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·技术研究·

良性前列腺增生症（benign prostatic hyper-

plasia，BPH）是影响老年男性健康的常见病，常导

致排尿困难、泌尿系感染、肾功能损害等[1,2]。前列

腺由腺上皮(epithelium)和围绕腺上皮四周的基质

应用 Percoll非连续密度梯度离心法富集人前列腺上皮细胞
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摘 要：【目的】探讨应用 Percoll非连续密度梯度离心法从人前列腺增生组织中纯化上皮细胞的可行

性。【方法】 无菌条件下用胶原酶消化前列腺增生组织碎块，获得细胞悬液经两种不同质量密度溶液（!A=
1.070 g/mL Percoll和 ! B =1.035 g/mL Percoll）的梯度柱离心后，以注射器于两种 Percoll溶液界面之间抽出前
列腺上皮细胞，以 HBSS液洗涤细胞后置于 37 ℃、体积分数 5%CO2孵箱中连续培养。观察细胞形态及生长,

台盼蓝染色计算活细胞率，细胞角质蛋白免疫组织化学染色鉴定上皮细胞。【结果】经 Percoll非连续比重梯度

离心法, 能将上皮细胞与成纤维细胞和其他基质细胞分离, 纯度达 95%以上。台盼蓝染色计算活细胞率达

95%。纯化得到的细胞呈上皮细胞特有的铺路石样外观,可连续传 3～5代。细胞角质蛋白 CK7/8染色阳性证实

细胞为上皮源性。【结论】Percoll非连续密度梯度离心法简便可行，能获得纯度较高、活力良好的前列腺上皮

细胞。
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Enr ichment of Epithelial Cells from Human Benign Prostatic Hyperplasia

by Discontinuous Percoll Gradient Centr ifugation
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Abstract:【Objective】 To evaluate the feasibility of culturing epithelial cells from human benign prostatic

hyperplasia (BPH) tissue by discontinuous Percoll gradient centrifugation.【Methods】Prostate tissues from BPH men

were cut into small pieces and digested as single cell suspension by collagenase in sterile conditions. The cell

suspension was added into discontinuous Percoll gradient (mass density, !A = 1.035 g/mL and ρB = 1.070 g/mL) and
centrifuged. The cells were sucked out between the interface of the two Percoll solutions by a syringe, washed by

HBSS solution and cultured in 37℃、"= 5%CO2 condition. Trypan blue staining was used to calculate the cell
viability. The cell - morphology was observed by light microscope and the cell characteristics were identified by

immunohistochemistry staining of cytokeratin.【Results】The epithelial cells were isolated from fibroblasts and other

stroma cells, the purity could be achieved as 95% . Trypan blue staining result showed 95% of the cells were

viable. The cultured epithelial cells had typical cobblestone shape and could be maintained up to 3- 5 passages.

The cells were stained positively by cytokeratin 7/8 antibody.【Conclusions 】 The method of discontinuous Percoll

gradient centrifugation is a convenient and feasible method to enrich pure and viable prostatic epithelial cells.
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（stroma）组成,收集纯度高且活力好的上皮细胞是

