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一种高效分离小鼠肝脏胆管细胞的方法

(57)摘要

本发明涉及细胞分离技术，旨在提供一种高

效分离小鼠肝脏胆管细胞的方法。包括主要步

骤：分离肝脏内胆管；沉降与多步离心富集导管

干细胞；消化成单个细胞。本发明通过胆管片段

的重力沉降和多步骤离心，分离得到较纯的胆管

细胞。本发明能够提高细胞得率和细胞活率。与

显微镜下手工挑选胆管细胞相比，由于减少了手

工操作步骤，能够减轻操作者的工作负担；与流

式细胞分选术相比，由于不需要孵育流式抗体和

使用流式分析仪，因此能够降低经济成本。
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1.一种高效的分离小鼠肝脏胆管细胞的方法，其特征在于，包括以下步骤：

（一）分离肝脏内胆管：

（1）取新鲜小鼠尸体，用75％酒精棉擦拭干净后剪开腹部，经下腔静脉注射无菌PBS  1

×灌肝去除红细胞；切下整个肝脏，在装有无菌PBS1×的培养皿中清洗后，置于含预冷改良

DMEM培养基的培养皿中备用；

所述改良DMEM培养基是指，包含1％体积比的100×谷氨酰胺、110mg/L的丙酮酸盐、1％

体积比的FBS和1％体积比的青霉素/链霉素的DMEM培养基；

（2）将肝脏剪切成1mm3的碎片，然后转移到50ml离心管中；

（3）加入15毫升预冷清洗液，用10毫升移液管上下吹打，去除漂浮在溶液上部的红细胞

和脂肪；待肝脏组织碎片沉到管底，尽量弃去上清液，包括任何漂浮的脂肪块；按本步骤重

复洗涤一次；

（4）用100µl微量移液枪除去残留的清洗液，加入10毫升37℃预热的消化液；将混合液

移至振荡器中，在37℃条件下震荡处理45~90分钟；所述消化液是指，包含0.125mg/ml胶原

酶D、0.125mg/ml分散酶II和0.1mg/ml  DNase  I的DMEM培养基；

（5）将混合液在37℃条件下震荡50‑60分钟时，混匀后用微量移液枪吸取200ul，在显微

镜4倍目镜下检查等分试样是否存在大于3个的多个细胞聚集的胆管细胞团；如果不存在，

则将混合液再返回振荡器，在37°C下继续震荡处理；每20分钟检查一次等分试样，直至胆管

细胞团出现；

（6）将混合液的上清移至50ml离心管中，加入等量预冷洗涤液，在250G  和4℃  条件下

离心5分钟；弃上清，加入预冷洗液至15ml，混匀后再次离心，去除剩余的消化液，得到细胞

团；

（二）沉降与多步离心富集导管干细胞：

（7）将细胞团重悬于含10ml清洗液的50ml离心管中，然后垂直置于冰上；静置30分钟后

去除上清，留下沉淀；

（8）向沉淀中加10ml清洗液，经筛网过滤至另一个50ml离心管中；用无菌镊子夹除组织

块，用移液枪吸取1ml清洗液轻柔冲洗筛网，将筛网上的白色细胞团收集至过滤后的滤液

中；将滤液在60G和4℃条件下离心1min；

（9）去上清后，沉淀加5ml预冷清洗液混匀，在60G和4℃离心条件下1min；

（10）去上清，沉淀加1ml预冷清洗液混匀，转移到1.5ml离心管内，在500rpm和4℃条件

下离心1min；

转移的操作方法为：先加600μl清洗液至沉淀中，吹打混匀后转移到1.5ml离心管内；再

加入400μl清洗液轻柔吹打管壁3次，将剩余溶液转移到1.5ml离心管内；

（三）消化成单个细胞：

（11）将沉淀转移至经37℃预热的5ml  酶溶液内，孵育10min；每隔2分钟取10ul，在显微

镜下观察是否消化成单个细胞，直至90%~95%的胆管片段都消化成单个细胞；所述酶溶液是

指，含有0.1mg/ml  DNase  I的TrypLE溶液；

（12）加等量预冷清洗液，在350G和8℃条件下离心5min，去除酶溶液；按本步骤重复清

洗一次；

（13）加1ml预冷清洗液，混匀后取10μl行细胞计数，其余在500rpm和4℃条件下离心
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1min；

（14）去上清，得到单个胆管细胞。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤（2）中，肝脏的剪碎操作应在含培

