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小鼠肝星状细胞的分离纯化新方法的建立与应用!
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要#目的
"

介绍一种简便&经济&高产的小鼠肝星状细胞"

]/_

$分离方法!为肝纤维化的研究提供细胞模型%方法
"

参照

国内外方法并加以改良!采用酶灌注预消化及随后的震荡充分消化!合并
X?P;Q6KM;!?

系统制成单细胞悬液%用人淋巴细胞分离

液直接铺梯度!采用单层梯度离心法一步分离
]/_

%结果
"

两只小鼠
]/_

得率可达
%F%*

H 个!台盼蓝染色显示细胞活率达

,&G

%初分离的
]/_

在
'&+!Q

激发光下自发蓝绿色荧光!油红染色及结蛋白免疫细胞化学染色鉴定纯度达
,*G

%结论
"

建立

了一种实用的小鼠
]/_

分离方法!可用于肝纤维化和原代
]/_

的生物学行为研究%该方法简便&实用&高产!不需特殊设备!便

于推广应用%
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&活化是肝纤维化发

生(发展的主要原因#其活化产生的细胞因子导致肝脏细胞外

基质$

3_X

&降解和胶原纤维增加是形成肝纤维化的主要原

因*

%5&
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'因此#研究其活化机制及其抑制成为预防及治疗肝纤

维化甚至肝癌的主要突破口#
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原代分离培养和体外研究

因而也显得越来越重要*

'
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'本文介绍一种简单的小鼠
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原

代分离及纯化培养方法'
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材料与方法
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实验动物
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级雄性昆明小白鼠
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只$体质量
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&由第四军医大学实验动物中心提供#均予普通饲料喂养#自

由进食'
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公司&(淋巴细胞分离液$中国医学科学院生物工程医学研

究所&(
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培养液干粉$
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公司&(小牛血清$四季青

生物工程材料有限公司&(鼠结蛋白单克隆抗体$
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司&(油红
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$上海生科生物科技有限公司&(

05]6!V"

$本室自

配&以及
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标记的羊抗鼠二抗$
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主要仪器
"

超净工作台(振荡混匀器(

X?P;Q6KM;!?

系统

$丹麦
06VD

&(电子天平(低温垂直立式离心机(倒置显微镜(荧

光显微镜(恒温水浴振荡器(水浴锅等'
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'酶灌注液!链霉蛋白酶
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'振荡消化液!

'

型胶原酶
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细胞洗涤液!含
016"?%*
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&*G

小牛血清的
0X3X

细胞培养液'所有用液均需过

滤除菌#并且
'$a

预热后使用'

A(E

"

实验方法

A(E(A

"

细胞的分离

A(E(A(A

"

麻醉与消毒
"

用
&G

戊巴比妥钠按
)*Q

N

"

V

N

腹腔

注射小鼠'麻醉后常规固定#置小鼠于超净台内#

$EG

酒精消

毒腹部#紫外线照射
&*

%

'*Q;!
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A(E(A(B

"

灌流
"

-十.字切口打开腹腔#推肠管于腹腔左侧#暴

露心脏和下腔静脉'用
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号套管针连接输液瓶#从左心室进

,
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国际检验医学杂志
&*%&

年
E

月第
''

卷第
,

期
"

9!@\86BX?P

!

X6

O

&*%&

!

TDC(''

!

1D(,

!

基金项目!
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陕西省教育厅资助项目$
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&%肿瘤生物学国家重点实验室$第四军医大学&开放基金资助项目$

_7/̂ 8&**,*H

&%渭南

师范学院基金资助项目$
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针注入预灌注液#下腔静脉放血'按
%*Q8

"

Q;!

流速进行肝

脏灌洗%冲洗肝脏血液直至肝脏变为土黄色'然后再换成酶灌

注液灌流
%E

%

&*Q;!

#至肝脏呈烂泥状'酶灌注液可回收#用

于震荡消化'

A(E(A(C

"

剪碎组织并振荡消化
"

轻柔并迅速取下肝脏放于无

菌平皿中加生理盐水冲洗#剔除肝包膜及结缔组织'尽可能快

速剪碎肝组织并加入振荡消化液#于
'$ a

振荡消化
&*Q;!

$

&**A

"

Q;!

#离心半径
%'(EKQ

&#所得细胞悬液经
&**

目钢网

过滤#滤网上粗大的组织用
X?P;Q6KM;!?

系统研磨制成细胞悬

液$可加入适量
05]6!V"

液&#连同滤液一起收集于两个
E*

Q8

离心管中'

A(E(A(D

"

去肝细胞
"

将所得细胞悬液
%E**A

"

Q;!

