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Abstract
AIM: To explore a convenient and effective 
method for isolation and primary culture of rat 
Kupffer cells (KCs) in vitro.

METHODS: Ex vivo rat liver tissue was perfused 
with collagenase IV and diced into small pieces. 
The diced tissue was digested for 30 min at 37℃
and centrifuged to remove hepatocytes. KCs were 
then separated by means of Percoll density gradi-
ent centrifugation and selective adherence. Phago-
cytosis assay and immunocytochemistry for ED2 
were used to identify cells isolated. 

RESULTS: The average cell yield per gram of 
liver before plastic adherence was (2.1 ± 0.3) 

× 106, and (1.5 ± 0.1) × 106 following plastic 
adherence. The viability of KCs isolated was 
higher than 92% as determined by trypan blue 
exclusion. The purity of KCs, identified by im-
munocytochemistry for ED2, was higher than 
90%. Cultured KCs were functionally intact and 
exhibited irregular shape. 

CONCLUSION: The method for isolation and 
culture of Kupffer cells by ex vivo perfusion 
is convenient, efficient and stable. Cultured 
Kupffer cells retain naive biological characteris-
tics and can be used in future studies. 
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摘要
目的: 探讨一种简便、高效的大鼠离体肝脏
分离Kupffer细胞(KCs)及原代培养的方法.

方法: 采用大鼠肝脏离体Ⅳ型胶原酶灌注, 剪
碎肝脏, 37℃消化30 min, 低速离心去除肝细
胞, Percoll不连续密度梯度离心和选择性贴壁
的方法分离KCs. 通过墨汁吞噬实验和ED2免
疫细胞化学来鉴定KCs. 

结果: 分离的KCs的得率在细胞贴壁前(2.1±
0.3)×106/g肝脏、贴壁后(1.5±0.1)×106/g肝
脏, 用0.4%台盼蓝染色, 活率大于92%, ED2染
色阳性的细胞达90%以上, 分离的细胞培养后
功能完整并延伸呈不规则型.

结论: 本实验建立的大鼠肝脏KCs的分离培
养方法简便、高效、稳定, 培养的细胞具有良
好的生物学性状, 为进一步研究提供基础.
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■背景资料
KCs是肝脏最重要
的非实质细胞之
一, 在肝脏的炎性
反应、缺血再灌
注损伤、移植免
疫、肝脏纤维化
与再生等方面发
挥着重要作用, 分
离并培养高纯度
的KCs是研究其生
物性状的基础. 

■同行评议者
龚建平, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院肝胆外科
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0  引言

Kupffer细胞(kupffer cells, KCs)是位于肝血窦内

的巨噬细胞, 寄居于肝血窦内皮细胞之间或之

上, 是体内固定型巨噬细胞中最大的群体, 约占

肝非实质细胞的30%. KCs在肝脏的炎性反应、

缺血再灌注损伤、移植免疫及维持肝脏内环境

稳定等方面发挥着重要作用, 体外原代培养是

探讨其特定功能和阐明作用机制的最有效方

式. Knook et al [1]首次从大鼠肝脏分离出KCs, 但
原位灌注的方法操作较困难, 经过改进后也产

生了一些新的分离方法, 但对于离体肝脏组织

的KCs分离报道较少. 我们参照Valatas et al [2]和

Alabraba et al [3]的方法并加以改进, 摸索出一套

简便、稳定而有效的体外灌注法分离大鼠肝脏

KCs及其培养方法, 为进一步研究奠定了基础.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 清洁级, 体质量200-250 g, 由
中国人民解放军第三军医大学附属大坪医院实

