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"摘要#

!

目的
!

研究肝损伤后细胞基质的沉积及纤维化形成机制!建立一种经济&简便&可靠的分离大鼠肝星

状细胞"

\O"

$的方法%方法
!

用链霉蛋白酶和胶原酶灌流大鼠肝脏!

N

B

<7

B
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密度梯度离心分离
\O"

!并进行体

外培养%结果
!

细胞得率为
,'$S#$

*

'鼠!活率和纯度分别为
%+2

&

%(2

%结论
!

该方法简便&实用&稳定&可靠!为

进一步研究
\O"

与肝纤维化的关系!尤其是细胞水平及分子生物学水平的研究奠定了基础%
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肝纤维化是肝脏纤维组织过度沉积#纤维增生和分解不平

衡的结果#而肝星状细胞$

\O"

&的活化和增殖是肝纤维化形成

的中心环节+

#4&

,

)在正常肝脏中#

\O"

处于静止状态#主要作

用是储存和代谢维生素
3

#不表达
*

平滑肌肌动蛋白$

*

4O-=

&#

增殖活性低#合成胶原能力低)

\O"

的激活是由静止的
\O"

向肌成纤维细胞$

0]Q

&转化的过程)激活后的
\O"

表现为

纤维母细胞样表型#失去胞质内的脂滴#合成
+

型*

,

型胶原增

多#并分泌
1J0Z4#

*

1J0Z4&

#抑制胶原的降解#释放多种细胞

因子#继而导致细胞外基质的沉积*肝脏结构改建*肝纤维化发

生+

)45

,

)因此
\O"

成为研究肝损伤后纤维化形成的中心环节)

现阶段研究
\O"

活化的模型一般为体外分离纯化#通过

体外培养活化研究
\O"

的活化机制#但是大鼠的
\O"

分离纯

化是一个操作复杂的过程#往往出现分离失败或细胞得率低等

结果+

,4(

,

)因此探讨简便*高效的分离纯化
\O"

的方法对临床

研究肝纤维化的形成机制非常重要)作者在总结前人纯化方

法的基础上#提出了链霉蛋白酶*胶原酶原位灌注*
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B

密

度梯度离心的分离纯化方法#得到了高纯度*高效率的大鼠的

\O"

)
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材料与方法
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实验材料

$'$'$

!

实验动物
!

体质量约
&,$
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)$$

.

清洁级雄性
OP

鼠#

购自复旦大学上海医学院实验动物中心)实验前禁食
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)
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主要试剂
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链霉蛋白酶$
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型胶原酶$
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&%脱氧核糖核酸酶$

PW=;:
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1=R=A=

&%

P0!0

高糖培养

基*

P0!04]#&

培养基%

P4>=8R;

$上海生物工程有限公司&胎

牛血清%胰蛋白酶$
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T7G@6

生物试剂公司&%
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梯

度离心分离液$
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抗体购自
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实验方法

$'/'$
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原位消化
!

OP

大鼠约
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!

)$$

.

用戊巴比妥钠
($$

"
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腹腔注射麻醉#仰卧固定)

*,2

乙醇消毒皮毛#先剪去外层

毛发#而后十字形剖腹术暴露内脏*门静脉#于近肝脏处穿细丝

线和远肝处穿粗丝线#同时暴露下腔静脉#于近肝处穿粗丝线#

#+T

留置针行门静脉穿刺#退出针芯#结扎两处丝线固定留置

管)留置管与通过蠕动泵的管子连接#用不含
"=

&d

*

0

.

&d的

P4>=8R;

灌注#以冲洗肝脏血液及
"=

&d

#灌注速度为
($A

"

-78

)

肝脏肿胀变大#颜色由深红变黄#停止灌注#沿远离肝脏部位

$穿丝线的远肝处&剪开下腔静脉#放出血液和
P4>=8R;

液的混

合液#如上反复灌注几次直到肝脏颜色变白#换预热到
)*M

的

链霉蛋白酶灌注#待肝脏膨胀变硬后#扎紧下腔静脉处的丝线#

让酶液在肝组织中停留并充分消化肝实质细胞#反复消化几次

后#换
-

型胶原酶灌注#消化肝脏胶原等结缔组织成分#方法同

前#待肝脏软化后停止灌流)

$'/'/

!

