
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年7月8日; 19(19): 2016-2021
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

成人原代肝细胞的分离、培养及冻存

杭化莲, 张 磊, 施晓雷, 卞建民, 丁义涛

®

■背景资料
急性肝功能衰竭
( A L F ) 是指患者
突然发生肝细胞
坏死或严重的肝
功能损害, 并在发
病8-24 wk内出现
肝昏迷的一种综
合征. 肝细胞移植
和生物人工肝是
目前最有前途的
肝脏替代治疗手
段. 两种方法都需
要充足的肝细胞
来源和良好的细
胞生物代谢功能. 
人肝细胞最为理
想, 但其分离、培
养、保存较为困
难, 要解决这一难
题仍需要大量的
研究工作. 
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Abstract
AIM: To establish a stable method for the iso-
lation, culture and cryopreservation of adult 
primary hepatocytes to provide a potential 
hepatocyte resource for the treatment of acute 
and chronic liver diseases using hepatocyte 
transplantation and bioartificial liver support 
systems, and for the use of hepatocytes as an in 
vitro model of the liver.

METHODS: Adult hepatocytes were isolated 
from 20 separate donors using a two-step extra-
corporeal collagenase perfusion technique. The 
hepatocytes were preincubated in HepatoZYME-
SFM medium for 2, 6, 12, 24, 36, 48 or 72 h, trans-
ferred to HepatoZYME-SFM medium containing 
10% FBS and 10% DMSO, immediately put into 
an isopropanol progressive freezing container at 

-80 ℃ overnight, and immersed in liquid nitro-
gen the next day. During the post-thaw culture 
period, cell viability, plating efficiency, albumin 
secretion and urea synthesis were analyzed.

RESULTS: The viability and plating efficiency 
of hepatocytes isolated using the two-step extra-
corporeal collagenase perfusion technique were 
75.0% ± 4.6% and 72.0% ± 6.0%, respectively. 
Preincubation at 4 ℃ for 12 or 24 hours proved 
to be optimal for albumin secretion. Compared 
to the immediate cryopreservation group, sig-
nificant improvement was observed in viability 
(61.4% ± 4.8%, 62.0% ± 5.6% vs 53.4% ± 4.2%, 
both P < 0.05), plating efficiency (63.2% ± 5.8%, 
62.6% ± 3.6% vs 55.2% ± 4.6%, both P < 0.05), al-
bumin secretion and urea synthesis (P < 0.05) in 
cells preincubated at 4 ℃ for 12 and 24 hours.

CONCLUSION: The two-step extracorporeal col-
lagenase perfusion technique provides a novel, 
simple, and reliable method for hepatocyte isola-
tion. Preincubation of human hepatocytes at 4 ℃ 
for 12 to 24 hours prior to cryopreservation allows 
to obtain hepatocytes ideal for use in pharmaco-
toxicology, bioartificial liver and cell therapy.
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摘要
目的:  建立一种稳定的成人原代肝细胞分
离、培养、冻存方法, 为肝细胞移植、生物人
工肝支持系统治疗急慢性肝病以及肝细胞体
外应用模型提供潜在的肝细胞资源.

方法: 20例供肝采用离体两步胶原酶灌注技
术分离成人原代肝细胞. 选择7个不同的预培
养时间点(2、6、12、24、36、48和72 h), 分
离所获肝细胞按上述不同预培养时间在4 ℃
人无血清培养基(HepatoZYME-SFM)中培养, 
然后收集预培养肝细胞转移到含100 mL/L胎
牛血清和DMSO的HepatoZYME-SFM中, 再
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■研发前沿
有关预培养冷冻
效果机制的深入
研究以及冷冻过
程中对肝细胞的
保护仍是下一步
要研究的热点.

立即放入-80 ℃异丙醇冷冻盒过夜, 次日投入
液氮. 分析比较各肝细胞在解冻后细胞活力
率、贴壁率、白蛋白分泌及尿素合成. 

结果: 在部分肝叶切除后使用离体两步胶原
酶灌流技术分离所得肝细胞活率和贴壁率
分别是75.0%±4.6%和72.0%±6.0%. 4 ℃预
培养12或24 h被证明是最适预培养时间, 这
两个时间点的白蛋白分泌高于其他时间点
(P <0.05). 与立即冷冻组相比较, 预培养12或
24 h肝细胞解冻后活力(61.4%±4.8%, 62.0%
±5.6% vs  53.4%±4.2%)、贴壁率(63.2%±

5.8%, 62.6%±3.6% vs  55.2%±4.6%)、白蛋
白分泌及尿素合成水平明显提高(均P <0.05). 

