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Abstract
AIM: To isolate, culture and identify rat Kupffer 
cells, and to investigate the effect of LPS on 
TNF-α expression and secretion in rat Kupffer 
cells.

METHODS: Rat liver Kupffer cells (KCs) were 
isolated and purified by means of in situ perfu-
sion, density gradient centrifugation and early 

medium change. Isolated cells were identified 
by ink phagocytosis and ED2 staining test. The 
expression and secretion of TNF-α was detected 
by RT-PCR and enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA).

RESULTS: Rat liver KCs were successfully 
isolated, purified, and confirmed by ink phago-
cytosis and ED2 staining test. Compared with 
non-stimulated KCs, LPS-stimulated cells had 
a significantly higher level of TNF-α mRNA 
expression (1.10 ± 0.02 vs 0.09 ± 0.01, P < 0.001). 
TNF-α protein levels in cell supernatants were 
also significantly increased in LPS-stimulated 
cells than in non-stimulated cells (487.10 pg/mL
± 5.56 pg/mL vs 39.41 pg/mL ± 15.30 pg/mL, P 
< 0.001).

CONCLUSION: Rat KCs have been successfully 
isolated and purified by means of in situ perfu-
sion and density gradient centrifugation, and 
LPS can stimulate the expression and secretion 
of TNF-α.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 分离、培养和鉴定枯否细胞, 并探讨
LPS刺激对细胞肿瘤坏死因子(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)表达和分泌的影响.  

方法: 采用在体原位灌注、密度梯度离心和
早期细胞换液等方法分离纯化大鼠肝枯否细
胞(kupffer cell, KC), 并采用墨汁吞噬和ED2
染色试验对分离培养的细胞进行鉴定. TNF-α

■背景资料
枯否细胞(KC)是
肝脏最重要的非
实 质 细 胞 之 一 , 
是机体固有免疫
的重要组成部分, 
在 肝 脏 炎 性 反
应、缺血再灌注
损伤、胆汁淤汁
性肝损伤等方面
发挥着重要作用. 
分离及培养高纯
度的KC可为免疫
炎症肝损伤病理
生理机制的研究
提供实验和物质
基础.
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表达和分泌采用RT-P C R和酶联免疫技术
(enzyme-linked immunosorbent, ELISA)检测.  

结果: 成功分离和纯化大鼠肝KC, 并经墨汁吞
噬和ED2染色试验鉴定证实; LPS刺激KC细
胞内TNF-α mRNA的表达较非刺激细胞(PBS
处理细胞)显著升高(1.10±0.02 vs  0.09±0.01, 
P <0.001). 另外, LPS刺激较非刺激KC培养上
清液T N F-α蛋白的水平也显著升高(487.10 
pg/mL±5.56 pg/mL vs  39.41 pg/mL±15.30 
pg/mL, P <0.001).  

结论: 原位灌注和密度梯度离心法能有效分
离纯化大鼠KC, LPS刺激可诱导其表达和分
泌大量TNF-α.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

枯否细胞(kupffer cell, KC)是一种非实质性肝细

胞, 其数量约占肝细胞总数的15%和体内组织驻

留巨噬细胞总数的80%-90%[1]. KC被覆于肝窦

内壁, 在稳定或生理情况下, 可作为“专业化”

的吞噬细胞[2], 以清除衰老的红细胞、免疫复合

物和来自门脉循环的肠源性细菌产物[1]. 在功能

上, KC可作为抗原呈递细胞, 参与肝移植免疫, 
并通过可溶性介质的表达和分泌, 在固有免疫

和宿主防御反应方面起重要作用[3]. 近年的研究

表明, KC参与了各种炎症性肝病[4-8]及缺血再灌

注肝损伤[9]的发病过程. 并在胆汁淤积性肝损伤

中调节炎性单核吞噬细胞的流入和活化[10]. 已证

实, KC可通过分泌多种前炎细胞因子, 在肝免疫

炎症性损伤性疾病(包括急性肝衰竭)的发生发

展中起关键作用[11]. 因此, 本项目拟进行原代大

鼠KC的分离、培养和鉴定, 并拟采用LPS刺激, 
以观察该细胞对TNF-α的表达和分泌情况, 以期

为将来进行急性肝衰竭等肝免疫炎症损伤疾病

的病理生理机制研究提供实验和物质基础.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠由上海交通大学附属

第一人民医院动物中心提供, 鼠龄5 wk, 体质量

180-200 g. 动物合格证号: SYXK(沪)2009-0086, 
清洁级饲养. 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、
链霉蛋白酶E和DNaseⅠ酶购自美国Sigma公
司; IV型胶原酶购自美国Invitrogen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、HBSS液(无Ca2+, Mg2+)购自

