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放射性口干症是头颈肿瘤放疗的常见并发

症，射线导致了涎腺腺泡细胞的死亡，因此病人有
严重的口干、 吞咽困难、 频繁的龋齿和真菌感染

等，严重影响了患者的生存质量。 迄今为止，还没
有理想的治疗方法 ［1］。 组织工程学的发展，使得人
们希望构建有功能的涎腺组织， 达到治疗该病的

SD大鼠颌下腺腺泡细胞培养及胶原海绵的细胞相容性
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摘 要： 【目的】 研究 SD 大鼠颌下腺腺泡细胞体外培养方法以及和胶原海绵的细胞相容性，探讨胶原海绵应用于涎腺

组织工程支架材料的可行性。 【方法】 取新生 SD 大鼠颌下腺组织，胰酶消化后将细胞于适宜的体外环境培养、纯化、鉴定，

并将鉴定好的颌下腺腺泡细胞移植到胶原海绵上，采用 DAPI 进行特异性的核染色，荧光显微镜下观察腺泡细胞与胶原海绵
的相容情况，评价腺泡细胞与胶原海绵的相容性。 【结果】 体外培养的颌下腺腺泡细胞经纯化后能够分泌特异性的淀粉

酶，免疫细胞化学淀粉酶抗体阳性染色，并能在胶原海绵上正常增殖。 【结论】 体外培养的颌下腺腺泡细胞具备腺泡细胞

的生物学特征并与胶原海绵有很好的相容性，有望将胶原海绵作为组织工程化涎腺组织的支架材料之一。
关键词： 颌下腺细胞； 体外培养； 组织工程； 胶原海绵

中图分类号： R349．34 文献标识码： A 文章编号： 1672－3554（2009）02－0160－05

Cell Culture of Submandibular Gland from SD Rats and Its Compatibility
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Abstract： 【Objective】 To study in vitro culture of submandibular gland acinar cells （SMGC） isolated from SD rats and the
compatibility between SMGC and collagen sponges， and to investigate the feasibility of collagen sponges applied to the scaffold in
salivary tissue engineering． 【Methods】 The submandibular gland tissues isolated from neonatal SD rats were digested into SMGC by
pancreatic enzyme． After cultured， purified， and identified in vitro， the identified SMGC were transplanted into the collagen
sponges． Then the SMGC were stained in nuclear by 4′， 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride staining （DAPI） every week
and observed under fluorescence microscope． The compatibility between SMGC and collagen sponges was evaluated． 【Results】 The
SMGC cultured in vitro could secrete specific amylase after purification． Positive immunocytochemical staining of amylase in SMGC
could be observed． SMGC could proliferate well in collagen sponges． 【Conclusions】 SMGC cultured in vitro have the biological
characteristics of acinar cells and the compatibility with collagen sponges． Collagen sponge can be served as one of the salivary
tissue engineering scaffolds．
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目的。 而组织工程的重要、基础的步骤就是构建增
殖活跃、 有功能的种子细胞及寻找合适的支架材
料，目前，多数学者将涎腺细胞的体外分离培养作
为种子细胞的研究方向 ［2－4］，但未有作者检测培养
细胞分泌淀粉酶的功能， 且仍未有理想的支架材
料。 我们通过本实验研究，期望获得有分泌功能的
颌下腺腺泡细胞（submandibular gland acinar cells，
SMGC），并探讨其与胶原海绵的相容性，为涎腺组
织工程学研究提供思路。

1 材料与方法

1．1 材料来源
8 d 龄新生 SD 大鼠，雌性，中山大学实验动物

中心提供。 胶原海绵（上海其胜），胎牛血清（四季
清公司），DMEM-F12（GIB Co USA），胰蛋白酶，表
皮生长因子、胰岛素、转铁蛋白、地塞米松（Sigma
公司 ）， 用于细胞鉴定的抗体 ： 淀粉酶抗体
（Amylase-G10），HRP 二抗 （DAKO GK 500755），
DAB 显色试剂盒，CO2孵箱，6 孔培养板，位相差倒
置显微镜，手术器械等。
1．2 腺泡细胞分离培养方法
取 8 d 龄的新生 SD 大鼠 CO2 窒息法处死，无