结论: 人肝细胞在冷冻前4 ℃预培养12-24 h
可以获得较理想的肝细胞, 为药理毒理学、

生物人工肝以及细胞治疗的临床应用提供了
可能性. 

关键词: 人原代肝细胞; 肝细胞分离; 冷冻保存
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0  引言

成人原代肝细胞是可用于药理毒理学研究、细

胞移植、和体外生物人工肝支持系统的一种最

适合的细胞模型. 然而, 由于原代人肝细胞来源

有限、获取较费时困难且价格昂贵限制了其进

一步广泛应用[1]. 当前已有较多有关人肝细胞分

离冷冻方法的报道[2,3]. 近年来, 很多方法被使用

来提高肝细胞解冻后功能, 例如添加冷冻保护

剂[4]、预培养[5,6]、微囊化冷冻[7]等. 然而仍然没

有一种可靠、适合的有关成人原代肝细胞分离

培养冷冻方法. 因此, 有必要建立一种简单、可

靠的方法长期保存大量高质量的肝细胞以便可

较方便地获取使用. 本研究的目的是使用部分肝

切除后肝脏, 确立一种新的成人原代肝细胞分

离、培养及冷冻方法, 通过比较解冻后肝细胞活

力的功能, 研究人肝细胞预培养冷冻的效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 在征得患者同意以及符合伦理委员会

规定的条件下, 两年时间共收集从部分肝叶切

除等手术中获取的20例成人肝脏标本 ,  其中 , 
男8例, 女12例. 平均年龄(44±2)岁. 肝血管瘤

8例(40%), 肝移植供肝3例(15%), 肝细胞癌6例

(30%), 胆管细胞肝癌3例(15%). 大部分肝脏标

本来自肝脏良性疾病(肝血管瘤和肝移植供肝), 
有严重传染性疾病(乙、丙型肝炎或艾滋病)、
肝硬化肝脏以及根据Vondran等[8]报道GGT>460 
U/L的病例都被排除在外(表1). 所有20例患者

外科手术均在南京鼓楼医院肝胆外科完成, 手
术方法肝血管瘤患者采用Pringle法(间歇阻断15 
min)避免对健康肝组织不必要的损伤. 热缺血时

间不超过15 min. 从手术患者切除的肝脏组织质

量300-400 g, 在手术室当即行肝脏灌洗消化. 消
化之后肝脏组织被保存在4 ℃ UW液中并运送

至实验室做进一步肝细胞分离, 其中冷缺血时

间被控制在20-30 min. Hepatozyme-SFM、Ⅳ胶

原酶(Collagenase Ⅳ)、胰酶购自GIBCO公司; 死
细胞荧光染料(SYTOX® AADvancedTM Dead Cell 
Stain Kits)、活细胞荧光染料[(acetoxymethyl, 
AM)和Acetate Esters]购自invitrogen公司; 二甲

基亚砜(DMSO)购自Sigma公司; 白蛋白定量检

测ELISA试剂盒(ELISA using goat anti-human 
albumin)购自Adlitteram Diagnostic Laboratories
公司; 尿素浓度定量检测试剂盒(urea assay kit)
购自Biochain Institute公司; 肝细胞生长因子

(Recombinant Human HGF)购自BioVision公司; 
UW保存液购自Bristol-Myers Squibb Company; 
胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公

司; 红细胞裂解液购自碧云天生物技术研究所; 
PBS液的配制: 140 mmol/L NaCL; 2.7 mmol/L 
KCL; 10 mmol/L Na2HPO4; 1.8 mmol/L KH2PO4. 
定容到1 L, pH值调整为7.3; D-Hanks液的配制: 
NaCl 136.75 mmol/L; KCl 5.37 mmol/L; KH2PO4 
0.441mmol/L; NaHCO3 4.17mmol/L. 定容到1 L, 
pH7.3. 
1.2 方法

1.2.1 成人原代肝细胞的分离、培养: 肝细胞分

离在无菌条件下采用Dorko等[9]报道的两步胶原

酶灌注技术, 我们在此基础上进行改进, 称之为

“离体两步胶原酶灌注法”, 具体如下: 肝叶切

除后离体的肝叶立即在D-Hanks液中清洗, 寻找

肝叶中的门静脉和肝动脉分支分别用婴儿胃管

或输液皮条插管固定作为流入道, 随即D-Hanks
液循环灌注至肝脏变土黄, 阻断肝上下腔静脉, 
继续用胶原酶灌注消化20-30 min, 切取灌注消

化较好的肝脏组织置入4 ℃ UW液中保存运输, 
PBS冲洗肝组织块, 用小剪刀和镊子将其捣碎, 
收集肝细胞悬液过滤网, 将肝脏置于200目不锈

钢网筛, 边用玻璃注射器内芯研磨边用PBS冲
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■相关报道
有研究表明, 猪肝
细胞冷冻前预培
养一段时间可提
高细胞解冻后活
力和功能.

