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一种易操作的小鼠肝细胞的分离及培养方法

范仕郡，刘　 鑫，杨　 东，祝元锋，鲁永玲，郑　 江∗

（第三军医大学第一附属医院中心实验室，重庆　 ４０００３８）

　 　 【摘要】 　 目的　 在传统肝细胞提取方法的基础上，优化一种易操作、快速实用获取小鼠肝细胞的方法，为从

事肝脏功能相关研究人员提供改良的实验方法参考。 方法　 以肝脏分离液逆向灌注小鼠肝脏后，剪碎，肝脏酶消

化后密度梯度离心分离肝细胞，转入培养基培养。 采用台盼蓝染色计算细胞活力，流式细胞检测技术计算纯度，倒
置显微镜观察细胞形态。 结果　 获得较高纯度和活力的肝细胞，具备肝细胞的典型形态特征。 结论　 通过逆向灌

注，降低了灌注的难度，同时获得较高纯度、较高活力的肝细胞，经多次实验证明该方法确实是一种易操作、高效适

用的肝细胞提取方法。
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　 　 肝脏是人体最大的实质器官和重要的排毒器

官。 在人体中担负着去氧化、存储肝糖、合成分泌

性蛋白质等重要作用。 同时也是消化系统中重要

的消化腺。 它可以制造胆汁来帮助食物的消化，也

是尿素合成的主要脏器，更是新陈代谢的重要器

官［１］。 因此，肝脏对于人体的重要作用不言而喻。
肝脏细胞主要由肝细胞（ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ，ＨＣ）、枯否细

胞（ Ｋｕｐｆｆｅｒ ｃｅｌｌｓ， ＫＣ）、肝星形细胞 （ ｌｉｖｅｒ ｓｔｅｌｌａｔｅ



ｃｅｌｌｓ， ＨＳＣ） 和 肝 血 窦 内 皮 细 胞 （ ｌｉｖｅｒ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＬＳＥＣ） 构成，肝细胞占肝脏细胞

８０％以上［２］。 其作用主要表现在合成凝血因子和

多种消化酶以及胆汁、调节内分泌、代谢储能、清除

毒素等方面。 肝细胞形态为多角形，直径约几十微

米级，具有六至八个面。 不同的生理条件下肝细胞

大小有差异，在饥饿时肝细胞体积变大。 每个肝细

胞表面可分为窦状隙面、肝细胞面和胆小管面三

种。 肝细胞里面含有非常多复杂的细微结构：如肝

细胞核、肝细胞质、线粒体、内质网、溶酶体、高尔基

氏体、微粒体及饮液泡等组成［３］。 然而，在实验中

细胞株并不能满足所有的研究需求。 本文主要是

提供一种实用的肝细胞提取方式，为从事病毒性肝

炎、肝硬化和肝癌方面。 以及少数从事肝脏的遗传

性代谢疾病、免疫性肝病、药物和化学中毒性肝病、
肝血管性疾病等研究者提供一些参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 １０ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ２ 只，购自

北京华阜康生物科技股份有限公司 ［ ＳＣＸＫ （京）
２０１４ － ０００４］。 实验前禁食 １２ ｈ，小鼠手术及取材过

程均在第三军医大学第一附属医院动物实验室内

进行 ［ＳＹＸＫ （渝） ２０１７ － ００１１］，按实验动物使用

的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＶＳ⁃１３００Ｌ⁃Ｕ 型洁净工作台（中国苏州安泰空气

技术有限公司）；１３００ 系列 Ａ２ 生物安全柜（美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；倒置 ＢＤＳ２００⁃Ｐ 型显微镜（中国重庆

奥特光学仪器有限公司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪

（美国 ＢＤ 公司）；Ｈａｒｖａｒｄ ２０００ 型精密注射泵（美国

Ｈａｒｖａｒｄ 公司）；ＣＯ２ 恒温细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；ＳＴ⁃４０Ｒ 台式离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ ２０００ 分光光度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
ＣＰＡ２２５０ 型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）；蛋白电

