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　　摘　要：目的　建立高纯度人鼻黏膜上皮细胞（ＨＮＥＣ）的体外培养方法，为鼻腔制剂的评价提供良好的细胞模型。方法　采

用酶消化法分离细胞、进行无血清培养。磁珠分选法选择 ＨＮＥＣ群，流式细胞仪鉴定纯化前后上皮细胞纯度，扫描电镜下进行形

态学观察。结果　分离培养的细胞光镜下呈铺路鹅卵石状，电镜下可见丰富的微绒毛和纤毛分化，经流式细胞仪检测鉴定分选后

所得细胞纯度达到９９％以上。结论　磁性分选系统可以直接分离得到高纯度的 ＨＮＥＣ，该模型可为鼻腔制剂的药物基础性研究

提供实验基础。
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　　鼻腔给药可以在鼻腔起局部治疗作用或经鼻吸收后向脑

内递药发挥中枢治疗作用，还可以起到治疗全身性疾病的作

用［１２］。鼻腔给药具有避免肝脏首过效应、吸收快以及生物利

用度高等优点，因此越来越多的研究者开始关注鼻腔制剂的研

发［３］。鼻黏膜上皮细胞模型取材于人鼻腔组织，不存在种属差

异性，适合于药物转运途径和吸收机制的研究，利于药物快速

筛选。因此，鼻黏膜上皮细胞模型在药物研发中的应用越来越

多［４］。目前，人鼻黏膜上皮细胞（ＨＮＥＣ）原代培养多采用酶消

化分离细胞、差速贴壁法去除大部分成纤维细胞，再进行无血

清培养，虽然可以在短时间内得到大量的细胞，但很难得到高

纯度的目标细胞［５６］。作者拟采用免疫磁珠技术对 ＨＮＥＣ进

行分离纯化，探讨高纯度细胞的原代体外培养方案，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　材料　二氧化碳培养箱（ｓｅｒｉｅｓⅡ型，Ｔｈｅｒｍｏ），倒置显微

镜（ＣＫＸ４１型，Ｏｌｙｍｐｕｓ），微量移液器（Ｂｉｏｈｉｔ），电子天平

（ＢＳ２２４Ｓ型，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ），台式离心机（ＴＤＬ８０２Ｂ型，上海安亭

科学仪器厂），制冰机（ＳＩＭＦ１２４型，ＳＡＮＹＯ），ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ），

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｍａｃｇｅｎｅ），ＢＥＧＭ 培养基（Ｌｏｎｚａ），Ｄ

Ｈａｎｋｓ液（Ｍａｃｇｅｎｅ），蛋白酶（ＸＩＶ 型，Ｓｉｇｍａ），ＰＢＳ （Ｍａｃ

ｇｅｎｅ），３０目筛网，１２孔培养板（ｃｏｒｎｉｎｇ），青霉素链霉素（Ｍａｃ

ｇｅｎｅ），免疫磁珠（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎＤｙｎａｂｅａｄｓ，１６２０３），鼠抗人上皮细

胞角蛋白抗体Ｃ１１（ＰＥＣｏｎｊｕｇａｔｅ）。

１．２　方法

１．２．１　原代细胞取材和前处理　ＨＮＥＣ材料来源于广安门

医院耳鼻喉科鼻息肉患者经手术得到的下鼻甲组织。将鼻黏

膜组织在超净台以中ＤＨａｎｋｓ液（含１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００

μｇ／ｍＬ链霉素）反复冲洗，以去除表面附着的黏液、血液和坏

死组织，小心去除黏膜下组织，保留黏膜层，并将组织剪成４

ｍｍ×４ｍｍ大小，再以ＤＨａｎｋｓ液冲洗组织２～３次。

１．２．２　消化法分离鼻黏膜上皮细胞
［７８］
　组织块以０．１％蛋

白酶（ＸＩＶ型）３７℃消化１ｈ，酶量为组织块体积的３～５倍。

加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（含１０％ＦＢＳ、１％双抗）终止消化，用

吸管轻轻吹打组织块，使上皮细胞脱落，将细胞悬液通过３０目
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筛网滤过，滤液转入离心管中，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清