细胞分散
!

快速摘下肝脏#撕除肝包膜及结缔组织#放

入
,$-/

盛有胶原酶"链霉蛋白酶分散液的硅化三角烧瓶内#

加入
5

"

/PW3

酶溶液#

&$$A

"

-78

#

)*M

#恒温振荡
&$-78

#通

过机械用力及酶消化进一步分散肝脏组织细胞)

$'/''

!

细胞纯化
!

将振荡分散后的细胞悬液通过
&$$

目细胞

过滤筛过滤入
,$-/

聚丙烯离心管)每管加入
$',

!

#'$

"

/

PW3

酶溶液#

5M

#

,$A@?

#

)-78

#离心洗涤
&

!

)

次#至上清液

较清澈#保留上清液)然后
5M

#

,$$A@?

#

*-78

#离心洗涤
)

!

5

次#弃上清液)将细胞合为一管#小心吸弃上清液#加
$',

!

#'$

"

/PW3

酶溶液)以
P0!0

配制
5$2 N

B
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B

A:

B

工作液*

#&2 N

B

<7

B

A:

B

分离液#以
5$2 N

B

<7

B

A:

B

工作液悬浮细胞调节

N

B

<7

B

A:

B

终浓度为
#,2

)在此混合液上铺加等体积
#&2 N

B

4

<7

B

A:

B

分离液#再铺加一层
P0!0

#然后
5M

*

#5,$A@?

#

#*-78

密度梯度离心#垂直位取下离心管#仔细吸取
P0!0

与
#&2

N

B

<7

B

A:

B

分离液界面之间的细胞#再以
P0!05M

#

,$$A@?

#

*

-78

#洗涤离心
&

次#弃上清液#以
&$2

小牛血清
P0!04]#&

全细胞培养液悬浮细胞)培养
)$-78

后#镜下观察细胞#发现

有部分圆饼形的细胞贴壁#此为
[D

B

??:A

细胞)收集未贴壁的

细胞铺板培养#第
&

天发现部分细胞贴壁#细胞中含有反光强

-
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检验医学与临床
&$#&

年
#

月第
%

卷第
&

期
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烈的圆点#此为
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)
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定量
Z"̀

!

1A7a6C

$

7897<A6
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#

gO3

&提取细胞总

Ẁ3

#用反转录试剂盒$

1=R=A=

#

U=

B

=8

&合成
@PW3

作为定量

Z"̀

的模板#

Ẁ3

提取和反转录的步骤具体见制造公司的说

明书)

Z"̀

定量的方法为
O_Q̀

. 相对定量法#定量试剂盒

O_Q̀

.

ZA:-7I!I1=

f

[7<

购自
1=R=A=

公司#实验所用的仪

器为
3

BB

C7:EQ76;

H

;<:-;*,$$ :̀=C17-:Z"̀ O

H

;<:-

#具体操

作过程见制造公司的说明书)基因表达量的计算采用
//

"<

方法#内参基因为
0

4=@<78

)所需引物分别如下!

@6CC=

引物顺序

如下#上游!

,c4T3T3"13"TT"33T134)c

%下游!

,c4""1"4

"33"T11131TT4)c

%

3@<=&

引 物 如 下#上 游!

3T"4

"3T1"T""31"3TT33""1

#下游!

TT3"T1"""3"T314

TT31TTT3

%

P:;-78

引 物 如 下#上 游!

1"33TTT"3"4

"33"T3"1

#下游!

TT1"1TT31TT33TT11T31

%

0-

B

&

引物如下#上游!

3"11""""TTT1TT"1TT3T

#下游!

"14

T3TT1"T"1TT"1T1T""

%

0

4=@<78

引物如下#上游!

"134

"331T3T"1T"T1T1TT

#下 游!

33T T33 TT" 1TT

33T3T1T"

)
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免疫荧光鉴定大鼠
\O"

!

吸尽
(

孔板内的培养液加

入
#-/

的
,2

多聚甲醛固定
#$-78

或更长时间$可
5M

固定

过夜&)去固定液#用洗涤液洗
)

次#每次
)

!

