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　　摘　要：目的　建立体外联合肝细胞生长因子（ＨＧＦ）和表皮生长因子（ＥＧＦ）培养人胆囊上皮细胞（ＨＧＢＥＣｓ）方法。方法　

先剥离上皮，采用反复Ⅳ型胶原酶消化配合刮取 ＨＧＢＥＣｓ，制备成单细胞悬液进行接种，细胞分别接种于含或不含１０ｎｇ／ｍＬ

ＥＧＦ以及含１０ｎｇ／ｍＬＨＧＦ＋１０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ的培养基进行原代培养。倒置显微镜下观察细胞生长的形态变化，细胞计数、噻唑

蓝（ＭＴＴ）法检测 ＨＧＦ＋ＥＧＦ对 ＨＧＢＥＣｓ增殖的影响。结果　成功培养 ＨＧＢＥＣｓ。添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组较添加ＥＧＦ组 ＨＧ

ＢＥＣｓ增殖速度快且维持时间长；体外存活时间明显延长（１９．３±２．５）ｄ狏狊．（１４．２±２．４）ｄ，犘＜０．０５，细胞活力和细胞形态优于只

添加ＥＧＦ组。结论　ＨＧＦ联合ＥＧＦ可以明显地促进 ＨＧＢＥＣｓ增殖，延长细胞体外存活时间，较长时间稳定细胞形态。
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　　胆囊上皮细胞和胆管上皮细胞一样，是一种高氧耗、高代

谢、低缺氧耐受的细胞群体，由于胆囊上皮细胞这些特殊的生

物学特征，使其体外培养很困难。通过创新培养方法后成功培

养出了人胆囊上皮细胞（ｈｕｍａｎｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，

ＨＧＢＥＣｓ），不仅能使其存活时间延长，还能维持其生物学特

征。胆囊结石、胆囊息肉和胆囊癌等胆囊疾病的发病都与胆囊

上皮细胞密切相关，研究胆囊上皮细胞，可以更为准确了解胆

囊疾病乃至胆管疾病的发病机制、诊断和治疗。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　人胆囊标本　标本来源于昆明医科大学第二附属医院

肝胆胰外科二病区经手术治疗胆囊息肉的患者，并且经院伦理

委员会及患者同意。

１．１．２　试剂　（１）完全培养基Ⅰ：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｈｙｃｌｏｎ

公司）中加入２０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公

司），１％青／链霉素（双抗）（索莱宝公司）。（２）完全培养基Ⅱ：

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中加入１０ｎｇ／ｍＬ表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒ

ｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司），２０％ＦＢＳ，１％双抗。

（３）完全培养基Ⅲ：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中加入１０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ

（ＰｅｐｒｏＴｅｅｈ公司），１０ｎｇ／ｍＬ 肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司），２０％ＦＢＳ，１％双抗。Ⅳ

型胶原酶（索莱宝公司），胰酶（索莱宝公司），ＤＮａｓｅＩ（索莱宝

公司），纤维连接蛋白（ＰｒｏＳｐｅｃｂｉｏ公司），细胞角蛋白１９抗体

（Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司），荧光二抗（ＫＰＬ公司），噻唑蓝（ＭＴＴ，索莱

宝公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＨＧＢＥＣｓ的分离、纯化与培养　取下患者胆囊，避开

息肉部位切取约２ｃｍ×２ｃｍ胆囊组织，生理盐水冲洗３遍。

用预冷的含１％双抗的ＰＢＳ冲洗３遍。将组织转移至盛有预

冷ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基的６０ｍｍ培养皿中，剥取上皮。将上皮

转移至３５ｍｍ培养皿（１号）中，加入预温的Ⅳ型胶原酶（含２０

μ／ｍＬＤＮａｓｅＩ）２ｍＬ将整个上皮组织浸泡，３７℃消化３０ｍｉｎ，

每１０ｍｉｎ振荡１次。将组织转移至３５ｍｍ培养皿（２号）中，

用手术刀片反复刮取上皮，用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基冲洗组织

后，再将组织放回１号培养皿中继续消化３０ｍｉｎ，如此反复３

次。将２号培养皿中的液体用吸头吹打１０多次后，２００目不
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锈钢筛网过滤细胞悬液。８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，沉

淀重悬于ＤＭＥＭ／Ｆｌ２培养基中，再次８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

弃上清液，沉淀重悬于含２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆｌ２培养基中，

接种到６０ｍｍ的培养皿中，３７℃培养１ｈ。轻轻吸取培养基，

８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，沉淀分别重悬于Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ完