养基的平皿中进行，且平皿放置在冰上。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤（7）中，所述垂直放置是指，将整

个离心管垂直埋入冰中。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤（8）中，所述筛网的孔径为100μm。

5.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述预冷，是指预先冷却至4℃。
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一种高效分离小鼠肝脏胆管细胞的方法

发明领域

[0001] 本发明涉及细胞分离技术，特别涉及一种高效分离小鼠肝脏胆管细胞的方法。

背景技术

[0002] 胆管细胞是位于肝内和肝外胆管内的上皮细胞，具有增殖性，参与胆汁的产生和

体内稳态。胆管细胞与肝细胞损害、肝脏再生密切相关，故原代胆管细胞在体外的分离和培

养，是肝脏疾病体外研究的基础。在现有技术中，胆管细胞的分离方式主要有显微镜下手工

挑选和流式细胞分选法两种。前者的挑选过程对无菌条件要求较高，且耗费精力；后者经济

成本较高，获得的胆管细胞的活率容易受到影响。

发明内容

[0003] 本发明要解决的技术问题是，克服现有技术中的不足，提供一种高效分离小鼠肝

脏胆管细胞的方法。

[0004] 为解决技术问题，本发明的解决方案是：

[0005] 提供一种高效的分离小鼠肝脏胆管细胞的方法，包括以下步骤：

[0006] (一)分离肝脏内胆管：

[0007] (1)取新鲜小鼠尸体，用75％酒精棉擦拭干净后剪开腹部，经下腔静脉注射无菌 

PBS  1×灌肝去除红细胞；切下整个肝脏，在装有无菌PBS1×的培养皿中清洗后，置于含预

冷改良DMEM培养基的培养皿中备用；

[0008] 所述改良DMEM培养基是指，包含1％体积比的100×谷氨酰胺、110mg/L的丙酮酸

盐、1％体积比的FBS和1％体积比的青霉素/链霉素的DMEM培养基；

[0009] (2)将肝脏剪切成1mm3左右的碎片，然后转移到50ml离心管中；

[0010] (3)加入15毫升预冷清洗液，用10毫升移液管上下吹打，去除漂浮在溶液上部的红

细胞和脂肪；待肝脏组织碎片沉到管底，尽量弃去上清液，包括任何漂浮的脂肪块；按本步

骤重复洗涤一次；

[0011] (4)用100μl微量移液枪除去残留的清洗液，加入10毫升37℃预热的消化液；将混

合液移至振荡器中，在37℃条件下震荡处理45～90分钟；

[0012] (5)将混合液在37℃条件下震荡50‑60分钟时，混匀后用微量移液枪吸取200ul，在

显微镜4倍目镜下下检查等分试样是否存在大于3个的多个细胞聚集的胆管细胞团；如果不

存在，则将混合液再返回振荡器，在37℃下继续震荡处理；每20分钟检查一次等分试样，直

至胆管细胞团出现；

[0013] (6)将混合液的上清移至50ml离心管中，加入等量预冷洗涤液，在250G和4℃条件

下离心5分钟；弃上清，加入预冷洗液至15ml，混匀后再次离心，去除剩余的消化液，得到细

胞团；

[0014] (二)沉降与多步离心富集导管干细胞：

[0015] (7)将细胞团重悬于含10ml清洗液的50ml离心管中，然后垂直置于冰上；静置30分
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钟后去除上清，留下沉淀；