菌状态下摘除双侧颌下腺， 剪碎腺体为 1 mm3 的

小块， 转移至 30 mL 无菌烧杯中，0．25％的胰蛋白
酶 37 ℃下消化 20 min，共 2 次。 加血清终止胰酶
反应，筛网（200 目）过滤后吸入离心管离心（900
r ／ min， r ＝ 5 min）。 去除上清液，用配好的腺细胞
专用培养基（含：DMEM-F12，10％胎牛血清，5 μg ／
mL 胰岛素，5 μg ／ mL 的转铁蛋白，1 × 10－7 mol ／ L
地塞米松，表皮生长因子 0．1 μg ／ mL，青霉素 200
IU ／ mL，链霉素 100 μg ／ mL，两性霉素 B 0．25 μg ／
mL） 将下层细胞制成细胞悬液。 利用差速粘附法
进行 SMGC 的分离纯化， 将纯化后的 SMGC 用作
进一步的细胞培养及特性分析。 隔 2 日更换培养
液。 细胞长满单层后（6 ～ 8 d），即可进行传代，计
数调整细胞密度为 1 × 106，按 1： 2 或 1： 3 接种于
Ⅰ型胶原包被的培养瓶 ［3，4］。
1．3 腺泡细胞的鉴定
相差显微镜下观察细胞的形态， 取接种于培

养瓶后原代至第 5 代的 SMGC 培养基， 采用淀粉
酶试剂盒方法检测其淀粉酶含量。 另外将培养细
胞消化后配置的细胞悬液按 1 × 104 接种于底部

放置了 24 mm × 24 mm 玻片的 6 孔板培养 （玻片
预先用多聚赖氨酸处理过，并消毒），培养 2 d 后
弃培养液，甲醇固定 15 min，PBS 漂洗 3 次，每次 5
min， 加一抗 （Amylase-G10），4 ℃湿盒孵育过夜。
PBS 漂洗 3 次， 每次 5 min。 加 HRP 二抗（DAKO
GK 500755），常温下孵育 1 h，PBS 漂洗 3 次，每次
5 min。 加入新配置的 DAB 显色液，苏木素复染 1
min，清洗。 乙醇依次脱水，二甲苯透明，中性树脂
封片，显微镜下观察并拍照。
1．4 腺泡细胞于胶原海绵上生长
胶原海绵灭菌后备用 ［5］，将鉴定好的第 2 代

SMGC 消化后配成细胞悬液， 移植于无菌的胶原
海绵上（1 cm × 1 cm × 1 cm）使胶原海绵呈饱和
状态。 并于 6 孔板上培养，每周对胶原海绵上细
胞进行 DAPI 染色 （终浓度 10 μL ／ mL），荧光显
微镜下观察其与胶原海绵的相容性和生长情况。
1．5 统计学分析
各代 SMGC 培养基中的淀粉酶浓度利用

SPSS 13．0 统计软件包分析， 采用单因素方差分析
法，多重比较为 LSD 法，显著性水准为 0．05。

2 结 果

2．1 颌下腺腺泡细胞的形态学特征
原代的 SMGC 于倒置显微镜下观察， 约 48 h

后体外培养的细胞形成克隆，呈卵圆形，一般需要
6 ～ 8 d 长满单层， 差速粘附法去除成纤维细胞
后，可得到较为一致的颌下腺细胞，显微镜下观察
呈圆形、椭圆形或多边形，排列密集，鹅卵石样外
观，胞浆丰富，可见分泌性颗粒（图 1A）。
2．2 原代至第五代的颌下腺细胞的淀粉酶含量
我们将各代的 SMGC 培养基收集，淀粉酶试

