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小鼠肝血窦内皮细胞分离与鉴定新方法 *

蒋子剑 岳振生 杨毅聪 阮 柏 段娟丽 岳树强△

（空军军医大学第一附属医院肝胆外科 陕西西安 710032）

摘要 目的：改进小鼠原代肝血窦内皮细胞的分离方法。方法：经过小鼠肝脏的原位灌洗、消化制备单细胞悬液、差速离心、密度梯

度离心以及免疫磁珠分选等步骤，分离获得小鼠原代肝血窦内皮细胞，再通过流式细胞仪鉴定、细胞内吞功能染色以及对细胞超

微结构的电子显微镜观察，对分离出的肝血窦内皮细胞进行鉴定。结果：肝血窦内皮细胞的平均得率为 5.6 × 106个 /只小鼠，细

胞活性比率约为 96 %左右；细胞流式鉴定结果显示新鲜分离出的肝血窦内皮细胞 VEGFR3阳性率达到 95.8 %，VEGFR2+CD31+

双阳性细胞阳性率达到 93.7 %。分选出的 LSECs能够有效吞噬 FITC-FSA和 Dil-Ac-LDL。培养 1天后肝血窦内皮细胞的微观结

构，可见其特征性的窗孔和筛板。结论：本文总结的分离方法可以稳定、高效地获得小鼠原代肝血窦内皮细胞。
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Improvement Method of Isolation of Mouse Liver Sinusoidal
Endothelial Cell*

To improve the method of isolation of LSECs. The mouse primary liver sinusoidal endothelial

cells were isolated by a series of methods, such as lavage of mouse liver in situ, digestion and making single cell suspension, differential

centrifugation, density gradient centrifugation and magnetic activated cell sorting. Then the isolated liver sinusoidal endothelial cells were

identified by flow cytometry, cell endocytosis staining and cell ultrastructure observation with electron microscopy. The average

yield and Viability of LSECs was respectively 5.6× 106 per mouse and 96 %; the flow cytometry results showed that the VEGFR3

positive rate of isolated liver sinusoidal endothelial cells was 95.8 %, the VEGFR2+CD31+ double positive rate of LSECs was 93.7 %.

The isolated LSECs could phagocytose FITC-FSA and Dil-Ac-LDL efficiently. The characteristic fenestrate and sieve plate of LSECs

could be observed after 24 hours'cultivation in electron microscopy. The isolation method summarized in this article could

steadily and efficiently obtain mouse primary LSECs.
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前言

肝脏是人体主要的消化、代谢器官，同时也是重要的免疫

器官。其功能的多样性很大程度来源于肝脏构成细胞的多样

性。肝血窦内皮细胞（Liver Sinusoidal Endothelail Cells, LSECs）

是肝脏组织特异性的血管内皮细胞，是肝脏非实质细胞群中数

量最大的一群细胞，约占整个肝脏体积的 3 %，占所有肝脏细

胞数目的 15 %-20 %，占肝脏非实质细胞数目的 50 %以上[1]。

LSECs的组织特异性主要表现在：① 细胞表面布满窗孔（Fenes-

tration），窗孔间融合可形成筛板样结构（Sieve Plates）[2]；② 缺乏

连续性基底膜[3]；③ 具有很强的吞噬能力（Endocytosis）[4]；④ 在

标志物和基因表达谱层面有别于其它类型的血管内皮细胞[5]。

肝血窦内皮细胞不仅是构成肝血窦的基本结构，也广泛参与了

肝脏的各项生理功能，如肝细胞再生[6,7]、肝脏代谢[8, 9]和免疫调

节[10-12]，以及病理性疾病发生发展，如肝脏纤维化[3,13-15]、肝硬化[16]