泳仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ ＋超高灵

敏度化学发光成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；ＴＣ２０
自动细胞计数仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；微量移液器

（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ ７８０ 激光扫描共聚

焦显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ 公司）；ＭＳ 分离柱及 ＭＡＣＳ 分

离器（德国 Ｍｉｌｔｅｒｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公司）；漩涡振荡器（中
国上海科学仪器厂）；电热恒温水浴箱（中国上海科

学仪器厂）。

６０ ｍＬ 注射器，静脉输液针（规格 ０􀆰 ７ ｍｍ），注
射器针头，无菌大玻璃平皿，吸耳球，无菌 １０ ｍＬ 玻

璃吸管，无菌 １５ ｍＬ 离心管，无菌 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管，无
菌 ５０ ｍＬ 离心管，眼科手术剪，眼科镊（平口及有

齿），酒精灯，止血钳，小动脉夹，微量移液器（规格

１０００ μＬ）。
１􀆰 ２􀆰 １　 肝细胞分离液 Ｉ

Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ｓ 平衡溶液（不含钙、镁离子）２５０ ｍＬ
为基础液，加入 ＥＤＴＡ ４６􀆰 ５ ｍｇ 和葡萄糖 ２５０ ｍｇ，振
荡溶解后，经 ０􀆰 ２２ μｍ 超滤，转入 ５０ ｍＬ 无菌离心

管分装。
１􀆰 ２􀆰 ２　 肝细胞分离液 ＩＩ

Ｈａｎｋ’ｓ 平衡溶液（含钙、镁离子）２５０ ｍＬ 为基

础液，加入葡萄糖 ２５０ ｍｇ、ＨＥＰＥＳ １１９１􀆰 ５ ｍｇ 和 ＩＶ
胶原酶 ４０ ｍｇ，振荡溶解后，经 ０􀆰 ２２ μｍ 超滤，转入

５０ ｍＬ 无菌离心管分装。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肝细胞分离液 ＩＩＩ

Ｈａｎｋ’ｓ 平衡溶液（含钙、镁离子）２５０ ｍＬ 为基

础液，加入辅助试剂葡萄糖 ２５０ ｍｇ、ＨＥＰＥＳ １１９１􀆰 ５
ｍｇ、ＩＶ 胶原酶 ４０ ｍｇ 和 ＤＮａｓｅ Ｉ ２􀆰 ５ ｍｇ，振荡溶解

后，经 ０􀆰 ２２ μｍ 超滤，转入 ５０ ｍＬ 无菌离心管分装。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝细胞分离用洗涤缓冲液

