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【摘要】目的 建立一种简单、高效的金黄地鼠肝细胞分离、纯化及培养的方法。方法 实验采用两步胶原酶原位灌流法分离地鼠原代肝细胞，percoll离心法纯化细胞，台盼蓝染色检测成活率，对所分离培养的原代肝细胞进行形态学鉴定，Western Blot检测细胞功能。结果 经过分离纯化的金黄地鼠肝细胞，细胞成活率为(93.7% ± 2.1)%，细胞形态呈现不规则多边形，细胞多为双核和多核细胞。细胞在腺苷处理后，AMP激活的蛋白激酶（AMPK）磷酸化水平明显升高。 结论 成功建立了金黄地鼠肝细胞分离纯化及培养的方法。
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【Abstract】Objective  To establish an easy and efficient method of the isolation, purification and culture of Hamster primary hepatocytes. Methods Hamster Primary Hepatocytes were isolated using two-step collagenase perfusion in situ and purified by centrifugation with Percoll. The yields and viabilities were measured by standard trypan blue exclusion. Hepatocytes were identified using morphologic observation. Cell function was evaluated by Western blot method. Results Under the optical microscope, the obtained hepatocytes exhibited as irregular polygon with two or more circular nucleuses in each cell. The average viability of hepatocytes was 93.7% ± 2.1%. After incubated with adenosine, intracellular AMPK phosphorylation was significantly  increased. Conclusion The method for isolating, purifying and culturing Hamster primary hepatocytes was successfully established.
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近年来，叙利亚金黄地鼠（Syrian Golden Hamster）已被广泛用于肝脂代谢的研究中[1~3]。由于金黄地鼠的脂蛋白代谢与人类非常相似，且对高脂饮食刺激具有较高敏感性，短时间内即可形血脂紊乱和非酒精性脂肪肝, 因此作为血脂紊乱模型用于调脂化合物的药效学研究[8,9]。由于金黄地鼠作为实验模型进行脂代谢研究有明显优势，因而受到很多研究者的关注[4~6]。
与人肝癌细胞系HepG2 细胞相比，金黄地鼠肝脏细胞产生的包括血清载脂蛋白B在内的脂蛋白与人类低密度脂蛋白（VLDL）密度相似[6]。该类蛋白是血浆内胆固醇的主要载体[7]。早在1982年，Carol J. Maslansky与Gary M. Willams就使用金黄地鼠原代肝细胞对细胞色素P 450（cytochrome P450）进行了研究。随后地鼠原代肝脏细胞相继被用于油酸、棕榈酸及硬脂酸的代谢速率[10]、环一磷酸腺苷（cAMP）类似物对细胞内胆固醇代谢的影响[11]以及酒精对细胞内细胞色素 P4502E1蛋白稳定性的影响[12]等研究。综上所述，该细胞是体外研究有关脂类代谢机制的重要模型，但有关该细胞分离与培养还未见详细报道。
本实验根据人、大鼠及小鼠原代肝脏细胞分离、纯化及培养方法，建立了一个简单、高效的地鼠原代肝脏细胞分离、纯化及培养方法，为细胞内糖、脂及能量代谢研究提供实验材料。
1 材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1  实验动物
金黄地鼠（4周龄，雄性，100g左右）购自北京维通利华实验动物技术有限公司,编号SZXK(京)2012-0001。
1.1.2  试剂及耗材
Williams’ Medium E 培养基，购自GIBCO；Ham’s F12 培养基，胰蛋白酶，PBS缓冲液，购自Macgene；小牛血清，购自Hyclone；无菌鼠尾胶原Ⅰ，天津卫凯；IV型胶原酶、青霉素、链霉素、新霉素、胰岛素、台盼蓝、腺苷、ATP、ADP、AMP，购自Sigma；Percoll细胞分离液，购自GE；兔抗鼠p-AMPK一抗、β-actin一抗、山羊抗兔二抗，购自CST。其余无机盐试剂均购自国药集团北京化学试剂有限公司。
