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Abstract
AIM: To explore an optimal culture condition for 
human fetal hepatocytes (HFHs).

METHODS: A two-step collagenase perfu-
sion technique was used to isolate HFHs. The 
freshly isolated cell suspension was purified by 
means of discontinuous Percoll density gradi-
ents centrifugation. After purification, cells were 
cultured in Ham’s F12 medium or Ham’s F12 
hormonally defined medium for different time 
respectively, and the specific expression of cyto-
keratin 18 (CK18) and alpha-1-fetoprotein (AFP) 
in the primary cultures was characterized by in-
direct immunofluorescence method. Cell growth 
and proliferation was checked by MTT method.

RESULTS: In the condition of Ham’s F12 hor-

monally defined medium, HFHs exhibited typi-
cal hepatocyte-specific polygonal morphology; 
the cultures consisted of 100% CK18- and AFP-
positive cells during different time; HFHs re-
tained higher proliferative potential. However, 
in the condition of Ham’s F12 medium, some 
cells in the cultures showed a sharp and spindle 
feature, and only 56% cells of the cultures ex-
pressed CK18 and 43% expressed AFP at the 24th 
hour. And at the 72nd hour, all cells presented a 
sharp and spindle feature, and had poorer pro-
liferative potential and viability (0.25 ± 0.03 vs 
1.01 ± 0.12, P < 0.001). On the 7th day, there were 
not CK18- and AFP-positive cells in the cultures, 
and the cells had worst proliferative potential 
and viability (0.17 ± 0.04 vs 0.94 ± 0.12, P < 0.001). 

CONCLUSION: Using Ham’s F12 hormon-
ally defined medium, we are able to maintain 
the specific polygonal morphology and stable 
phenotype of primary HFHs for 1 week, and 
moreover, the cells retain a higher proliferative 
potential.
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摘要
目的:  探讨适宜的人胚胎肝细胞培养条件. 

方法: 采用胶原酶两步灌流法分离20-24 wk
人胚胎肝细胞, 非连续性Percoll密度梯度离心
法纯化细胞, 用Ham's F12普通培养基和条件
培养基培养胚胎肝细胞. 观察培养细胞的形
态特征, 免疫荧光法检测胚胎肝细胞角蛋白
18 (Cytokeratin 18, CK18)和甲胎蛋白(alpha-1-
fetoprotein, AFP)表达, MTT法检测细胞活力
和增殖能力. 

结果: 在条件培养基培养不同时间的胚胎肝
细胞始终呈现特异性多角形形态, 100%表达
CK18和AFP, 细胞增殖活跃, 活力无明显下

®

■背景资料
体外培养的人肝
细胞在肝细胞对
肝炎病毒反应研
究、外源性毒物
代谢研究、药物
在肝脏代谢与分
布研究、肝细胞
移植以及人工肝
治疗等方面具有
重要的应用价值. 
但成人肝细胞来
源匮乏, 体外增殖
能力差, 而胚胎肝
细胞来源较多, 体
外增殖能力强, 且
一定胎龄的胚胎
肝细胞已具有成
人肝细胞的功能, 
是体外研究肝细
胞功能和应用的
良好细胞模型. 目
前关于人胚胎肝
细胞的培养条件
少见系统报道. 研
究体外适宜的人
胚胎肝细胞培养
基, 将为下一步研
究肝细胞在科研
和临床方面的应
用奠定基础, 具有
较广泛应用前景.

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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降. 而在普通培养基培养24 h时, 部分细胞即
呈现成纤维细胞梭样形态, 仅56%细胞表达
CK18, 43%细胞表达AFP, 在培养72 h细胞均
呈现成纤维细胞梭样形态, 细胞增殖及活力
下降(0.25±0.03 vs  1.01±0.12, P <0.001), 至培
养第7天细胞CK18及AFP表达呈阴性, 细胞增
殖及活力显著下降(0.17±0.04 vs  0.94±0.12, 
P <0.001).