德国Hyclone公司; Percoll细胞分离液购自瑞典

Pharmacia公司; 抗CD163 mAb(又名ED2)购自国

Santa cruz公司; PCR反应试剂盒购自北京天根

公司; Elisa试剂盒购自上海欣博盛公司; 细胞免

疫化学试剂盒购自武汉博士德公司.  
1.2 方法

1.2.1 动物饲养方法: 实验前, 大鼠置清洁级动物

房饲养1 wk, 饲养方法参考文献[12]. 动物自由

进食和饮水, 每12 h开灯或关灯. 环境温度: 20 ℃
-23 ℃, 湿度: 40%-80%. 设施内换气次数为8-15
次, 噪声<50 dB, 滤过后空气洁净度10 000级.  实
验动物的使用符合国家动物保护法. 实验前12 h
禁食.  
1.2.2 原代枯否细胞分离: 采用文献[13,14]分离培

养大鼠肝枯否细胞并稍加改进.  简要操作方法如

下: 大鼠采用腹腔内注射戊巴比妥钠(40 mg/kg)麻
醉, 同时腹腔注入肝素1 mL. 750 mL/L乙醇浸泡

消毒, 开腹并显露门静脉. 结扎肝上下腔静脉后, 
室温下经门静脉缓慢注入D-Hanks'液, 并剪破肝

下下腔静脉, 让血液和灌注液自行流出. 待肝脏

体积膨大各部位颜色逐渐变白后, 改用5%Ⅳ型

胶原酶消化液(采用HBSS配制)继续灌注消化肝

组织. 剪取肝脏, 置Ⅳ型胶原酶消化液(含0.1%
链霉蛋白酶E、0.005%DNaseⅠ)中, 小心撕碎

肝组织, 200目筛网过滤. 滤液离心后, 沉淀用不

连续Percoll密度梯度离心. 小心吸取30%Percoll
与60%Percoll液界面间的膜状细胞层. 细胞用

HBSS液洗涤后, 加入RPMI 1640培养液(含胎牛

血清、青霉素和链霉素)重悬. 培养1-2 h后, 洗去

未贴壁细胞, 即可获得纯化KC.  
1.2.3 细胞鉴定(墨汁吞噬试验): 在细胞培养液中

加入数滴灭菌后的碳素墨水, 6-12 h观察细胞吞

噬墨汁的情况[13].  
1.2.4 细胞免疫化学染色: 按试剂盒操作说明书

进行. 简要步骤如下: 细胞经福尔马林固定后, 
加冰乙酸灭活内源性酶. 采用BSA封闭非特异性

结合位点. 随后, 滴加特异性CD163抗体, 室温孵

育1-2 h. TBS洗细胞3次后, 加入生物素化的IgG, 
继续室温孵育20 min. 细胞经TBS清洗后, 采用

BCIP/NBT工作液显色.  

■相关报道
Kitani等报道, 采
用密度梯度离心
法可获得较高纯
度的KC.
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1.2.5 细胞LPS刺激方法: 参考文献[12,15]并稍

加以改进. 分离纯化的枯否细胞培养4 h后, 洗去

未贴壁细胞, 并重新接种于6孔板, 每孔细胞数

为4×106. 24 h后, 用磷酸盐缓冲盐水(phosphate 
buffered saline, PBS)洗细胞3次, 每孔各加入500 
μL无血清培养液, 并按文献[16]的方法, 在各孔

细胞中随机加入LPS(终浓度20 μg/mL, 以PBS配
制)或PBS液10 μL. 每种处置方法各3孔细胞. 处
理6 h后分别收集培养上清液及细胞.     
1.2.6 RT-PCR分析方法: 用TRIzol处理培养的

KC, 以抽提细胞总RNA. 抽提方法按说明书进

行. 2 mg总RNA作为模板用于第一链cDNA的合

成. 引物设计借助Primer Premier 6.0软件设计, 
基因检测引物序列和产物长度见表1. 引物由上

海生工生物公司合成. TNF-α基因的反应条件

为: 94 ℃预变性5 min; 94 ℃ 1 min, 51 ℃ 45 s, 
72 ℃ 45 s, 共32个循环; 72 ℃延伸10 min. 所得

PCR产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳, β-actin作为

内参照. 电泳结果经BIO-RAD Quantity-One 4.7
成像分析软件检测并计算待测基因灰度相对相

应β-actin的表达量.  
1.2.7 酶联免疫技术: 细胞培养上清液TNF-α测
定采用双抗体夹心酶联免疫技术, 按照试剂盒

说明书操作进行. 简单操作如下: (1)加入样本或

标准品(100 μL/孔), 36 ℃孵育90 min; (2)洗板5
次, 加入生物素化抗体工作液(100 μL/孔), 36 ℃
孵育60min; (3)洗板5次, 加入酶结合物工作液

(100 μL/孔), 36 ℃避光孵育30 min; (4)洗板5次, 
加入显色底物(100 μL/孔), 36 ℃避光孵育15 min; 

(5)加入终止液(100 μL/孔), 混匀后测A 450值. LPS
或PBS处理各取3复孔, 结果取三者均值.  

