
贝数。较短的展示肽肽分子淘洗时易获得较强结合力的众

多位点 , 其表位较小而构象受限 ,难以满足构象依赖表位的

研究需要 ,也较难筛选出较长的弱结合位点。虽然较长的展

示肽库构建困难(所需的库容与肽长度呈指数递增), 但它增

加氨基酸排列组合的随机性 , 也有利于其形成空间构象 , 从

而筛选出多个较长和较弱的结合位点 ,并确定蛋白分子中的

占优势地位的构象依赖表位。因此 ,最初多用的 5 ～ 7 肽库

现有被长肽库取代的趋势。本实验采用 NEB 公司的随机 12

肽库对 DEN2 抗原表位进行研究 ,其库容为 1.5×1013 PFU/

m L ,库内含有 2.7 ×109 的随机排列肽分子 , 能确保筛选出

与靶分子结合的各种特异肽 , 为 DEN 的构象依赖表位或较

长的弱结合位点的筛选提供了可能。

目前国外应用噬菌体展示肽库对 DEN E 蛋白分子抗原

表位的研究刚起步 , 而国内尚未见相关的报道 , 本试验用

RPL 成功筛选出 E 蛋白的一线性 B 细胞表位 , 为 E 蛋白功

能表位的深入研究提供了基础条件。
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摘　要:【目的】探讨氧合 dispase及胶原酶组酶消化法从屠宰成年猪肝脏高效分离肝细胞的方法及分离肝细胞的生物活性。【方法】部分

肝叶逆行灌注 、氧合组酶 dispase及胶原酶消化 、密度梯度离心法分离 、纯化肝细胞 ,并对其生物活性进行检测。【结果】肝组织细胞的收获量达

10×106 个/ g ,细胞平均存活率可达 92.5%,且无泡状变性的发生 ,原代培养生物活性与原代培养鼠肝细胞一致 , 随时间的延长而减退。【结

论】氧合组酶 dispase及胶原酶消化 、密浓度梯度离心法自屠宰成年猪分离肝细胞产量高 、且保持着良好的生物活性 ,可作为生物人工肝的理想

肝细胞源用于肝脏终末性疾患的治疗。

关键词:肝细胞学;细胞分离;细胞培养 , 肝;人工
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　　国内外学者已对肝细胞移植及肝细胞生物人工肝体外

支持系统治疗肝脏终末性疾进行了系统研究 ,积累了丰富的

临床经验。生物人工肝体外支持系统制作技术的发展使对

高分化具有代谢机能的原代肝细胞供应的要求不断增加 , 屠

宰猪肝已成为满足这一要求极具潜力的来源[ 1 , 2] 。本课题

拟对从屠宰成年猪肝脏有效获取大量高活性肝细胞的方法

进行简要探讨。

1　材料与方法

刚屠宰的成年猪肝脏 15 个 ,切取质量相等 、肝静脉易于

插管的左外或右后叶随机分成 5 组 ,将硅胶管直接插入肝静

脉并固定 , 37 ℃恒温下恒流泵逆行持续灌流 , 灌注液回收循

环利用。 1 ～ 4 组为实验对照组 , 1 组肝脏仅用 50 g/ L 的胶

原酶灌注;2 ～ 4 组分别使用 104 pU/ L , 5×105 pU/ L 或 106

pU/ L dispase 消化液及 50 g/ L的胶原酶组酶消化 ,各消化灌

流液体均不做氧合处理;5 组为实验组 , 使用氧合的 5×105
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pU/ L dispase消化液及 50 g/ L 的胶原酶组酶消化灌注。 实

验组所有缓冲灌注及分离液均行氧合处理。采用 Gerlach

等[ 2]报道的方法分离肝细胞 、Marsh 等[ 3]报道的方法检测肝

细胞尿素合成及氨代谢功能 、蛋白质印迹(Western blot)测

定培养肝细胞白蛋白表达[ 4] 。

2　结　果

屠宰成年猪肝脏不同灌注分离方法肝细胞获取量 、成活

率及培养贴壁见表 1。实验组分离的肝细胞在胶原 I 被覆的

平板表面培养易于贴壁 ,且无空泡状细胞出现 。病原学检测

分离的肝细胞无微生物生长。光学显微镜形态学观查显示

所分离的肝细胞纯度大于 90%,有 1 个或 2个胞核及较低的

核浆比率 ,体外培养发现在无诱导剂的情况下其活性随培养

的进行而减弱。使用诱导剂时其活性明显增加 , 培养第 3 d

仍保持高代谢状态 ,且持续 7 d 以上。其尿素合成率在培养

的第 1 天呈高峰 , 随后减弱。培养猪肝细胞白蛋白表达见图

1。

表 1　屠宰成年猪肝脏不同灌注分离方法肝细胞

获取量 、成活率及培养贴壁率比较

组别 细胞获取量/ g -1 成活率(%) 培养贴壁率(%)

1 0.3×106 28　 10

2 0.4×106 42　 15

3 0.5×106 62　 35

4 　5×106 48　 20

5 10×106 92.5 80

图1　Western blot检测原代培养猪肝细胞白蛋白表达

M:Marker;1:Porcine albumin;2:Day 1;3:Day 3;4:Day 5;

5:Day 7

3　讨　论

获取足够数量的具有高生物活性的肝细胞是生物人工

肝获得理想疗效的关键。屠宰成年猪肝脏作为生物人工肝

肝细胞源可节约成本 、劳力 、时间 , 避免屠杀更多的动物生

命。成年猪肝脏内存在着较多的难于消化和过滤的纤维组

织 , 消化时间过长 ,细胞存活率较低 , 消化时间过短 , 肝细胞

的获取量较少。由于采用灌注方法的不同 ,猪肝细胞获取率

存在着较大差异 , 普通灌注分离屠宰成年猪肝细胞获取量

较少 , 细胞存活率较低 , 不适合作为生物人工肝肝细胞源。

文献报道普通灌注法屠宰成年猪肝组织肝细胞获取率均低

于 5×106 个/g , 存活率低于 80%, 且空泡状细胞较多[ 1 , 2] 。

本研究采用部分肝叶逆行灌注 、氧合组酶 dispase 及胶原酶

消化及密度梯度离心法分离 、纯化肝细胞自屠宰成年猪肝脏

分离肝细胞 , 肝细胞获取量达 10×106 个/g , 平均存活率达

92.5%,这一结果与 Koebe等[ 1] 采用 4 ～ 8 周 、质量 15 ～ 35

kg的小猪肝脏活体灌注分离肝细胞结果相接近。本研究对

灌流 、分离液进行氧合处理 , 可降低肝细胞缺氧时间 , 减少或

阻止泡状细胞的出现 , 提高其成活率;采用优化的组酶 5×

105 pU/ L dispase消化液及 50 g/ L 胶原酶组酶消化 、优化的

离心条件(60× g , 1 ～ 2 min)离心 , 获得了较为理想的实验

结果。分离的肝细胞在胶原Ⅰ 被覆的平板表面培养易于贴

壁 , 其细胞色素 P450 活性 、尿素合成 、氨代谢 、白蛋白的表达

等生物活与原代培养鼠肝细胞的分化机能一致。有文献报

道猪肝脏组织中存在人体致病的原病毒
[ 5]
, 本实验分离的肝

细胞病原学检测无致病微生物生长。

总之 , 氧合 dispase及胶原酶组酶消化 、密浓度梯度离心

法自屠宰成年猪分离肝细胞产量高 ,且保持着良好的活性与

分化机能 , 可作为生物人工肝的理想肝细胞源用于肝脏终末

性疾患的治疗。
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