SIGNAL FLUID BS100-1A 型蠕动泵；Thermo Forma 371气套CO2培养箱；DL-CT-2N超净台；美国 MD酶标仪Spectra Max190；日本Nikon正置显微镜Eclipse 80i；XDS-1B实验室倒置生物显微镜；美国 Bio-Rad 电泳仪。一次性耗材均购自corning 公司。
1.2 方法
1.2.1两步胶原酶原位灌流法
金黄地鼠腹腔注射4%苯巴比妥（3mg/100g）麻醉和肝素钠（1mg/100g）抗凝。待地鼠完全麻醉且呼吸稳定后，用75%酒精浸泡地鼠1min至3min。将地鼠头部及四肢固定在手术台上，放入医用白瓷盘中。用手术剪及止血钳将其表皮去掉，露出腹膜，酒精消毒腹膜后打开腹腔。下腔静脉下方穿线打结但不结扎。打开胸腔，在胸主动脉下方穿线结扎，迅速将静脉滞留针插入腹主静脉，并将蠕动泵导管插入静脉滞留针中，以5 mL/min的速度导入灌流液（D-hanks液和0.02% EDTA），迅速剪断门静脉。高压消毒的棉球吸净从门静脉流出的血液，一直冲洗到没有血流出为止。转为以3mL/min的速度导入消化液（D-hanks 液，0.056% CaCl2， 0.238% HEPES和0.03%胶原酶Ⅳ），直至肝脏变为灰白色，表面出现裂纹停止灌流（见图1）。
1.2.2 肝细胞的分离与纯化
用无菌眼科镊和小剪刀将肝脏取出，放置在培养皿中。取出的肝脏放在大培养皿上，用无菌灌流液（D-hanks液和0.02% EDTA）清洗肝脏表面血水。将肝脏转移至150目细胞筛网上，用眼科镊撕破肝脏外膜，轻轻撕碎肝脏，肝细胞即从肝脏中流出。用Williams’ Medium E 和Ham’s F12复合培养基（培养基比例为1:1，含10%胎牛血清，0.006%胰岛素，0.01%青霉素，0.01%链霉素和0.02%新霉素）将细胞冲刷至培养皿中。之后，再用40μm的细胞筛网滤入离心管中。
2184 r/min 低速离心5min，弃去上层液，离心管底部细胞用培养基重悬。60% Percoll分离液置于离心管中，将细胞悬液缓慢铺垫在分离液表面（分离液体积：细胞悬液体积为3:1），2442 r/min 离心10min。取出离心管，可见离心管中液体分为四层：最上层为培养基；第二层为死细胞、细胞碎片和其他类型细胞；第三层为分离液；最底层为肝实质细胞。小心弃去表面三层液体，底层肝细胞用适宜体积培养基重悬。
1.2.3 肝细胞的培养
培养皿用0.03mg/mL无菌鼠尾胶原Ⅰ37℃孵育24h，弃去鼠尾胶原液，无菌环境中晾干。细胞重悬液进行细胞计数，将细胞（5×106个）接种至直径35mm的培养皿中。用含有10%胎牛血清的Williams’ Medium E 和Ham’s F12复合培养基培养。37℃，5% CO2培养细胞4h之后，弃去上清液，用PBS清洗两遍，更换培养基。
1.2.4 肝细胞的冻存
用含有10%DMSO的胎牛血清重悬细胞，并移入冻存管中。以4℃ 10min、-20℃ 30min、-80℃ 8 h、液氮保存的顺序梯度冻存细胞。
1.2.5 台盼蓝染色检测细胞存活率
细胞悬液与0.4%台盼蓝溶液（PBS缓冲液配制）以9:1混合均匀。3 min后，用细胞计数板在倒置显微镜下观察。死细胞被染成明显的蓝色，活细胞拒染呈无色透明状。统计细胞活力：活细胞率（%）=活细胞总数/（活细胞总数+死细胞总数）×100%。
1.2.6 Western blot
六孔板每孔加入裂解液（含PMSF、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂）120μl，用细胞刮刀将裂解液转移至1.5mL Ep管。超生碎裂8秒（功率35%，2s/次，间歇3s, 共超声4次）。4℃，12,000 r/min离心10min。转移取上清至0.6mL Ep管, BCA法蛋白定量。样品中加入Loading buffer,100℃加热5 min使蛋白变性。使用5%浓缩胶与12%分离胶，上样15μL，恒定电压80v，电泳30分钟，之后改为160v，电泳120min。冰浴中转膜60min（恒定电流250mA）。5%牛奶室温封闭1 h，一抗（1:1000）4℃孵育过夜。TBST缓冲液洗膜3次，10min/次。二抗（1:5000）室温孵育1h，TBST洗膜4次，10min/次。ECL显色拍照。保存图像，Bio-rad Quantity One 4.31 软件进行图像处理。
1.2.7数据处理
数据采用Microsoft Office Excel软件进行统计学分析，结果均以平均值±标准差表示，用T-TEST来研究实验数据的显著性差异。
2. 结果
2.1 原代肝细胞贴壁及形态 
本实验收集到的原代肝脏细胞活力较高，4h内活力较好的细胞均已贴壁，但未铺展。弃去悬浮细胞和培养基，更换新培养基后24h，细胞均已贴壁铺展。倒置显微镜下观察，细胞呈现不规则多边形，均为双核或多核细胞（见图2）。
2.2 细胞存活率
