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Abstract
Liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) play 

an important role in the hepatic physiological 
and pathological processes, and they have 
become a hot research topic in recent years. This 
paper will focus on the isolation, cultivation and 
identification of LSECs by summarizing and 
reviewing the latest technologies and methods, 
with an aim to make a great contribution to the 
research of LSECs and their roles in the hepatic 
physiological and pathological processes. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
肝窦内皮细胞(liver sinusoidal endothelial 
cells, LSEC)在肝脏的生理功能和病理机制
的发生中扮演重要的角色, 成为近年来肝脏
研究的热点. 本文通过总结并综述近年来
LSEC的分离、培养与鉴定的最新技术和方
法, 重点探讨在该细胞分离、培养与鉴定
过程中遇到的研究热点, 这对观察和研究
LSEC在肝脏生理功能和病理机制中的作用, 
及基于该细胞的开发研究具有重要的意义, 
并为研究者提供借鉴. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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■研发前沿
以往LSEC分离、
培养与鉴定相关
的技术和方法的
研究欠缺 ,  近年
来有了长足进步, 
目前技术已经能
够分离获得高纯
度 和 高 活 力 的
LSEC, 这对观察
和研究LSEC在肝
脏生理功能和病
理机制中的作用, 
及基于该细胞的
开发研究具有重
要的意义.

核心提示: 肝窦内皮细胞(l i v e r s i n u s o i d a l 
endothelial cells, LSEC)为近年来肝脏研究的热
点, 本文通过总结并综述近年来LSEC的分离、
培养与鉴定的最新技术和方法, 对该细胞的开
发研究具有重要的意义, 并为研究者提供借鉴. 
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0  引言

肝脏是人体各种物质代谢的重要场所, 该器

官主要由肝细胞(hepat ic ce l l s, HC)、肝窦

内皮细胞(liver sinusoidal endothelial cells, 
LSEC)、肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSC)和枯否细胞(Kupffer cells, KC)等细胞

构成, LSEC作为肝脏中非实质细胞的重要组成

部分, 成为近年来肝脏科研的热点. 研究[1-3]发

现LSEC组成了肝脏实质细胞与血液之间的

半渗透屏障, 并参与肝脏代谢、免疫应答、

肝脏内生长因子和细胞因子的分泌和调节

过程, 在肝脏的生理功能和病理机制中扮演

重要的角色. 近几年来, 通过LSEC与HSC原

代细胞共培养发现, LSEC能够预防HSC的活

化并促使活化的HSC回归到平静状态, 有效

防止肝纤维化的发展 [4,5]; 最新研究 [6,7]发现, 
LSEC能够分泌转化生长因子β(transforming 
growth factor β, TGF-β), 后者可作用于HSC
表面 ,  促进该细胞的活化 ,  达到介导增强肝

纤维化反应的结果. 由于LSEC在肝纤维化中

具有重要的作用, 许多研究肝纤维化的学者

都将目光集中于LSEC, 因此系统建立起体外

LSEC的分离、培养和鉴定的方法就显得很

有必要, 这也是研究、开发和应用LSEC的一

项重要的基础工作. 现就近年来LSEC分离、

培养与鉴定相关技术和方法的研究进展进行

综述, 供读者参考借鉴. 

