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成体小鼠肝脏卵圆细胞的分离及培养

张磊，万伟伟，梁慧芳，陈孝平，张万广，张伟

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 肝脏外科中心，湖北 武汉 ４３００３０）

　　摘要：目的　建立一种稳定的成体小鼠卵圆细胞的分离和培养方法。方法　采用喂饲 ２－乙酰
氨基芴（ＡＡＦ）加 ２／３肝切除方法诱导肝脏卵圆细胞的增殖。经门静脉灌注消化法和等密度离心法分

离卵圆细胞，并在体外进行长期培养。免疫荧光和免疫双标法对培养的卵圆细胞加以鉴定。结果　体

外培养的卵圆细胞呈集落样生长，稳定传代并已培养至 ３个月。免疫荧光和免疫双标法证实培养的细

胞为卵圆细胞，并显示该细胞具有分化潜能。结论　该方法是一种稳定的成体小鼠卵圆细胞的分离和

培养方法，为肝脏干细胞的相关研究和应用奠定基础。
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　　正常情况下肝组织损伤后多由残存的肝实质
细胞再生加以修复，但当肝实质细胞无法再生或

再生 受 抑 时，肝 脏 祖 细 胞 被 诱 导 增 殖 进 行 修

复［１－５］。在啮齿类动物体内，肝脏祖细胞被称为

卵圆细胞。卵圆细胞具有双向分化潜能，可以分

化为肝实质细胞和胆管上皮细胞，在特定情况下，

还可以分化为神经胶质细胞、胰腺内分泌细胞和

心肌细胞［６－８］。目前，卵圆细胞的研究主要集中

在细胞治疗和成瘤两方面，但相关研究多为体内

实验。因此，建立一种稳定的卵圆细胞分离和培

养方法非常重要。现有方法主要是利用大鼠，而

分离和培养小鼠卵圆细胞的相关报道较少。本文

介绍本实验室建立的小鼠卵圆细胞的分离、培养，

对所培养细胞鉴定方法。
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１　材料与方法

１．１　实验试剂和器材
高糖 ＤＭＥＭ，Ｆ１０、胶原酶Ⅳ和胎牛血清购自

Ｇｉｂｃｏ公司；小鼠Ⅳ型胶原蛋白购自 Ｒ＆Ｄ公司；
２乙酰氨基芴（２ＡＡＦ），链霉蛋白酶 Ｅ（ｐｒｏｎａｓｅ
Ｅ），ＤＮＡ酶Ⅰ（ＤｎａｓｅⅠ），Ｐｅｒｃｏｌｌ和胰岛素购自
Ｓｉｇｍａ公司；丙酮酸激酶 Ｍ２型（ＰＫＭ２）抗体购自
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；ＣＫ１９抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；
各种二抗购自武汉博士德公司；２５ｃｍ２培养瓶购
自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　动物模型的建立　采用 ８周雄性 Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠（购自华中科技大学同济医学院实验动物中

心），在饮水中加入 ＡＡＦ，浓度为 ０．０４％，持续喂
饲 ５ｄ；于第 ６天在乙醚麻醉下行 ２／３肝切除。手
术后继续喂饲 ＡＡＦ，分别于术后 ４，６，８ｄ剖杀动
物，留取部分肝组织待测并分离卵圆细胞。

１．２．２　卵圆细胞的分离　乙醚麻醉后开腹，暴
露门静脉，置入肝素化静脉留置针后固定；１００ｍＬ
３７℃预热的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗肝内血液，
０．０１％ 胶原酶Ⅳ２０ｍＬ以 ２ｍＬ／ｍｉｎ速度灌注
１０ｍｉｎ；取下肝组织置入含 ０．０１％ 胶原酶Ⅳ的高
糖 ＤＭＥＭ中，剪碎后吹打分散细胞，并过１００目筛
网；离心法分离肝脏非实质细胞，加入含 ０．０１％
ｐｒｏｎａｓｅＥ和 ０．００５％ ＤｎａｓｅⅠ的消化液，３７℃消
化 ３０ｍｉｎ；Ｐｅｒｃｏｌｌ梯度离心提取卵圆细胞，ＬＥ培
养基悬浮细胞［９］，接种于培养瓶，３７℃ ５％ ＣＯ２
培养。