$离心半径

%'(EKQ

&离心
EQ;!

#弃上清液'沉淀用
05]6!V"

液重悬#然

后
E*F

N

离心
&Q;!

#沉淀肝细胞#取上清液进行梯度分离'

A(E(A(E

"

分离细胞
"

直接用淋巴细胞分离液铺梯度#上层加

充分消化的单细胞悬液'淋巴细胞分离液用量为细胞悬液的

两倍'

%)**F

N

离心
&*Q;!

$

&Ea

&#平抛离心分离细胞'小

心吸出中间层少量白色液体即为
]/_

'

A(E(A(F

"

接种
"

用
0X3X

#

%E**A

"

Q;!

$离心半径
%'(EKQ

&

离心
EQ;!

#洗涤细胞两次#然后以
%F%*

H 个细胞接种于
E*

Q8

塑料培养瓶内#

'$a

(

EG_[

&

培养箱培养'

&)M

内静置培

养#

$&M

后换含
%*G

新鲜小牛血清的
0X3X

培养液#以后每
'

天换培养液
%

次'

A(E(B

"

分离细胞的检验

A(E(B(A

"

台盼蓝计数
"

将适量洗涤好的细胞悬液用台盼兰染

色后置显微镜下观察计数#计算细胞得率和成活率'

A(E(B(B

"

自发荧光检验
"

取少量洗涤的细胞悬液滴于载玻片

上#直接置荧光显微镜下观察
]/_

自发荧光'

A(E(B(C

"

脂滴检测
"

将培养
&P

的细胞先用异丙醇漂洗
'*

"

#然后用油红工作染液染
%EQ;!

#

H*G

乙醇分化#显微镜下观

察控制分化时间至脂肪组织呈鲜红色#间质无色时为止'水洗

后再用
02-9

复染细胞核#最后甘油封片进行观察'

A(E(B(D

"

结蛋白检验
"

将培养
EP

的
]/_

用抗结蛋白一抗

和
2C?U6YCJDAE,)

标记的羊抗鼠二抗进行常规免疫荧光染

色#检测结蛋白在胞浆中的表达'

B

"

结
""

果

B(A

"

细胞的得率和成活率
"

台盼兰染色显示细胞活率达

,&G

#两只小鼠
]/_

得率可达
%F%*

H 个'

""

2

!刚分离的
]/_

发出蓝色荧光%

7

!分离
&P

的细胞油红染色#胞

浆内脂滴染成红色%

_

(

0

!分离
EP

的细胞结蛋白抗体检测以及细胞核

02-9

染色'

图
%

""

刚分离的细胞直接涂片于荧光显微镜下观察%

F)**

&

B(B

"

细胞生长情况
"

刚分离的
]/_

呈圆球形#

%P

后绝大多

数细胞贴壁#呈圆形或椭圆形%

'P

后细胞开始伸展#细胞体积

增大#伸出伪足呈星形#并开始扩增%

$P

后细胞继续伸展并增

殖#绝大多数细胞呈星形#并且达到
E*G

聚集'

B(C

"

细胞的检验
"

将刚分离的细胞直接涂片于荧光显微镜下

观察可见
]/_

发出蓝色荧光$图
%2

&'培养
&P

的细胞用油

红
[

直接染色可见细胞质中红色脂滴$图
%7

&'用抗结蛋白抗

体检测可见胞浆中大量结蛋白被染成红色$图
%_

&'

C

"

讨
""

论

]/_

属于肝脏非实质细胞#在肝脏中含量少'由于
]/_

富含脂滴#平均密度在所有肝脏细胞中最低#一般采用密度梯

度离心分离该细胞'由于
]/_

与枯否细胞的密度有交叉#分

离过程繁琐#试剂昂贵#要分离到大量高纯度的
]/_

并不容

易'作者经过几次摸索找到一种经济(简便的快速分离小鼠

]/_

的可行方法'

本研究分离过程的关键是肝脏消化和密度梯度离心'目

前密度梯度介质常用
1

O
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/@A6K@6!

(

D

#
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#

A?