1  LSEC的分离方法

1.1 酶灌注法 世纪70年代, 研究者开始采用胶

原酶灌注法进行LSEC的分离, 细胞的活力和

得率有了很大提高, 此后这一方法得到了广泛

的运用, 肝脏细胞的分离都是应用基于胶原酶

灌注消化的方法[8,9]. Braet等[10]采用胶原酶灌

注结合Percoll密度梯度离心, 选择性贴壁培养

的方法进一步纯化了LSEC. 该方法分离得的

LSEC活力≥95%, 细胞纯度为73.7%±5.8%, 
并且具有操作简单、分离迅速、成本较低等

特点.
1.2 免疫磁珠分选法 该方法是将磁性微珠直接

或间接偶联在抗体上, 通过抗原抗体特异识别, 
使其与带有抗原的细胞相连, 在高强度、梯度

磁场中通过分离磁珠进而将目标细胞分离, 其
分选效率可随着抗原抗体亲和力大小及可利

用表面抗原数量的变化而变化[11]. 该方法分选

出的细胞纯度很高, 因此在细胞分选时得到较

广泛的应用[12].
1.2.1 SE-1免疫磁珠分离法: Tokairin等[13]应用

免疫磁珠法, 用LSEC与其特异性抗体SE-1结
合后进行磁性分离, 使分离纯度达到了98%. 
该方法具有简单易行、分离纯度高和重复性

好等特点, 但是细胞得率相对较低, 且该抗体

SE-1的生产目前尚未商业化, 限制了此方法的

进一步推广.
1.2.2 CD31免疫磁珠分离法: CD31作为LSEC
上一种重要的标记分子, 在LSEC的分离或鉴

定中常常具有重要的作用[14]. 然而DeLeve[15]

曾发现采用免疫磁珠C D31筛选法分离所得

的LSEC, 缺少该细胞的标志性结构-窗孔和筛

板, 该现象说明CD31可能不再是窗孔化了的

LSEC的表面标志分子, 所以该方法可能不能

应用于分离窗孔化了的LSEC.
1.2.3 CD45免疫磁珠分离法: 跟其他内皮细胞

相比, LSEC是唯一一个表达CD45的内皮细

胞, 细胞分离时可作为筛选LSEC的一个辅助

条件[8,16].
1.2.4 CD105免疫磁珠分离法: Katz等[17]将生物

素标记过的CD105抗体与LSEC一同染色, 并
用抗生物素的磁珠进行筛选, 将筛选过的细胞

培养过夜, 然后检测其中LSEC的细胞纯度, 测
得纯度约为91.8%. 然而CD105同样在骨髓细

胞和血管内皮上也有表达, 因此用CD105免疫

磁珠进行LSEC的筛选时应注意是否有这些细

胞的掺杂问题.
1.2.5 CD146免疫磁珠分离法: CD146是一种存

在于细胞间或细胞间质的黏附分子, 近几年才

开始应用于实验鼠LSEC的分离, 这种磁珠分

离相比CD31磁珠分离的特异性更高, 分离出

的LSEC纯度>90%[18,19].
1.3 其他分离法  刘彪等 [20]采用胶原酶灌注
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方法结合Percoll密度梯度离心加anti-LSEC 
microbeads免疫磁珠法分离纯化小鼠LSEC, 该
实验操作中运用下腔静脉插管的方法进行肝

脏灌注, 相比传统的门静脉插管法简单和方便, 
成为一种新的LSEC分离方法. 王红霞等[21]采

用选择酶消化法结合免疫磁珠分选法分离裸

鼠LSEC, 该方法在免疫磁珠分选过程中的操

作方法做了调整, 省去了其中Percoll密度梯度

离心的繁杂步骤, 同样获得了高纯度和高活力

的LSEC.
在对LSEC的功能和作用机制进行研究时, 

如何获取大量高纯度和高活力的LSEC尤为重

要, 这也是研究中的关键点和热点问题. 目前, 
LSEC较为常用分离方法是先用链酶蛋白酶和

胶原酶灌注进行消化, 再结合密度梯度离心法, 
离心后淘洗进一步纯化[22-24]. 该方法分离得的

LSEC产量、纯度和活力都很高, 但离心淘洗

步骤时操作复杂和成本较高, 并且需要在特殊

的仪器上进行. 总之, 我们认为在以后的研究

中, LSEC的分离方法还会不断改进, 可分离得

活力和纯度更好的细胞, 同时分离的操作步骤

也可变得更加简单和快捷. 

