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不同二步酶灌注法分离大鼠肝星状细胞的比较研究 *
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摘要 目的：在现有二步酶灌注法分离大鼠肝星状细胞（hepatic stellate cells，HSC）的基础上，探索更加高效的分离 HSC方法。方
法：分别采用链酶蛋白酶 +胶原酶循环灌注、链酶蛋白酶非循环灌注 +胶原酶循环灌注以及胶原酶单独循环灌注法分离大鼠
HSC，比较三种方法的细胞获得率、活性和纯度差异。应用 0.4 %台盼蓝染色判断活性，结蛋白(desmin)、波形蛋白（vimentin）细胞

免疫荧光方法鉴定纯度。结果：链酶蛋白酶非循环灌注 +胶原酶循环灌注法细胞获得率高于另两种方法，细胞活力高于链酶蛋白

酶循环灌注 +胶原酶循环灌注法，三组得到的细胞纯度均高于 90 %且无显著差异。结论：在三种二步酶灌注方法中，链酶蛋白酶

非循环灌注 +胶原酶循环灌注法能显著提高 HSC获得率，且对细胞活力影响小，不降低细胞纯度，是一种高效的分离方法，有利

于 HSC相关肝脏疾病的生物学研究。
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Comparative Study on Isolation of Rat Primary Hepatic Stellate Cells by
Different Two-step Enzyme Perfusion*

To explore a more efficient method for HSC isolation based on the method of the two-step enzymatic

infusion. Three methods including circulatory pronase+circulatory collagenase perfusion, non-circulatory pronase + circulatory

collagenase perfusion and single collagenase perfusion were performed, and cell yield rate, viability and purity were compared. Cells
viability was examined by 0.4% trypan blue. Desmin and vimentin immunofluorescence was used to identify cell purity. The

yield of HSC by non-circulatory pronase + circulatory collagenase perfusion was higher than that of the other two methods, and cell

viablity was higher than that by circulatory pronase + circulatory collagenase perfusion. Cell purity of all groups was over 90%, and there

was no significant difference. Among the three two-step enzymatic perfusion methods, non-circulatory pronase + circulatory

collagenase perfusion can significantly improve the obtaining rate of HSC, and have little effect on cell viability without reducing cell
purity, which is a highly efficient isolation method and benefits the biological research for HSC related liver diseases.
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前言

肝脏主要由实质细胞和非实质细胞组成，后者包括：枯否

细胞 Kupffer cells (KC)，肝窦内皮细胞 Endothelial cells (EC)，

肝星状细胞 Hepatic stellate cells (HSC) 和隐窝细胞 pit cells。
HSC存在于肝脏 Disse间隙内，约占非实质细胞总数的 10 %[1]，

含有大量的脂肪和维生素 A，生理状态下为静止状态，病理条

件下，失去脂肪活化，在与炎症因子及其他细胞相互作用下参

与肝纤维化[2,3]，近年来发现 HSC通过负性免疫调节和非免疫

学机制参与肝脏肿瘤的发生、浸润和转移[4]，原代 HSC的培养
可以探索肝脏疾病发病机制，为肝病的治疗提供新的依据。因

此，获取原代 HSC对肝病研究有重要意义。目前国内外大多采

用链酶蛋白酶和胶原酶灌注消化（二步酶灌注）及密度梯度离

心分离 HSC[5-7]，但对链酶蛋白酶的使用不一：链酶蛋白酶的是

否使用，以及是否循环灌注，且对实验条件要求较高。本研究从

细胞分离率、细胞活性及纯度方面比较不同二步酶灌注法分离

HSC的差异，探索提高 HSC 分离效能的方法，为体外研究
HSC奠定基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物
SPF级成年 SD雄性大鼠，体重大于 400 g，购于南通大学实

验动物中心，由鼓楼医院动物实验中心饲养，实验前禁食 12 h。
1.2 实验材料
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链酶霉蛋白酶(瑞士 Roche 公司)、Ⅳ型胶原酶(美国 Life