和肝肿瘤[17]。因此，能够科学、准确、高效地分离并获得小鼠原

代 LSECs，对于研究肝血窦内皮细胞在肝脏不同生理或病理情

况下发挥的作用和具体机制具有重要意义。现在比较公认的

LSECs分离方法主要包括：① 依据表面标志物的流式细胞分选

法（FACS）；② 免疫磁珠分选法（MACS）。流式细胞分选技术主

要依靠流式细胞仪，但存在细胞表面标志分子不统一、细胞活

性差、设备昂贵等缺点。免疫磁珠分选法不依赖特殊仪器，分选

所得细胞活性高，且方便、快捷，是常用的肝血窦内皮分选方

法。笔者参阅国内外文献，结合多次试验摸索，以免疫磁珠分选

法为基础，通过多步骤优化改进，总结出一套稳定且高效的小

鼠原代 LSECs分离鉴定方法，归纳报道如下。

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.06.007
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1 材料与方法

1.1 实验动物

6-8周龄野生雄性 C57BL/6小鼠，体重 20 g左右，购自第

四军医大学实验动物中心，饲养于 SPF级环境中。

1.2 实验试剂

细胞分离相关：小鼠 CD146（LSEC）免疫磁珠（Miltenyi公

司：130-092-007）、MS Columns（Miltenyi 公司：130-042-201）、

gentleMACSTM C tubes（Miltenyi公司：130-096-334）、OptiPrep

分离液（AXIS-SHIELD PoC AS公司：1114542）、ECM培养基

套装（Sciencell 公司：1001）、HBSS 缓冲液（Hyclone 公司 :

SH30030.02）、DMEM培养基（Hyclone公司：SH30022.01）、IV

型胶原酶 （Sigma 公司：C5138）、DNase-I （Roche 公司：

10-104-159-001）、100 滋m细胞筛网（BD公司：352360）。
细胞鉴定相关：台盼蓝（Sigma 公司：HZB0368）、DiI标记

乙酰化低密度脂蛋白（Solarbio 公司：H7970）、VEGFR3 抗体

（R&D system公司：AF734）、PE-VEGFR2抗体（Biosciences公

司：561052）、FITC-CD31 抗体 （Biosciences 公司：558738）、

Alexa Fluor誖 488 标记驴抗山羊荧光二抗（Invitrogen 公司：

A-11055）。

FITC-FSA制备：将 BSA和福尔马林加入 0.2M碳酸盐缓

冲液（pH=10）10 mL中，使二者的终浓度分别为 10 mg/mL和

10 %（w/v），连续作用 3天后，用 PBS进行透析，每 6 h更换一

次，共进行 3次，取出袋内的液体，称容量并计算浓度。将得到

的 FSA 与 FITC 加入 0.5M 碳酸氢钠缓冲液（pH=9.0）10 mL

中，使二者终浓度分别为 5 mg/mL和 2.5 mg/mL，在 4℃条件

下避光作用 10 h，用 PBS进行透析，每 6 h更换一次，共 3次，

取出袋内液体，称容量并计算浓度，分装并保存于 -20℃冰箱

备用。

1.3 仪器设备

FACScalibur流式细胞仪（BD公司）、gentleMACSTM全自

动组织处理器（Miltenyi公司）、低温高速离心机（Eppendorf公

司）、细胞培养箱（Thermo公司）、OlYMPUS X71倒置相差 /荧

光显微镜（Olympus公司）、S-3400N 扫描电镜（Hitachi公司）、

FC500流式细胞仪（Beckman公司）。

1.4 主要缓冲液

PBS缓冲液：（谷歌生物公司：G0002）；小鼠肝脏灌注液 A：

9 g NaCl + 0.416 g KCl + 2.1 g NaHCO3 + 1.08 g Glucose + 4.8 g

Hepes + 0.58 g EDTA,加去离子水至 1000 mL，0.22 滋m小滤器
过滤后 4℃保存。小鼠肝脏灌注液 B：9 g NaCl + 0.416 g KCl +