2  LSEC的培养

目前, 国外关于LSEC的具体培养方法虽有报

道但并不详细, 而国内在该方面的研究报道

甚少. 从实验鼠肝中分离得到原代LSEC后, 
寻找合适的方法进行培养, 是该研究内容的

重要组成部分. LSEC在培养时对培养条件要

求苛刻并且很难一直保持分化状态, 细胞表

型也不稳定, 极易发生去窗孔并向连续型血

管内皮细胞转化[25]. 传统的内皮细胞培养技

术无法应用于培养LSEC, 而且该细胞在体外

培养时几乎不能增殖, 导致他不能进行长期

培养, 所以通常情况下体外培养该细胞活力

只能维持3 d左右. 世纪80年代, Friedman等[26]

率先研究并公布了LSEC的体外培养方法, 此
后研究者便不断对LSEC的条件培养基进行

改良. 
2.1 其他研究者的改良方法 刘彪等[20]将分离

的L S E C放入含有胶原的六孔板内 , 用含有

15%的胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)和
10 ng/mL的内皮细胞生长因子(endothel ia l 
cell growth factor, ECGF)的培养基培养细胞, 
该培养条件能使细胞培养的持续时间延长

至1 wk. 王红霞等[21]往培养瓶中加入含青霉

素、链霉素双抗和体积分数10%FBS的M199
培养基, 能使该细胞体外原代培养周期达到

2-3 wk, 而培养3 wk后绝大部分细胞很快会

发生凋亡 .  R o w e等 [27]应用含10%人血清、

血管内皮生长因子A(vascu la r endo the l i a l 
growth factor A, VEGF-A)和肝细胞生长因子

(hepatocyte growth factor, HGF)的人血管内

皮细胞基础培养基来培养LSEC, 细胞活力得

到很大的提高, 并且生长状况良好, 细胞形态

和排列非常典型. 目前研究者常用含10%以

上的F B S和1%双抗的最低必需培养基培养

LSEC, 能够使细胞的形态和活性维持较好的

状态[28].
2.2 基于细胞内相关调控机制的培养方法 Ohi
等[29]研究表明LSEC中细胞蛋白的酪氨酸磷酸

化状态对体外培养和体内生存都具有关键性

的作用, 往培养基中加入原钒酸(orthovanadate, 
O V)对L S E C的凋亡现象有一定对抗作用 . 
Martinez等[30]研究发现, 正常生理条件下肝窦

中的氧分压低于空气中的氧分压, 空气中的氧

分压对LSEC的培养有不利的影响, 在低氧环

境下更适合LSEC的长期培养. Hang等[31]研究

证明在培养LSEC时往含有VEGF的无血清培

养基中加入脂质补充剂, 能够提高细胞活力和

保持其分化状态, 表明在无血清培养基中游离

脂肪酸(free fatty acids, FFAs)能够调制LSEC的
细胞表型、存活率和增殖, 能够保持LSEC的

活性和促进其增殖, 并有助于该细胞保持分化

状态.
2.3 3D培养方法 Kim等[32]运用3D培养技术模

拟了一个更为真实的细胞生存环境, 然后将

从实验鼠中原代分离的HC和LSEC进行共同

培养, 细胞层由壳聚糖-透明质酸聚电解质多

层膜(chitosan-hyaluronic acid polyelectrolyte 
multilayer, PEM)组成, 作为模拟的Disse间隙, 
培养12 d后, 仍能检测到LSEC内相关因子的表

达. 表明这种3D培养技术能够使LSEC的表型

保持12 d以上, 为基于该细胞的进一步研究奠

定了基础. 
我们认为讨论LSEC的培养方法, 以往研

究主要集中在培养时外部条件对细胞的影响, 
而该细胞内的分子、免疫、代谢调控机制对

细胞生存和繁殖的作用, 将可能是下一步研究

的关键及热点问题. 

