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胎鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞分离、原代培养与鉴定

陈 慧 , 王振花 , 张建平 , 杨冬梓

( 中山大学附属第二医院妇产科 , 广东 广州 510120 )

摘 要 :【目的】探讨胎鼠肺泡Ⅱ型细胞原代培养及鉴定方法 , 建立肺泡Ⅱ型细胞培养模型 , 为体外研究

肺泡Ⅱ型细胞及胎儿肺发育提供实验手段。【方法】采用低浓度胰酶消化 20 d 胎鼠肺组织 , 经差速离心和特

异性免疫吸附后 , 分离、纯化胎鼠肺泡Ⅱ型细胞 , 进行原代培养 ;根据细胞生长特点、形态特征、细胞表型和肺

表面活性特异蛋白 A的分泌 , 用免疫细胞化学染色、透射电镜及酶联免疫吸附法对分离的细胞进行形态学和

功能鉴定。【结果】原代培养的肺Ⅱ型细胞 12 h 开始贴壁 , 外观呈多边形 , 岛状生长。培养的 24～48 h, 细胞连

接成单层 , 胞浆内颗粒明显 , 培养的 6~7 d 细胞内颗粒大量减少 ;免疫细胞化学鉴定细胞肺表面活性特异蛋白

A( surfactant protein A, SP- A)染色阳性 , 透射电镜可见观察到细胞内板层小体 , 培养液中 SP- A含量随培养时

间延长逐渐增多 , 于培养 36 h 达峰值 , 为 80 ng/mL;细胞纯度达(92±2)%, 产量为(18.6±7)×106。【结论】差速离

心和免疫黏附法是一种高效的分离和纯化胎肺Ⅱ型细胞的方法 , 所得细胞产量大、纯度高 , 可以用于体外研究

肺泡Ⅱ型细胞和晚期胎肺发育的研究。
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An Enhanced Method for Isolation, Pr imary Culture, and Identification of TypeⅡ

Alveolar Epithelial Cells from Fetal Rats

CHEN Hui, WANG Zhen- hua, ZHANG Jian- ping, YANG Dong- zi

( Department of Obstetrics and Gynecology, The Second Affiliated Hospital, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China )

Abstract :【Objective】The aims of this study were to develop the primary culture technology and identification

method for alveolar typeⅡ cells (AEC Ⅱ) . Providing experiment means for investigating AEC Ⅱand fetal lung

development in vitro by establishing AEC Ⅱculture model.【Methods】Low density trypsin was taken to digest lung

tissues, which were obtained from 20- day fetal rats. Differential centrifugation and specific immunosorption were

used to demesh and purify AECⅡ . Immunocyto - chemistry, electron micrograph, and enzyme – linked

immunosorbent assay (ELISA) were used to identify the morphology and function of the cultured cells, according to

the cells growth feature, morphologic characteristics, phenotypic characteristics and the secretion of surfactant

protein A.【Results】AECⅡ adhered after cultured for 12 h, the shape of cell was polygon under microscope. And

cells connected like islands. Following 24- 48 h in culture, cells formed confluent monolayers. There were fine

particles in intracytoplasm. On days 6~7 in culture, fine particles decreased. The expression of SP- A in AECⅡ was

positive and lamellarbodies were revealed under electron micrography. The quantity of SP- A in culture solution was

80 ng/mL when cultured for 36 hours. The cells purify was (92±2) % and quantity was (18.6±7) ×106 every fetal

lung.【Conclusions】 Differential centrifugation and specific immunosorption were the efficient methods to isolate,

purify, and culture rat AECII cells. Cells with high quantity and purity make use to study functions of AECⅡ cells

and the development of fetal lung.
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胎肺发育晚期肺组织主要由肺泡Ⅱ型上皮细