全培养基中。台盼蓝染色活细胞计数，调整细胞浓度至（１～３）

×１０６／ｍＬ接种于１２孔培养板中用纤维连接蛋白包被好的细

胞爬片上，置于３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。２４ｈ后换液，

以后每２～３ｄ换液１次。每天用倒置显微镜观察细胞形态及

其生长的基本情况。

１．２．２　培养细胞的免疫荧光化学鉴定　细胞培养６ｄ后，吸

弃培养液；ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；４％多聚甲醛固定１５

ｍｉｎ；含０．０３％ Ｔｒｉｔｏｎ的ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；３％胎牛

血清清蛋白封闭１ｈ；含０．０３％ Ｔｒｉｔｏｎ的ＰＢＳ漂洗３次，每次

５ｍｉｎ；滴加１∶２５０稀释的一抗（兔抗人多克隆抗体），４℃过

夜；含０．０３％ Ｔｒｉｔｏｎ的ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；滴加１∶

１０００稀释的荧光二抗（羊抗兔），避光孵育３０ｍｉｎ；避光ＰＢＳ漂

洗３次，每次５ｍｉｎ；含０．５μｇ／ｍＬＤＡＰＩ的封片液封片。阴性

对照组用含０．０３％ Ｔｒｉｔｏｎ的ＰＢＳ代替一抗。

１．２．３　细胞分组、测量存活时间和细胞计数　（１）细胞分组：

根据添加生长因子的不同，将细胞分为未添加细胞因子组、添

加ＥＧＦ组、添加ＥＧＦ＋ＨＧＦ组。（２）测量细胞存活时间：以细

胞开始出现空泡当天为存活的最后１ｄ，测量每组１２孔细胞的

存活时间。（３）细胞计数：分别于培养第３～１０天从每组中随

机抽取３孔，每孔在２０倍镜下采集３个视野；计数每个视野中

上皮细胞的数目。

１．２．４　ＭＴＴ法测定细胞活力　将细胞以每孔１×１０
４ 个细胞

接种于纤维连接蛋白包被的９６孔培养板中，分别用Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

完全培养基培养。分别于培养第３～１０天后加入 ＭＴＴ溶液

２０μＬ，３７℃培养箱中维持４ｈ，小心吸弃孔内培养基，每孔加

入１５０μＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ后，酶标仪在波长５７０ｎｍ处测

定犗犇值。每组设３复孔，重复３次，以不加细胞只加培养基

的孔为空白对照孔。以时间为横轴，吸光度值均值为纵轴绘制

细胞生长曲线。

１．３　统计学处理　所有实验数据用ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进

行处理，数据以狓±狊表示，采用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态和生长特性　原代培养的胆囊上皮细胞接种１

ｄ可见细胞贴壁，３组细胞在３ｄ时形态相似，即成大小不等的

“细胞岛”（图１Ａ）。未添加细胞因子组细胞形态呈锥形，生长

缓慢，６ｄ左右细胞间连接松散（图１Ｂ），至９ｄ左右细胞出现

拉丝现象，细胞质内出现大小不等的空泡，细胞变大逐渐死亡

（图１Ｃ），平均存活时间为（１０．３±２．２）ｄ。添加ＥＧＦ组细胞形

态在６ｄ时形成多边形或者锥形并形成较大的“细胞岛”（图

１Ｄ），生长较未添加细胞因子组快，细胞数量增多，９ｄ左右“细

胞岛”逐渐扩大（图１Ｅ），细胞间连接也比未添加细胞因子组紧

密，１２ｄ左右细胞间连接开始松散，细胞形态接近多边形（图

１Ｆ），平均存活时间为（１４．２±２．４）ｄ。与未添加细胞因子组相

比，存活时间明显延长，差异有统计学意义（犘＜０．００１）。ＥＧＦ

＋ＨＧＦ组细胞形态在６ｄ左右近似多边形，细胞排列紧密，呈

典型的“铺路石”状生长（图１Ｇ、Ｈ），细胞增殖快，立体感强，细

胞密度加大，此时细胞生长状态最佳，９ｄ时细胞继续生长（图

１Ｉ），１８ｄ左右细胞形态开始由多边形变成梭形，细胞间隙加大

（图１Ｊ），２１ｄ左右细胞出现空泡并逐渐死亡，平均存活时间为

（１９．３±２．５）ｄ。与添加ＥＧＦ组比较，存活时间显著延长，差异

有统计学意义（犘＜０．００１），ＥＧＦ联合 ＨＧＦ培养更能长时间维

持胆囊上皮细胞的形态。

　　Ａ：未添加细胞因子组细胞培养３ｄ生长情况（×２００）；Ｂ：未添加细胞因子组细胞培养６ｄ生长情况（×２００）；Ｃ：未添加细胞因子组细胞培养９ｄ

生长情况（×４００）；Ｄ：添加ＥＧＦ组细胞培养６ｄ生长情况（×２００）；Ｅ：添加ＥＧＦ组细胞培养９ｄ生长情况（×２００）；Ｆ：添加ＥＧＦ组细胞培养１２ｄ

生长情况（×２００）；Ｇ：添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞培养６ｄ生长情况（×４０）；Ｈ（Ｇ图的放大）：添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞培养６ｄ生长情况（×２００）；Ｉ：