１．２．３　卵圆细胞增殖的测定　对留取的肝组织
常规用 １０％中性多聚甲醛固定，石蜡包埋，４μｍ
切片。切片脱蜡，ＰＢＳ洗 ３次；３％ Ｈ２Ｏ２去除内源
性过氧化物酶，ＰＢＳ洗 ３次；抗原微波热修复，血
清封闭和阻断非特异性反应；滴加一抗，４℃过
夜；ＰＢＳ洗 ３次，滴加过氧化物酶标记二抗，３７℃
１ｈ，ＤＡＢ显色，复染、脱水、透明封片，镜下观察。
１．２．４　卵圆细胞的鉴定　接种分离的细胞置 ２４
孔板内。当细胞生长至合适密度时，ＰＢＳ洗 ３次，
以 ４℃预冷的丙酮与甲醇混合物（１∶１）固定；
ＰＢＳ洗 ３次，０．１％ 聚乙二醇辛基苯基醚（ＴｒｉｔｏｎＸ
－１００）处理，血清封闭和阻断非特异性反应；滴
加一抗，４℃过夜；ＰＢＳ洗 ３次，滴加生物素标记

二抗，３７℃ ３０ｍｉｎ；滴加亲和素 －ＦＩＴＣ，３７℃
３０ｍｉｎ，４′，６二脒基２苯吲哚盐酸（ＤＡＰＩ）染核，
荧光显微镜下观察。为进一步明确细胞特性：进

行免疫双标实验，前期处理同上，滴加 ＰＫＭ２抗
体，４℃过夜；ＰＢＳ洗 ３次，滴加生物素标记二抗，
３７℃ ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ３次，滴加 ＣＫ１９抗体，４℃
过夜；滴加亲和素 －ＦＩＴＣ和 Ｃｙ３标记二抗，３７℃
３０ｍｉｎ，在 ＮｉｋｏｎＤｉｇｉｔａｌＥＣＬＩＰＳＥＣ１激光共聚焦显
微镜下观察。

１．３　统计学处理
数据以均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示。采用

ＳＰＳＳ１２．０统计软件包进行 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结　果

２．１　分离细胞的特点
经肝脏原位灌注、酶消化和 Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度

离心法获得的细胞组成：卵圆细胞约 ９０％，星形
细胞约 ９％，成纤维细胞 ＜１％。充分的肝脏灌注
后，分离细胞中只有极少数血细胞；ｐｒｏｎａｓｅＥ和
ＤｎａｓｅⅠ消化后，分离的细胞中无肝实质细胞。
２．２　卵圆细胞的培养

分离纯化的卵圆细胞呈单个游离状态，培养

１ｈ后少数开始贴壁，２４ｈ后大部分贴壁。贴壁细
胞呈圆形或卵圆形，表现为上皮细胞的特点。在

培养后约 ７ｄ逐渐聚集，１４ｄ呈克隆样增殖，２０ｄ
开始大量增殖（图 １）。
２．３　卵圆细胞的鉴定

ＰＫＭ２和 ＣＫ１９均是常见的小鼠卵圆细胞标
志物，均为胞浆表达。ＰＫＭ２主要在卵圆细胞和
未成熟肝实质细胞内表达，ＣＫ１９主要在卵圆细
胞和胆管上皮细胞内表达。卵圆细胞内两者均有