胞(type Ⅱ alveolar epithelial cell, AEC Ⅱ)和肺成

纤维细胞组成。AEC Ⅱ细胞在肺发育和肺功能调

节中有重要作用 , 它能分裂、增殖并转化为Ⅰ型细

胞 , 同时参与机体免疫调节、水和电解质平衡等 ,

与肺组织生理功能密切相关。因此 ,从肺复杂的成

分中得到高纯度高产量的细胞并建立体外细胞模

型 , 对研究 AEC Ⅱ细胞功能和晚期胎儿肺发育以

及早产儿、新生儿乃至成年期某些肺部疾病有重

要意义。目前 , AEC Ⅱ细胞原代培养主要采用密度

梯度离心、贴壁选择、流式细胞仪分离等方法 , 但

是 AECⅡ易损伤 , 分离纯化困难 , 且不能进行传代

培养 , 因此 , 目前的诸多方法有操作复杂 , 时间长 ,

细胞损伤较大 , 细胞形态功能易发生变化等缺点 ,

且细胞的产量和纯度有限 , 影响体外有关 AECⅡ

的研究。本研究根据胎鼠晚期肺发育特点、细胞组

成和特性采用差速离心和免疫黏附的方法成功分

离、纯化并培养高纯度、高产量的胎鼠 AECⅡ。

1 材料和方法

1.1 实验动物与实验试剂

SD 成年大鼠购自中山大学医学院实验动物

中心 , 雌鼠体质量 220~260 g, 雄鼠体质量 260~

300 g。雌雄按 3∶1, 于第 1 天下午合笼 , 第 2、3 天

晨检查雌鼠 , 见阴道阴栓计为孕 0 d。第 3 天检查

雌鼠后 , 将未受孕鼠与雄鼠分笼喂养 , 休息 4 d 后

再合笼 , 并观察雌鼠受孕情况。孕鼠于孕 20 d 行

剖宫取胎。大鼠 IgG、多聚赖氨酸、SP- A标准品

(Sigma 公司), 胰蛋白酶( Anresco公司), 胎牛血清、

DMEM(GIBCO 公司 ) , DNaseI、兔抗鼠 SP- A 抗体

(Santa Cruz公司), 羊抗兔 IgG、SABC试剂盒、DAB

显色试剂(武汉博士德生物工程公司)。

1.2 大鼠 IgG 包被培养皿

0.5 g/L大鼠 IgG溶液按 5 mL/90 cm2 培养皿

铺板 , 轻晃使溶液完全覆盖培养皿底 , 22 ℃静置 3

h, 倒出大鼠 IgG溶液 , 10 mL PBS轻轻冲洗培养

皿 , 重复 5 次 , 再用 10 mL 无血清 DMEM冲洗 2

次后待用。

1.3 胎肺Ⅱ型上皮细胞的分离

孕20 d SD大鼠 , 100 g/L水合氯醛0.3 mL/100

g腹腔注射 , 约5~10 min后大鼠麻醉 , 无菌条件下

剖宫取出胎鼠 , 置于含有少量无血清冰冷的

DMEM无菌培养皿中 , 取出胎肺 , 于预冷PBS液中 ,

去除气管、支气管、血管等 , 将肺组织移至无菌青

霉素小瓶 , PBS液清洗2次 , 将肺组织剪成大小约1

mm3碎块 , Hank′s吹打清洗 ,吸弃上清 ,重复2次。按

照每只胎鼠1 mL 加入1.25 g/L胰酶(37 ℃预温), 37

℃消化20 min,消化时可以轻轻搅拌。加入与消化

液等量含100 mL/L胎牛血清的DMEM终止消化 ,用

吸管反复吹打均匀 , 200目尼龙筛网过滤细胞悬

