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Abstract
AIM: To establish and identify a novel immortalized rat
hepatic stellate cell (HSC) line.

METHODS: Primary HSCs were isolated from the liver of
adult male Sprague-Dawley rats by a combination of pronase-
collagenase perfusion and density gradient centrifugation. Then
a new HSC line, being HSC-PQ, was established, cultured,
and passaged by way of cellular clone. Furthermore, cel-
lular dynamics, light microscopy, transmission electron
microscopy, and immunocytochemistry were employed to
investigate characteristics of the HSC line.

RESULTS: About 2×107 HSCs could be harvested from a
Sprague-Dawley rat with the live rate over 95% and purity
over 90%. Afterwards, HSC-PQ line was obtained on the
basis of total activation of primary HSCs. The phenotype
of HSC-PQ cells resembled that of fibroblasts. Firstly, the
existence of a-SMA as well as desmin in these cells exhibited
their HSC-derived-myofibroblast identity clearly. Secondly,
both the doubling time of about 75 hours, and the stable
expression of extracellular matrixs including collagen type
I, collagen type III, fibronectin, laminin, etc. showed the
fibroblast-like-characteristics of HSC-PQ line. But collagen
IV could not be detected in cytoplasm. In addition, main-
taining over one year, 32 passages of the cell line might
demonstrate its immortalisation.

CONCLUSION: We have established a new immortalized
rat HSC line (HSC-PQ), which shares most of the charac-
teristics with primary activated rat HSCs.

Pan Q, Li DG, Wang YQ, Xue QF. Establishment and identification of
a novel immortalized rat hepatic stellate cell line HSC-PQ. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(6):1337-1340

摘要

目的: 建立永生性大鼠肝星状细胞(hepatic stellate cell

HSC)系.

方法: 采用改良胶原酶原位灌注法消化肝脏 经Nycodenz

密度梯度离心分离 鉴定成年Sprague-Dawley大鼠的HSC.

然后通过细胞克隆建立HSC系(HSC-PQ)并传代培养. 结合细

胞动力学 光镜 透射电镜及免疫细胞化学技术检测HSC-

PQ系的倍增时间 α平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle
actin α-SMA)及结蛋白表达 细胞外基质(extracellular
matrix ECM)合成等表型特征.

结果: 分离获得的HSC约为2×107细胞 /只大鼠 细胞成
活率>95% 纯度>90% 培养 2 wk 后几乎所有HSC均

已活化. 在此基础上经细胞克隆所得的HSC-PQ系表型类似

成纤维细胞 倍增时间约75 h 可表达结蛋白 α-SMA
以及除IV型胶原外的多种ECM成分(I型胶原 III型胶原

纤维连接蛋白 层粘连蛋白等) 且传代过程中增生

ECM表达等特性均保持稳定. 该细胞系已在体外培养32代

(1 a以上) 提示其具有永生性.

结论: 已成功建立永生性大鼠HSC系 该细胞系的基本特

征与活化的原代HSC相似.
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0   引言

目前 肝星状细胞(hepatic stellate cell HSC)已被公
认为肝纤维化形成的关键细胞 HSC活化是肝纤维化
发生的中心事件[1-19, 21-31]. 因而对HSC功能及活化机制
的研究已成为肝纤维化研究的热点问题. 然而 原代鼠
源性HSC的分离方法繁琐 产量较低 人类HSC来源
困难 现有HSC系的种类有限且不易获得 这些都给
研究工作造成很大困难. 为此 我们尝试建立新的HSC
系以代替原代HSC 籍以满足科研工作对HSC的大量
需求.

1   材料和方法

1.1 材料  成年 Sprague-Dawley大鼠2只(清洁级) 体
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质量400-500 g (中国科学院上海实验动物中心); IV型

胶原酶 链酶蛋白酶E和Nycodenz (Sigma) 脱氧核

糖核酸酶(华美) DMEM培养基(Gibco) α-SMA多克
隆抗体 结蛋白多克隆抗体 I型胶原多克隆抗体 III

型胶原多克隆抗体 纤维连接蛋白多克隆抗体和层粘

连蛋白多克隆抗体(Boster); HL-3恒流泵(上海沪西仪器

厂) CO2培养箱(Hirasaua Works) H-500型透射电子

显微镜(Hitachi).