液，加入含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基，置培

养箱中培养。１ｈ后轻轻倾斜培养瓶，让液体集中到瓶角后慢

慢吸出全部培养液，接种到新的培养瓶，利用不同细胞的贴壁

时间差异，去除鼻黏膜上皮原代细胞中大部分成纤维细胞、内

皮细胞。鼻黏膜上皮细胞以含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２

培养基常规培养２４ｈ后，更换为无血清ＢＥＧＭ 培养基培养，

该培养基含有：氢化可的松（０．５μｇ／ｍＬ），胰岛素（５μｇ／ｍＬ），

转铁蛋白（１０μｇ／ｍＬ），肾上腺素（０．５μｇ／ｍＬ），三碘甲状腺氨

酸（６．５μｇ／ｍＬ），庆大霉素（５０μｇ／ｍＬ），两性霉素Ｂ（５０μｇ／

ｍＬ），维甲酸（０．１ｎｇ／ｍＬ），表皮生长因子（０．５ｎｇ／ｍＬ）。原代

培养５～７ｄ，每天在倒置相差显微镜下观察、记录细胞形态、增

殖及生长状况、有无污染。当细胞达到９０％以上汇合时，进行

分离纯化。

１．２．３　免疫磁珠纯化 ＨＮＥＣ
［９］
　０．２５％胰酶消化细胞，离心

后以ＰＢＳ（ｐＨ７．４）重悬细胞得单细胞悬液，调整细胞浓度为

１×１０６ 个／ｍＬ，每个试管装１ｍＬ细胞悬液。取５０μＬ磁珠于

５ｍＬ流式管中，以ＰＢＳ冲洗２次以除去游离的抗体。取１ｍＬ

细胞悬液加入到预处理过的磁珠中，均匀混合后２～８℃孵育

３０ｍｉｎ。将结合了磁珠的细胞悬液放入高强磁场中静置２

ｍｉｎ，轻轻吸去试管中的液体，加入缓冲液１ｍＬ吹打２～３次

清洗磁珠，重复２次。加入解离缓冲液，轻轻摇动，室温下反应

１５ｍｉｎ，吹打使细胞和磁珠解离。将流式管放入磁场中静置２

ｍｉｎ，轻轻吸取细胞悬液进行细胞纯度鉴定。

１．２．４　流式细胞仪分析细胞纯度　将纯化后得到的 ＨＮＥＣ

细胞，制成１×１０５ 个／ｍＬ细胞悬液。取１００μＬ细胞悬液，按

１∶５０加入鼠抗人上皮细胞角蛋白抗体（Ｃ１１），混匀，室温避光

孵育１５ｍｉｎ。８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，以ＰＢＳ清洗２～３次。以

未染色细胞为对照，用流式细胞仪进行细胞纯度鉴定。

１．２．５　不同培养基对 ＨＮＥＣ生长分化的影响
［１０］
　将纯化后

得到的 ＨＮＥＣ细胞，以不培养基重悬细胞，制成５×１０４ 个／

ｍＬ细胞悬液接种于１２孔板上。分别比较ＢＥＧＭ、ＢＥＧＭ∶

ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２中添加因子对 ＨＮＥＣ细胞贴

壁、生长、分化的影响，隔天换液，观察并记录其贴壁生长状态。

１．２．６　扫描电镜观察细胞表面形态
［１１］
　为进一步对鼻黏膜

上皮细胞形态及分化情况进行研究，对培养７ｄ的标本进行扫

描电镜观察。将细胞５×１０４ 个／ｍＬ接种于细胞爬片，在１２孔

板中以ＢＥＧＭ培养７ｄ。戊二醛４℃固定４～６ｈ，１％四氧化

锇后固定３０ｍｉｎ，采用梯度乙醇脱水法逐步取代样品中的水

分。７０％乙醇脱水过夜，９０％乙醇脱水１５ｍｉｎ，无水乙醇脱水