表达，少数卵圆细胞为单一标志物阳性。在双表

达的细胞中，两种标志物的表达强度并不一致

（图 ２）。
２．４　小鼠肝脏卵圆细胞的增殖情况

本模型 可 见，随 着 时 间 的 延 长，肝 组 织 内

ＰＫＭ２和 ＣＫ１９阳性细胞增多，显示有明显的卵圆
细胞增殖。在肝切除后第 ６天最为明显，表现为
卵圆形小核细胞增多，细胞胞浆少，体积大小不均

一，增殖的卵圆细胞呈团簇状，分布于汇管区及其

周围，或呈团状向肝实质内延伸（图 ３）。

５８０１
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图１　卵圆细胞的培养（×２００）　Ａ：７ｄ；Ｂ：１４ｄ；Ｃ：２０ｄ

图２　卵圆细胞的鉴定 （×２００）　Ａ：ＰＫＭ２的表达；Ｂ：ＣＫ１９的表达；Ｃ：双标的结果
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图３　ＡＡＦ＋肝切除诱导的卵圆细胞增殖情况（×４０）

３　讨　论

ＡＡＦ＋肝切除模型是目前最常用的大鼠卵圆
细胞增殖模型。本实验结果显示本方法同样可

应用于小鼠，小鼠行 ＡＡＦ＋肝切除后肝脏有明显
的卵圆细胞增殖。与其他诱导方式相比，本方法

诱导时间更短。在大鼠模型中，卵圆细胞沿肝细

胞索向肝实质中延伸，并形成小胆管状结构。而

在小鼠模型中，增殖的卵圆细胞始终分布于门静

脉周围，未分化为肝实质细胞或胆管上皮细胞，

提示卵圆细胞的增殖并非为了修补损伤的肝组

织，从本模型中分离的卵圆细胞可能保持更长时

间的分化潜能。

分离纯化卵圆细胞的方法有离心冲洗［１０－１１］、

梯度离心加免疫磁珠分选［１２］、Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ密度梯度
方法［１３］和 Ｐｅｒｃｏｌｌ方法等。Ｐｅｒｃｏｌｌ分离与前 ３种方
法相比更为经济、省时和不需要特殊的设备和试

剂．更为重要的是 Ｐｅｒｃｏｌｌ分离得到的卵圆细胞为
异型性的，代表了肝脏中各种亚型的卵圆细胞；

而其他方法针对某种标志物，只能得到一种亚型

的卵圆细胞。该法分离培养中主要的污染细胞

是星形细胞，它可分泌多种因子促进卵圆细胞的

增殖和分化［１４］。因此，在培养早期适当地保留星

形细胞有利于卵圆细胞的增殖。星形细胞和卵

圆细胞的贴壁时间均在 ２４ｈ左右。使用反复贴
壁的方法无法去除星形细胞，０．２５％的胰蛋白酶
５ｍｉｎ消化即可去除星形细胞。通过离心和 ｐｒｏ
ｎａｓｅ及 ＤｎａｓｅⅠ的充分消化，分离的细胞中无肝实
质细胞。本研究通过卵圆细胞和星形细胞的共

培养，可以观察星形细胞是如何诱导卵圆细胞分

化的。

正常情况下，卵圆细胞分布于门静脉区，数量

极少，具有独特的形态特征：细胞体积较小、高核

浆比、胞浆较少且淡、细胞器较少，在多个方面具

备肝实质细胞和胆管上皮细胞的特征。本实验

分离培养的细胞同样存在这种特征，ＰＫＭ２和
ＣＫ１９共表达，说明培养的细胞有双向分化的潜
能。卵圆细胞的定向分化机制目前尚不明了。

本试验的结果显示：ＰＫＭ２和 ＣＫ１９同时表达在卵
圆细胞的胞浆内，但部分细胞两者的表达强度并
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不一致。由此推测，部分卵圆细胞已有定向分化

的趋势。至于其机制有待进一步研究。

总之，ＡＡＦ＋肝切除这种诱导卵圆细胞增殖
的方法同样适用于小鼠。这种小鼠成体卵圆细

胞的分离和培养方法是一种稳定和经济的方法，

培养的卵圆细胞同样具备双向分化潜能。这为

卵圆细胞的相关研究奠定了基础。
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