[0016] (8)向沉淀中加10ml清洗液，经筛网过滤至另一个50ml离心管中；用无菌镊子夹除

组织块，用移液枪吸取1ml清洗液轻柔冲洗筛网，将筛网上的白色细胞团收集至过滤后的滤

液中；将滤液在60G和4℃条件下离心1min；

[0017] (9)去上清后，沉淀加5ml预冷清洗液混匀，在60G和4℃离心条件下1min；

[0018] (10)去上清，沉淀加1ml预冷清洗液混匀，转移到1.5ml离心管内，在500rpm  和4℃

条件下离心1min；

[0019] (三)消化成单个细胞：

[0020] (11)将沉淀转移至经37℃预热的5ml酶溶液内，孵育10min；每隔2分钟取  10ul，在

显微镜下观察是否消化成单个细胞，直至90％～95％的胆管片段都消化成单个细胞；

[0021] (12)加等量预冷清洗液，在350G和8℃条件下离心5min，去除酶溶液；按本步骤重

复清洗一次；

[0022] (13)加1ml预冷清洗液，混匀后取10μl行细胞计数，其余在500rpm和4℃条件下离

心1min；

[0023] (14)去上清，得到单个胆管细胞。

[0024] 本发明中，所述步骤(2)中，肝脏的剪碎操作应在含培养基的平皿中进行，且平皿

放置在冰上。

[0025] 本发明中，所述步骤(4)中，所述消化液是指，包含0.125mg/ml胶原酶D、0.125mg/

ml 分散酶II和0.1mg/ml  DNase  I的DMEM培养基。

[0026] 本发明中，所述步骤(7)中，所述垂直放置是指，将整个离心管垂直埋入冰中。

[0027] 本发明中，所述步骤(8)中，所述筛网的孔径为100μm。

[0028] 本发明中，所述步骤(10)中，转移的操作方法为：先加600μl清洗液至沉淀中，吹打

混匀后转移到1.5ml离心管内；再加入400μl清洗液轻柔吹打管壁3次，将剩余溶液转移到

1.5ml离心管内。

[0029] 本发明中，所述步骤(11)中，所述酶溶液是指，含有0.1mg/ml  DNase  I的TrypLE 

溶液。

[0030] 本发明中，所述预冷，是指预先冷却至4℃。

[0031] 发明原理描述：

[0032] 本发明通过胆管片段的重力沉降和多步骤离心，分离得到较纯的胆管细胞；这是

本领域技术人员通常不会采用的技术手段。

[0033] 由于聚集的胆管细胞团的比重比其余细胞碎片的比重大，易于通过物理方式分离

的原因，本发明能够提高细胞得率。由于分离得到的胆管细胞受到化学损伤小，细胞大部分

时间处于4℃低温状态，整体实验操作时间较短等原因，本发明能够提高细胞活率。

[0034] 与现有技术相比，本发明的有益效果在于：

[0035] (1)本发明简化了胆管细胞的提取步骤，即通过胆管片段的重力沉降和多步骤离

心，分离得到较纯的胆管细胞；与现有技术中的分离结果相比，本发明分离的小鼠胆管细胞

得率大于1×106/只，且细胞活率大于85％。显微镜下手工挑选分离方式中，细胞得率通常

在(5‑10)×105/只，细胞活率在70‑80％。流式细胞分选法的分离方式中，细胞得率通常在

(1‑5)×105/只，细胞活率在60‑80％。
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[0036] (2)本发明与显微镜下手工挑选胆管细胞相比，由于减少了手工操作步骤，能够减

轻操作者的工作负担；与流式细胞分选术相比，由于不需要孵育流式抗体和使用流式分析

仪，因此能够降低经济成本。

附图说明

[0037] 图1为显微镜下观察消化过程中出现的胆管细胞团(10倍物镜观察)；

[0038] 图2为显微镜下观察单个胆管细胞(10倍物镜观察)