液。滤液1 500 r/min(r=10 cm)离心5 min, 弃上清 ,

用10 mL DMEM培养液重悬沉淀。

1.4 胎肺Ⅱ型上皮细胞的纯化与培养

将 DMEM细胞悬液移入上述大鼠 IgG包被的

培养皿中 , 37 ℃含体积分数 5%CO2培养箱培养进

行免疫黏附 , 2 h 后吸取培养液移入无菌离心管 ,

800 r/min(r=10 cm)离心 5 min, 弃上清 , DMEM重

悬沉淀后调细胞浓度为 1×106/mL 接种在 90 cm2

一次性培养皿和 6 孔培养板中 , CO2 培养箱培养 ,

2~3 d 换液 ,用倒置显微镜( XDS- 1B, 重庆)观察其

形态和基本生长情况。

大鼠 IgG包被的培养皿中未贴壁的胎肺 AEC

Ⅱ被转移后 , 向培养皿中添加含有(50~100) mL/L

胎牛血清 DMEM, 37 ℃含体积分数 5%CO2继续培

养免疫黏附细胞 ,作为胎肺 AECⅡ的对照。

1.5 胎肺Ⅱ型上皮细胞的鉴定

1.5.1 免疫细胞化学鉴定 盖玻片置于 6 孔培养

板内 , 使用 1∶10 稀释多聚赖氨酸浸泡 2 h, 吸出多

聚赖氨酸 , 6 孔板放无菌台彻底吹干。纯化后的

AECⅡ接种于盖玻片并培养 12 h, 取盖玻片用 4

g/L多聚甲醛固定 30 min, 按 SABC法进行免疫细

胞化学操作 ,并分析 AECⅡ的纯度。

1.5.2 透射电子显微镜鉴定 取长满培养皿皿底

的 AECⅡ,弃去培养液 , 25 g/L戊二醛固定 2 h, 使

用细胞刮子将细胞刮下 , 2 500 r/min (r=10 cm)离

心 10 min,细胞沉淀结块 , 进行后固定、丙酮脱水、

包埋及超薄切片 , H - 600 透射电镜 ( 日 本 ,

HITACHI)观察。

1.5.3 台盼蓝染色判断细胞活力 取对数生长期

细胞 ,调整细胞浓度为 1×106/L, 接种于 96 孔培养

板 , 每孔 180 #L, 培养 24 h 后加 4 g/L 台盼蓝每
孔 20 #L, 用血球计数板在光镜下计活细胞数 , 计
数 500 个细胞 , 拒染的为活细胞 , 计算活细胞的百

分比 ,以判断细胞存活状况。

1.6 酶联免疫吸附法检测细胞培养液中 SPA含量
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图 3 免疫组织化学鉴定胎肺 AECⅡ细胞 SP- A 表达

Fig.3 Immunocytochemistry was used to identify AECⅡ

cells showed positive immunocytochemistry stain

for SP- A (×320)

图 1 普通光镜观察原代培养胎鼠 AECⅡ

Fig . 1 Pr imary culture typeⅡ alveolar epithelial cells (×160)

A:Purification AECⅡ were cultured in vitro for 12 h; B:

Purification AECⅡ were cultured in vitro for 24 h, C: Mixed cells

were cultured in vitro for 0 h, D : Mixed cells were cultured in vitro

for 24 h

原代培养 24 h 的 AECⅡ以 106/mL加入 96 孔

培养板中 , 于培养 6、12、24、36、48 h 收集培养液

标本 , - 20 ℃保存待测。兔抗鼠 SPA 使用 0.1 mol/

L NaHCO3 作 1: 2 000 稀释后包被 96 孔板 , 4 ℃

过夜。0.01 mol/L PBS- BSA封闭 , 37 ℃ 30 min 。加

入 0.1 mL系列稀释的 SP- A标准品、1∶50 稀释的

培养液 , 37 ℃ 60 min。PBS洗板 , 加入 0.1 mL含

2 ×g羊抗兔 IgG的二抗 , 37 ℃ 60~90 min 。PBS洗

板 , 0.1 mol/L 磷酸 - 柠檬酸缓冲液 ( 含 0.2 g/L

TMB, 0.03 g/L H2O2) , 37 ℃显色 10 min。2 mol/L硫

酸 0.05 mL终止反应。自动酶标仪( CODA全自动

酶免分析仪,美国 BIORAD公司 )测量并计算 SP-

A含量。

2 结 果

2.1 光镜下原代培养胎鼠 AECⅡ细胞形态学特

征及变化

通过免疫黏附纯化的胎鼠 AEC Ⅱ细胞在接

种后的 12～18 h 见贴壁 , 岛状生长方式 , 18～24 h

大量贴壁并进入对数生长期。培养 24 h 接近融

合 , 细胞平展呈圆形、立方形或多边形 , 相互连接

形成单层 , 胞浆内有大量反差明显的细胞小颗粒 ,

细胞核明显(图 1A、B)。培养 72 h 后 ,细胞内颗粒

有所减少 , 第 6~7 天颗粒明显减少 , 无法辨认Ⅱ型

细胞特征。

免疫黏附纯化后剩余细胞培养 24 h 后大量

贴壁 , 多数呈梭形或不规则三角形 , 相互联结成网

状 (图 1C、D) , 其形态和生长方式与 AEC Ⅱ细胞

差异明显。

2.2 透射电镜观察原代培养胎鼠 AECⅡ细胞浆

内板层小体

原代培养 24~48 h 的胎肺 AECⅡ, 电镜下可

见细胞内特征性结构 : 板层小体 , 大小不一 , 呈同

心圆或平行排列 , 直径 0.1～1.0 "m, 电子密度高 ,
在胞浆中分布不均匀 , 数量 2- 10 个不等。还可见

到粗面内质网、高尔基体等细胞器 (图 2) , 胞浆较

多 ,胞核明显。

2.3 免疫细胞化学鉴定胎肺 AECⅡ细胞 SP - A

表达

进行 SP- A免疫组化见棕黄色颗粒定位于胞

浆 , AECⅡ表达阳性(图 3)。每只胎肺免疫纯化、贴

壁后可获 AECⅡ细胞 (18.6±7)×106, 纯度达 (92±

2)% , 台盼蓝拒染实验检测细胞活力为 (96.5±

2.1)%。

图 2 透射电镜下观察原代培养 AECⅡ细胞内板层小体

Fig.2 Lamellarbodies of AEC Ⅱ were revealed under

electron micrography(×12 000)

A B

C D
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2.4 原代培养胎鼠 AECⅡ细胞功能学鉴定结果

采用 ELISA方法检测细胞培养液中的 SP- A

的数量来反映细胞的功能状态。在细胞培养后的

2 h 就可以检测到培养液中的 SP- A, 其数量随体

外培养时间延长而增多 , 培养 36 h 左右达到峰

值 ,约为 80 ng/ml,此后逐渐减少(图 4)