2.1 g NaHCO3 + 1.08 g Glucose + 4.8 g Hepes + 0.222 g CaCl2+

0.4065 g MgCl2·6H2O加去离子水至 1000 mL，0.22 滋m小滤器
过滤后 4 ℃保存，使用前现加 IV 型胶原酶至终浓度 0.5

mg/mL。磁珠 Buffer：0.5 %BSA + 0.58 g/L EDTA溶于 1000 mL

PBS中，5M NaOH 调 pH 至 7.2-7.4，0.22 滋m 小滤器过滤后 4

℃保存。OptiPrep密度梯度分离液：OptiPrep工作液（40 %）：2

mL OptiPrepTM + 1 mL DMEM; 11.5 % iodixanol (w/v)：1 mL Op-

tiPrep 工作液 + 3 mL DMEM；17.6 %iodixanol (w/v)：1.76 mL

OptiPrep工作液 + 2.24 mL DMEM。

1.5 方法步骤

1.5.1 小鼠肝脏的原位灌洗分离和各型单个细胞悬液的制备

LSECs分离前将小鼠禁食 12 h，每次实验使用 3-4只小鼠。37

℃敷箱预热灌注液 A和灌注液 B。用 75 %乙醇消毒小鼠腹部，

腹腔注射 1 %戊巴比妥钠 40 mg/kg麻醉，迅速沿腹正中切口打

开腹腔，暴露肝脏、门静脉、下腔静脉，用无菌 30G针头插入下

腔静脉固定，同时剪开门静脉以便灌注液流出。用 37℃灌注液

A灌注 10 min使肝脏完全脱色,速度 7 mL/min，之后用 37℃灌

注液 B灌注 10 min，速度不变。两步灌注结束后，小心解剖下

肝脏，剔除胆囊，转移至含有灌注液 B和 100 滋g/mL DNase I
的美天旎 C管中，将 C管置于组织匀浆器上匀速匀浆 30 s，取

下 C管置于 37℃恒温摇床 20 min。充分消化后向 C管中加入

磁珠 Buffer 6-8 mL终止消化，将组织匀浆液从 100 滋m孔径的
细胞筛网中过滤，以去除未消化的组织碎片，收集单细胞悬液。

1.5.2 低速离心法去除肝细胞 将单细胞悬液置入提前预冷

的高速离心机，50× g离心 3 min以沉淀肝细胞, 收集上清，重

复离心 2-3次，沉淀可以通过密度梯度离心法进一步纯化以获

得新鲜原代肝细胞，上清液中主要包含非实质细胞和细胞碎片。

1.5.3 LSECs的获得与培养 OptiPrep不连续密度梯度离心：

将富含肝非实质细胞的上清液以 350× g离心 7 min，弃上清，

留细胞沉淀。细胞沉淀用 17.6 %密度梯度分离液重悬，充分混

匀后小心加到 15 mL离心管中，再缓慢加入 11.5 %密度梯度分

离液，最后在液面最上层加入 2 mL DMEM培养基，关闭刹车

1400× g离心 20 min。收集 17.6 %与 11.5 %密度梯度分离液中

间层的细胞团，其中富含 LSECs和 Kupffer细胞。将收集到的

细胞悬液与等体积的 DMEM培养基混合，吹打混匀，350× g离

心 7 min。弃上清，将细胞沉淀用磁珠 buffer洗 1次，350× g离心

收沉淀。

免疫磁珠分选（Magnetic Activated Cell Sorting，MACS）：

用磁珠 Buffer 90 滋L重悬细胞沉淀，加入 10 滋L CD146-LSEC

磁珠抗体，吹打混匀，于 4 ℃避光孵育 30 min。3 mL 磁珠

Buffer洗细胞，350× g离心 5 min，弃上清（重复 2次）。将 MS

柱安装在磁力架上，以 0.5 mL磁珠 Buffer冲洗MS柱 1遍。加

入磁珠 Buffer 1 mL重悬细胞，将单细胞悬液移至 MS柱中，待

细胞悬液滴完后，再将 0.5 mL磁珠 Buffer加入 MS柱中。向

MS柱中加满磁珠 Buffer，取下MS柱，转移到 15 mL离心管

中，用活塞迅速推下。将得到的细胞悬液 350× g离心 5 min，弃

上清，加 PBS洗细胞 2次，即得到小鼠 LSECs。

细胞活率及产量分析：将刚分离的细胞悬液混匀后取 100

滋L与体积分数为 0.4 %台盼蓝溶液以 1：1混合，随即滴片于计

数板，在倒置显微镜下观察，计算出活细胞数(未着色细胞数)所

占细胞总数的百分率，即活率。细胞得率按常规计数法显微镜

下进行计数。

LSECs培养：将新鲜分离得到的 LSECs用含有血清 ECGS

和抗生素的 ECM培养基重悬，接种于细胞培养板中（必要时可

提前一天以鼠尾胶原处理细胞培养板），在 37℃、5 %CO2的恒

温培养箱中进行培养，4-5 h后细胞即可贴壁，对贴壁后的细胞

进行换液并去除未贴壁的悬浮死细胞，之后每 2天换液一次。

1.5.4 细胞流式鉴定 新鲜分离的 LSECs重悬于流式液（含
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图 1培养 1d与 5d后的 LSECs形态