剂盒法检测其淀粉酶浓度 （表 1），统计学显示 ，
不同代之间的淀粉酶含量不同。 另外，LSD 法多重
比较显示， 第 2、3 代的淀粉酶浓度与其他各代不
同（P ＜ 0．05）。
2．3 免疫组织化学染色
取第 2 代 SMGC 爬片后固定， 加淀粉酶抗体

（Amylase-G10），DAB 显色结果强阳性， 主要位于
胞浆；对照组结果阴性（图 1B、C）。
2．4 荧光显微镜下观察
腺泡细胞于胶原海绵上增殖良好，腺泡细胞

粘附于三维结构的胶原海绵上，细胞的生长成递
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增状态（图 2A、B）。 将胶原海绵从培养皿中取出
再于镜下观察，仍可见腺泡细胞粘附（图 2C）。

3 讨 论

组织工程化涎腺对于治疗放射性口干症及其

他各种原因导致的涎腺分泌功能障碍， 具有广阔
的临床应用前景。 目前， 常用的种子细胞有 HSG
细胞株，取自病人放射后的涎腺组织。 但 Aframian
等［6］研究发现 HSG 细胞不能合成紧密连接相关蛋
白 ZO-1，occludin， claudin-1 和 claudin-2，因而不

表 1 腺泡细胞分泌淀粉酶含量
Table 1 Amylase secreted by acinar cells （x ± s， U ／ L）

Passage （P0-5）
P0
P1
P2
P3
P4
P5
F
P

Amylase
12．8 ± 9．4
31．7 ± 7．6
94．2 ± 20．81）

52．5 ± 19．72）

9．0 ± 10．7
1．5 ± 2．1
40．38
0．00

LSD-t test after analysis of variance （ANOVA），compared with
other passage， P ＜ 0．05

图 1 第 2 代颌下腺腺泡细胞及其免疫组化鉴定
Fig． 1 Photomicrography of cultured SMGC of passage 2 and their immunocytochemical staining

A： SMGC of passage 2， with abundant cytosome and cobblestone-like alinement， × 200； B： Positive immunocytochemical staining of amylase
in SMGC， × 400； C： Negative immunocytochemical staining in control group， × 400

图 2 DAPI 染色显示颌下腺腺泡细胞在胶原海绵的增殖情况
Fig． 2 Photomicrography of SMGC proliferating in collagen sponges with DAPI staining

A： SMGC growing in collagen sponges for one week and cells with blue fluorescence can be observed in collagen sponges， × 200； B： SMGC
growing in collagen sponges for two week and more cells with blue fluorescence can be observed， × 200； C： collagen sponges were dislodged from
the culture dishes and cells with blue fluorescence also can be observed in collagen sponges， × 200

能限制周围细胞的渗透，故认为 HSG 细胞不适于
涎腺组织工程的异源植入细胞， 且具有恶性转化
的可能。 另外，也有学者用分子生物学技术，通过

SV40 突变体基因转染涎腺细胞 ，获得了永生化涎
腺细胞系，使涎腺生理、病理研究有了能长期传
代的细胞系。 但由于该细胞是异倍体，同样有成
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瘤性可能［7］。 因此，我们认为现阶段的种子细胞研
究， 还是以分离培养方法得到的细胞更具有现实
意义。
涎腺细胞是高度分化的上皮细胞， 体外培养

并保持其功能，还要传代培养，非常困难。因此，人
们通过在培养基中加入一些有利于细胞生长和分

化的因子和成分，来延长细胞于体外生存的时间，
并且保持其分泌功能。 有学者在培养液中加入了
表皮生长因子、胰岛素、转铁蛋白、氢化可的松等，
使得颌下腺细胞在体外培养达到 5 周以上， 传到
第 6 代仍然分化较好，保持一定的增殖能力 ［8］。 本
研究使体外培养的颌下腺细胞， 一直保持分泌
功能到第 5 代，并且具有良好的形态，培养时间达
到 6 周。
获得纯化的腺泡细胞以用于下一步的实验非