具体实施方式

[0039] 下面结合具体实施例子，对本发明的技术方案详细描述。

[0040] 肝脏来源说明：

[0041] 本发明选择大于7周龄、体重20克以上的新鲜小鼠尸体，用75％酒精棉擦拭干净后

剪开腹部，在生物安全柜进行后续试验。

[0042] 本发明所用的小鼠肝脏均取自实验室废弃的新鲜成年C57BL/6小鼠尸体，技术方

案本身并不涉及任何针对活体小鼠的手术或解剖操作。

[0043] 仪器与试剂：

[0044] 恒温摇床(Thermo，America) ,离心管(Corning，America)，离心机(Eppendorf， 

German)，100微米滤网(Corning，America)，水浴箱(Thermo，America)，倒置显微镜(Nikon，

Japan) ,载玻片(世泰，中国)，培养皿(Thermo，America)，移液管(Thermo，America)，移液枪

(Eppendorf，German)。

[0045] DMEM(Gibco，America)，PBS(吉诺，中国)，脱氧核糖核酸酶Ⅰ(Sigma，America)， 

DMEM(Gibco，America)，胶原酶D(Roche)，Dispase  II(Life  Technologies)，FBS 

(Gibico)，青霉素/链霉素(Corning)、HEPES(Life  Science  Products&Services) , 

GlutaMAX(Gibico)、TrypLE(Life  Technologies)。

[0046] 本发明所述分离小鼠肝脏胆管细胞的方法，包括以下步骤：

[0047] (一)分离肝脏内胆管：

[0048] (1)取新鲜小鼠尸体，用75％酒精棉擦拭干净后剪开腹部，经下腔静脉注射无菌 

PBS  1×灌肝去除红细胞；切下整个肝脏，在装有无菌PBS1×的培养皿中清洗后，置于含预

冷(预先冷却至4度，以下同)改良DMEM培养基的培养皿中备用；

[0049] 所述改良DMEM培养基是指，包含质量百分比1％(体积比)100×谷氨酰胺、  110mg/

L丙酮酸盐、1％(体积比)FBS和1％(体积比)青霉素/链霉素的DMEM培养基；

[0050] (2)使用细剪刀将肝脏剪切成1mm3左右的碎片，然后转移到50ml离心管中；肝脏的

剪碎操作应在含培养基的平皿中进行，且平皿放置在冰上。

[0051] (3)加入15毫升预冷清洗液，用10毫升移液管上下吹打，去除漂浮在溶液上部的红

细胞和脂肪；待肝脏组织碎片沉到管底，尽量弃去上清液，包括任何漂浮的脂肪块；按本步

骤重复洗涤一次；

[0052] (4)用100μl微量移液枪除去残留的清洗液，加入10毫升37℃预热的消化液；将混

合液移至振荡器中，在37℃条件下震荡处理45～90分钟；

[0053] 所述消化液是指，包含0.125mg/ml胶原酶D、0.125mg/ml分散酶II和0.1mg/ml 
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DNase  I的DMEM培养基。

[0054] (5)将混合液在37℃条件下震荡50‑60分钟，混匀后用微量移液枪吸取200ul，在显

微镜4倍目镜下下检查等分试样是否存在大于3个的多个细胞聚集的胆管细胞团；如果不存

在，则将混合液再返回振荡器，在37℃下继续震荡处理；每20分钟检查一次等分试样，直至

胆管细胞团出现；

[0055] (6)将混合液的上清移至50ml离心管中，加入等量预冷洗涤液，在250G和4℃条件

下离心5分钟；弃上清，加入预冷洗液至15ml，混匀后再次离心，去除剩余的消化液，得到细

胞团；

[0056] (二)沉降与多步离心富集导管干细胞：

[0057] (7)将细胞团重悬于含15ml清洗液的50ml离心管中，然后垂直置于冰上(将整个离

心管垂直埋入冰中)；静置30分钟后去除上清，留下沉淀；

[0058] (8)向沉淀中加10ml清洗液，经孔径100μm的筛网过滤至另一个50ml离心管中；用

无菌镊子夹除组织块，用移液枪吸取1ml清洗液轻柔冲洗筛网，将筛网上的白色细胞团收集

至过滤后的滤液中；将滤液在60G和4℃条件下离心1min；

[0059] (9)去上清后，沉淀加5ml预冷清洗液混匀，在60G和4℃离心条件下1min；

[0060] (10)去上清，沉淀加1ml预冷清洗液混匀，转移到1.5ml离心管内，在500rpm  和4℃

条件下离心1min；

[0061] 转移的具体操作方法为：先加600μl清洗液至沉淀中，吹打混匀后转移到1.5ml离

心管内；再加入400μl清洗液轻柔吹打管壁3次，将剩余溶液转移到1.5ml离心管内。

[0062] (三)消化成单个细胞：

[0063] (11)将沉淀转移至经37℃预热的5ml酶溶液内，孵育10min；每隔2分钟取  10ul，在

显微镜下观察是否消化成单个细胞，直至90％～95％的胆管片段都消化成单个细胞；所述

酶溶液是指，含有0.1mg/ml  DNase  I的TrypLE溶液。

[0064] (12)加等量预冷清洗液，在350G和8℃条件下离心5min，去除酶溶液；按本步骤重

复清洗一次；

[0065] (13)加1ml预冷清洗液，混匀后取10μl行细胞计数，其余在500rpm和4℃条件下离

心1min；

[0066] (14)去上清，得到单个胆管细胞。

[0067] 实验过程及结果验证：

[0068] 1.分离的胆管细胞团形态观察(图1)：

[0069] 在倒置显微镜下对胆管细胞进行观察发现，刚分离出来的细胞呈现卵圆形，饱满

且透亮度好(10倍物镜)，细胞核呈深褐色。细胞团内含至少2‑4个细胞，紧密排列在一起。

[0070] 2.消化后单个胆管细胞形态观察(图2)：

[0071] 显微镜下细胞呈现卵圆形，细胞单个分散，饱满且透亮(10倍物镜)，细胞核呈深褐

色。
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图1

图2
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