洗, 收集滤过液1 200 r/min离心3 min去上清, 用
滴管吸取上层红细胞沉淀, PBS洗涤后再次离心

弃上清, 根据上层红细胞沉淀量加入3-5倍细胞

体积的红细胞裂解液, 轻轻吹打混匀, 裂解1-2 
min. 4 ℃ 1 200 r/min离心3 min, 弃红色上清, 如
果发现红细胞裂解不完全, 可以重复上述步骤1
次, PBS洗涤离心直至上清液澄清, 向肝细胞沉

淀中加入DMEM培养液, 调整细胞密度接种到

培养皿, 待肝细胞贴壁后(约6 h)换Hepatozyme-
SFM培养液培养, 每2-3 d换液1次, 肝细胞培养1 
wk, 台盼蓝拒染试验计算细胞活力>95%者符合

下一步实验要求. 
1.2.2 成人原代肝细胞的预培养、冷冻及解冻: 
肝细胞分离后被重悬在HepatoZYME-SFM无血

清预培养液中(pH值调制7.4), 预培养细胞密度

调至1×109/L(即5 mL预培养液中加入细胞数量

为0.5×107). 实验分为3组(每组n  = 6): (1)肝细胞

直接培养组(阳性对照组, DC): 将肝细胞分离后

直接接种贴壁培养(3×109/L); (2)预培养冷冻肝

细胞组(实验组): 指肝细胞冷冻前在4 ℃预先培

养一段时间, 选择7个预培养时间点(2、6、12、
24、36、48和72 h); (3)肝细胞立即冷冻组(阴性

对照组, IC): 将肝细胞分离后直接放置入冷冻

盒, 置-80 ℃过夜, 次日投液氮, 冷冻1 wk后复苏

测各项指标. 各组肝细胞冷冻密度为1×1010/L; 
各冷冻组在液氮冷冻7 d后37 ℃复苏后以3×
109/L接种, 肝细胞预培养及复苏后第1次接种

均使用无血清人肝细胞培养基, 分别于复苏后

1、2、3、4、5、6、7 d观察比较各组肝细胞形

态、活力和功能. 
1.2.3 肝细胞活力和贴壁率: 各组肝细胞细胞活

性及计数测定采用Mahler等[7]报道台盼蓝染色

法, 细胞贴壁率计算方法如下: 各组细胞相同数

目的肝细胞被接种, 18-20 h后培养基中非贴壁

细胞被收集计数, 细胞贴壁率指活性贴壁细胞

占最初接种细胞的百分比. 
1.2.4 死活细胞荧光染色: 各组肝细胞分离培

养或解冻后以3×109/L爬片接种至35 m m×

10 mm培养皿, 加培养液过夜培养; 次日吸去

培养液 ,  先用P B S或生理盐水冲洗爬片细胞 , 
Acetoxymethyl(AM)和Acetate Esters(活细胞染

料)配制工作浓度1 μmol/L, 吸取200 μL滴入载

玻片, 置50 mL/L CO2、37 ℃培养箱孵育20 min, 
取出后再次用PBS冲洗干净, SYTOX(死细胞染

料)配制工作浓度1 μmol/L, 吸取200 μL滴入载

玻片, 4 ℃避光孵育5 min, 取出后再次用生理盐

水冲洗干净, 用荧光显微镜观察, 激发光波长分

别为488 nm(AM)和530 nm(SYTOX), 发色光波

长分别为520 nm(AM)和575 nm(SYTOX). 
1.2.5 肝细胞功能检测: 肝细胞功能检测参照我

们曾在猪肝细胞研究中的方法[10], 各组肝细胞

以1×106 mL接种培养24 h后, 收集上清待检测; 
上清中白蛋白分泌定量测定使用抗-人白蛋白

ELISA试剂盒(adlitteram diagnostic laboratories 
Inc., USA), 于波长450 nm的酶标仪上读取各孔

的A值, 根据样品的A值查找对应的浓度范围. 尿
素合成水平采用尿素检测试剂盒(Biochain Insti-
tute Inc., Hayward, USA), 所有操作方法均根据