#

*

E

+

(

-?A5

KDCC

*

H

+等'价格比较昂贵#本研究采用廉价的淋巴细胞分离液

作为梯度介质*

$

+

#大大降低了分离成本'由于小鼠
]/_

密度

为
%(*)$

%

%(*H%

N

"

Q8

#而枯否细胞密度为
%(*+'

%

%(*,E

N

"

Q8

*

+

+

'本实验直接用
%(*$$

N

"

Q8

的人淋巴细胞分离液铺梯

度#操作简便#又能保证
]/_

细胞的纯度'

本研究主要用两种消化酶'链酶蛋白酶主要用来消化肝

细胞#消化不充分时肝细胞与
]/_

黏附在一起%胶原酶用来消

化基质成分#减少细胞膜表面成分及细胞功能改变#上述两种

酶消化不充分均直接影响
]/_

的得率和纯度'但消化过度则

会损伤细胞而影响细胞存活'本实验采用先用酶灌注进行预

消化#左心室进针#下腔静脉放血#利于操作和消化液的回收#

而且预消化后的肝组织很容易剪碎%然后再进行震荡消化#粗

大组织用机械方法分离成单细胞#提高了细胞的得率'

刚分离的
]/_

胞浆中含有大量的脂滴#并且因含有大量

的维生素
2

而自发荧光'

]/_

具有肌细胞的特点#细胞质中

含有结蛋白#并稳定地存在于原代和传代的
]/_

中*

,5%*

+

#所有

这些特点为
]/_

的鉴定提供了依据'

]/_

活化后是
3_X

生成的最重要的细胞'活化的
]/_

增殖并生成大量
'

型胶原#还合成分泌
3_X

(金属蛋白酶及其

抑制物*

%%

+

#尤其是
*

型胶原酶(

49X-5%

等#引起
3_X

的增生

沉积#并诱发肝窦毛细血管化及小叶内纤维化*

%&5%'

+

'体外培

养细胞在塑料培养皿中可自发性活化#与体内肝损伤后的活化

过程相似#因此可以作为体外肝纤维化模型#用于探讨肝纤维

化的形成机制(细胞间的相互关系及抗肝纤维化药物的筛选'

本方法分离(培养
]/_

不需要特殊设备和昂贵的试剂#单

层密度梯度一步法分离
]/_

#细胞得率和活率均较高#适于推

广应用'
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端倒数第
&

个碱基来提高特异性'为减少第
%

轮残留引物对

第
&

轮荧光
-_.

的影响#减少第
%

轮
-_.

产物的电泳峰#采

用虾碱酶和外切酶对第
%

轮
-_.

产物进行纯化'本研究尝试

纯化后发现#第
%

轮
-_.

产物峰的高度降低#第
&

轮
-_.

效

率提高'

本研究结果显示#由于
E%$+

位点的第
%

轮和第
&

轮产物

都很短#其扩增效率特别高#在引物量非常少的时候仍能检测

到#所以影响其他位点两轮
-_.

的效率'因为在多重
-_.

中

小片断产物对大片断产物的竞争是很强的*

+

+

'因此#本研究尝

试将片断大小类似的位点同时实验#最后一起跑胶#发现大大

提高了原来多重
-_.

中低效率位点的信号'所以建议在多重

荧光错配引物
-_.

分型的引物设计中第
%

轮
-_.

的产物长

度尽量相近#而第
&

轮产物也不要相差太大#长度以
%&*

%

'**

B

#

较好'

在第
%

轮多重
-_.

中尝试了普通
46

f

酶和热启动的
46

f

酶$

-_.

程 序 使 用
@DJKMPDL!

&#发 现 使 用 热 启 动 酶 和

@DJKMPDL!

程序大大提高了第
%

轮多重
-_.

成功率'第
&

轮

荧光
-_.

尝试采用普通
46

f

酶(

VDPP6"M

酶和热启动酶分别

进行
E

位点的分型#热启动酶很难成功分型所有位点#

VDPP6"M

酶虽然扩增效率高#但非特异性太强#表明对于一般的多重荧

光引物
-_.

分型#使用扩增效率和特异性都居中的普通
46

f

酶效果更好'在
E

位点分型方法中采用了
&(*

(

%(H

(

%(&QX'

种
X

N

&<浓度#其中
%(&QX

浓度时很多位点无信号#

&(*QX

与
%(HQX

比较#在峰形和特异性上比
%(HQX

略显优势'

多重荧光错配引物
-_.

进行
/1-"

检测适合小样本位点

数适中的科研和临床项目'实验中多位点分型仅用一条荧光

引物#降低了摸索条件时更换错配引物提高特异性的成本#同

时使用其他荧光标记公用荧光引物#可以使每次电泳的位点数

成倍增长#降低成本'但通过实验摸索发现#要得到高特异性

的多重分型结果#需要进行比较细致的条件摸索'另外由于该

方法采用两轮
-_.

#有很高的灵敏度#非常适合对微量
012

样本进行分型分析如利用该方法可以实现对临床中多种病原

微生物的同时检测*

,

+

(微生物耐药性监测*

%*

+

(微生物的分型

等'这些潜在的应用前景为多重荧光引物错配
-_.

提供了进

一步研究和优化的必要性'
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