常重要，研究者采取无血清培养法，并加入有利于
上皮细胞生长的因子。 在无血清的条件下，成纤维
细胞受到限制， 上皮细胞具有较强的增殖和分化
能力，但实践表明细胞难以传代 ［9］。 在本实验中，
首先在分离新生 SD 大鼠颌下腺组织时就要尽可
能的剔除包膜，减少成纤维细胞的混杂。 原代细胞
悬液植入培养瓶时采用差速粘附法， 使得细胞悬
液中粘附粘力较强的成纤维细胞先行粘附， 然后
采用弃去培养瓶的方法去除大部分的成纤维细

胞。实验表明，首次差速粘附可去除约 80％的成纤
维细胞，之后在传代的过程再采用相同的方法，则
可得到纯化的腺泡细胞， 显微镜显示细胞比较单
一的多角形，胞浆丰富，梭形的成纤维细胞很少看
到。 另外，合理调整胰蛋白酶的浓度也很重要，它
保证了细胞传代后的增殖能力。 胰蛋白酶是一种
快速、有效、作用较强的蛋白水解酶，主要用于消
化细胞间质， 可在保留细胞活力的同时使细胞分
离，从而可得到单一的细胞成分 ［10］。 然而，胰蛋白
酶过度消化细胞也会给细胞带来较大的伤害 ［11］。
因此，必须控制酶浓度、消化时间长短和消化的温
度。我们的经验是使用 0．25％的胰蛋白酶，37 ℃下
消化，消化时间不能超过 2 min。
有活力的腺泡细胞应该可以分泌淀粉酶，我

们将各代的腺泡细胞培养基分别用淀粉酶试剂盒

检测其淀粉酶的含量， 结果表明原代至第 5 代细
胞均可分泌淀粉酶， 但第 5 代以后的细胞淀粉酶
基本检测不到，而且细胞的形态改变，呈现老化的
状态，增殖也减弱。 实验表明，第 2、3 代的颌下腺

细胞分泌功能最强，与其他各代不同。 因此认为这
部分细胞活力较强，可用于下一步的实验研究。 另
外， 我们也从免疫细胞化学的角度检测细胞内的
淀粉酶抗体，实验结果显示结果呈强阳性，而未加
一抗的颌下腺细胞 DAB 染色阴性。
涎腺组织工程的另外一个关键环节就是寻找

适合的可降解的支架材料。 目前组织工程化研究
常用的是生物降解型高分子材料， 有聚羟基乙酸
（PGA）、聚乳酸（PLA）、聚－L－丙交酯（PLLA）等，研
究者将颌下腺细胞接种在上述高分子材料， 发现
并不粘附，无法在支架上生长，只有在一定的细胞
外基质成分的包被下才能粘附生长 ［12］。 而胶原海
绵由一种天然蛋白质组成， 该蛋白广泛存在于动
物的皮肤、骨、肌腱韧带和角膜等组织中 ［13，14］。 具
有良好的细胞诱导作用、组织相容性、低毒性 ［15］。
因此我们选择胶原海绵作为腺泡细胞的支架材

料，通过体外实验探讨其与细胞的相容性。 实验结
果表明， 颌下腺腺泡细胞能够在胶原海绵上正常
增殖，并且呈现细胞生长的递增趋势。 另外，我们
将胶原海绵从培养皿中取出， 排除培养皿细胞的
干扰， 仍可观察到腺泡细胞在胶原海绵三维结构
上的粘附。 据此可见，腺泡细胞是可以在该支架材
料上生长的。
综上， 我们认为通过颌下腺细胞的体外培养

实验，得到了增殖良好，有功能的腺泡细胞，并发
现胶原海绵与颌下腺腺泡细胞具有良好的细胞相

容性，有望成为组织工程化涎腺的支架材料之一。
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