添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞培养９ｄ生长情况（×４０）；Ｊ：添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞培养１８ｄ生长情况（×４０）。

图１　　各组细胞不同培养时间的生长情况

２．２　细胞鉴定　细胞角蛋白１９（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１９，ＣＫ１９）是胆

管上皮细胞的特异性标志物，肝细胞和成纤维细胞均不表达，

可用于鉴定胆管上皮细胞。荧光染色后可见细胞呈多边形，细

胞间紧密连接，细胞核呈椭圆形位于细胞质中央（图２）。

２．３　细胞计数结果　统计结果显示，培养３ｄ和４ｄ时，细胞

计数３组间两两比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。培养５

～１０ｄ，添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞数量明显多于添加ＥＧＦ组，

添加ＥＧＦ组明显多于未添加细胞因子组，差异均有统计学意
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义（犘＜０．０５，表１）。未添加细胞因子组细胞在培养第５～８天

生长活跃，第９天后生长减慢；添加ＥＧＦ组细胞第５～８天增

殖快，第９天后进入平台期，衰减趋势低于未添加细胞因子组；

添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞至第１０天增殖仍然迅速，生长旺盛，

与未添加细胞因子组和添加ＥＧＦ组比较具有较好的生长优

势，见图３。

　　细胞质ＣＫ１９染色阳性，呈红色；细胞核为ＤＡＰＩ染色，呈深蓝色。

图２　　人胆囊上皮细胞ＣＫ１９鉴定（×６３０）

２．４　ＭＴＴ检测结果　结果显示，培养３ｄ和４ｄ时，３组间两

两比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。培养５ｄ时，与未添加

细胞因子组比较，添加ＥＧＦ组细胞活力没有明显增强，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）；与添加ＥＧＦ组细胞比较，添加 ＨＧＦ＋

ＥＧＦ组细胞活力明显增强，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。培

养６～１０ｄ，添加 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞活力显著高于其他两组，

其活力在培养８ｄ时下降，但幅度缓慢，添加ＥＧＦ组细胞活力

优于未添加细胞因子组，差异均有统计学意义（表２）。未添加

细胞因子组细胞在培养第４～６天活力上升，第９天后迅速衰

减；添加ＥＧＦ组细胞第４～７天增殖快，之后进入平台期，第９

天后逐渐减低，衰减趋势低于未添加细胞因子组；添加 ＨＧＦ＋

ＥＧＦ组细胞在第９天活力最强，之后逐渐衰减，与未添加细胞

因子组和添加ＥＧＦ组比较，能较长时间维持细胞活力（图４）。

图３　　３组细胞培养生长情况

表１　　各组人胆囊上皮细胞计数比较（狓±狊，狀＝３）

组别
培养时间

３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ ８ｄ ９ｄ １０ｄ

未添加细胞因子组 ５．６±２．１ ９．７±３．２ １６．０±３．０ ３０．３±１．５＃ ４９．３±３．１ ６９．７±４．９ ７１．３±８．１ ４６．０±４．４＃

添加ＥＧＦ组 ６．３±３．１ １０．７±４．５ ２６．０±３．７ ５３．３±４．７＃ ８７．３±３．１ １０８．７±５．５ １２５．０±１１．０ １３１．０±１７．１＃

添加ＥＧＦ＋ＨＧＦ组 ５．０±１．２ １１．０±４．６ ３５．３±２．１▲ ７６．３±４．０＃ １２９．３±１２．０◆ １７１．７±１２．１◆ ２１３．０±１０．１◆ ２４８．０±４．６＃

　　：犘＜０．０５，与未添加细胞因子组比较；▲：犘＜０．０５，与添加ＥＧＦ组比较；＃：犘＜０．００１，３组间两两比较；◆：犘＜０．００１，与未添加细胞因子组

和添加ＥＧＦ组分别比较。

表２　　ＭＴＴ检测各组人胆囊上皮细胞活力（狓±狊，狀＝３）

组别
培养时间

３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ ８ｄ ９ｄ １０ｄ

未添加细胞因子组 ０．２５４±０．０９３ ０．２９７±０．０８４ ０．４２３±０．０７５ ０．５１３±０．１１３ ０．５２２±０．０５４ ０．５０４±０．０８７ ０．４５３±０．０８７ ０．２８５±０．１２１