,-78

#吸尽液体)

洗涤时宜用摇床#或手动晃动数次)用封闭液封闭
($-78

后

去封闭液#用稀释的特定一抗作用
($-78

#为增强与一抗的结

合#可以
5M

作用过夜)去除一抗#用洗涤液洗涤
)

!

,

次#每

次
)

!

,-78

)去除洗涤液#加入
#-/

稀释好的荧光标记的二

抗作用
($-78

#回收荧光标记的二抗#用洗涤液洗涤
)

!

,

次#

每次
)

!

,-78

)然后加入
P3ZJ

染液
#-/

作用
,-78

#去除

P3ZJ

染液#用洗涤液洗涤
)

!

,

次#每次
)

!

,-78

#荧光显微

镜下观察#拍照)

/

!

结
!!

果

/'$

!

新鲜
\O"

产量*纯度*活率
!

本研究采用门静脉
4

下腔静

脉插管#胶原酶*链霉蛋白酶原位循环灌流消化肝脏#经梯度离

心法分离
OP

大鼠
\O"

#平均每只大鼠体质量
&,$

!

)$$

.

#每

只鼠肝约获取
,'$S#$

* 个
\O"

#活率*纯度平均为
%+2

*

%(2

)

/'/

!

大鼠
\O"

的体外活化
!

新鲜分离的
\O"

!胞质内脂滴

丰富#透光度好#小圆形)原代培养 的
\O";

#

5>

贴壁#扁圆

形#

*E

融合*变长*分裂*增殖#向肌成纤维细胞发展#胞体仍较

大*胞质内折光颗粒减少*部分细胞融合成片状#

#$

!

#5E

长成

单层)传代培养的
\O";

#

)>

内贴壁*少量伸出伪足#

&5>

全

部伸展生长#

)E

呈肌成纤维样细胞#

*E

长成单层)传代生长

#$

代以上#细胞增殖及转分化状态仍良好$图
#

&)分离纯化的

大鼠
\O"

培养
&5>

贴壁#细胞的形状呈扁圆形#随着培养时

间的延长细胞逐渐伸长*分裂#形状像成纤维细胞#

*E

后相互

融合交联#

#$E

后长成一个个克隆#消化传代后#

)>

贴壁#细

胞生长状态良好$图
#

&)

/''

!

\O"

的性质鉴定

/'''$

!

定量
Z"̀

结果
!

与培养
)E

的
\O"

相比#培养
*E

的

\O"

的
3"13&

*

"6C#=&

*

P:;-78

*

00Z&

等活化相关基因的表

达明显增高#说明随着培养时间的延长#

\O"

由静止状态向活

化状态转化$图
&

&)定量
Z"̀

结果显示#与培养
)E

的
\O"

相比#培养
*E

的
\O"

的
3"13&

*

"6C#=&

*

P:;-78

*

00Z&

等

活化相关基因的表达明显增高#说明随着培养时间的延长#

\O"

由静止状态向活化状态转化)

/'''/

!

分离纯化后的
\O"

进行
P:;-78

和
*

4O-=

免疫荧光检

测
!!

分离
#E

贴壁的
\O"

检测到
P:;-78

表达#而没有检测

到
*

4O-=

表达)随着培养天数的增加#

*

4O-=

表达量逐渐增强

$图
)

&)

图
#

!!

大鼠
\O"

体外活化过程

图
&

!!

大鼠
\O"

活化的基因表达鉴定

图
)

!!

免疫荧光鉴定大鼠
\O"

体外活化

'

!

讨
!!

论

大鼠
\O"

分离纯化自
[866R

等+

*

,开始至今已有多种分

离方法#其基本原理均是采用链霉蛋白酶灌注去除肝实质细

胞#胶原蛋白酶
-

灌注去除肝脏胶原纤维结缔组织%灌注方法

分为原位灌注和体外灌注)原位灌注因为可以使灌注的酶液

更好地接触肝细胞#更好地保持细胞的活力#是使用比较多的

分离方法#但是原位灌注也有比较浪费酶液*结扎血管过多*操

作困难*容易导致实验失败等缺点)针对原位灌注的这些缺

点#本研究进行了有效的改进#提高了分离纯化的成功率#获得

了比较高的细胞分离数量#纯度和比较高的细胞活力)具体改

进方法总结为!$

#

&留置管插管后采用三点固定的方法#这样在

高速灌注液流过后#留置管不容易脱落#下腔静脉近肝端结扎

口随需要而关闭打开#即保证灌流液有充分的压力到达肝叶边

缘#保证整个肝脏的充分灌注#充分冲刷出肝$下转第
#,$

页&

-

+5#

-

检验医学与临床
&$#&

年
#

月第
%

卷第
&

期
!
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!