Fig.1 Morphology of sinusoidal endothelial cell after cultured for 1d and 5d

0.5 %胎牛血清 + 0.1 %叠氮钠的 PBS缓冲液）中，每支流式管

加入 1× 106个以上的细胞，① 将 VEGFR3以 1：100的稀释比

例稀释于流式液中，并对 LSECs进行冰上染色 30 min，1200

rpm离心 5 min洗 3次后，将稀释好的 Alexa Fluor誖 488标记

的驴抗山羊荧光二抗（1:200）对细胞进行冰上染色 30 min，

1200 rpm离心 5 min洗 3次后上机检测；② 将 FITC-CD31抗

体、PE-VEGFR2抗体以 1：100的稀释比例稀释于流式液中，并

对 LSECs进行冰上染色 30 min，1200 rpm 离心 5 min洗 3 次

后上机检测。

1.5.5 细胞内吞功能鉴定 新鲜分离的 LSECs体外培养贴壁

以后，将含有 FITC-FSA（100 滋g/mL）和 DiI-Ac-LDL（20

滋g/mL）的 ECM培养基于 37℃孵箱中避光孵育细胞 30 min，

PBS洗涤细胞 2 次，4 % PFA 固定细胞 10 min，PBS洗 1 次，

PBS洗 1 次后倒置显微镜下观察 LSECs 对 FITC-FSA 和 Di-

I-Ac-LDL的吞噬情况。

1.5.6 细胞窗孔电镜观察 将新鲜分离的 LSECs 用含有血

清、ECGS和抗生素的 ECM培养基重悬，接种于细胞玻片上，

待细胞贴壁以后，弃去培养基，PBS洗 1-2次，加入 2 %戊二醛

固定 12 h，后用 2 %锇酸处理 1 h，PBS冲洗，梯度乙醇脱水，

HMDS（六甲基二硅胺）干燥，喷镀金属。细胞样品置于

S-3400N扫描电镜中观察窗孔形态。

2 结果

2.1 细胞得率与活性检测

重复 6次分离实验，LSECs的活率平均为（96± 2）%左右，

产量平均为（5.6± 1.6）× 106/只。表明提取的 LSECs在数量和

活性上可以满足实验需要。

2.2 肝血窦内皮细胞培养与细胞形态

将分选出的 LSECs在 ECM培养基中孵育约 4-5 h后，大

部分细胞即可贴壁，1天后在倒置显微镜下观察，可见细胞呈

卵圆形且形态均一。培养 5天后细胞呈现长梭形，伸展良好（图

1）。原代肝窦内皮细胞体外培养过程中无增殖现象，培养时间

多不超过 10天。

2.3 流式细胞仪鉴定

如图 2所示，细胞流式鉴定结果显示新鲜分离出的 LSECs

VEGFR3阳性率达到 95.8 %，VEGFR2+CD31+双阳性细胞阳

性率达到 93.7 %。表明分离的 LSECs在纯度上可以满足实验

的需要。

2.4 细胞内吞功能鉴定结果

FITC-FSA和 Dil-Ac-LDL是检验 LSECs吞噬能力的手段

之一，分别以含有 FITC-FSA 和 Dil-Ac-LDL 的培养基孵育

LSECs约 30 min后，倒置荧光显微镜下观察发现所分选出的

LSECs能够有效吞噬 FITC-FSA和 Dil-Ac-LDL（图 3）。

2.5 细胞窗孔电镜结果

扫描电镜下观察培养 1天后 LSECs的微观结构，可见其

特征性的窗孔和筛板（图 4）。

3 讨论

LSECs是肝脏非实质细胞群中数量最大的一群细胞，是构

成肝血窦的最主要细胞。静息生理状态下，成体肝脏中的

LSECs与大血管的内皮细胞一样，基本处于不增殖的状态，并

且拥有很长的细胞周期。LSECs的生理功能包括：① 调节血流。

LSECs通过感知血流剪切力来调控自身某些舒张血管物质的

表达，从而达到调节血流和血管压力的目的，KLF2（Krup-

pel-like factor 2）是一种血管内皮特异性的转录因子，研究发现
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图 2细胞流式鉴定结果

Fig.2 Results of flow cytometry

图 3细胞内吞功能染色结果

Fig.3 Results of cell endocytosis staining

图 4细胞窗孔电镜照片

Fig.4 SEM picture of cell fenestrate

LSECs 通过感受剪切力的大小精确调控 KLF2 的表达，而

KLF2能够促进一氧化氮（Nitric Oxide，NO）等血管舒张物质的

产生[18]；② 调节物质交换。LSECs的窗孔结构、基底膜缺失等特

性，决定了 LSECs是人体通透性最高的血管屏障之一。LSECs
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表面窗孔的直径为 50-150 nm不等，其孔径大小及窗孔数目在