结论: Ham's F12条件培养基体外能够显著促
进人胚胎肝细胞增殖, 维持胚胎肝细胞的特异
性形态和表型的稳定.
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0  引言

体外培养的人肝细胞具有广泛的应用价值, 包
括肝细胞对肝炎病毒的反应研究、外源性毒物

的代谢研究、药物在肝脏代谢与分布研究、

肝细胞移植以及重症肝衰竭的治疗等[1-4]. 但是, 
肝细胞在体外培养时活力和增殖能力迅速下

降, 发生转分化而失去肝细胞功能, 培养非常困 
难[5]. 成人肝细胞体外增殖能力差, 临床标本缺

乏, 而人胚胎肝细胞体外增殖能力强, 标本来源

相对较多. 既往研究表明一定胎龄的胚胎肝细胞

是体外研究肝细胞特异基因表达的合适模型[6], 
但人胚胎肝细胞体外培养方法尚少见报道. 本研

究旨在探讨适宜的体外人胚胎肝细胞培养条件. 

1  材料和方法

1.1 材料 Ⅳ型胶原酶(Sigma公司), Percoll(Amer-
sham公司), 胎牛血清(杭州四季青公司), Ham's 
F12培养基(Hyclone公司), 地塞米松, 胰岛素, 胰
升糖素(Sigma公司), 表皮生长因子(Peprotech
公司), 生长激素(R&D Systems公司), 转铁蛋

白, 亚油酸(Sigma公司), L-谷氨酰胺(Hyclone公
司), MTT(Amersham公司). 鼠抗人cytokeratin 18 
(CK18), 兔抗人alpha-1-fetoprotein(AFP), 鼠抗人

CD68, 兔抗人von willebrand factor(VWF)和鼠抗

人desmin(DAKO公司), 非相关小鼠IgG1和正常

兔IgG(Zymed Lab公司), 羊抗兔IgG-FITC和羊抗

鼠IgG1-Texas Red(Santa Cruz公司), DAPI (Pierce
公司). 倒置相差显微镜(Nikon公司), 激光共聚

焦显微镜(Leica TCS SP2 AOBS), 550ELISA酶标

仪(Bio-Rad公司).

1.2 方法 
1.2.1 人胚胎肝细胞的分离、纯化和培养: 此研

究获得了和平医院伦理委员会的批准, 并获患

者的知情同意. 选用临床上正常孕妇自然流产

废弃的孕期为20-24 wk的胚胎肝脏标本[6-7], 采用

经典的Ⅳ型胶原酶两步灌流法[5-8]分离胚胎肝细

胞. 用非连续性Percoll密度梯度离心法[9-10]纯化

初步分离的肝细胞. 按照比重从高至低将不同

比重的SIP(Stock Isotonic Percoll)加入离心管中, 
即80%(1.099 kg/L)SIP 5 mL, 70%(1.087 kg/L)SIP 
5 mL, 60% SIP(1.075 kg/L)5 mL, 50% SIP(1.063 
kg/L)5 mL, 45% SIP(1.057 kg/L)5 mL, 40% 
SIP(1.052 kg/L)5 mL, 30% SIP(1.040 kg/L)5 mL, 
10% SIP(1.016 kg/L)5 mL, 最后加入3 mL 1×
1010 cells/L细胞混悬液, 4℃ 1000 g离心20 min. 
收集不同条带细胞悬液, 加入5倍体积的PBS, 离
心洗涤细胞3次. 重悬细胞计数. 4 g/L的台盼兰

染色计算细胞存活率. 
将P e r c o l l纯化后的肝细胞重悬于含100 

mL/L胎牛血清的Ham's F12普通培养基(简称为: 
普通培养基)或含10-7 mol/L地塞米松, 10-7 mol/L
胰岛素, 10-8 mol/L胰升糖素, 50 μg/L表皮生长因

子, 6.5 μg/L生长激素, 5 mg/L转铁蛋白, 0.5 mg/L
亚油酸, 2 mmol/L L-谷氨酰胺, 1×107 mol/L 
CuSO4·5H2O, 5×10-10 mol/L ZnSO4·7H2O和3×
10-8 mol/L SeO2无血清的Ham's F12条件培养基