取 １００ ｍＬ ＰＢＳ 溶液，加入 １ ｇ ＢＳＡ，振荡溶解

后，经 ０􀆰 ２２ μｍ 超滤，转入 ５０ ｍＬ 无菌离心管分装。
１􀆰 ２􀆰 ５　 密度梯度离心液（１０％ ＯｐｔｉＰｒｅｐ）

无 菌 生 理 盐 水 （Ｖ ／ Ｖ ＝ ４∶ ２）， 即 取 ４ ｍＬ
ＯｐｔｉＰｒｅｐＴＭ

加入 ２ ｍＬ 无菌生理盐水，配成 ６ ｍＬ ＷＳ
工作液，充分混匀，４℃ 避光，备用；配置 ５ ｍＬ 的

１０％ ＯｐｔｉＰｒｅｐ，即精确吸取 １􀆰 ２５ ｍＬ ＷＳ 工作液加入

３􀆰 ７５ ｍＬ 无菌生理盐水，至 １５ ｍＬ 无菌离心管内混

匀，４℃避光保存。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠肝脏的原位灌洗

用 ６０ ｍＬ 注射器吸取已预温至 ３７℃的原代肝

细胞分离液 Ｉ 并连接好静脉输液针与注射器，并将

注射器固定在注射泵插槽内，白炽手术灯距其约 ２０
ｃｍ 加热，进行保温。 将预冻冰袋置于不锈钢托盘

上。 小鼠经脱臼处死后，立即用注射器针头固定四

肢置于不锈钢托盘的冰袋上，用 ７５％乙醇消毒腹部

皮肤，“Ｕ”形切口剪开小鼠腹部、胸，并沿胸廓外沿

剪开，完全剪开隔肌，暴露胸、腹器官，并可视心脏

下腔静脉，用平口镊将腹部脏器向右外侧牵拉，暴
露并识别肝门静脉。 第一步灌洗，用止血钳结扎小
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鼠肝前静脉及心脏下腔静脉后，用静脉输液针穿刺

肝后静脉，进入约 ５ ｍｍ，并同时用小动脉夹固定穿

刺入针头前端约 ３ ｍｍ 位置，剪开肝门静脉，随后开

始灌注肝细胞分离液 Ｉ，设定流速为 ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，灌注

体积为 ２０ ｍＬ ／只，灌流方向从肝后静脉进入，从肝

门静脉流出，行逆行灌注；可见肝门静脉缺口有大

量血液流出（如图 １Ａ），并逐渐减少，肝脏完全变为

土灰色。 第二步灌洗，待第一步灌洗结束后，随即

改用已预温至 ３７℃的原代肝细胞分离液 ＩＩ 进行灌

洗，设定流速为 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，灌注体积为 ２０ ｍＬ ／只，可
见肝门静脉缺口已无血液流出，液体清亮，肝脏逐

渐变为土黄色（如图 １Ｂ，体积明显膨胀，用平口镊轻

触肝脏表面可见不可复原小坑出现［４， ５］。

注：Ａ：第一步灌洗开始；Ｂ：第二步灌洗结束。

图 １　 小鼠肝脏原位灌洗示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ； Ｂ： Ｅｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｎ ｓｉｔｕ ｌｉｖｅｒ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ

１􀆰 ３􀆰 ２　 小鼠肝脏的酶消化

用眼科手术剪无菌剥离全肝（去除胆囊部分），
经 ４℃，含 １％ ＦＢＳ 的无菌 ＰＢＳ 溶液漂洗后，迅速转

至盛有已预热至 ３７℃的肝细胞分离液 ＩＩＩ 的 １５ ｍＬ
大玻璃平皿；将小鼠肝脏经眼科剪剪至大小 １ ｍｍ３

后转入 ３７℃水浴锅消化 １５ ｍｉｎ；立即向每个肝脏加

入 ５ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养基（含 １０％ ＦＢＳ）混匀，中止酶

消化。
１􀆰 ３􀆰 ３　 单细胞悬液的制备

消化处理后的肝组织悬液经 １００ μｍ 细胞滤器

过滤后，再经 ４℃的肝细胞分离用洗涤缓冲液补充

体积至 ３０ ｍＬ，４℃，７５０ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ 离心；吸弃上

清，再加入 ５ ｍＬ 肝细胞分离用洗涤缓冲液，４℃，７５０
ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ 离心，洗涤 ２ 次，目视上清无明显浑浊