验动物中心提供; HBSS液(无Ca2+, Mg2+)购自德

国Hyclone公司; 无水CaCl2(分析纯)购自天津市

光复精细化工研究所; Ⅳ型胶原酶和HEPES购
自美国Sigma公司; Percoll细胞分离液购自瑞典

Pharmacia公司; RPMI 1640培养基和胎牛血清均

购自美国Gibco公司; 青链霉素混合液购自德国

Hyclone公司; 小鼠抗大鼠CD163 mAb(又名ED2)
购自英国Serotec公司; 即用型SABC小鼠IgG免疫

组织化学试剂盒和DAB显色试剂盒购自武汉博

士德生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞分离液的配置: 100 mg的Ⅳ型胶原

酶用200 mL的HBSS溶解, 加无水氯化钙0.066 
g, 即配成Ⅳ型胶原酶组织消化液(含胶原酶0.5 
g/L、Ca2+ 3 mmol/L), 0.22 μm滤器过滤除菌, 存
放4℃冰箱备用. 取Percoll原液90 mL高压灭菌, 
加入1.5 mol/L灭菌氯化钠溶液10 mL配成100% 
Percoll工作液, 然后用100% Percoll工作液与0.15 
mol/L灭菌氯化钠溶液以体积比配成30%和60%
的Percoll工作液, 存放4℃冰箱. 
1.2.2 KCs的分离: 取♂SD大鼠1只, 乙醚吸入麻

醉后碘伏消毒腹部皮毛, 以十字型切口打开腹

腔, 将胃及肠管推向大鼠的左侧, 暴露出门静脉. 
剪开膈肌和膈上下腔静脉, 使大鼠体内血液流

入胸腔, 肝脏颜色变成暗红, 此时经门静脉推注

生理盐水20 mL, 驱除肝脏内的淤血, 肝脏会逐

渐变成土黄色. 取最大的左侧一整叶肝脏用于

分离KCs(注: 从肝静脉分支开口处切下, 保留该

叶完整的肝静脉开口), 将取下的肝脏放于无菌

的培养皿中. 在无菌操作台上用37℃ HBSS液20 
mL经肝静脉开口继续反复冲洗肝脏, 进一步冲

出残留的血液, 至肝脏变成灰白色. 将肝脏转移

到另一培养皿中, 加入预热至37℃的Ⅳ型胶原

酶消化液20 mL, 直接用注射器抽取消化液经门

静脉开口反复冲洗肝脏, 使肝脏体积增大, 组织

松散. 肝脏用眼科小剪刀剪碎至2-3 mm3, 胶原酶

消化液与肝脏组织一起转移至50 mL离心管中, 
放入恒温振荡器中振荡消化30 min(200 r/min, 
37℃). 振荡消化液经200目不锈钢筛网过滤, 滤
除未完全消化掉的组织, 收集滤液以600 r/min, 
4℃离心3 min, 使肝细胞沉淀. 收集上清于另一

50 mL离心管中, 1500 r/min, 4℃离心5 min, 沉
淀肝脏非实质细胞, 弃上清, 沉淀用30% Percoll
工作液重悬. 取2支15 mL的离心管, 最下层分别

铺上60% Percoll工作液3 mL, 中间层为含30% 
Percoll工作液的肝非实质细胞悬液3 mL, 最上层

铺HBSS液3 mL, 加样时沿离心管管壁慢慢加入, 
避免各层之间相混合. 两离心管以1500 r/min, 4 
℃离心15 min, 取出后可以看到30% Percoll与
60% Percoll液界面间有一膜状细胞层. 小心吸取

两离心管界面层细胞于另一50 mL离心管中, 用
HBSS液10 mL稀释, 1500 r/min, 4℃离心5 min使
细胞沉淀于管底. 
1.2.3 KCs的培养与纯化: 将离心后所得的细胞

沉淀用RPMI 1640培养液(含HEPES 10 mmol/L, 
100 mL/L灭活胎牛血清, 青霉素100 kU/L, 链霉

素100 mg/L)重悬后以2×109/L浓度接种于培养

瓶中, 放于50 mL/L CO2, 37℃培养箱中培养. 培
养2 h后, 取出培养瓶, 用瓶内的培养液轻轻冲洗, 
去除未贴壁细胞, 更换新的培养液继续放回培

养箱中, 即可得到纯化后的肝脏KCs. 
1.2.4 KCs的鉴定: 分离的KCs得率和活性测定, 
取出5滴细胞悬液加入5滴0.4%台盼蓝染液, 将
待测细胞悬液吹打均匀后滴入计数板计数, 活
细胞不被染色. 在细胞培养液中加入少量碳素

墨水, 6-12 h后显微镜下观察细胞吞噬碳素颗

粒的情况. 收集梯度离心后不同层面的细胞与

培养后的KCs使用ED2 mAb进行免疫细胞化学

鉴定.