(简称为: 条件培养基)中, 于37℃, 50 mL/L CO2

条件下培养[5,7]. 倒置显微镜下观察培养不同时

间细胞形态特征.
1.2.2 免疫荧光法检测胚胎肝细胞特异性抗原

的表达: 人胚胎肝细胞以2×105 cells/L种植于

22 mm×22 mm的盖玻片, 分别在Ham's F12普通

培养基和Ham's F12条件培养基培养. 于培养24 
h或7 d, 取一定数量盖玻片分别与鼠抗人CK18 
(1∶50), 兔抗人A F P(1∶200), 鼠抗人C D68 
(1∶50), 兔抗人VWF(1∶200)和鼠抗人desmin 
(1∶50)室温孵育1 h, 并用相同浓度的非相关小

鼠IgG1和正常兔IgG作为阴性对照. 二抗与羊抗

兔IgG-FITC(1∶200)和羊抗鼠IgG1-Texas Red 
(1∶200)室温下孵育30 min, DAPI复染细胞核, 
用激光共聚焦显微镜于不同波长处检测其红

色、绿色和蓝色荧光. 在显微镜下随机选择10
个视野, 至少计算200个细胞及其阳性细胞数, 
计算阳性细胞比率.
1.2.3 MTT法检测不同培养条件下胚胎肝细胞

增殖状态: 人胚胎肝细胞以1.5×105 cells/L接种

■研发前沿
该领域的研究热
点主要集中在胚
胎肝细胞体外适
宜培养条件的探
索、分离培养的
胚胎肝细胞中细
胞种类的研究、

胚胎肝细胞在肝
移植和生物人工
肝治疗方面的研
究等.
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于96孔板, 分别在Ham's F12普通培养基和Ham's 
F12条件培养基培养. 分别于培养6, 12, 24, 48和
72 h, 及7 d采用噻唑兰染色法(MTT)测定胚胎肝

细胞生长增殖状况. 用550ELISA酶标仪于570 
nm处测定的吸光度(A )表示细胞活力及增殖状

态, 并计算不同时间的增殖率. 细胞增殖率 = 实
验组A值/对照组A值×100%

统计学处理 所有数据均为3次以上独立实

验的结果. 数据处理采用SPSS10.0版统计软件

完成. 计量资料用mean±SD表示, 3组以上数据

单因素方差分析(One-way ANOVA), LSD, SNK
法比较 ,  2组数据采用独立样本的t 检验比较 . 
P <0.05为具有统计学意义.

2  结果

2.1 胚胎肝细胞的存活率和形态特征 初步分离

的肝细胞活力在82.01%±3.41%, 经Percoll纯化

后细胞活力达97.06%±2.47%. 起初培养时肝细

胞呈球形, 在Ham's F12条件培养基中培养12 h时
肝细胞体积增大, 变为扁平不规则多角形(图1A). 
培养24 h时细胞部分融合成片状, 胞体隆起, 呈现

特异性的规则多角形形态, 增殖活跃(图1B). 培
养48-72 h时绝大多数细胞融合成片状, 增殖明

显活跃(图1C-D), 至培养第7天肝细胞始终呈现

特异性多角形形态, 细胞活力及增殖无明显降

低(图1E). 在Ham's F12普通培养基中培养12 h的
肝细胞也呈现扁平不规则多角形, 与Ham's F12
条件培养基相似(图1F). 但培养24 h的胚胎肝细

胞胞体扁平, 色泽灰暗, 多数细胞呈成纤维细胞

的形态, 细胞增殖欠佳(图1G). 培养48-72 h时细

胞仍呈现成纤维细胞样形态, 部分细胞脱落坏

死, 增殖明显低下(图1H-I), 至培养第7天肝细胞

大多数细胞脱落坏死, 部分残留细胞仍呈现成

纤维细胞样形态(图1J).
2.2 胚胎肝细胞免疫荧光染色 在Ham's F12条

件培养基中培养24 h的胚胎肝细胞几乎100% 
CK18和AFP染色阳性(图2A-B), 在培养第7天时

胚胎肝细胞仍100% CK18和AFP染色阳性, 但
AFP表达有所减弱(图2C-D). 而在Ham's F12普通

培养基中培养24 h的胚胎肝细胞仅约56%细胞

CK18染色阳性, 43%细胞AFP染色阳性(图2E-F), 
在培养第7天时胚胎肝细胞无明显CK18和AFP
阳性染色(图2G-H). CD68, VWF和desmin, 以及