1.2 方法  大鼠HSC分离采用改良Friedman法 即经门

静脉依次用无Ca2+灌流液 链霉蛋白酶E溶液 IV型

胶原酶溶液灌流 然后剪碎肝脏 置于含链霉蛋白酶E

IV型胶原酶及脱氧核糖核酸酶的溶液中震荡30 min. 细

胞悬液离心后洗3次 再加入Nycodenz离心. 吸取表面

的HSC 重悬于DMEM培养液(含200 mL/L小牛血清)

中. 采用细胞计数板计算细胞得率: 每毫升细胞数= t

每大格平均细胞数 104 (1 稀释倍数). 采用台盼蓝

排斥试验判断细胞成活率; 在波长325-328 nm的紫外线

激发下观察有荧光的细胞比率 以计算HSC纯度. 然

后 将HSC悬液接种于培养瓶2 wk 以使其完全活化.

待活化的HSC长满瓶(约80%)时置于紫外灯下照射1 h.

处理后的HSC以2.5 g/L胰蛋白酶-0.2 g/L EDTA溶液

消化 传代 并采取逐步稀释的方法接种于96孔培养

板(密度依次为4 2 1/ 孔). 最终选取存活并形成克

隆的细胞(HSC系)继续培养 传代. 同时将所得的HSC

系细胞接种于24孔培养板(2 105/ 孔)并培养5 d. 期间

每隔24 h取3孔 计数后绘制生长曲线. 按下式计算细

胞倍增时间(t为培养时间 No及Nt分别为接种后及培

养t 小时后的细胞数): 细胞倍增时间= t lg2 (lgNt-lg

Nt). 另以-20 丙酮固定HSC系细胞30 min 再分别

滴加 α-SMA 结蛋白 I 型胶原 I I I 型胶原 纤
维连接蛋白及层粘连蛋白抗体50 µL (稀释倍数1 50-
1 200) 置于 37 中孵育 60 min 随后顺序滴加

正常兔血清 生物素化二抗 并采用DAB显色. 此外取

1 107个HSC系细胞 以20 g/L 4 戊二醛固定2 h

离心后再以10 g/L 锇酸固定2 h 经丙酮 乙醇逐级

脱水 环氧树脂包埋 醋酸铀及柠檬酸铅染色 超薄切

片 置于透射电镜下观察细胞超微结构.

        统计学处理  均以量mean±SD表示 采用单因素方
差分析检验 以SPSS软件进行处理.

2   结果

2.1 HSC的分离应用改良  Friedman法 HSC得率约为

2 107细胞/只大鼠. 经台盼蓝排斥实验观察 细胞成

活率>95%. 新分离的HSC 呈圆形 折光性很强 绝

大多数在激发波长325-328 nm的荧光显微镜下具有蓝

绿色荧光 纯度>90%(图 1A). 接种24 h后部分HSC开

始贴壁 生长. 48 h 后细胞伸展已非常显著 胞体变

扁 直径增加 3-5 倍 呈现星形外观 高倍镜下可

见脂滴环绕在细胞核周围 胞质内出现大量纤维束

形成明显的细胞骨架. 72 h后绝大多数HSC已贴壁 部

分分化为椭圆形 梭形或多边形 核 / 浆比例变小

细胞突起宽而扁. 培养至2 wk时几乎全部HSC均分化

为星形(图1B).

图1  大鼠HSC 200. A: 自发荧光; B: 培养2 wk.

图 2  HSC-PQ系细胞免疫细胞化学染色 200. A: α-SMA 100;
B: 结蛋白.

2.2 HSC系的鉴定  光镜下观察 HSC-PQ系类似成纤

维细胞表型 呈星形或梭形. 波长325-328 nm的紫外光

激发下未出现自发荧光. 电镜下HSC-PQ系细胞均保持

肌成纤维细胞的特征: (1)核/浆比例变小; (2)胞质突起长;

A
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(3)胞质周围出现大量应力纤维; (4)存在一至二个核仁; (5)

粗面内质网扩张 嵴的数量增加; (6)出现低密度 分

散的核染色质; (7)脂滴消失. 免疫细胞化学检测显示

HSC-PQ系细胞 α-SMA 结蛋白染色均呈阳性(图2)
且胞质内表达 I型胶原 III 型胶原 纤维连接蛋白及

层粘连蛋白. HSC-PQ系细胞生长速度较快 倍增时间

约75 h(图 3).

图3  HSC-PQ系细胞的生长曲线.