试剂盒说明书. 
统计学处理 本实验所涉及的计量资料以

mean±SD表示, 两组间数据比较均采用方差

分析, 所有数据比较均采用SPSS13.0软件处理, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 肝细胞分离结果 20例肝脏外科标本被成功

的行肝细胞分离手术, 结果每克肝组织平均所

获有活性肝细胞数目为23.1×106±1.8×106. 分
离所得肝细胞活力由胎盼兰拒染试验大于70%, 
由大小及形态学判断非实质细胞少于1%(图1A, 
B). 另外, 死活细胞荧光染色(分别采用calcein-
AM和0.5 μmol/L SYTOX Orange dye)也被用来

鉴定分离肝细胞的活力, 结果显示出大部分视

野可见胞质被染成绿色的活细胞, 极少胞核被

染成红色的死细胞(图1C, D). 
2.2 预培养冷冻

2.2.1 活率和贴壁率: 与直接培养组比较, 在冷

冻解冻后 ,  冷冻组细胞这些参数均明显减少

(P <0.05). 但是, 冷冻前预培养12和24 h两组肝

细胞解冻后活率明显较立即冷冻组升高, 差异

有统计学意义(61.4±4.8%, 62.0±5.6% vs  53.4
±4.2%, P <0.05). 然而, 这两组肝细胞解冻后在

纤维蛋白包被皿上的贴壁率也较立即冷冻组明

显提高, 差异有统计学意义(63.2±5.8%, 62.6±
3.6% vs  55.2±4.6%, P <0.05, 表2). 
2.2.2 肝细胞功能: 尽管白蛋白分泌随着时间逐

渐下降, 但分泌最高峰是在预培养12 h和24 h组, 
峰值时间是第2天. 在整个肝细胞培养期间, 这
两组在第2、3、4天的白蛋白分泌明显较其他

组有所增高(P <0.05). 在其他时间点, 白蛋白分

泌较对照组升高, 但其间差异无统计学意义(图
2A). 另外, 尿素合成水平随时间的变化趋势与
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■应用要点
该方法有望获得
高质量的肝细胞
并建立冷冻肝细
胞 库 ,  为 药 理 毒
理学研究、生物
人工肝及细胞治
疗提供理想细胞
材料.

白蛋白一致. 尽管预培养12和24 h组在各时间点

较其他组有更高的尿素合成水平, 但其间差异

未见统计学意义(图2B).
根据上述实验结果可得出, 成人原代肝细

胞冷冻前最适预培养时间是12和24 h, 肝细胞发

挥最佳功能是在解冻培养后第2天. 

3 讨论

生物人工肝和肝细胞移植通过对肝衰竭患者提

供代谢支持, 已经被认为是患者过渡到全肝移

植的桥梁[11,12]. 肝细胞移植在治疗特定的代谢性

肝脏疾病也可以代替全肝移植[13]. 很多肝脏来

源的细胞已经被研究作为分离人肝细胞的替代

品, 例如人肿瘤源性肝细胞株[14]、永生化人肝

细胞[15,16]以及近来我们已经使用在生物人工肝

支持系统中的猪肝细胞[17-19]. 这些来源的细胞若

应用于临床都将展现出不同程度的问题及相应

的矛盾, 例如新生肿瘤的转移或传播、动物组

织的生物安全性和生物相容性问题等. 理论上, 
原代人肝细胞将是最适合的肝细胞治疗来源. 
目前使用原代人肝细胞主要的障碍是发展一种

标准化、高效的肝细胞分离、培养、冷冻方法

仍有困难. 因此, 我们提出了一种简单、有效的

人肝细胞分离冷冻培养方法, 可以提高肝细胞

获得率并可为临床应用和基础研究提供足够数

量的人肝细胞. 
成人原代肝细胞分离培养方法较多[20], 来

源主要有3种, 包括外科手术切除下来后的肝组

织[2]、脑死亡供体和肝移植供肝[21]. 我们认为第

1种方法是一种方便、经济适合的来源并能够

被广泛应用于获取肝细胞. 我们起先使用从肝

脏切除的小块肝组织行剖面血管插管, 再通过

胶原酶消化[2], 但是最终所得总的有活力肝细胞

百分率较低. 因此, 我们选择采用半肝、肝叶或

肝段分支血管插管灌注分离肝细胞的方法, 所
有上述17例患者均是肝脏标本在手术室刚从腹

A B

C D

图  1  肝细胞分离培养后倒置相差显微镜及荧光显微镜下. A, B: 倒置相差显微镜(A: ×40; B: ×100); C, D: 荧光显微镜(C: 

×100; D: ×200).