阴性对照均呈现阴性染色(结果未显示).
2.3 不同培养基对胚胎肝细胞增殖的影响 在
Ham's F12条件培养基中培养12 h胚胎肝细胞即

明显增殖, 增殖率为148.40%±26.04%. 培养48 h
时增殖达到最高峰, 增殖率为247.41%±30.02%, 
至培养第7天细胞增殖能力无明显减退. 而在

Ham's F12普通培养基中培养24 h增殖达到最

大值, 增殖率为174.81%±10.63%, 在培养48 h
后细胞增殖及活力明显下降, 至培养第7天细胞

增殖及活力达最低值, 仅为培养6 h的49.03%±

12.24%(表1). 

3  讨论

成人肝细胞体外培养非常困难, 主要原因为在

传统的培养条件下, 肝细胞不能维持其表型的

稳定性, 活力和增殖能力迅速下降, 在1-2 d内失

分化, 失去肝细胞特异性形态和功能[11], 因此对

肝细胞体外培养体系的要求即是能够维持肝细

胞分化和特异性的功能状态, 主要方法是应用

不同的培养基质和添加有多种激素和生长因子

的条件培养基[12]. 胚胎肝细胞具有较强的增殖能

力, 但如何诱导胚胎肝细胞的成熟分化及维持

胚胎肝细胞功能是亟待解决的问题. 既往研究

报道一定胎龄的胚胎肝细胞是体外研究肝细胞

特异基因表达的合适模型[6], 但目前关于胚胎肝

细胞的培养条件尚无统一的认识. 多数文献采

用无血清的条件培养基[5,7], 部分应用胶原基质和

■相关报道
Sells与Bauer研究
表明应用无血清
但添加有多种激
素和生长因子的
条件培养基体外
培养的人胚胎肝
细胞能够维持肝
细 胞 的 形 态 ,  促
使胚胎肝细胞合
成白蛋白和甲胎
蛋 白 ,  但 未 对 分
离的胚胎肝细胞
纯度及其他蛋白
的表达进行测定; 
Lengyel报道了人
胚胎肝细胞是一
种体外适宜的研
究肝细胞特异基
因表达的细胞模
型; Lazaro研究了
在含有多种激素
和生长因子的条
件培养基中培养
不同时间的胚胎
肝细胞培养体系
中细胞的种类和
结构.

表  1  Ham's F12条件培养基和普通培养基对胚胎肝细胞增殖的影响 (mean±SD)

     
t
	                      条件培养基	                                     普通培养基

	           A 	                        增殖率(%)	          A 	                       增殖率(%)

6 h	 0.37±0.06	 100		  0.35±0.06	 100

12 h	 0.55±0.10a	 148.40±26.04	 0.54±0.09a	 155.14±24.40

24 h	 0.69±0.07a	 185.83±19.72	 0.61±0.04a	 174.81±10.63

48 h	 0.92±0.11ab	 247.41±30.02	 0.32±0.04	   92.74±12.42

72 h	 1.01±0.12ab	 273.52±31.73	 0.25±0.03	   72.83±9.12

7 d	 0.94±0.12ab	 253.44±32.31	 0.17±0.04	   49.03±12.24

aP<0.01 vs  各组内6 h处理组; bP<0.01 vs  相同时间的普通培养基处理组.
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条件培养基[1]以及胶原三明治夹心培养法[11]等. 
有报道认为血清能够抑制肝细胞增殖, 对肝细胞