３次，第１次１５ｍｉｎ，第２次３０ｍｉｎ，第３次４５ｍｉｎ。脱水后的

上皮细胞组织经醋酸异戊酯：无水乙醇（１∶１）置换３０ｍｉｎ处

理置换乙醇，ＨＣＰ２型临界点干燥仪干燥，Ｅ１０２型真空离子

溅射仪进行镀膜处理１２０ｓ，日立５８００型扫描电镜观察观察并

拍摄照片。

２　结　　果

２．１　细胞分离培养　细胞接种后第２天即贴壁生长，小的上

皮组织碎片周围有少量细胞游离，第３天时开始呈岛状快速生

长（图１）。该方法采用消化法得到细胞，并以差速贴壁法除去

了大部分的成纤维细胞，可以得到较纯的 ＨＮＥＣ，方法成熟，

操作简便，能在较短时间内得到大量的细胞，但仍有部分成纤

维细胞与 ＨＮＥＣ共同生长（图２），在得到一定数量细胞后，需

要对其进一步纯化。

图１　　细胞呈岛状快速生长（×２００）

图２　　成纤维细胞的干扰（×２００）

２．２　免疫磁珠纯化 ＨＮＥＣ细胞　采用免疫磁珠纯化后的

ＨＮＥＣ去除了成纤维细胞的干扰，得到了纯度更高的细胞。

细胞呈多角形，形态更加均一，折光性强，单个散在或粘连聚集

成小片，细胞逐渐汇合呈“铺路石”状，见图３。

图３　　纯化后 ＨＮＥＣ细胞（×２００）

２．３　细胞纯度鉴定　人鼻黏膜细胞和Ｃ１１结合后，经流式细

胞仪检测、鉴定，结果显示９９％以上细胞为上皮细胞，说明本

方法可以得到高纯度的 ＨＮＥＣ细胞，可以用于进一步的实验

研究。见图４。

２．４　不同培养基对 ＨＮＥＣ生长分化的影响　以ＤＭＥＭ／Ｆ１２

无细胞添加因子培养基进行培养，ＨＮＥＣ细胞在５ｄ内的增殖
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分化没有明显差异，随着培养时间延长，３～５ｄ时细胞逐渐脱

落死亡，数目减少，与ＢＥＧＭ 含有添加因子培养基比较，不利

于 ＨＮＥＣ细胞培养。ＢＥＧＭ 和ＢＥＧＭ∶ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）

含有细胞添加因子培养基对细胞生长有明显促进作用，细胞形

态均一规则，在第５天时接近汇合，其中ＢＥＧＭ组细胞多扁平

状散在生长，均匀分布，ＢＥＧＭ∶ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）组细胞呈

不规则“铺路石”状，细胞连接成片，细胞间的连接更为紧密，故

可以选用ＢＥＧＭ 和ＢＥＧＭ∶ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基进行

ＨＮＥＣ细胞培养。见图５。

２．５　扫描电镜观察细胞表面形态　ＢＥＧＭ 培养基培养

ＨＮＥＣ７ｄ，经扫描电镜观察，鼻黏膜上皮细胞形态规则，表面

有大量微绒毛覆盖，纤毛分化良好，形态和功能与体内类似。

见图６。

　　Ａ：纯化前；Ｂ：纯化后。

图４　　流式细胞仪鉴定 ＨＮＥＣ细胞纯度

　　Ａ：ＢＥＧＭ组；Ｂ：ＢＥＧＭ∶ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）组；Ｃ：ＤＭＥＭ／Ｆ１２组。

