代后 ２４ｈ)
Ｆｉｇ. ９　 α￣ＳＭＡ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎ

３　 讨论

ＨＳＣ 是肝内的一种非实质细胞ꎬ激活的 ＨＳＣ 是

合成、分泌 ＥＣＭ 的主要来源ꎬ在肝纤维化的病程进

展中处于重要地位ꎮ 如前所述ꎬ长爪沙鼠脂质代谢

模式与人类相仿ꎬ对高脂饮食敏感ꎬ相对于大、小
鼠ꎬ容易形成肝纤维化ꎬ被认为是肝纤维化模型研

究的理想动物ꎮ 因此长爪沙鼠 ＨＳＣ 的分离培养将

为肝纤维化的发病机制研究及其逆转治疗奠定

基础ꎮ
国内外关于大、小鼠 ＨＳＣ 分离培养的方法报道

很多ꎬ但有关长爪沙鼠 ＨＳＣ 的分离培养体系的建立

尚属首次ꎮ 我们参照 Ｆｒｉｅｎｄｍａｎ[１８] 的方法ꎬ并经过

改良ꎬ反复试验ꎬ最终形成一套适用于长爪沙鼠的

经济、合理、方便的 ＨＳＣ 提取方法ꎬ有关经验总结如

下:(１)长爪沙鼠的选择与预处理:本课题组所保存

的封闭群有部分沙鼠具有自发性肥胖症状ꎬ即 ３ 月

龄后ꎬ体态明显偏胖ꎬ体重较同龄鼠明显偏高ꎬ故本

实验中选择 ６０ ｇ 左右的长爪沙鼠ꎬ性别不限ꎬ并预

先用维生素 Ａ 灌胃处理ꎬ确保肝星状细胞具有一定

的浮力ꎬ以便在密度梯度离心时ꎬ能较好地与其他

细胞分离ꎮ (２)灌注方法的改良:我们在原位灌注

方法的基础上[１９ － ２０]ꎬ进行了改良ꎬ采用肝脏体外循

环灌注的方法ꎬ具体如下:用 ４℃的预灌注液腹主动

脉灌注ꎬ灌注液可以通过门静脉与肝动脉进入肝

脏ꎬ肝内血细胞冲冼得相对较为干净ꎬ低温灌注可

以减少肝热缺血对肝脏的损伤ꎮ 取下肝脏后ꎬ行门

静脉插管固定再行灌注与肝表面清洗ꎬ尽可能的减

少血细胞对消化酶活性产生不良影响ꎮ 在整个灌

注过程中亦应避免气泡进入肝内血管导致的灌注

不充分ꎮ (３)酶消化中的注意事项:肝脏消化是否

适度ꎬ是影响细胞得率及活力的关键因素ꎮ 本法采

用离体酶消化法ꎮ 该方法主要有以下 ３ 个优点:ａ.
肝脏局部容易实现温度控制ꎬ肝脏在 ３７℃水浴中进

行灌注ꎬ使肝脏与肝内酶消化液保持在 ３７℃ꎬ可以

保证酶的活性ꎬ可以减少消化时间ꎮ ｂ. 可避免原位

酶消化法中由于肝脏侧枝循环丰富导致的酶用量

增加ꎬ成本增高ꎮ ｃ. 在保证门静脉插管良好同时ꎬ适
当的阻断肝下下腔静脉ꎬ让酶消化液在肝内形成高

压ꎬ消化酶通过门脉系统均匀地作用于肝组织ꎬ可
提高酶的使用率ꎮ 在本方法中所用的各消化酶的

配比为:胶原酶 ∶ ＤＮＡ 酶 ∶ 链蛋白酶 ＝ ０􀆰 １％ ∶ ０􀆰
００１％ ∶ ０􀆰 ０５％ ꎬ胶原酶主要用于消化肝脏内胶原ꎬ
ＤＮＡ 酶可降解肝实质细胞破裂后释放的 ＤＮＡꎬ减少

细胞间的粘连ꎬ而链蛋白酶主要用于去除肝细胞ꎬ
提高 ＨＳＣ 的浓度ꎮ 消化酶务必在临用前配置ꎬ并且

浓度准确ꎮ (４)分离介质的选择与添加:由于 ＨＳＣ
富含脂滴ꎬ细胞密度在所有肝细胞中最低ꎬ故可采

用密度梯度离心的方法分离 ＨＳＣꎬ因此ꎬ分离介质

的选择在 ＨＳＣ 的分离纯化中亦是十分重要ꎮ 常用

的分离介质有 ＭｅｔｒｉｚａｍｉｄｅｅꎬＰｅｒｃｏｌｌꎬＮｙｃｏｄｅｎｚ[２１ － ２２]ꎮ
我们通过预实验发现 ＭｅｔｒｉｚａｍｉｄｅｅꎬＰｅｒｃｏｌｌ 较难形成

明显的条带ꎬ且需要高速离心ꎬ而 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 分层稳

定ꎬ配置简单ꎬ因此我们采用 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 作为分离介

质ꎬ其常用浓度为 １８％ ꎬ但该浓度离心后 ＨＳＣ 细胞

层不集中ꎬ而用 ２０％的浓度较为理想ꎬ重复性好ꎬ故
在本实验中采用 ２０％ Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 作为分离介质ꎮ
Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 的添加方法有 ２ 种[２３ － ２５]ꎬ第一种是悬浮

法ꎬ即将 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 置于管底ꎬ轻轻覆盖上相应体积

的细胞悬液ꎬ形成不能混匀的两个液层ꎬ第二种是

混匀法ꎬ即将细胞悬液与 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 混匀ꎬ再在上面

覆盖少量的细胞培养液ꎬ或 Ｈａｎｋ’ｓꎬ 本课题组经比

较选择了混匀法ꎬ该法密度梯度离心后ꎬ细胞数量

多ꎬ条带较为集中ꎮ (５)其他:消化好的肝组织粘稠

度很高ꎬ不易过滤ꎬ影响 ＨＳＣ 的收率和活力ꎬ因此过

滤时ꎬ我们加入 ４℃ Ｈａｎｋ’ ｓ 液ꎬ不仅降低细胞悬液

的粘稠度ꎬ同时也可以降低链蛋白酶活性ꎬ减少对

ＨＳＣ 的毒性作用ꎬ促使 ＨＳＣ 的收率、纯度和活力大
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大提高ꎮ
总之ꎬ本课题组经多次实验摸索出这一套长爪

沙鼠肝星状细胞分离培养方法ꎬ本方法不需要昂贵

的试剂和特殊的仪器设备ꎬ单层密度梯度离心一步

法即可分离纯化 ＨＳＣꎬ且细胞收率亦较高ꎬ适于推

广应用ꎬ为进一步研究肝星状细胞在肝损伤后细胞

基质的沉积及纤维化的形成机制奠定了基础ꎮ
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