开展 BPH 研究的前提[3]。既往采用反复贴壁法来

去除基质细胞来提高上皮细胞的纯度，操作复杂、

耗时长,得到的细胞纯度较低。Percoll是一种表面

被聚乙酰吡咯烷酮包被的硅胶颗粒，最近被用于

分离多种细胞并取得良好效果 [4 - 6]， 我们尝试

Percoll非连续密度梯度离心法富集前列腺上皮细

胞获得成功，报道如下。

1 材料和方法

1.1 前列腺组织收集和细胞的分离

人良性前列腺增生组织来自耻骨上经膀胱摘

除的前列腺标本。无菌条件下，取增生结节处组

织，剪切成 1 mm3大小，置培养皿中（其中留取部

分组织作 HE染色以证实病理类型）。用冷磷酸盐

缓冲液（PBS）清洗两遍，除去血细胞，置 RPMI-

1640（美国 Gibco公司，无酚红，含 100 μg/mL庆

大霉素）,加入胶原酶（collagenase，Sigma）, 置于 37

℃水浴中振荡（130 min- 1）过夜消化 16～18 h，用

200 μm不锈钢网过滤收集上清，以反复重力沉淀

法去除较轻的基质成分，离心收集上皮成分，加培

养基 RPMI- 1640,参照文献[6]方法，加入胰岛素 1

μg/mL, 可的松 10 ng/mL、微量元素合剂（trace

element solution, Fisher Scientific）1 !L/mL、表皮生
长因子 5 ng/mL、磷酸乙醇胺 50 ng/mL、叶酸盐 1

μg/mL、维生素 C 5 !g/mL、转铁蛋白 5 !g/mL、庆
大霉素 4 万 U/L等混合而成。

1.2 应用 Percoll 纯化前列腺上皮细胞

先各准备 10 mL 两种等渗 Percoll（美国

Amersham Biosciences公司）溶液:（A）ρA = 1.070 g/

mL，由 Percoll 5 mL、1.5 mol/L NaCl 0.9 mL 和

H2O 4.1 mL配成;（B）ρB=1.035 g/mL，由 Percoll 2.3

mL、1.5 mol/L NaCl 0.9 mL和 H2O 6.8 mL配成。

准备一个 15 mL无菌 conical管，先往管内注入 5

mL较低质量密度的（B）溶液，然后从管底部小心

缓慢注入 5 mL较高质量密度的（A）溶液，往管中

加入 1 mL 悬于 HBSS液的细胞，整支管以 500 ×

g 离心 20 min。离心后前列腺上皮细胞聚集于两

种不同的 Percoll界面之间，基质细胞聚集于管的

最顶层。以 18 g注射器针头于两种 Percoll溶液界

面之间抽出前列腺上皮细胞，以 HBSS液稀释洗

涤，稍离心沉淀得到细胞，置于 37 ℃、体积分数

5%CO2孵箱中培养。20 h 后吸去未贴壁细胞及培

养液，更换新鲜培养液。细胞贴壁后每日观察上皮

细胞在体外培养期间的形态、贴壁情况，每 3～5 d

更换培养液 1次。

1.3 前列腺上皮细胞的鉴定

1.3.1 形态学观察 细胞贴壁后，每天以倒置显

微镜观察细胞外观、生长及贴壁情况。

1.3.2 细胞接种 细胞接种在预铺胶原的玻璃盖

片,长满后取出,磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗后,体积分

数 95%乙醇固定 15 min, 苏木素-伊红(HE) 染色、

封片, 显微镜观察细胞形态。

1.3.3 免疫组织化学染色 为证实细胞为上皮源

性，采用细胞角质蛋白 7/8免疫组织化学染色。在

培养的第 3～5天取出盖玻片，PBS清洗 2次，丙酮/

甲醇（1︰1）- 20 ℃固定 30 min；风干，用抗细胞角

质蛋白 7/8抗体作免疫组织化学鉴定。用体积分

数 10%小牛血清封闭 20 mim，弃血清，加藻红蛋

白(phycoerythrin, PE)偶联的抗细胞角质蛋白 7/8

抗体（1︰100，anti- cytokeratin, clone CAM 5.2, BD

Biosciences, 可识别相对分子分子质量 Mr,7=48×103

和 Mr,8=52×103的细胞角质蛋白 7和 8），于 37 ℃

孵育 60 mim；PBS漂洗 5 mim，3次，细胞核 DAPI

衬染，封片，计算阳性细胞占总的细胞数的百分

比。用 PBS代替一抗作为阴性对照。为确认细胞为

前列腺来源，用类似文献[6]行前列腺特异性抗原

（PSA）染色，PSA一抗及二抗购自 Santa Cruz公

司。

1.4 前列腺细胞活力测定

取 Percoll分离后富集的单个前列腺上皮细胞

悬液，稀释到 1×106个/mL,取 9滴细胞悬液移入小

试管中，加 1滴 4 g/L台盼蓝溶液，混匀，在 3 min

内用血球计数板分别计数活细胞和死细胞，算出

活细胞率（%），计算公式为：

2 结 果

2.1 HE 染色证实取材为良性前列腺增生组织

于取材部位留取部分前列腺组织，作常规切

片、HE染色，证实病理类型为良性前列腺增生（图

1）。

活细胞率 =
活细胞总数

活细胞总数 + 死细胞总数
×100%
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图 3 前列腺上皮细胞免疫组织化学染色鉴定

Fig. 3 Immunohistochemical staining for the pur ified

epithelial cells(×400)