2  结果

2.1 KCs的得率和活性 Percoll密度梯度离心后分

层明显, 从上依次是: HBSS层、细胞碎片层、

■相关报道
Alabraba et al曾报
道通过链霉蛋白
酶消化人肝脏和
密度梯度离心的
方法获得较高纯
度的KCs, 提供了
一种新的以非灌
注为基础的获得
KCs的方法. 

■研发前沿
KCs在肝脏中所
占的比例少, 而肝
非实质细胞间大
小形态相似, 分离
KCs的方法也有
很多种, 不同方法
获得的KCs数量
和纯度都有很大
的差异. 
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30% Percoll层(富含星形细胞和内皮细胞)、富

含KCs层、60% Percoll层(少量KCs和肝细胞)及
沉淀(红细胞和肝细胞). 经梯度离心后KCs的得

率为(2.1±0.3)×106/g肝脏, 选择性贴壁后为(1.5
±0.1)×106/g肝脏, 经0.4%台盼蓝染色, 活率大

于92%. 刚分离出来的KCs在328 nm波长的激发

光下不发出荧光, 而肝星形细胞则会发出蓝绿

色荧光.
2.2 细胞培养及墨汁吞噬实验 刚分离的KCs呈
圆形, 体积较小, 折光性强, 培养15 min后开始贴

壁, 1-2 h后贴壁牢靠(图1A). 培养24 h后, 细胞体

积开始增大, 延伸成三角形与多边形等不规则

形状, 2-3 d后开始伸出伪足, 可成梭形(图1B). 随
着培养时间的延长, KCs内吞噬颗粒(细胞碎片)
会逐渐增多, 间隔1-2 d换液1次, 培养2 wk后细

胞仍能成活. 在细胞培养液中加入碳素6-12 h后, 
镜下KCs胞质内可见吞噬大量的碳素颗粒, 细胞胞质内可见吞噬大量的碳素颗粒, 细胞内可见吞噬大量的碳素颗粒, 细胞

核衬托得更加清晰(图1C). 
2.3 ED2免疫细胞化学鉴定 收集离心前、离心

后30% Percoll层、界面层和60% Percoll层的细

胞, 分别涂于载玻片上行免疫细胞化学SABC法
ED2染色, 离心前肝非实质细胞中约有30%阳性

细胞(图1D), 30% Percoll层阳性细胞很少(图1E), 
60% Percoll层细胞数量很少, 几乎为个体较大的

肝细胞, 而界面层细胞阳性率达85%以上(图1F), 
培养5 d后ED2阳性细胞达95%以上(图2).

3  讨论

KCs在肝脏中所占的比例少, 而且肝非实质细

胞间大小相似, 分离得到高纯度的KCs比较困

难. 目前, 国内外使用较多的有密度梯度离心

法[4-10]、离心淘析法[11-13]及流式细胞术[14-15]. 离
心淘析法的优点在于能提高KCs的纯度, 获取

的细胞数量也很可观, 但需要昂贵的设备, 在国

图  1  细胞培养与鉴定. A: 新分离的KCs细胞, 呈圆形, 大小基本一致(×200); B: 培养72 h后, 细胞体积增大, 延伸成不规则
形, 伸出伪足(×200); C: KCs吞噬碳素颗粒(×200); D: 肝非实质细胞离心前ED2染色(×400); E: 30% Percoll层细胞ED2染色

(×400); F: 30% Percoll层与60% Percoll层之间的细胞ED2染色(×400).

A B

C D

E F

■应用要点
本研究通过离体
灌注消化肝脏, 简
化操作流程, 降低
成本, 可使用部分
肝脏提取KCs, 适
合用于多次少量
的获取细胞, 在不
能使用完整的肝
脏标本提取细胞
时更为适用. 