Technologies)、DNaseⅠ (美国 Sigma 公司）、Percoll（德国 Phar-

macia公司)、D-Hanks及 Hanks（美国 HyClone公司）；DMEM

高糖培养基（加拿大 Wisentinc公司）、胎牛血清（以色列 BI公

司）、结蛋白 desmin单克隆抗体（美国 Bioworld公司）、波形蛋

白 vimentin单克隆抗体（美国 Millipore公司）、琢平滑肌蛋白
（琢-SMA）单克隆抗体（武汉博士德生物公司）；荧光二抗 Alexa

Fluor Goat anti-Mouse（美国 Life Technologies公司）。
1.3 主要实验器材

22G留置针（美国 BD公司）、恒温培养振荡器（上海智城

分析仪器制造公司）、离心机（德国 Eppendorf公司）、荧光倒置

显微镜（德国 zesis公司）。
1.4 方法
1.4.1 肝星状细胞分离 实验根据酶灌注液的使用不同分三

组：链酶蛋白酶循环灌注 +胶原酶循环灌注组（PC+CC组）、链

酶蛋白酶非循环灌注 +胶原酶循环灌注组(PN+CC组)、胶原酶

循环灌注组（CC组），每组 7只大鼠。主要操作不同点在离体消

化部分，具体操作如下：

1.4.1.1 原位灌洗 大鼠以氯胺酮 50 mg/kg及安定 5 mg/kg腹

腔注射麻醉后予 75 %酒精浴 20 min，仰卧固定。U型剖腹暴露
并游离门静脉，于近肝脏处穿丝线备用，游离下腔静脉肝前段

穿丝线备用，于门静脉距离肝脏约 1 cm处采用 22G静脉留置

针穿刺，结扎固定，接装含 50 mL 37℃预热 D-Hanks灌注液的
注射器，以 15 ml/min快速灌注肝脏迅速变为黄白色。结扎下腔

静脉肝后段，并于肝前段剪开下腔静脉，继续推注 D-Hanks灌

注液约 150 mL后，肝脏变为土黄色，游离肝脏，用 D-Hanks灌

注液冲洗肝脏表面。将布氏漏斗放置无菌烧杯上，把游离的肝

脏置于漏斗中，注意保护门静脉内的留置针，转至无菌操作台。

1.4.1.2 离体消化 配制 0.1 %链酶蛋白酶液、0.05 %胶原酶液
37 ℃预热备用。PC+CC组：先予 50 mL链酶蛋白酶液灌注，收

集消化液重复灌注 1次，再予 50 mL胶原酶液灌注，收集胶原

酶消化液重复灌注 2次。PN+CC组：先予 100ml链酶蛋白酶液
灌注，再予 50 mL胶原酶液灌注，收集胶原酶消化液重复灌注
2次。CC组：予 50 mL胶原酶液灌注后，收集胶原酶消化液重

复灌注 2次。均以 10 ml/min速度灌注。观察到肝脏包膜下组织

呈液化状态，停止灌注。

1.4.1.3 细胞分散 D-Hanks液冲洗肝脏表面，剪去肝包膜及

结缔组织，将肝脏剪成 5 mm× 5 mm大小，放入含 0.02 %链酶

蛋白酶、0.05 %胶原酶及 0.005 % DNaseⅠ的分散液中，于恒温

培养振荡器上 200 rpm 37℃振荡 30 min后，加入 1 mL胎牛血
清终止消化。

1.4.1.4 细胞纯化 将分散消化后的细胞悬液及少量肝脏组

织块通过 200目钢筛过滤，组织块用无菌注射器针芯研磨，收

集过滤液，500 rpm 离心 4 min，小心收集上清，予 3 mL Hanks

及 1 mL 0.005% DNaseⅠ溶液吹打混匀，1 700 rpm 4 ℃离心 7

min，收集细胞沉淀，Hanks液重复洗细胞 1 次；所得细胞沉淀

用 8 mlDMEM悬浮。
1.4.1.5 密度梯度离心 取 15 mL离心管，每管自下而上缓慢

加入 50 %、25 % Percoll液及细胞悬液各 4 mL，升降速度均为
0，2500 rpm，4℃离心 20 min。在 25 % Percoll液层与上清液之

