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　　肝细胞的分离技术是开展离体肝细胞培养及研究的前
提 ,细胞的分离效果直接影响离体细胞的成活率 、细胞纯度
以及细胞分裂增殖的能力.以往多采用机械分离法和肝组织
酶解分离法分离哺乳动物肝细胞[ 1 ,2] , 但这 2 种方法均存在细

胞破损较严重、肝细胞中混杂大量红细胞等缺点, 对肝细胞的
成活率及细胞纯度产生较大影响.本试验采用肝脏原位灌流
法分离大鼠肝细胞 , 获得了较为理想的分离效果.

1　材料与方法

试验动物采用 30日龄 SD大鼠 ,购自中山医科大学实验
动物中心.培养基为 RPMI 1640(GIBCO公司), 胶原酶为 Sig-
ma产品 , 小牛血清为上海奥伯公司产品.

用注射针头刺入大鼠枕骨大孔破坏其大脑 , 经酒精浸泡
消毒后(除头部外)置超净工作台 , 在铺有酒精纱布的泡沫板
上固定其四肢 ,打开腹腔并剪去胸骨 , 观察心脏搏动 , 收缩强
而有力者留用.将肠道向右拨开 , 找出门静脉与后腔静脉的
腹段并穿线结扎 ,用注射器针头插入后腔静脉的胸段并穿线
固定.先用注射器注入 1 ～ 3 mL 灭菌肝素钠 , 再注入 37℃的
无钙镁 PBS , 待肝脏微微膨胀 , 则剪断门静脉 ,使灌流液流出 ,
连续灌流 5 min 左右 , 保持注射器流量为 10 mL/min , 此时肝
脏渐渐变为淡黄色 ,然后再灌流 0.5 g/ L胶原酶 , 保持其流速
为5 mL/min , 连续灌流 10 min.待肝脏颜色逐渐变白并失去
弹性时 ,剪下肝脏 , 放入装有无血清 RPMI 1640 培养液的平皿

内 ,用镊子撕拉破坏其被膜 , 使肝细胞释放出来 ,用 150 目细

胞筛过滤 , 500 r/min 离心 2 min , 再用无血清的 RPMI 1640 培

养液漂洗 3次 , 轻微吹打并重复 3 次 , 用培养液重悬肝细胞.
在倒置显微镜(Olympus IX-70)下观察细胞分离状况及细胞
形态 ,用 1g/ L台盼蓝拒染实验法来检测细胞活率.

将细胞按 4×105 个/ mL的密度接种在 24 孔培养板(Co-
nine 公司生产)上 , 置入饱和湿度 、37℃、含 φ=5%CO2的培养

箱(美国 Nuaire)中培养 ,观察细胞的培养状况.

2　结果与讨论

试验结果表明 ,采用温度为 37℃、pH 7.4 、0.5 g/ L胶原酶
为灌流液 ,流速为 10 mL/min的灌流条件 , 可获得较高密度的

大鼠肝细胞 , 细胞分离效果良好.本次试验细胞密度达到
4.2×106个/mL , 细胞悬液量为10 mL , 细胞成活率为92%.接
种24 h 后 , 大部分肝细胞已贴壁 , 细胞伸展变形 , 长出伪足
(图 1);培养 72 h 后 , 细胞在培养板铺展成片状(图 2).

　　 图 1　大鼠肝细胞接种后 24 h , 肝细胞贴壁 ,变形
Fig.1　24 h after inoculation of rat hepatocytes
图 2　大鼠肝细胞接种后 72h , 肝细胞铺展呈片状

　　 Fig.2　 The hepatocytes spreading on substrate 72 h

after inoculation

　　肝脏作为动物体内重要的代谢器官 , 其血液循环非常丰
富 ,肝脏的血液供应除来自肝动脉外 , 还接受来自门静脉的
大量血液;肝组织中还含有许多血窦 , 具备较强的贮血能
力[ 3].上述特点使肝组织内含有大量的血细胞 , 给肝细胞的
分离纯化带来严重影响.以往采用组织块培养法 、机械分离
法 、组织块消化法等分离肝细胞均面临这一难题 , 尽管采用
淋巴细胞分离液可以提高肝细胞的纯度 , 但同时也导致所获
得的肝细胞数量减少[ 4] ;此外 , 在上述方法中由于肝组织被
剪切 , 导致部分肝细胞损伤 , 细胞成活率降低.国外学者
Seglen于 80 年代采用肝脏灌流法分离大鼠肝细胞[ 5] , 但其采
用门静脉插管进行灌流 , 胶原酶的耗费大(一般需要 500

mL),因胶原酶价格昂贵 ,这种方法对许多实验室难以接受.
本试验改门静脉插管为后腔静脉插管 , 并采用门静脉先结扎
后剪断的方法 ,不仅有效地驱除了肝组织中的血细胞 ,同时 ,