■创新盘点
本研究通过离体
灌注, 一步消化和
不连续密度梯度
离心方法, 分离获
得较多数量和高
纯度的KCs, 使用
的方法操作简便, 
可操作性强. 
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内很少使用; 流式细胞术所得到的细胞纯度最

高, 但细胞的数量有限, 不适合需求量大的实

验, 且成本也较高, 应用受到限制; 密度梯度离

心法在国内外应用最多, 主要是先用酶使肝脏

消化成细胞悬液, 再通过密度梯度离心将不同

密度的细胞分开, 但获得的KCs数量和纯度有

很大的差异. 
我们采用肝脏离体灌注消化法, 完整取下

一叶肝脏, Ⅳ型胶原酶溶液经肝静脉开口处反

复冲洗肝脏, 使肝脏体积增大, 结构松散, 再将

肝脏剪碎消化. 国内外大多采用链霉蛋白酶E和
Ⅳ型胶原酶联合消化法[3,16], 链霉蛋白酶E能选

择性的破坏肝细胞, 消化后能直接得到肝非实

质细胞悬液[13,17-19]. 本实验弃用了链霉蛋白酶E, 
因为肝细胞破坏后会释放大量的DNA, 使细胞

间形成粘连、聚集成絮状物, 影响细胞的分离

效率和产率, 往往需要与DNA酶Ⅰ一起使用, 而
且DNA酶Ⅰ的用量很大[20]. 另外, 有报道[21]认为

链霉蛋白酶E在破坏肝细胞的同时, 也对肝非实

质细胞有影响, 可破坏KCs表面CD14分子的表

达使KCs在初分离的24 h内CD14的表达很少, 影
响KCs的功能. 我们仅使用Ⅳ型胶原酶也能将肝

脏消化得很好, 钙离子能增加胶原酶活性, 而且

通过差速离心很容易把肝细胞去除, 可以去除

肝细胞的80%-90%. 也有报道直接将肝脏剪碎

消化[3], 省去肝脏离体冲洗步骤, 我们通过实验

发现, 肝脏离体冲洗灌注, 可以大大提升胶原酶

的消化效果. 因为冲洗可以使肝脏体积增大, 更
易于剪碎, 使相同体积的组织较不冲洗的实际

组织小, 冲洗可以使胶原酶进入肝脏的微循环, 
增加接触面积, 有利于其充分发挥消化作用. 

获得肝脏非实质细胞后, 通过不连续密度

梯度离心可以将KCs从其他非实质细胞中分离

出来[22-24], 密度梯度离心使用的细胞分离液有

多种, 其中以Percoll细胞分离液应用最普遍, 具

有操作方便和性能稳定等优点, 分离细胞的产

率和纯度都令人满意[25-26]. 我们采用的是30% 
Percoll工作液(1.040 kg/L)和60% Percoll工作液

(1.075 kg/L), 虽然没有使用链霉蛋白酶E, 但在

振荡消化过程中以及胶原酶消化过度都会导致

少量细胞破坏, 使用30% Percoll重悬肝非实质细

胞, 可以避免细胞碎片层及少量的DNA絮状物

阻止KCs的沉降, 提高了KCs的产率. 也有文献

报道使用30% Percoll和70% Percoll两种密度梯

度分离[27], 我们发现该方法两层之间的细胞会

有一定量的肝细胞污染, 可能是不同批次Percoll
细胞分离液密度有细微差异所致. KCs与其他肝

非实质细胞在体积和密度上有一部分重叠, 准
确配置细胞分离液的密度很关键, 可以最大化

的去除其他肝非实质细胞, 但要得到高纯度的

KCs, 还要进一步纯化. KCs与其他肝非实质细

胞的贴壁时间有较大差异, 培养1-2 h可以完全

贴壁牢靠, 而其他细胞贴壁时间较长, 选择性贴

壁是常用的方法. KCs培养时应使用灭活的胎牛

血清, 没有灭活的血清含有一些补体成分, 激活

的补体很容易导致KCs衰老、死亡[3]. KCs培养

几乎不分裂, 分离出多少就只能培养多少, 得到

高产量和高纯度的细胞尤其重要. 
我们摸索的这套方法可以用于KCs的进一

步研究. 与肝脏原位灌注消化法相比, 离体冲洗

消化可以大大节约酶的用量. 使用部分肝脏提

取KCs, 适合用于多次少量的获取细胞, 在不能

使用完整的肝脏标本提取细胞时尤为适用.
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■同行评价
本研究建立的大
鼠肝脏KCs的分
离 培 养 方 法 简
便、高效、稳定, 
培养的细胞具有
良好的生物学性
状, 对实验研究有
一定指导意义.
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