间可见一层乳白色细胞沉淀，收集该细胞沉淀，加入 3 mlD-

MEM 悬浮，反复吹打分散细胞后，4℃ 1500 rpm 离心 5 min，
DMEM再重复洗 1次。
1.4.2 原代 HSC培养、鉴定
1.4.2.1 原代 HSC培养、传代 离心后的细胞用含 20 %胎牛
血清的高糖 DMEM悬浮，接种不超过 1× 106个细胞至 25 cm2

培养瓶中，于 37 ℃ 5 % CO2孵箱中培养，每隔 15 min上下左右

十字型轻轻晃动培养瓶，1h后将培养瓶中细胞悬液转移到新

的培养瓶中。24 h 后更换含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM，
48-72 h换液。细胞传代：待细胞密度生长至 90 %左右，弃上清，

加 1 mL 0.25 %胰酶, 消化 5-10 min后加入 2 mL DMEM完全

培养基终止消化，1500 rpm离心 5 min。
1.4.2.2 HSC活力及纯度的鉴定 台盼蓝染色判断细胞活力：

取细胞悬液 90 滋L与 0.4 %的台盼蓝溶液按照 1:1 比例混匀，

取 10 滋L于 3 min内在细胞计数板下计数，活细胞镜下未被染

成蓝色。细胞活力 =活细胞数 /细胞总数× 100 %。免疫荧光染
色鉴定细胞纯度：将分离的 HSC接种到铺有盖玻片的六孔板

内爬片，分别于 24 h、7 d取出盖玻片，经 4 %多聚甲醛固定，
PBS清洗，10 %山羊血清封闭，desmin及 vimentin一抗 1:100、
Alexa Flour荧光二抗 1:200孵育后，DAPI染核，最后于荧光显

微镜下计算阳性细胞率。细胞形态学变化：光镜下观察及记录

HSC形态学变化，体外培养 24 h、6 d采用细胞免疫荧光法检测

琢-SMA判断 HSC活化。
1.5 统计学方法

所有数据均以平均值± 标准差（mean± SD）表示，多组比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验 ,

SPSS17.0分析数据，P＜ 0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肝星状细胞计数、活力及纯度

三种灌注方法获得 HSC数量、细胞活力和细胞纯度见表
1。免疫荧光染色鉴别细胞纯度（图 1、2）。细胞获得率：PN+CC

组显著高于 PC+CC组，PC+CC组高于 CC组，组间比较差异
均有统计学意义（F=11.216，P<0.05）；细胞活力：CC 组所获得

细胞活力高于 PN+CC组，而 PN+CC组活力高于 PC+CC组，

组间比较差异均有统计学意义（F=18.336，P<0.05）。细胞纯度：
24 h细胞纯度三组之间差异无统计学意义（F=0.164，P>0.05）。
2.2 分离 HSC的原代培养