由于灌流液逆静脉流动而使灌流液在肝脏停留时间延长 , 从
而大大节省了胶原酶的用量 ,从3次重复试验来看 ,每次试验
的胶原酶用量平均为8 mL.
　　本试验采用的PBS灌流液pH值为7.4 , 胶原酶pH值为
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　　桄榔(南方草木状)

Arenga westerhoutii Griff.in Calc.Journ.Nat.Hist.5:
474.1845

Arenga pinnata sensu non (Wurmb.)Merr.;中国植物志 13

(1):110 , Pl.25(1～ 6), 1991;海南植物志 4:167 , Pl.1068 , 1977;
广东植物志 2:452 , 1991.

分布:海南 、广西及云南南部至东南部 , 生于海拔 600 m

以下的山地密林或疏林中.中南半岛及东南亚亦有分布.
Hainan(海南):Yaxian(崖县), F.C.How(侯宽昭)70690;

Ledong(乐东), Lau (刘心祈)27153;Wanning(万宁), Xinglong
(兴隆), Y.J.Wang et Q.L.Liao(王勇进 、廖启 火斗)SX-

007.Guangxi(广西):Longjin(龙津), Qingshan(青山), 陈少卿
13228;田林 , 红水河植考队 89-211.Yunnan(云南):王启无

86212;Hekou(河口), Y.J.Wang et J.F.Chen(王勇进 、陈景芳)
SX2001—41.

在《中国植物志》[ 1] 、《海南植物志》[ 2] 和《广东植物志》[ 3]

等以往的文献中 ,都将分布于我国海南 、广西南部 、云南南部
和东南部的 Arenga 属植物桄榔(南椰)定为 Arenga pinnata

(Wurmb.)Merr.笔者对采自海南 、广西 、云南的桄榔标本和
野生植株进行了认真的比较 ,发现该种羽片较窄 ,均匀地呈 2

列排列在一个平面上 , 叶形较整齐;雄蕊在 100 枚以上;果实

长圆形 , d 为 3 ～ 4 cm , 成熟时褐色至黑色;种子卵状三棱形 , l
可达3 cm 左右.经查阅原始文献[ 4]和相关资料[ 5 ～ 7] , 发现以

上特征与 Arenga pinnata (Wurmb.)Merr.不符 ,而与上述文献
记载的分布于泰国 、马来西亚等东南亚地区和中南半岛的

Arenga westerhoutii Griff.一致 ,因此笔者认为 , 该种使用 Arenga

pinnata(Wurmb.)Merr.是被误定的 ,应使用其正确的名称 , 即

Arenga westerhoutii Griff..而真正的 Arenga pinnata (Wurmb.)
Merr.则是在东南亚地区广为栽培 , 在我国福建 、广东 、海南
等地也有栽培的常用于制糖的砂糖椰子 , 其羽片较宽 , 多少

成束 , 呈 4 ～ 5 列排列 , 叶形较乱;雄蕊 50 ～ 60 枚;果实近圆
形;d 为 4～ 5 cm , 略大于长度;成熟时黄色;种子多呈三棱形 ,

l在 1.0 ～ 1.5 cm.《中国植物志》中使用的砂糖椰子的学名
Arenga saccharifera Labill.早 已作 Arenga pinnata (Wurmb.)
Merr.的异名处理.
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7.6 ,灌流液的温度为 37℃,灌流速度控制在 2 ～ 5 mL/min.使
肝细胞在短时间内得以从肝组织中游离出来 , 并且细胞活力

达到 92%.从接种后肝细胞的生长与增殖情况来看 , 本试验
采用的肝脏原位灌流法可以作为一种比较理想的肝细胞分

离法.
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