
第１５卷第１１期
２００６年１１月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
　　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．１５　Ｎｏ．１１

Ｎｏｖ．　２００６

　　文章编号：１００５－６９４７（２００６）１１－０８６６－０３
·简要论著·

一种简易经济的大鼠胰腺腺泡细胞分离提纯

方法

何忠野，郭仁宣

（中国医科大学第一临床学院 普通外科，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：为探索一种简易而经济的大鼠胰腺腺泡细胞分离、纯化的方法，笔者采用低浓度 Ｉ型胶原
酶溶液作为细胞分离液，经胰胆管逆行注射，然后将剪碎的胰腺组织置于细胞分离液中消化；经过过

滤、离心，提取胰腺腺泡细胞的单细胞悬液。结果示平均每只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠可获得 ４×１０６～５×１０６个

细胞，纯度达 ７０％ ～８０％，与经典方法相比差异无显著性（Ｐ ＞０．０５）。这种方法具有耗酶量少、技

术难度小的特点，可认为是一种简易、经济的大鼠胰腺腺泡细胞分离、纯化方法。
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　　 目前胰腺腺泡细胞的分离、纯化仍沿用 Ｗｉｌ

ｌｉａｍｓ等于 １９７８年创建的经典方法［１］。该经典方

法虽然稳定、可靠、重复性好，但实验步骤烦琐，对

实验条件和设备要求极高，且需要大量昂贵的胶原

酶，不便于大范围应用。本研究参照 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等的

方法，结合胰岛细胞的分离、纯化技术［２］，拟建立

一种简单、经济、比较稳定的改良的胰腺腺泡细胞

分离、纯化方法。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　动物　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重 ２００～

２５０ｇ（中国医科大学动物实验中心）。

１．１．２　试剂　Ｉ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ），使用时以新鲜

配制的 ＨＢＳＳＤＶＣ液配制为 ２ｍｇ／ｍＬ浓度的细胞分

离液。牛血清白蛋白（Ⅴ）（Ｓｉｇｍａ），使用时以新鲜

配制的 ＨＢＳＳＤＶＣ液配制为 ４％浓度。Ｆ１２组织培

养液（上海生物工程公司）中加 ２０％小牛血清（上

海生物工程公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　胰腺腺泡细胞的分离、纯化　大鼠 １０只，
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实验前禁食 １２ｈ，自由饮水。乙醚麻醉动物后将其

浸于 ７５％乙醇中 ３０ｍｉｎ消毒。无菌条件下，固定动

物于超净工作台上，在手术显微镜下剖腹，于肝门

处以动脉夹阻断胆胰管，在胆胰管汇合处穿刺缓慢

逆行注入细胞分离液，即 ２ｍｇ／ｍＬ的 Ｉ型胶原酶，３

～５ｍＬ。见胰腺组织肿胀变白后静止 ３ｍｉｎ（图 １），

然后迅速切取胰腺，去除脂肪和淋巴置于 ４℃的

２０％ Ｆ１２组织培养液中。将胰腺组织剪碎为约 １

～３ｍｍ３小块后，加入预热的细胞分离液，在 ３７℃

水浴箱中搅动 １２０ｒ／ｍｉｎ，消化 １０ｍｉｎ。用无菌尼龙

筛（孔径 ４０μｍ）过滤上清液，用新鲜的消化液重复

该过程 １次，可见胰腺组织几乎全部消化分离出

来。用孔径 ２０μｍ尼龙筛再次过滤细胞悬液，轻轻

加到 ４％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）溶液表面，１２０ｒ／ｍｉｎ

离心 ５ｍｉｎ；去除上清并重复此过程 １次。收集细胞

置于 ３７℃，５％ＣＯ２孵箱内。

１．２．２　细胞计数　吸取少量细胞悬液，加到细胞

计数板上，在倒置显微镜下（１０×物镜）计数细胞

数。按公式计算，细胞数目 ＝（４大格细胞数之和／

４）×１０４×细胞原液量（ｍＬ）。

１．２．３　细胞活性测定（台盼蓝排斥实验）　吸取

９滴细胞悬液加入 １滴 ０．４％台盼蓝，混匀后在

３ｍｉｎ内计数活细胞和死细胞数目，计算细胞活性

率。

１．２．４　腺泡细胞纯化率鉴定　将细胞悬液调整
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到 １０５～１０６个／ｍＬ浓度后，在离心涂片仪上进行