添加ＥＧＦ组 ０．２４７±０．１３２ ０．２８７±０．０７７ ０．４４２±０．０８８ ０．５７４±０．０４５ ０．６３３±０．０５７ ０．６２６±０．０５６ ０．５８６±０．０９７ ０．４９３±０．１１０＃

添加ＥＧＦ＋ＨＧＦ组 ０．２５６±０．１１０ ０．３０７±０．０６７ ０．５３８±０．０７９▲ ０．７２６±０．０７７▲＃０．７４４±０．０４８▲＃０．７１６±０．０４６▲＃０．６９７±０．０７６▲＃０．６４３±０．０９８▲＃

　　：犘＜０．０５，与未添加细胞因子组比较；▲：犘＜０．０５，与添加ＥＧＦ组比较；＃：犘＜０．００１，与未添加细胞因子组比较。

图４　　３组细胞 ＭＴＴ检测情况

３　讨　　论

本实验在Ｊｏｐｌｉｎ等
［１４］研究的基础上改良了胆囊上皮细胞

的培养方法，成功培养胆囊上皮细胞，并能稳定维持１９ｄ左

右。在培养方法上有较多创新，如本实验首次采用首先剥离上

皮的方法，可以最大幅度减少其他细胞，尤其是纤维细胞的污

染，得到的细胞纯度较高；由于胆管上皮细胞仅占肝细胞总数

的３％～５％，采用反复酶消化和刮取上皮组织，这样可以收集

到较多上皮细胞；加入ＥＧＦ和 ＨＧＦ，同时把胎牛血清浓度提

高到２０％，以满足胆囊上皮细胞特殊的生物学特性。本实验

方法的建立能够有效地为肝胆疾病的研究提供技术支撑。
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ＣＫ属于中间纤维蛋白家族，是细胞骨架的构成部分，ＣＫ

１９只在胆管肿瘤细胞、胆管上皮细胞及其祖细胞中表达，在肝

细胞、肝干细胞及肝肿瘤细胞中不表达，因此ＣＫ１９是目前公

认的胆管上皮细胞的特征性标记物［５］。

ＥＧＦ是细胞培养中常用的添加剂，国内外文献报道
［６８］在

肝内外胆管上皮细胞培养中绝大多数都使用了ＥＧＦ，因其能

够促进肝细胞和胆管上皮细胞的增殖［９１０］。

ＨＧＦ是成熟肝细胞ＤＮＡ合成最强的刺激因子和肝损伤

后再生的激发因子，是肝非实质细胞的一种有效促分裂剂［１１］。

ＨＧＦ广泛分布于肝脏各种细胞，肿瘤细胞等多种细胞中。

ＨＧＦ具有许多生物学功能，但对肝细胞的作用最为显著，表现

在 ＨＧＦ可以抑制肝细胞凋亡，促进肝细胞再生，恢复肝细胞

功能。ＨＧＦ可通过抑制转化生长因子的表达从而抑制了

肝［１２］、肾［１３］、肺［１４］等器官的纤维化过程。目前知道 ＨＧＦ能促

进胆管上皮细胞增殖，但 ＨＧＦ与胆囊、胆管关系的研究并不

多见。有学者联合应用 ＨＧＦ和ＥＧＦ成功地分别将胚胎干细

胞［１５］和骨髓间充质干细胞［１６］诱导向胆管上皮样细胞分化，

ＨＧＦ联合ＥＧＦ能诱导干细胞向胆管上皮样细胞分化，说明在

胆管上皮细胞的发生、生长、存活乃至结构和功能上，ＨＧＦ和

ＥＧＦ发挥着协同促进的作用。因此，笔者联合应用 ＨＧＦ和

ＥＧＦ培养人胆囊上皮细胞，发现联合组细胞存活时间（１９．３±

２．５）ｄ比只用ＥＧＦ培养的细胞存活时间（１４．２±２．４）ｄ长５ｄ

左右，细胞活力强，能较长时间维持细胞间的紧密连接和典型

的“铺路石”状态，尽管 ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细胞活力在８ｄ时下降，

但幅度比ＥＧＦ组和无细胞因子组缓慢，而且ＨＧＦ＋ＥＧＦ组细

胞在８ｄ以后仍然持续增殖，说明 ＨＧＦ对胆囊上皮细胞的存

活和生长具有促进作用。笔者通过创新和改良了人胆囊上皮

细胞的培养方法，显著促进其增殖，延长其体外存活时间和形

态特征。这种新方法的建立将为未来肝胆细胞的研究提供坚

实基础。
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