统计学处理 结果用mean±SD表示, 组间比

较采用独立样本t检验, 以P <0.05为具有统计学

差异.  

2  结果

2.1 细胞分离培养结果 原代分离培养的KC形态

可随培养时间延长, 出现明显变化. 这一点与原

代肝实质细胞有明显不同. 初分离的KC镜下呈

折光性很强的圆球形, 培养30 min后即逐渐贴

壁, 呈扁圆形(图1). 培养4 h的KC已牢固贴壁, 并
呈不规则形状, 部分已伸出伪足. 随着培养时间

的延长, 细胞伸出的伪足会逐渐增多. 24 h后, 细
胞形态将完全舒展, 大小基本一致, 但形态不规

则, 多呈星形、多角形或十字型等.  
2.2 细胞吞噬墨汁后的表现 由图2可见KC吞噬

墨汁后的情况. 图中可见细胞胞浆中含有大量

被吞噬的墨汁, 将细胞核衬托得更加清晰. 这表

明我们分离的KC存在正常的吞噬能力.  
2.3 ED2染色结果 图3为KC免疫细胞化学染色结

果. 图中可见许多细胞被染成了黄褐色. 由于大

部分KC表达CD163, 经ED2染色后, 细胞可被染

成黄褐色. 通过该项染色方法, 可十分准确地将

KC鉴定出来. 该结果提示我们已成功分离出了

原代KC. 通过本染色技术, 也可对KC的纯度进行

准确评估. 在本项实验中, 我们分离的KC纯度均

超过90%. 这表明, 采用原位灌注加密度梯度离心

的方法, 不仅简便而且十分高效的KC分离方法.  

■创新盘点
采用在体灌注, 一
次消化和不连续
密度梯度离心方
法, 分离获得高纯
度的KC; 在此基
础上, 进行了LPS
刺激实验 ,  对KC
的TNF-α表达水
平进行了检测.
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A B 图  1  大鼠枯否细胞
显微镜下表现. A: 分

离后4 h的枯否细胞

(×200); B: 分离后4 

h的枯否细胞(×100). 

图中箭头示枯否细

胞伸出伪足.

表  1  不同基因检测引物序列和产物长度

     基因                    引物序列5'-3' 产物长度(bp)

TNF-α 上游: GGCGTGGAGCTGAGAGATAAC

下游: GGTGTGGGTGAGGAGCACAT          92

β-actin 上游: TGTTACAGGAAGTCCCTTGCC

下游: AATGCTATCACCTCCCCTGTG         101
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■应用要点
可应用于肝组织
免疫炎症损伤及
肝纤维化机制的
研究等方面.

2.4 KC前炎细胞因子TNF-α mRNA的表达情况 
大鼠枯否细胞前炎细胞因子TNF-α mRNA表达

结果如图4. LPS刺激后, 枯否细胞TNF-α mRNA
的表达显著增高. 加入LPS或PBS后, 枯否细胞

TNF-α mRNA的相对表达量分别为1.10±0.02和
0.09±0.01. 经统计学处理, 两组间存在显著统

计学差异(P <0.001). 这说明, LPS可以诱导枯否

细胞TNF-α mRNA表达.  
2.5 细胞培养上清液前炎细胞因子TNF-α蛋白

的分泌情况 大鼠KC细胞培养上清液中TNF-α

蛋白分泌水平如图5. LPS或PBS刺激细胞后, 其
TNF-α蛋白的分泌水平分别为487.10 pg/mL±
5.56 pg/mL和39.41 pg/mL±15.30 pg/mL. 经统计

学处理, 两组间存在显著性差异(P <0.001). 这表

明, LPS可刺激KC表达和分泌TNF-α.  