A: cytoplasma stained red by cytokeratin 7/8 antibody; B: the

nuclear stained blue by DAPI; C: the merged picture of A and B

A B C

2.2 Percoll分离后细胞层的观察

大体观察：源于人良性前列腺增生组织的细

胞经 Percoll分离后，可观察到上皮细胞在离心管

中位于两种不同质量密度 Percoll之间，界面清晰。

小心地于两种 Percoll溶液界面之间抽吸出细胞，

经 PBS漂洗后，离心弃上清，留取细胞沉淀进行培

养，台酚蓝染色活细胞率达 95%。

2.3 前列腺上皮细胞的培养和形态观察

接种时原代细胞为体积较小的圆形,轮廓清晰

光滑,胞浆透亮,倒置显微镜下有立体感。接种 8 h

后悬浮细胞沉降于皿底；24 h后大部分细胞贴壁,

胞质逐渐展开,细胞扁平、变大,折光性减弱,胞核

清晰可见, 完全铺展后细胞大小为贴壁前的 2～3

倍。贴壁的细胞逐渐形成细胞单层。第 5～6天时细

胞相互接触，成上皮细胞特有的铺路石

（cobblestone）外观（图 2）。第 23～28天时，大部分

细胞形态开始发生改变，部分细胞脱落，由椭圆形

成梭形，胞浆出现空泡和粗大颗粒状物质，细胞皱

缩、老化、脱落。

2.4 前列腺上皮细胞的鉴定

①镜下外观：显微镜下观察培养细胞长满后

呈上皮细胞特有的铺路石样外观,多角形,核大,符

合上皮细胞特征；HE 染色后，细胞呈类圆形,胞核

蓝染,胞浆淡红,可见中期核分裂相。③免疫组化观

察：细胞贴壁培养 7 d后行用抗细胞角质蛋白 7/8

抗体作免疫组织化学染色，阳性细胞占 95%以上

（图 3）提示细胞为上皮源性。前列腺特异性抗原

（PSA）染色 90%以上的细胞为阳性，证实细胞为

前列腺来源。

3 讨 论

前列腺组织中除上皮细胞外，还有成纤维细

胞、成肌纤维细胞、平滑肌细胞等多种成份。分离

前列腺细胞的方法有多种，传统的反复贴壁法、重

力沉淀法等耗时长、操作复杂，得到的上皮细胞容

易混杂基质细胞，纯度较低。由于大多数非上皮细

胞生长增殖速度快，在培养中即使存在少量也会

很快超过上皮细胞的数量，耗去大量的营养，影响

上皮细胞的生长和研究。Percoll 是一种表面包被

聚乙酰吡咯烷酮的硅胶颗粒，由于 Percoll扩散常

数低，所形成的梯度十分稳定,可根据各种细胞的

特点以非连续密度 Percoll梯度离心法来分层纯化

细胞。此外，Percoll不穿透生物膜，对细胞无毒害，

因此广泛用于分离多种细胞、亚细胞成分 [4- 6]。

我们经多次实验反复尝试比较，发现用 1.070

g/mL和 1.035 g/mL两种不同质量密度的 Percoll

梯度柱离心后，前列腺上皮细胞可富集于两种

Percoll溶液界面之间, 层次清晰、易于抽吸。经培

养得到的上皮细胞纯度达 95% 以上，呈上皮细胞

图 1 HE 染色证实培养取材部位为良性前列腺增生

Fig.1 The cultured tissue was proved to be benign

prostatic hyperplasia by HE staining

A: prostatic hyperplasia (×100); B: the magnification from the

framed area in A (×400)

A B

图 2 Percoll 非连续密度梯度离心法纯化所得上皮细胞

外观

Fig.2 The cobblestone appearances of the cells pur ified

by discontinuous Percoll gradient centr ifugation

A:primary cultured cells without passaged (×100 ); B: primary

cultured cells after passaged (×200 )

A B
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特有的铺路石样外观；细胞角质蛋白 CK7/8免疫

组织化学染色阳性，进一步证实了细胞为上皮源

性。 以上结果表明应用不同质量密度 Percoll 梯

度分离可获得纯度较高的前列腺上皮细胞。此法

操作相对简单,不需特殊设备或大量昂贵的单克隆

抗体。应用此法时注意：严格无菌操作；配制

Percoll溶液时要准确；细胞悬液注入 Conical管时

操作小心；离心机加速、降速时要慢、要平稳；离心

后抽吸细胞时勿破坏溶液界面。

目前用于研究良性前列腺增生症的永生性

（immortalized）的、非恶性转化的细胞模型很少，对

应用 Percoll纯化得到的原代前列腺上皮细胞采用

新方法[7,8]进行永生化，筛选出有代表意义的细胞

株, 将有助于进一步研究 BPH上皮细胞的功能。
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