利用两步胶原酶原位灌流法，每只金黄地鼠平均可获取（1.5~2）×108个肝细胞。所分离的肝细胞经台盼蓝检测细胞成活率为（93.7 ± 2.1）%。培养后1至3天细胞的成活率虽然存在小幅度的波动下降，但并没有显著差异（见图3）。可见，本实验中所使用的复合培养基能够为地鼠原代肝脏细胞提供生存所必须的营养。
2.3 原代肝细胞功能鉴定
AMP激活的蛋白激酶在维持细胞能量代谢平衡中起到至关重要的作用[15]。本实验选择AMPK的活性作为指标，对地鼠原代肝细胞的功能进行评价。结果显示，腺苷（10μM）处理地鼠原代肝细胞30分钟，细胞内AMPK磷酸化水平明显升高（见图4）。可见，所收集的地鼠原代肝细胞功能正常，对外界刺激造成的细胞内能量代谢紊乱能做出快速的调节，可基于该细胞进行化合物作用机制的体外研究。
3. 讨论
原代肝脏细胞作为体外药物评价的模型，有明显的优势。首先，原代肝脏细胞内酶的含量和辅助因子水平都维持正常的生理浓度，与体内情况保持了一致；其次，维持肝细胞的完整形态和代谢活性；另外，独立于体内复杂细胞实验更适合药物作用机制研究[13]。用于收集原代肝细胞常用的方法有非酶分离细胞法、离体肝脏酶消化分离法、在体肝脏酶灌注法等。目前，运用最为广泛的是Seglen的经典的两步胶原酶灌流法[14]或是在其基础上进行改良的分离方法，用这种方法得到的细胞高活力、高存活率、高纯度。本实验就是建立在两步胶原酶灌流法基础上，对分离得到的细胞做进一步纯化。根据肝实质细胞密度，调节Percoll液的密度以及Percoll液与细胞悬液的体积比例得到高纯度的肝细胞，提高实验的可控性。此外，选择Williams’ Medium E 和Ham’s F12复合培养基（1:1）进行培养，能提供给原代肝细胞贴壁、生长所需的营养物质，在不添加肝细胞生长因子的情况下，长时间保持较高存活率，在不影响细胞状态的情况下降低培养成本。
本实验选择AMP激活的蛋白激酶（AMPK）作为细胞功能的评判指标。AMPK是一个丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，广泛存在于真核细胞中。大量的实验证实，AMPK是一个重要的调节因子，通过调控不同的代谢通路来维持整体以及细胞内的能量平衡[16]。所以，以AMPK的表达和调节能力作为地鼠原代肝细胞细胞功能的评价指标，将为后续建立于该细胞上的脂代谢研究提供依据。
成功建立简单、高效的地鼠原代肝脏细胞分离、纯化和培养的方法，将为药物作用机制研究提供可靠的细胞评价模型。
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注：A：灌流5分钟后的肝脏；B：灌流结束后的肝脏；C：原位消化结束后的肝脏
图1 两步原位消化法中的金黄地鼠肝脏
Note：A: 5 minutes after perfusion; B: end of perfusion; C: end of digestion
Fig.1 The liver of hamster during two-step perfusion in situ
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注：细胞分离培养24h后，倒置显微镜下观察拍照
图2 地鼠原代肝脏细胞形态
Note：Hepatocytes were observed under inverted microscope after isolation
Fig.2 The morphology of hamster primary hepatocytes
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注：地鼠原代肝细胞分离培养后，使用台盼蓝染色法检测不同时间的细胞成活率
*p<0.05，与0天组比较,(n=3)
图3 地鼠原代肝细胞存活率
Note：The viability of hepatocytes at different time-points was analyzed by Trypan Blue. *p<0.05,compared with group 0 day, (n=3)
Fig.3 The viability of hamster primary hepatocytes.
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注：肝细胞与含有腺苷（10 μM）的培养基共孵育30分钟，与空白组比较，**p<0.05(n=3)
图4 腺苷激活地鼠原代肝细胞内AMPK
Note：Hepatocytes were incubated either in the presence or absence of adenosine (Ado, 10 μM ) for 30 minutes. compared with group control,**p<0.05(n=3)
Fig.4 Adenosine activates AMPK in hamster primary hepatocytes
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