讨
!!

论

ZA:O#3

.

是
ZA:O#

基因编码的外壳表面抗原蛋白成分之

一#与
\QV

的组装*分泌和入侵肝细胞密切相关+

)

,

#

ZA:O#3

.

的持续存在提示病毒复制和病毒颗粒存在)近年来#它已成为

一种新的
\QV

检测标志物)

\Q:3

.

曾被认为是反映病毒复

制的灵敏指标+

5

,

#但有研究证实#

\QV

感染宿主后#为逃避免

疫应答而发生前
"

区与
"

区基因的突变#使
\Q:3

.

分泌减

少+

,

,

)因此#

\Q:3

.

阴性并不意味着
\QV

被清除或复制水

平的降低+

(

,

)

本检测中
\Q:3

.

阴性组
ZA:O#3

.

和
\QVPW3

阳性率

分别为
,5'*2

和
,,'*2

#

\Q:3

.

阳性组中
ZA:O#3

.

和
\QV

PW3

阳性率分别为
+*'&$2

和
%#'$2

#说明
ZA:O#3

.

比

\Q:3

.

能更准确*灵敏地反映
\QV

的感染及复制#且与金标

准
\QVPW3

有更高的符合率#与相关报道一致+

*

,

)

综上所述#本试验再次证实了
\Q:3

.

阴性患者仍可能存

在病毒复制#而
ZA:O#3

.

检测可能比
\Q:3

.

更有意义)

Z"̀

检测
\QVPW3

虽然灵敏度*特异度均高#但对实验条件要求

较高*费用偏贵#许多基层医疗单位未能开展)

ZA:O#3

.

可通

过双抗体夹心法测定#对实验条件相对低且费用更低#因此

ZA:O#3

.

是反映
\QV

复制且检测简便*理想的血清学指标#

尤其在病毒发生变异后#

\Q:3

.

阴转仍存在病毒复制可能时

有特别的价值#对指导抗病毒治疗具有重要的临床意义)在一

些未开展
\QV PW3

检测的医院#可作为
Z"̀

检测
\QV

PW3

#诊断
\QV

是否复制等的替代方法)
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脏内的血液和影响酶消化的
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#又可以在灌注酶液后扎紧

结扎口#使酶液充分灌注到肝脏的每个部分#充分消化肝实质

细胞和胶原#有利于后续细胞的分散)$

&

&细胞铺板后
)$-78

#

收集未贴壁的细胞重新铺板#有效去除
[D

B

??:A

细胞的影响#

因为
[D

B

??:A

细胞和
\O"

的沉降系数相似#因此分离纯化的

\O"

中往往含有
[D

B

??:A

细胞#影响细胞的纯度+

+

,

#这一直是

困扰研究者的一个难题)本研究根据
[D

B

??:A

细胞比较容易

贴壁的特点#一般铺板
)$-78

可以贴壁#而此时大部分
\O"

没有贴壁#因此#此时用一步去除大部分
[D

B

??:A

的干扰#增加

了
\O"

的纯度)$

)

&选用液体的
N

B

<7

B

A:

B

梯度分离液)传统

的分离液为固体
W

H

@6E:8a

#配置过程需滤过除菌#操作复杂%

而
N

B

<7

B

A:

B

为无菌液体#使用时仅需按要求稀释#操作简便#

更加容易精确控制浓度)$

5

&吸取密度梯度分离后的细胞时#

尽量少地吸取细胞层下面介质中的细胞#可以防止
[D

B

??:A

细

胞和其他非实质细胞的影响)

总之#本研究摸索出的这一套
\O"

分离培养及鉴定方法#

经多次实验证实#在保证
\O"

纯度的同时#提高了产量和活

率#为进一步研究
\O"

在肝损伤后细胞基质的沉积及纤维化

的形成奠定了基础)
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