肝脏内不同区域当中也是不同的[19]。在正常生理条件下，LSECs

屏障作用的存在使得血液中的各类细胞能够正常在肝血窦中

流动，同时像直径＜200 nm的血清蛋白、代谢物质、脂蛋白、药

物分子、乳糜颗粒、病毒和外泌体（Exosomes）等都能够顺利通

过 LSECs的血管屏障到达 Disse间隙，从而被肝细胞或 HSCs

所吸收或利用[20]；③ 吞噬。LSECs被认为是人体内吞噬功能最

强的细胞类型之一，同时，LSECs具有很强的溶酶体酶活性，使

得其具有足够的清除血液中代谢废物的能力。与单核吞噬细胞

的吞噬作用所不同的是，经典的单核吞噬细胞以吞噬大分子物

质如细胞碎片、细菌、异物等为主，而像 LSECs这样具有清道

夫功能的内皮细胞，主要以胞饮作用（Endocytosis）吞噬一些可

溶性分子或小分子物质，而且其吞噬过程主要依赖于细胞表面

的一些胞饮受体 [21]。④ 通过旁分泌途径调控肝细胞增殖与更

新。近几年的研究发现，各个组织器官里的血管内皮不仅仅是

发挥物理屏障的作用，而由血管内皮细胞所构成的血管微环境

在组织损伤和修复中扮演者及其重要的角色。在肝脏中，Ding
[22] 等率先报道了 LSECs来源的旁分泌因子对肝再生过程中的

重要意义，由 LSECs产生的 HGF、Wnt2a等肝细胞生长因子对

急性损伤后肝细胞的增殖必不可少。此外，在肝切除不同时间

点，LSECs也能够通过精确调控 Angpnt2、TGF-茁等因子的表
达完成分泌诱导期肝细胞增殖和血管生成期内皮细胞增殖之

间的转换[6]。而在慢性肝损伤过程中，LSECs在损伤早期和晚

期呈现出不同的分子表达模型，分别营造出促再生（Pro-re-

generative）和促纤维化（Pro-fibrotic）的血管微环境，精确介导

肝脏的修复过程，这也为未来肝损伤修复的干预策略提供了

理论依据[23]。

随着人们对 LSECs的不断认识与关注，得到高纯度和高

活性的 LSECs也逐渐成为研究者们努力的目标。在早期，最常

使用的 LSECs 分离方法为淘析离心法（Centrifu -gal Elutria-

tion）和差异贴壁法[24]。虽然前者能够从动物肝脏中高效地得到

数量可观的 LSECs，但是其耗时长且依赖于昂贵的超速离心设

备，难以普及应用；而后者虽然操作简便、耗时短，但很难得到

高纯度的 LSECs，往往会被巨噬细胞等污染。近十年来，随着更

多相对特异性的 LSECs标志物的发现，以及流式细胞荧光分

选技术（Fluorescence Activated Cell Sorting，FACS）和免疫磁珠

分选技术（Magnetic Activated Cell Sorting，MACS）的发展，人

们开始使用分子标志物对 LSECs进行分选[25-27]。虽然细胞得

率低于淘析离心法和差异贴壁法，但却能够保证较高的细胞

纯度，结合 LSECs的鉴定方法，广泛地被应用于 LSECs领域