出现。

１􀆰 ３􀆰 ４　 肝细胞的密度梯度离心分离

沿管壁加入 ５ ｍＬ １０％ ＯｐｔｉＰｒｅｐ，用微量移液器

吹打至获得的细胞沉渣均匀分布，转移至无菌 １５
ｍＬ 离心管内；再在上层加入 ５ ｍＬ 肝细胞分离用洗

涤缓冲液，不混匀，标记并立即进行 ４℃，７５０ ｒ ／ ｍｉｎ，
１０ ｍｉｎ 离心，吸弃上清后，再加入肝细胞分离用洗

涤缓冲液 ２ ｍＬ，４℃，７５０ ｒ ／ ｍｉｎ，２ ｍｉｎ 离心洗涤，获
得肝细胞。
１􀆰 ３􀆰 ５　 原代肝细胞的贴壁培养

向获得的肝细胞沉淀中加入 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养

基（含 １０％ ＦＢＳ）后，混匀，用细胞计数板计算细胞

浓度，按接种密度为 ２ × １０５ 个 ／ ｍＬ 立即接种于预

包被有大鼠鼠尾胶蛋白的六孔板或细胞培养皿中。
每个培养皿所加培养基以视培养基厚度为 １􀆰 ６ ～
１􀆰 ８ ｍｍ 为准，于 ３７℃，５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养，
２ ｈ 后细胞贴壁，吸弃上清，加入 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养

基（含 １０％ ＦＢＳ） 小心洗涤未贴壁细胞，再加入

ＤＭＥＭ 培养基（含 １０％ ＦＢＳ），３７℃，５％ ＣＯ２ 细胞

培养箱中继续培养（如图 ２）。

图 ２　 肝细胞培养 ２４ ｈ 后形态（ × ４０）
Ｆｉｇ． ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ２４ ｈ

１􀆰 ３􀆰 ６　 ＴＣ２０ 自动细胞计数仪计算

分离后获得的肝细胞纯度检测采用流式细胞

检测技术，对 ＦＩＴＣ 标记细胞角蛋白 １８（ ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ
１８）抗体（ＦＩＴＣ⁃Ａｔ１８）标记的肝细胞进行分析，即分

离后的肝细胞悬液约 １００ μＬ，分别加入 ２ 支无菌 １５
ｍＬ 离心管内，标记为阴性对照 （ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ＮＣ）管和 ＦＩＴＣ⁃Ａｔ１８ 标记的肝细胞（ＦＩＴＣ⁃Ａｔ１８⁃ＨＣ）
管，再分别加入 １ ｍＬ ４％ 多聚甲醛，４℃，避光固定

１５ ｍｉｎ 后，分别加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 溶液，混匀，４℃，７５０
ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ 离心，如此洗涤 ３ 次；加入 ３％ ＢＳＡ，
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４℃，封闭 ３０ ｍｉｎ 后，４℃，７５０ ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ 离心，吸
弃上清，再加入 ５００ μＬ 按 ＦＩＴＣ 标记抗细胞角蛋白

１８ 抗体原液： ３％ ＢＳＡ（Ｖ ／ Ｖ） ＝ １∶ ３００ 稀释后的抗

体，４℃，避光过夜孵育；次日，每次以 １ ｍＬ ＰＢＳ 溶液

进行洗涤，４℃，７５０ ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ 离心，洗涤 ３ 次，再
加入 ２００ μＬ ＰＢＳ 溶液，进行流式细胞仪检测。
１􀆰 ３􀆰 ７　 原代肝细胞的活力分析

分离肝细胞的活力分析（台盼蓝拒染实验）：取
０􀆰 ２ ｍＬ ４％台盼蓝母液，加入 １􀆰 ８ ｍＬ ＰＢＳ 溶液中，
稀释为 ０􀆰 ４％作为台盼蓝工作液。 取分离后的原代

肝细胞悬液约 １００ μＬ 加入 １ 支无菌 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管

内，加入 ０􀆰 ９ ｍＬ ０􀆰 ４％台盼蓝工作液，３ ｍｉｎ 染色后，
利用 ＴＣ２０ 自动细胞计数仪计数未被染色的细胞

数，得活细胞数及活细胞率。

２　 结果

２􀆰 １　 纯度分析

通过 ＴＣ２０ 自动细胞计数仪计算，细胞浓度为

５􀆰 ９５ × １０５ 个 ／ ｍＬ；从检测结果来看，红色为 ＮＣ
组，蓝色为 ＦＩＴＣ⁃Ａｔ１８⁃ＨＣ 组，测得 ＦＩＴＣ⁃Ａｔ１８⁃ＨＣ 组

阳性细胞百分比为 ９１􀆰 ３％ ，表明初次分离获得原代

肝细胞纯度为 ９１􀆰 ３％ （见图 ３）。

图 ３　 分离肝细胞的纯度测定

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｕｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