表  2  肝细胞冷冻前预培养时间与效果情况 (mean±SD, %)

     
预培养时间(h)

         IC
         2          6          12         24         36        48       72

      DC

活率 53.4±4.2 55.0±4.2 56.2±5.5 61.4±4.8a 62.0±5.6b 55.0±6.0 52.2±5.1 48.4±4.8 75.0±4.6b

贴壁率 55.2±4.6 56.4±5.6 57.0±6.4 63.2±5.8a 62.6±3.6a 56.8±6.6 55.8±6.1 51.6±4.9 72.0±6.0b

IC: 阴性对照; DC: 阳性对照. aP<0.05, bP<0.01 vs  IC组. 
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腔移除就行插管消化, 目的是防止肝脏内血液

凝固以及获得充足的灌注和消化; 其他3例肝移

植供肝在取肝时已经灌洗彻底完全, 只需消化

即可. 采用这种创新的方法可获得高产量、高

活力的成人肝细胞. 因此, 我们命名之为离体两

步胶原酶灌注技术. 
Ellis等[14]发现肝细胞在培养4-5 d后酶释放

才达到稳定的水平. Flendrig等[22]发现由肝细胞

释放的LDH仅在第1天较明显, GOT水平在第

培养3 d后开始下降, 而GPT的释放水平是低的

但仅在第1、2天较明显. 这些结果揭示肝细胞

膜需要一段时间才能恢复其完整性. Koebe等[23]

研究指出猪肝细胞在冷冻保存前最好培养48 h, 
Terry等[6]发现大鼠肝细胞在冷冻前与冷冻保护

剂预培养2 h可提高解冻后细胞的活力和功能. 但
是目前为止人肝细胞最适合的预培养时间仍没

有被仔细研究, 我们首次比较不同预培养时间点

并提出成人肝细胞冷冻前最适的预培养时间是

12-24 h. 有关预培养温度, Wigg等[24]报道大鼠肝

细胞分离后在25 ℃悬浮培养可维持细胞的功能

和完整性. 有报道显示人肝细胞在4 ℃或37 ℃无

血清培养基中预培养对解冻后细胞活力和功能

无显著差异[6], 然而低温可以减少葡萄糖的消耗, 
其可为解冻后细胞能量代谢提供来源. 因此, 我
们提出人肝细胞在冷冻前最适的预培养条件为

4 ℃ HepatoZYME-SFM中预培养12-24 h. 在这个

基础上, 我们采用预培养冷冻的方法来保存肝细

胞, 可以建立成人原代肝细胞库, 为进一步临床

应用和基础研究提供理想细胞材料. 
目前主要有两种冷冻方法被广泛应用, 第1

种是由Dou等[25]叙述的采用计算机程序降温仪分

级冷冻法, 此种方法我们曾用来冷冻保存猪肝细

胞[5]; 第2种是使用异丙醇冻盒的逐级冷冻法, 冷
冻盒被放入-80 ℃ 18 h温度以1 ℃/min的速度下

降, 次日冷冻肝细胞被投入-196 ℃液氮中. Alex-
andre等[26]甚至比较不同的方法并发现逐级冷冻

结合预培养组贴壁培养人肝细胞解冻后白蛋白

分泌、谷胱甘肽含量与新分离培养肝细胞无明

显差异. 最终他们提议人肝细胞分离后采用异丙

醇逐级冷冻法可以建立人肝细胞库, 为药理毒理

学及细胞治疗研究提供细胞材料. 我们也通过比

较上述两种冷冻保存肝细胞的方法并发现异丙

醇冻盒逐级冷冻法是一种简单、方便且可行的

大规模分离、培养、冷冻保存人肝细胞的方法. 
总之, 我们通过研究提出成人原代肝细胞在

冷冻前最适的预培养条件是4 ℃ HepatoZYME-
SFM培养12-24 h, 并且在解冻后第2天可发挥最

大肝细胞功能从而用于下一步实验研究和临床

应用. 本研究阐述了一种创新、稳定而又简单

可行的人肝细胞分离、培养及冷冻方法, 通过

这种方法可有望获得高质量的肝细胞并建立冷

冻肝细胞库, 为药理毒理学研究、生物人工肝

及细胞治疗提供理想细胞材料, 该技术也为将

来广泛应用和冷冻肝细胞奠定了坚实的基础. 
当然, 有关预培养冷冻效果机制的深入研究以

及冷冻过程中对肝细胞的保护仍是下一步要研

究的热点. 
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