图５　　不同培养基对 ＨＮＥＣ生长分化的影响（×２００）

图６　　扫描电镜观察细胞表面形态（×１００００）

３　讨　　论

ＨＮＥＣ模型在一定程度上可模拟体内真实条件，因而被

人们广泛用于药物转运代谢的研究、药物及辅料纤毛毒性的研

究、鼻黏膜上皮受体表达的研究、离子通道的研究，以及其他生

理机制的研究等［１２１３］。目前，文献报道多采用组织块培养法

和酶消化法培养得到鼻黏膜上皮细胞。组织块培养法由于存

在组织块易漂浮，游出细胞数少，培养时间长，且各种细胞混合

生长，不易纯化等诸多不利因素，在实际操作中并不常用。酶

消化法最大的优势即可以在短时间内得到大量的细胞，并且可

以根据细胞贴壁时间的不同去除大部分成纤维细胞的干扰，得

到纯度较高的鼻黏膜上皮细胞。上皮细胞和成纤维细胞对消

化酶的耐受性不同，常是成纤维细胞先脱壁，上皮细胞要消化
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稍长时间才脱壁，可利用这种消化差异，同时使用无血清培养

基，将上皮细胞进一步的纯化。由于这种“被动分离”方法只能

控制成纤维细胞的数目，得到的细胞纯度最高达到８０％左右，

很难得到更高纯度的细胞［１４］。

免疫磁珠细胞分选方法可以在几分钟内从复杂的细胞混

合物中分离出很高纯度的细胞。其主要原理是利用包被了单

克隆抗体的免疫磁性微粒与靶细胞特异性结合，使结合后的磁

珠细胞复合体具有磁顺应性，在外加磁场的作用下被滞留在磁

场中，从而与其他非磁性成分分离，达到富集纯化的目的［１５］。

本实验采用阳性法提纯，以包被在磁珠表面的抗体小鼠ＩｇＧ１，

与已存在于 ＨＮＥＣ表面的抗原结合形成细胞磁珠复合体，经

过磁场作用与其他成分分开。分选出的细胞群，经流式细胞仪

检测由磁珠分离法提纯的 ＨＮＥＣ占细胞总数的９９％以上，可

用于细胞生物学和分子生物学后续实验研究。

目前，在酶消化法分离鼻黏膜上皮细胞过程中，以单个细

胞接种还是允许有部分细胞团块，存在一定的争议。为了得到

单个游离的上皮细胞而增加吹打次数，可能对细胞造成损伤导

致活力下降，过大的细胞团也会影响贴壁生长。实验中发现，

消化后的细胞以３０目筛网滤过，可以得到散在的单个细胞及

小的上皮组织碎片，由于这些小碎片保留了在体的生长特性，

贴壁率高，且活性较单个细胞好，呈集落状快速增殖，可以在短

时间得到大量的细胞。

本实验选用了鼻黏膜上皮细胞常用的培养基，比较了

ＢＥＧＭ、ＢＥＧＭ∶ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２中添加因子

对 ＨＮＥＣ细胞贴壁、生长、分化的影响，细胞添加因子对细胞

生长有明显促进作用，并且可以增加细胞的传代次数。ＢＥＧＭ

培养的细胞多呈扁平状散在生长，适合进行受体表达、离子通

道等分子作用机制的研究。ＢＥＧＭ∶ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养

的细胞连接成片，细胞间的连接更为紧密，更适合进行药物转

运代谢的研究。

综上所述，作者建立了免疫磁珠分离纯化 ＨＮＥＣ的原代

培养方案，所获得的鼻黏膜上皮细胞纤毛分化良好，形态和功

能与体内类似，且操作简便、高效、重复性好。原代鼻黏膜上皮

细胞本身具有一定寿命，使用含有添加因子的培养基可以促进

细胞的增殖并防止老化死亡，可将细胞培养延长至１０代左右。

本实验建立的鼻黏膜上皮细胞培养方法，为鼻腔制剂的药物基

础性研究提供了良好的体外模型。
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