细胞离心涂片（１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），制成细胞切

片，分别给予 ＨＥ染色和酶原颗粒的亚甲蓝染色。

方法如下：切片用亚甲蓝溶液染色后，以 ０．２Ｎ醋

酸盐缓冲液分色并用 ４％钼酸胺溶液处理后观察，

计算出腺泡细胞纯化率。

１．３　统计学处理

数据均以 ｘ±ｓ表示 （率的比较经正态性转

换），统计采用 ＳＰＳＳ软件包用 ｔ检验方法。

２　结　果

２．１　细胞计数

平均每只大鼠可提取细胞数量为（４．７±０．６）

×１０７个，与经典方法相比较无统计学差异［３］（附

表）。

２．２　细胞活性率

蓝 染 者 为 死 细 胞。 计 算 活 细 胞 率 为

（９１±７）％，与经典方 法相 比较 无统计 学差 异［３］

（附表）（图 ２）。

２．３　腺泡细胞纯化率

亚甲蓝染色后腺泡细胞内的酶原颗粒呈鲜蓝

色而背景不着色。分别计数 １０个高倍视野的 ＨＥ

切片上的细胞数和亚甲蓝染色切片上的细胞数，计

算出腺泡细胞纯化率。应用经典方法腺泡细胞纯

化率为 ７０％ ～８０％［４］。本实验所得腺泡细胞纯化

率为（７６±１０）％与经典方法相比较无统计学差异

（附表）（图 ３，４）。

附表　细胞分离 ３指标的数据（ｘ±ｓ）

方法 细胞数（１０７） 活性率（％） 纯化率（％）

改良方法 ４．７±０．６ ９１±７ ７６±１０

经典方法 ７．５ ９０ ７５

Ｐ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

Ａ：注射分离液前 Ｂ：注射分离液后 图２　胰腺活细胞和死细胞（×２０）（黑色箭

头为活细胞，红色箭头为死细胞）

　　　　　　图１　注射分离液前后胰腺的大体比较（箭头所指为胰腺组织）

图３　胰腺腺泡细胞ＨＥ染色 图４　酶原颗粒的亚甲蓝染色（箭头所只为酶原颗粒）
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３　讨　论

随着对急性胰腺炎研究的深入，在该领域内的

实验性研究已从实验动物的大体水平逐渐转移到

单细胞水平。这就需要一种简单、节省、稳定可靠

的胰腺腺泡细胞的分离、纯化方法，以为科研工作

提供一个平台。但传统的经典方法操作步骤烦琐、

花费昂贵，不适于广泛开展。为此，本研究结合国

内、外一些经验，建立了一种大鼠胰腺腺泡细胞的

分离、纯化的改良方法。

在胰腺细胞的分离中，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ和 Ｊａｍｉｅｓｏｎ［５］

采用了将胶原酶和透明质酸酶混合溶液向胰腺实

质中注射的方法，结果大大减少了胶原酶的用量。

而张桦等［６］向胰胆管内注射大量 Ｈａｎｋ`ｓ液，以机械

方法分离胰腺细胞，也同样减少了胶原酶的用量。

但向实质内直接注射时，细胞分离液在胰内的分布

不均匀，而经胰胆管快速、高压注射液体对胰腺腺

泡细胞损伤较大。基于此，本研究将两种方法结合

起来，经胰胆管缓慢、低压注入低浓度的胶原酶细

胞分离液。这样既可以使细胞分离液在胰实质内

均匀分布，又最大限度地保护了胰腺腺泡细胞。实

验证明应用本方法提取的胰腺腺泡细胞，无论在数

量还是在纯度上都与传统的经典方法无明显差异，

而胶原酶的用量却减少了 １０～３０倍，并且因消化

充分，减少了细胞分离离心次数，降低了细胞污染

和损伤的几率。另外，本方法采用细胞悬液直接离

心涂片制备细胞切片，同经典方法需要在水浴箱内

旋转聚集细胞 ２～２４ｈ相比，简化了实验步骤、节省

了实验时间，同时降低了细胞污染机会。特别需要

指出的是，本方法可以直接制备单细胞悬液，更便

于施加处理因素，并有利于进行免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ）和逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）等电泳

实验。

应用本方法时须严格执行无菌原则；在经胰胆

管注射时应保证从十二指肠壁进针，切勿刺入十二

指肠腔内以免造成污染。使用手术显微镜和应用

显微外科手段大大增加了实验的成功率。此外，向

胰胆管注射细胞分离液时应遵循“低压、少量、缓

慢、低浓度、短时间”的原则，在确保分离液均匀分

布于胰腺实质内的同时尽量减少对胰腺腺泡细胞

的损伤。本方法无需进行胰腺细胞培养却可以直

接得到大量单细胞，非常适合于急性胰腺炎早期

（１２ｈ内）胰腺腺泡细胞病理、生理变化的研究。
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