3 讨 论

肺泡Ⅱ型上皮细胞是肺泡上皮细胞的“干细

胞”, 能增殖成新的 AECⅡ , 还可以分化为其他上

皮细胞如肺泡Ⅰ型上皮细胞。AECⅡ胞浆内的板

层小体 , 通过胞吐方式释放磷脂等表面活性物质 ,

发挥降低肺泡表面张力、稳定肺泡直径的作用。另

外 , AECⅡ跨膜运输能力对于维持正常肺水转运 ,

保证正常气体交换有重要作用。AECⅡ还参与氧

化代谢、免疫调节 , 还是某些激素的靶细胞 [1, 2]。因

此体外培养胎鼠 AECⅡ常常用于研究胎儿肺发

育、呼吸功能及相关疾病。

19～20 d 胎鼠肺的发育时期与人类胎肺发育

的小管期向囊性期过渡阶段一致 , 是肺发育的关

键时期 , 因此 19～20 d 胎鼠 AECⅡ是研究晚期胎

儿肺发育的理想材料 , 能较好反映此阶段胎儿肺

的功能特点和发育特征。根据胎儿起源学说 ,胎儿

出生后肺功能不全及成年后呼吸系统疾病的发生

与此期密切相关 [3, 4]。19～20 d 胎鼠肺组织中肺泡

上皮细胞大量增殖 ,其中 95%以上为 AECⅡ, 间质

细胞则以成纤维细胞为主。因此 ,采用 19～20 d 的

胎鼠肺分离纯化 AECⅡ, 所得细胞产量大 , 纯度

高 ,易于分离纯化。

常用的Ⅱ型细胞纯化方法有密度梯度离心

法、贴壁选择法、流式细胞仪分离法等 , 这些方法

具有操作繁琐 , 所得细胞数量有限 , 且损伤细胞等

缺点。本研究采用的是差速离心和免疫黏附法 ,利

用了 AECⅡ和成纤维细胞之间的比重差异 , 800 r/

min 离心 2～3 次 , 使 AECⅡ沉淀 , 进行初步纯化。

同时 , 由于胎鼠肺组织中非肺泡Ⅱ型上皮细胞如

成纤维细胞和巨噬细胞等 , 其细胞表面有 Fc 片段

受体 , 能与鼠 IgG进行特异性结合 , 吸附到培养介

质上 , 而 AECⅡ不能与铺有鼠 IgG的培养介质结

合 ,洗脱收集后可以得到高纯度、高浓度细胞[5]。本

实验用低浓度胰蛋白酶消化肺组织 , 用大鼠 IgG

黏附纯化 2 h, 可除去绝大多数的非Ⅱ型细胞 , 简

便易行。SP- A免疫细胞化学法测定 AECⅡ纯度高

达 (92±2)%, 采用 ELISA方法分析细胞培养液中

SP- A数量及其变化特征表明此方法培养的 AEC

Ⅱ功能状态良好。

鉴定 AECⅡ的方法较多 , 包括电镜法、丹宁酸

染色法、巴氏染色法等。电镜观察能够直接显示

AECⅡ细胞特征性结构板层小体 , 是鉴定 AECⅡ

的“金标准”, 但观察前准备步骤繁琐、耗时长、要

一定量细胞方能满足制片需要 , 不适合作为常规

方法。肺表面活性蛋白 A(surfactant protein A, SP-

A)免疫细胞化学鉴定是一种新方法 , SP- A是构成

肺表面活性物质的重要成分之一 , 能特异性表达

于 AECⅡ , 且含量多 , 易于检出 , 特异性敏感性均

高 [6]。本实验即采用 SP- A免疫细胞化学法 , 鉴定

时间仅需 20 h,大大短于电镜检查所需的 2 周。为

保证 SP- A鉴定的可靠性 , 同时使用了电镜观察 ,

镜下见到 AECⅡ内特征性结构板层小体 , 及粗面

内质网、高尔基体等细胞器。

原代培养第 2 d 肺泡Ⅱ型上皮细胞进入对数

生长期 ,适于做体外研究。随着体外培养时间的延

长 AECⅡ在形态学上经历 3 个阶段 :贴壁生长期、

生长高峰期和退化期 , 而后转变为肺泡Ⅰ型上皮

细胞 , 逐渐脱落失去培养 , 3 个阶段共 10 d 左右。

这可能与细胞失去了体内环境无法完成增殖、传

代有关 , 目前条件下上皮细胞只适合短期培养不

适合做长时间的体外研究[7,8]。如能改进培养条件 ,

使 AECⅡ在体外更长时间生长甚至传代将有利于

图 4 酶联免疫吸附法定量分析胎肺 AECⅡ细胞 SPA表达

Fig.4 Distr ibution of sur factant protein A( SP- A)

SP- A in culture solution was detected with an enzyme

- linked immunosorbent assay( ELISA) at 6 h, 12 h, 24

h, 36 h, and 48 h
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[1]

[2]

[3]

[4]

深入研究 AECⅡ增殖、分化、液体转运、合成分泌

的功能 , 在肺发育成熟等生理过程中的作用机制

及其在肺损伤、修复等病理生理情况下的改变情

况等。这可能需要寻找能够刺激上皮细胞的生长

因子 , 或者在不断发现 AECⅡ表面某些特异标记

的基础上 , 结合免疫学技术研究新的提取方法达

到纯度更高、细胞损伤更小。
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