■相关报道
目前, LSEC较为
常用分离方法是
先用链酶蛋白酶
和胶原酶灌注进
行消化 ,  再结合
密度梯度离心法, 
离心后淘洗进一
步纯化.
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3  LSEC的鉴定  

LSEC在肝脏疾病中的作用是目前的研究热点

之一, 精确鉴定LSEC, 在肝脏科研的背景下具

有重要意义, 因此就有必要对分离的LSEC做

进一步的鉴定[33-35].
3.1 基于窗孔的鉴定方法 正常LSEC具有大

量内皮窗孔并且内皮下无完整基底膜, 这是

LSEC区别于其他血管内皮细胞最大的结构特

征, 这一特征通常用作LSEC的定性依据[36,37].
3.2 基于表面标志的鉴定方法 相比其他血管

内皮细胞 ,  L S E C还表现出血小板内皮细胞

黏附分子-1(platelet endothelial cell adhesion 
molecule-1, PECAM-1)的低水平表达, 以及在

大鼠的肝脏组织中存在独特的抗体SE-1识别

物等特征[38,39]. 在LSEC的细胞表面还存在透

明质酸结合蛋白-2(stabilin-2), 在LSEC上该蛋

白的表达与CD34的表达是相互排斥的, 因此

该标记分子可以用于鉴别区分对CD34抗体不

敏感的人源性LSEC[40,41]. 在正常LSEC中, 利用

vWF、CD14、CD31等抗体都可作为该细胞

的鉴定依据, 但应用这些抗体鉴定LSEC时应

根据情况选择合适的抗体, 有些标记分子是否

在LSEC上表达还存在争议[42,43]. 
3.3 基于基因表达的鉴定方法 研究者[20,44]曾

运用RT-PCR方法检测出LSECtin基因在分离

的小鼠LSEC上高表达, 推测该基因可能会成

为LSEC的一种鉴定标志; 但进一步的研究发

现, LSECtin基因同样在KC表达, 因此该基因

作为LSEC的鉴定标志被否定了[45,46]. 以前的

研究[47,48]曾发现在LSEC中表达瘦素基因, 但
该基因能否作为LSEC的鉴定标志, 目前还没

有结果.
3 .4  其他  淋巴管内皮透明质酸受体 -1( l y-
mpha t i c ves se l endo the l i a l hya lu ronan 
receptor-1, LYVE-1)是一个在LSEC表达而在

肝脏其他细胞不表达的清道夫受体[49,50]. 近几

年研究[8,51]表明, 相比于肝细胞, LSEC是凝血

因子Ⅷ的主要生产来源, 该因子或许可以成

为LSEC区别于肝脏中其他细胞的一种新的

鉴定指标.
总之, 对于LSEC的鉴定, 目前研究者依然

最常应用细胞的表型标志分子和其独特的形

态结构作为鉴定LSEC的依据. 我们认为随着

细胞鉴定相关技术的不断提高, 该细胞内更多

的特定表达基因将可能会被发现, 鉴定LSEC

也会变地更加简易和可靠. 

4  结论

近年来LSEC分离、培养与鉴定相关的技术

和方法的研究有了长足进步, 这对观察和研

究LSEC在肝脏生理功能和病理机制中的作

用, 及基于该细胞的开发研究具有重要的意

义. 尽管目前技术已经能够分离获得高纯度

和高活力的LSEC, 但是这些常用的分离方法

成本较高且操作复杂; 而且培养该细胞时, 其
内部的分子、免疫、代谢调控机制对细胞的

活力和繁殖的影响仍然值得进一步研究; 寻
找细胞内更多的特定表达基因对LSEC进行

更准确更简易地鉴定也应该成为下一步研究

的热点问题. LSEC在肝纤维化和肝脏免疫功

能的机制研究中具有重要作用, 随着细胞分

离、培养与鉴定相关技术方法的不断革新 , 
LSEC的生理结构和病理机制将会得到更为

完善的阐述, 这将为探讨该细胞的功能及其

在肝脏病理生理过程中的作用及机制的研究

奠定了基础. 
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胞在肝脏病理生
理过程中作用及
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