有毒性作用[13]. 但也有文献认为血清可以促进肝

细胞增殖, 维持肝细胞功能和表型的稳定[14]. 
本研究结果显示, 在无血清而含有多种激

素和生长因子的条件培养基中培养的胚胎肝细

胞在培养1 wk内始终呈现肝细胞特异性的形态, 
100%表达胚胎肝细胞特异性功能性抗原CK18
和AFP, 且细胞增殖明显. 然而在含血清的普通

培养基中培养24 h胚胎肝细胞即失去肝细胞特

异性的形态, 部分呈现成纤维细胞样形态, 仅部

分细胞表达胚胎肝细胞特异性抗原CK18和AFP. 
从培养48 h起细胞活力逐渐下降, 部分细胞脱落

坏死, 至培养第7天细胞活力及增殖明显低下, 
大多数细胞脱落, 细胞呈现成纤维细胞样形态, 
无胚胎肝细胞特异性抗原CK18和AFP表达. 这
表明在含有血清的普通培养基中培养的胚胎肝

细胞活力及增殖能力会迅速下降, 发生转分化

而失去肝细胞的形态和特异性抗原的表达. 而
在含有多种激素和生长因子的条件培养基中培

■创新盘点
本研究首次对两
种不同培养条件
下培养不同时间
的胚胎肝细胞的
形态、特异性蛋
白的表达及细胞
增殖状态进行了
检测比较, 初步结
果表明此种含有
多种激素和生长
因子的条件培养
基是一种体外适
宜的培养人胚胎
肝细胞的培养基, 
能够维持胚胎肝
细胞形态和表型
稳定至少1 wk时
间.

图  1  胚胎肝细胞的形态特征(×100). A-E: 条件培养基培养12, 24, 48和72 h, 7 d; F-J: 普通培养基中培养12, 24, 48和72 h, 7 d.
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养的胚胎肝细胞至少在培养1 wk内始终呈现肝

细胞特异性的形态, 表达肝细胞特异性的抗原, 
增殖明显, 活力无明显下降. 因此, Ham's F12普
通培养基不适宜于胚胎肝细胞的培养, 而Ham's 
F12条件培养基适宜于体外胚胎肝细胞的培养. 

目前有许多研究都致力于能够维持肝细胞

表型和功能的条件培养基中添加成分的探索. 
有文献报道地塞米松能够诱导肝细胞白蛋白的

合成[15], 增强细胞色素P450活性, 与胰岛素合用

还能够诱导肝细胞糖原的合成[16], 表皮生长因子

能够刺激肝细胞增殖[13-14]等, 这些都是肝细胞培

养体系中的主要成分. 我们应用添加有地塞米

松、胰岛素、转铁蛋白、表皮生长因子、胰高

血糖素和生长激素等成分的条件培养基体不仅

外能够显著刺激胚胎肝细胞增殖, 而且能够维持

胚胎肝细胞特异性形态和表型至少1 wk时间. 
体外培养的人肝细胞在肝细胞对肝炎病毒

反应的研究、外源性毒物代谢研究、药物在肝

脏代谢与分布研究、肝细胞移植以及重症肝衰

竭治疗等方面具有重要的应用价值[1-4]. 然而由

于人肝细胞来源和培养非常困难, 目前有关肝

细胞功能和应用的研究多采用HepG2、Hep3B
等肝癌细胞株[17-18]和动物肝细胞[4,19], 但已有文

献报道体外培养的肝癌细胞株与正常肝细胞蛋

白质谱的表达有明显差异[20], 因此原代人肝细胞

可能是研究肝细胞功能和应用最适当的细胞模

型. 由于适当胎龄的胚胎肝细胞具有成人肝细

胞的部分或全部功能[6], 且与成人肝细胞相比人

胚胎肝细胞来源较多, 以及从死亡的人胚胎分

离出活力较高的肝细胞可以避免伦理方面的问

题等原因使获得大量的人胚胎肝细胞成为可能. 
因此, 进一步确立人胚胎肝细胞体外适宜的培

养条件将为未来应用胚胎肝细胞深入研究肝细

胞功能奠定基础. 
由于我们采用的条件培养基中添加成分较

多, 尚需要进一步研究各种成分对胚胎肝细胞

结构和功能的具体影响, 进一步优化培养条件, 
以期获得人胚胎肝细胞的标准培养基. 

总之, 我们的结果表明添加有多种激素和生

长因子的Ham's F12条件培养基是一种适宜的体

外培养胚胎肝细胞的培养基, 这为未来进一步

研究胚胎肝细胞的功能和应用提供了基础. 
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