２􀆰 ２　 活力分析

通过台盼蓝拒染实验，测得初次分离的原代肝

细胞在未贴壁培养前的存活率为 ９０􀆰 ５％ （见图 ４）。

３　 讨论

肝脏是生理和病理状态下能量代谢、毒素的生

物转化以及血浆蛋白合成的中心器官，是机体最重

要的器官之一［６］。 肝细胞培养体系可以很好地模

拟体内肝脏生理环境，作为研究肝特异代谢过程和

肝脏功能的重要工具，被广泛用于毒理学和药理学

的研究［７， ８］。 因此，建立和改进实验动物肝细胞的

提取方法具有重要意义。
从实验对象来看，目前常规的肝细胞提取操作

大多在大鼠中开展。 主要原因是大鼠体型相对较

大，且实验易操作，获取的肝细胞产量较高。 然而

目前大多数基因敲除或转基因模型均在小鼠中建

立，因此优化小鼠肝细胞提取技术对开展生命科学

相关研究更具意义。 从操作流程来看，常规肝细胞

图 ４　 台盼蓝拒染实验测定细胞活力（ × ４０）
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｔｅｓｔ

提取主要采用胶原酶浸泡的方法消化组织。 该方

法虽然操作简单（无需灌注），但是浸泡消化的时间

和强度不易掌握，得到的肝细胞质量不好（活力一
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般低于 ８０％ ） ［９］，不能满足有些实验的需求。 因此

本研究选择了操作复杂但效果更好的酶灌注消化

法。 灌流在肝细胞提取中又是非常重要的环节，直
接决定实验所获取细胞的质量。 在实际操作中我

们发现，小鼠门静脉非常细小，不易穿刺。 经过多

次摸索，我们在两步灌洗法的基础上，优化出一种

更易操作的方法，即采用下腔静脉进、门静脉出的

方式。 下腔静脉相对门静脉更粗，因此方便穿刺操

作。 该改良方法相对降低了实验的操作难度，降低

了对实验材料的要求（常见的静脉输液针即可满足

需求）。 同时经改法获得的肝细胞纯度和活力均在

９０％以上，能够满足大多数的实验需求。 在实验中

我们也发现，该方法的主要不足之处在于灌流液体

可从门静脉流出，因而增大了细胞污染的几率，故
要求实验者在操作时应小心谨慎。 课题组在传统

肝细胞提取方法的基础上，改变了灌流方式，得到

了良好的实验结果，为从事相关研究者提供参考。
同时，建立和完善肝细胞长期培养技术将为人工生

物肝脏研究及其临床应用提供技术参考，具有重要

意义。
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·专家问答·

问：磁共振 ＭＲ 在做脂肪代谢方面，比如关注小鼠脂肪增加或减少等情况，有什么技术上的特色？
答：以 ＭＲ 为例，脂肪其实还是比较偏结构性影像，那可能就涉及到扫描参数的问题。 如果要看脂肪的

代谢，一般来说会用 Ｔ１ 参数，可以得到结构性的脂肪图像。 对 ＭＲ 来说，结构图像参数有 Ｔ１ 和 Ｔ２，Ｔ２ 基本

上是看水，Ｔ１ 基本上是看脂肪。 ＭＲ 得到的是三维图像，对于三维的 ＶＯＩ（ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ），它都有办法做

到精确量化，所以，从小动物分子影像结构上来说，想要得到三维图像肯定是 ＭＲ 最强。

（感谢第四军医大学实验动物中心 师长宏 教授、
冷泉港生物科技股份有限公司分子影像部门副总经理 王志宇先生 的解答）
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