采用倒置显微镜观察原代培养的 HSC在分离后不同时间

细胞形态改变。结果表明：刚分离出的 HSC圆形透亮，在 328

nm荧光激发下自发绿色荧光，因含高浓度维生素 A荧光极易

淬灭。培养 24 h的细胞已经贴壁生长，大部分开始有伪足伸

展，整个细胞折光性变低，形态不规则。培养第 7 d时细胞呈星
状、梭状，有明显的伪足。此时可传代生长，传代后的细胞生长

迅速，第二天即表现为星状（图 3）。这些结果也证实所分离培

养细胞确实为 HSC，且无其他类型细胞生长。
2.3 原代培养 HSC的 琢-SMA的表达

采用免疫荧光染色检测所培养细胞发现，培养 24 h 时

琢-SMA已开始表达，培养 6 d时 琢-SMA表达明显增多，表明体

外培养的原代 HSC能够自活化（图 4）。
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3 讨论

本研究比较了不同二步酶灌注法分离大鼠 HSC的效能，

包括链酶蛋白酶 +胶原酶循环灌注、链酶蛋白酶非循环灌注 +

胶原酶循环灌注及胶原酶单独循环灌注三种方法，结果发现应

用链酶蛋白酶能够显著提高细胞获得数，循环灌注所获得细胞

是胶原酶灌注的 1.5倍，非循环灌注获得细胞是胶原酶灌注的
1.9倍。翁山耕等[8]指出：肝细胞容易与星状细胞粘附，若不使用

链酶蛋白酶灌注，那么通过低速离心法去除肝细胞后只能获得

较少 HSC。本实验中在低速离心分离肝细胞之前，采用链酶蛋

白酶灌注以减少肝细胞与星状细胞的粘附，也更容易将细胞碎

片与非实质细胞悬液分离，结果使 HSC的获得数量明显增加。

另一方面，低速密度梯度离心介质选择了 Percoll[9]，同其他

分离液相比它经济无毒，粘滞度低，对离心力及离心时间的要

求较高，2500 rpm离心 20 min，升降速度均为 0，确保细胞分散

在各个密度层，同时对细胞的损害降低到最小。依据许小兵等

人[10]实验方法，我们采用 25 %及 50 %两个梯度，HSC 密度最

低，会沉积在 25 % Percoll与细胞悬液之间。

本研究也发现，应用链酶蛋白酶降低了获得细胞的活力，

链酶蛋白酶循环灌注 +胶原酶循环灌注法较胶原酶单独灌注
法获得细胞活力平均下降 4.7 %，而链酶蛋白酶非循环灌注法

细胞活力平均下降 2.6 %。由此可见，链酶蛋白酶非循环灌注 +

胶原酶循环灌注法对细胞活力的影响相对较小，而同获得细胞

数量的增加比例相比，细胞活力下降的比例也可忽略不计。消

化及分离液选用的酶浓度参照罗云等人[11]的方法，大大节省了

酶用量。链酶蛋白酶的使用会影响细胞活力，但本实验也证实

链酶蛋白酶在浓度和使用总量相同的情况下，非循环灌注能减

少细胞损伤，其原因可能是循环灌注导致酶作用温度升高，酶

的活性更大，作用更明显，从而影响了细胞活力。

另外，本研究者三种灌注法获得的细胞纯度无显著差异。

图 1 培养 24 h细胞免疫荧光

Fig.1 Immunofluorescence of cells cultured for 24 hours

A. desmin（200×），B. DAPI（200×）, C. desmin+DAPI（200×）, D. viment（200×）, E. DAPI（200×）, F. viment+DAPI（200×）

A. desmin（200×）, B. DAPI（200×）, C. desmin+DAPI（200×）, D. viment（200×）, E. DAPI（200×）, F. viment+DAPI（200×）

Groups Cell numbers（× 107） Cell viablity（%） Cell purity in 24 h（%）

PC+CC

PN+CC

CC

2.15± 0.60*

2.73± 0.58*

1.44± 0.30*

91.00± 1.00**

93.14± 1.21**

95.71± 1.98**

92.29± 1.38

92.71± 1.60

92.57± 1.27

表 1 三种灌注方法所得细胞数、细胞活力和纯度的比较

Table 1 Comparison of the numbers, viability and purity of cells in three methods

注：*组间两两相比，F=11.216，P<0.05；**组间两两相比，F=18.336，P<0.05；PC+CC为链酶蛋白酶循环灌注 +胶原酶循环灌注组、PN+CC为链酶