的研究。

然而，截止目前分离和鉴定 LSECs仍存在相当大的困难

和争议，国际上不同研究组采用不同方法所得到的 LSECs也

存在一定程度的差异，而且目前针对 LSECs特异性的表面标

志也尚未达成共识，这些都为 LSECs领域研究的统一性和规

范性带来了困难。现在比较公认的 LSECs分离方法主要包括：

① 依据表面标志物的流式细胞分选法（FACS）；② 免疫磁珠分

选法（MACS）。流式细胞分选技术主要依靠流式细胞仪，但存

在细胞表面标志分子不统一、细胞活性差、设备昂贵等缺点。免

疫磁珠分选法不依赖特殊仪器，分选所得细胞活性高，且方便、

快捷，是常用的肝血窦内皮分选方法。本文中使用常规差速离

心法和不连续密度梯度离心法分离到富含 LSECs和 Kupffer

细胞的悬液，然后使用了免疫磁珠分选法，通过孵育特异性磁

珠抗体 CD146来分离 LSECs和 Kupffer细胞，整套方法简便

可行，最终获得的 LSECs纯度高，活性好，且数量多。

鉴定方法主要包括以下几个方面：① 根据其拥有的高效、

迅速的吞噬能力，我们可以用特殊处理过的一些蛋白分子如荧

光标记的经甲醛处理的白蛋白（Formaldehyde- treated Serum

Albumin, FSA）、胶原 琢链和乙酰化低密度脂蛋白（acLDL）[28]等
对得到的 LSECs进行共孵育，检测其对这些分子的吞噬能力。

② 采用扫描电镜（SEM）观察 LSECs表面的窗孔和筛板结构[29,

30]。由于窗孔是 LSECs所特有的，因此也是 LSECs鉴定的金标

准。③ 根据细胞分子表面标志物对 LSECs进行鉴定。目前用于

鉴定 LSECs的分子标志有些是内皮细胞所共有的标志，有些

是血细胞源性的标志，尚没有某一个单独的特异性标志用于

LSECs的鉴定，因此多项分子标记相结合或许是可行的方案。

例如 Ding [22] 等以 VEGFR3+ CD34- VEGFR2+ VE-Cadherin+

FactorVIII+ CD45- 作为 LSECs 的标志物，Lalor[31]等以 CD31+

Lyve1+ L-SIGN+ Stabilin-1+ CD34- Prox-1-作为 LSECs的标志

物。本文中使用经典内皮细胞表面标志物 VEGFR3、VEGFR2

以及 CD31对分离出的 LSECs进行流式细胞检测，结果显示阳

性率均在 93 %以上，提示分选方法可靠，所得 LSECs纯度较高。

综上所述，本文采用的小鼠肝血窦细胞分离鉴定方法科学

稳定，方便快捷，并获得良好的效果。分离获得的 LSECs数量

多，活性好，纯度高，细胞窗孔清晰明显，具有很强的内吞功能，

且表达特征性的内皮细胞表面标志物，为研究 LSECs在肝脏

不同生理或病理情况下发挥的作用和具体机制奠定了基础。
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