3  讨论

枯否细胞是机体固有免疫的重要组成部分, 对
枯否细胞功能研究显得极其重要. 但枯否细胞

的提取和培养是一大难题, 提取分离得到高纯

度的KC更加困难. 目前国内外主要有密度梯度

离心法[17,18]、离心淘析法[19]及流式细胞术[20,21]来

提取枯否细胞, 但使用得最多的是密度梯度离

心法. 该方法操作简单、经济实用, 对器械要求

也不高.
在本实验中, 我们采用了肝脏在体原位灌

注消化法分离KC. 该方法需经门静脉插管. 在此

基础上, 采用PBS反复冲洗肝脏, 以使肝内血液
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A B 图   2   枯 否 细 胞 吞
噬墨汁后的表现. A: 

枯否细胞吞噬墨汁

4 h后的表现(×200); 

B: 枯否细胞吞噬墨

汁6 h后的表现(×

200). 图中箭头示枯

否细胞吞噬了大量

墨汁.

A B 图  3  KC免疫细胞
化学染色表现(ED2染
色). A: ED2染色(×

400), 阳性细胞被染

成黄褐色(如箭头所

示); B: 阴性对照(×

400).
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图  4  枯否细胞TNF-α mRNA表达情况. A: RT-PCR凝胶电

泳图; B: TNF-α mRNA相对表达水平, bP＜0.01.
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图  5  细胞培养上清液TNF-α蛋白分泌水平. bP＜0.01.
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冲净. 因为肝脏内如残留较多血液, 将影响后面

的离心纯化, 并可能影响KC贴壁和吞噬作用的

发挥. 用Ⅳ型胶原酶灌注时, 速度宜偏慢, 以使

Ⅳ型胶原酶充分消化肝组织. 将松散的肝组织

撕碎后, 可移入培养瓶中振荡消化, 但时间不宜

过长, 一般10 min左右即可. 时间过长, 可能造成

KC消化损毁. DNA酶Ⅰ的加入, 主要是防止肝

细胞破坏后释放大量DNA, 以免形成黏连、聚

集的絮状物, 影响细胞的分离效率和产率. 在密

度梯度离心的过程中, 可采用多种浓度的Percoll
细胞分离液, 但以30%和60%两种浓度较佳. 密
度梯度离心后, 需要十分小心地吸取KC细胞层. 
培养过程中, KC在30 min内即开始贴壁, 1 h后
KC已贴壁牢靠, 而其他细胞贴壁时间相对较长. 
利用该特点, 可以通过换液, 将其他细胞特别是

肝细胞去除, 以获得较高纯度的KC. 当然, 在整

个过程中, 无菌操作也是十分重要的.  
在进行下一步实验之前, 需要对所提取的

细胞进行鉴定. 我们采用了两种方法对K C进

行鉴定, 包括墨汁吞噬试验和ED2染色试验[22]. 
ED2染色对KC的鉴别具有特异性. ED2(又称

CD163)是单核吞噬细胞系统细胞膜上的一种

跨膜糖蛋白, 其在细胞内的阳性表达是巨噬细

胞活化的重要标志[23], 而肝内其他实质和非实

质细胞均不表达CD163分子. 因此, ED2染色后, 
KC呈现阳性反应, 而其他细胞均呈阴性反应, 
从而能十分有效地将KC与肝内其他细胞区分

出来. 墨汁吞噬试验主要反映的是KC的吞噬功

能. KC是机体内重要的吞噬细胞, 具有吞噬多

种异物包括墨汁中的炭素的能力. 上述两项试

验证实, 我们已获得了高纯度且有良好吞噬功

能的KC, 这为下一步细胞学研究提供了实验物

质基础.  
KC是机体固有免疫的重要组成部分, 炎症

或损伤性刺激, 特别是来自肠道内的细菌代谢

产物LPS, 可激活KC并使其分泌大量生物活性

分子[24-26]. 在本项研究中, 我们发现, LPS可刺激

KC表达和分泌TNF-α. 已知, TNF-α是KC激活

后产生并分泌的最重要的前炎细胞因子之一[3]. 
TNF-α可诱导肝细胞凋亡和坏死, 并促进PMNs
等炎症细胞在炎症损伤部位聚集. 在肝损伤动

物模型中, TNF-α升高水平与肝损伤程度呈密切

正相关关系[27-29]. KC清除后, TNF-α释放明显减

少, 肝细胞损伤显著减轻[30,31]. 因此, KC在免疫

炎症性肝损伤的发病中起着关键作用. 以原代

KC作为研究对象, 有望能够更加深入地阐明急

性肝损伤或肝衰竭的病理生理机制. 我们下一

阶段将进一步借助原代KC, 研究LPS对TNF-α产
生和分泌的细胞分子通路的影响, 以期最终达

到抑制肝内级联性炎性反应和阻断急性肝损伤

发生发展的目的.  
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■同行评价
本文对研究肝脏
免疫及肝纤维化
等有一定技术参
考意义.