蛋白酶非循环灌 +胶原酶循环灌注组、CC为胶原酶循环灌注组。

Note:*Compared between the two groups, F=11.216, P<0.05; ** compared between the two groups, F=18.336, P<0.05; PC+CC: circulatory pronase +

circulatory collagenase perfusion, PN+CC: non-circulatory pronase + circulatory collagenase perfusion; CC: single collagenase perfusion.
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图 2 培养 7 d细胞免疫荧光

Fig.2 Immunofluorescence of cells cultured for 7 days

A. desmin（200×）, B. DAPI（200×）, C. desmin+DAPI（200×）, D. viment（200×）, E. DAPI（200×）, F. viment+DAPI（200×）

A. desmin（200×）, B. DAPI（200×）, C. desmin+DAPI（200×）, D. viment（200×）, E. DAPI（200×）, F. viment+DAPI（200×）

枯否细胞密度为 1.060 g/ml，星状细胞密度为 1.053 g/ml，极为

相近，密度梯度离心得到的星状细胞难免会混有部分枯否细

胞，但因为枯否细胞更易贴壁，故在分离细胞后两小时内每半

小时 "十 "字上下左右摇晃培养瓶，两小时后更换培养瓶，可

去除枯否细胞，从而获得较高纯度的 HSC。
中间纤维和肌动蛋白一起调控活化星状细胞的形态学变

化[12]，vimentin和 desimin作为中间纤维，在体外培养的活化的
HSC表达均升高[13，14]，故分离培养 HSC24 h后，同时做两种蛋

白的免疫荧光可以对分离的 HSC进一步鉴别。HSC的活化与

疾病的发生密切相关[15-17]，体外培养琢-SMA的表达增高是细胞

活化的标志之一[18-20]，我们观察到，分离 24 h的 HSC形态发生

变化，通过免疫荧光检测到 24 h 琢-SMA少量表达，培养第 6 d

已经明显增多，细胞基本完全活化。根据 HSC体外培养 4 h已

经开始贴壁并伴有形态学变化，推测此时细胞可能已开始活

化，因此要研究未活化原代 HSC，应尽量在分离后 4 h内进行。

综上所述，采用链酶蛋白酶非循环灌注联合胶原酶循环灌

注的二步酶法可以显著提高大鼠 HSC的获得率，且对细胞活

力影响小，还不降低获得细胞的纯度，是一种高效的分离方法。

分离获得的 HSC在体外培养 24 h后开始逐渐活化。原代 HSC

为生物内提取，用来研究相关发病机制更为可靠。活化的 HSC

与多种肝脏疾病有关，近年来发现 HSC与肝脏肿瘤的关系不

容忽视。通过研究 HSC的体外活化以及与肝细胞、肝癌细胞共

培养等一系列生物学研究，能为疾病的发生、发展提供更好认

识，从而指导肝病的治疗，链酶蛋白酶非循环灌注联合胶原酶

图 3 分离 HSC的形态学变化

Fig.3 HSC morphological changes

A.刚分离细胞（200×），B.培养 24 h细胞（200×），C.培养 7 d细胞（200×），D.培养两周细胞（200×）

A. Cells cultured for 0 hour（200×）, B. Cells cultured for 24 hour（200×）, C. Cells cultured for the 7 days（200×）, D. Cells cultured for 2 weeks（200×）
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图 4 HSC的 琢-SMA免疫荧光染色

Fig.4 琢-SMA immunofluorescence of HSC

A. 24 h 琢-SMA（200×）, B. DAPI（200×）, C. 琢-SMA+DAPI（200×）, D.6 d 琢-SMA（200×）, E. DAPI（200×）, F. 琢-SMA+DAPI（200×）

A. 24 h 琢-SMA（200× ）, B. DAPI（200×）, C. 琢-SMA+DAPI（200×）, D. 6 d 琢-SMA（200×）, E. DAPI（200×）, F. 琢-SMA +DAPI（200× ）

循环灌注的二步酶法高效、简便，能为相关肝病研究提供细胞

学基础。
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