       体外培养32代(1 a以上)后 HSC-PQ系细胞的结

蛋白 纤维连接蛋白 层粘连蛋白 I型及III型胶原染

色仍为阳性. 图像分析表明 与建系初期相比 此时

HSC-PQ 系细胞的细胞外基质(extracellular matrix

ECM)表达水平无显著差异. 相应的细胞倍增时间也保持

在73 h左右.

3   讨论

激活的HSC是肝纤维化时产生各种ECM成分的主要细

胞 以及门静脉高压形成中的重要效应细胞[1-14, 16-17, 20]

也是抗纤维化治疗的主要靶细胞[15, 18-19]. 以往实验多将活

化的原代HSC作为研究对象. 然而HSC仅占肝脏非实质

细胞数的5-10%或肝细胞数的3.6-6% 因此不管采用何

种分离技术 最终得率仅能达到1 106-3 106/g [21-24].

此外 原代培养的HSC 不甚稳定 细胞分离状况及

培养条件对实验结果的影响较大. 为克服上述缺陷 目

前逐渐倾向以HSC 系代替原代HSC 作为研究的靶细

胞 并已建立若干HSC系[21-30]: 如来源于大鼠的HSC系

(NFSC CFSC) 来源于小鼠的HSC系(A640-IS) 来

源于人肝脏非实质细胞肿瘤的HSC系(L190) 质粒转

染人肝脏肌成纤维细胞获得的HSC系(GREF-X)等.

        不过 HSC在肝窦周围与其他细胞形成紧密连接

从完整的肝脏中分离HSC 并保证其具有足够的数量

活力及纯度难度较大. 另一方面 在建立HSC系尤其

是永生性HSC系的同时 保持原代活化HSC的主要表

型特征在技术上较为复杂. 人源性HSC也不易获得. 因

而现有的HSC系种类仍然比较有限且不易获得 有必

要建立新的永生性大鼠HSC系. 为此 我们首先在经典

HSC分离方法[21-22 ]的基础上 采取两大步骤获得原代

大鼠HSC: (1)从肝组织中获取非实质细胞 即采用链霉

蛋白酶和胶原酶合并消化 链霉蛋白酶能选择性破坏

肝细胞 减少肝细胞对HSC的黏附 从而提高HSC的

产量; (2)从肝脏非实质细胞中分离出HSC 主要采用

Nycodenz 进行不连续密度梯度离心 因HSC 富含脂

滴 其平均密度在所有肝脏细胞中最低 采用合适的密

度梯度进行离心 可使获得的HSC纯度达97%以上. 通

过对二步法胶原酶原位灌注 以及Nycodenz密度梯度离

心技术的改良和优化 实验中HSC的得率约为2 107

细胞 /只大鼠 纯度>90% 成活率>95%. 该结果与以

往文献[21-24]报道基本一致 但操作较为简便易行.

      通过连续培养 原代大鼠HSC逐渐分化为星形

核/浆比例变小 突起伸长 出现大量纤维束 脂滴及

维生素A荧光强度逐渐降低. 免疫细胞化学染色也显

示 胞质中结蛋白表达增加. 培养2 wk时 α-SMA表达
阳性 显示此时HSC已由静止转为活化状态 并转化

为肌成纤维细胞[20].  随后以常规传代 紫外线照射

逐步稀释等方法进行细胞克隆 即获得一个HSC 系

(HSC-PQ). 该细胞系倍增时间约75 h 形态类似成纤

维细胞 且在传代过程中均保持肌成纤维细胞的特征:

(1)胞质突起长; (2)存在应力纤维; (3)有一至二个核仁; (4)

粗面内质网扩张 嵴的数量增加; (5)出现低密度分散的

核染色质; (6)脂滴消失; (7)具有收缩性等[20]. 此外 还可

表达HSC特异性标志物结蛋白 HSC激活标志物 α-
SMA 以及除 IV型胶原外的多种ECM成分(I 和 III 型

胶原 纤维连接蛋白 层粘连蛋白等). 这表明HSC-

PQ系细胞具有原代活化HSC的主要特性. 经体外32代

(1 a 以上)的培养 HSC-PQ 系的增生 ECM 表达等

诸多表型均保持稳定 提示其已经具有永生性.

        由此可见 HSC-PQ系与活化的原代HSC相似 可

用于HSC基因表达调控 抗纤维化药物评价及肝纤维

化发病机制等领域的研究 并将对HSC 的细胞学研

究 特别是针对HSC的抗纤维化药物研究产生有力的

推动作用.
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