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人Ⅱ型肺泡上皮细胞的分离培养及表型维持研究

吴松林 毛璞 傅威 莫红樱 何为群 刘晓青 黎毅敏

【摘要】 目的 建立人Ⅱ型肺泡上皮细胞（ATⅡ）分离、纯化、原代培养及鉴定的方法，探索体外培养的

表型维持情况。 方法 取手术切除的边缘肺组织，用胰酶、弹性蛋白酶联合法消化分离人 ATⅡ细胞粗悬液，经

过滤、差速贴壁、密度梯度分离、磁珠分选纯化。 用肺表面活性蛋白 C 前体（pro-SP-C）免疫荧光、溶酶体绿色荧

光染料（Green�DND-26）荧光探针染色以及透射电镜鉴定人 ATⅡ细胞；用 pro-SP-C 免疫荧光法和 Green�

DND-26 荧光探针染色法评估细胞纯度； 锥虫蓝染色法评估细胞活性； 并运用逆转录 - 聚合酶链反应

（RT-PCR）检测体外培养过程中肺表面活性蛋白（SP-A、SP-B、SP-C、SP-D）的表达情况。结果 人 ATⅡ细胞产

量为（5～10）×10

5

/g；锥虫蓝染色细胞活性为（93±2）％；pro-SP-C 免疫荧光、Green�DND-26 荧光探针鉴定、评

估细胞纯度一致，为 98%左右，透射电镜下观察 ATⅡ细胞特有的板层小体结构清晰可见。 SP-A、SP-C 表达持

续时间在 24�d左右（SP-A�16�d： 0.52±0.03， 20�d： 0.35±0.02， 24�d： 0.26±0.01， 28�d： 0.10±0.08； SP-C�16�d：

0.68±0.16， 20�d： 0.31±0.04， 24�d： 0.18±0.06， 28�d： 0.14±0.09），SP-B、SP-D 表达持续时间可在 28�d 左右

（SP-B�16�d： 1.05±0.17， 20�d： 0.76±0.35， 24�d： 0.55±0.15， 28�d： 0.36±0.19； SP-D�16�d： 0.52±0.19， 20�d：

0.33±0.12， 24�d： 0.31±0.04， 28�d： 0.23±0.02）。 结论 成功建立了一种分离、 纯化及鉴定人 ATⅡ细胞的方

法，此方法能较持久维持 ATⅡ细胞表型。
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【

Abstract

】

Objective To�establish�a�method�of�isolate， purify， primary�culture�and�identify�human�alveolar�

type�Ⅱ cells�（ATⅡ） in�vitro， as�well�as�its�possible�maintaining�phenotype�characteristics.�Methods The�marginal�

lung�tissue�was�collected.�ATⅡ cells�were�isolated�with�trypsin�and�elastase， purified�by�a�series�of�steps， such�as， cell�

sieve�filtration， differential�adhesion， gradient�separation�and�anti-CD14�beads�separation.�ATⅡ cells�were�identified�

with� immunofluorescence� of� human� pro-surfactant-associated� protein� C� （pro-SP-C）， Green� DND-26� probe� and�

electron�microscope.�The�purity�of�ATⅡ cells�was�measured�by� immunofluorescence� of� human�pro-SP-C�and�Green�

DND-26�probe.�The�viability�of�ATⅡ cells�was�measured�by� trypan�blue� staining.�The�phenotypes� （SP-A， SP-B，

SP-C， SP-D）were�monitored�with�reverse�transcription-polymerase�chain�reaction�（RT-PCR） at�different�time�points.�

Results The�output�of�ATⅡ cells�from�lung�tissue�was�（5-10）×10

5

/g， and�the�cell�viability�was�（93±2）%�with�

trypan�blue�staining， the�cell�purity�was�about�98%�with�pro-SP-C�immunofluorescence�and�Green�DND-26�fluorescent�

probe， the� lamellar� bodies� were� clearly� observed�with� transmission� electron�microscope.� In� the� aspect� of� phenotypes�

maintaining， the�time�of�surfactant�expression�was�about�24�days�〔SP-A： 0.52±0.03�（day�16）， 0.35±0.02�（day�20），

0.26±0.01�（day�24）， 0.10±0.08�（day�28）； SP-C： 0.68±0.16�（day16）， 0.31±0.04�（day�20）， 0.18±0.06�（day�

24）， 0.14±0.09�（day�28）〕， and�the�longest�one�was�more�than�28�days�〔SP-B： 1.05±0.17�（day�16）， 0.76±0.35�

（day�20）， 0.55±0.15�（day�24）， 0.36±0.19�（day�28）； SP-D： 0.52±0.19�（day�16）， 0.33±0.12�（day�20）， 0.31±

0.04�（day�24）， 0.23±0.02�（day�28）〕.�Conclusion We�successfully�established�a�procedure�to�separate， purify，

identify�of�ATⅡ cells， which�retain�primary�phenotypic�characteristics�over�long�period.

【
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急性呼吸窘迫综合征（ARDS）患者通常需要机

械通气辅助治疗，而机械通气经常会伴发呼吸机相

关性肺损伤（VILI）

［

1

］

，且病死率高达 34%～60%

［

2

］

。

Ⅱ型肺泡上皮细胞（ATⅡ）是机械通气损伤的主要

靶点之一，是机械力造成肺部生物伤的始动环节

［

3

］

。

ATⅡ细胞是一种组织干细胞， 具有十分重要的功

能，如增殖、分化、液体转运、合成分泌等

［

4-5

］

。 目前，

VILI 防治策略中，主要针对其发生机制采取保护性

通气策略。 虽然在一定程度上降低了 ARDS的病死
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率，但长时间的小潮气量通气也会导致肺不张和进

行性的肺泡萎缩

［

6

］

。 可见探索其他有效的治疗手段

迫在眉睫， 深入研究 ATⅡ细胞在 VILI 发生中的调

节作用，有望成为新的防治手段。 然而，体外培养人

ATⅡ细胞受诸多因素的限制，国内尚未见这方面的

报道。 自 1979 年 Dobbs 和 Mason

�

［

7

］

首次报道大鼠

ATⅡ细胞的提取方法以来， 体外培养的 ATⅡ细胞

无论是鼠源性还是人源性， 其表型都难以维持

［

8-9

］

，

易分化为Ⅰ型肺泡上皮细胞（ATⅠ）

［

10-11

］

等。 本研究

中通过改进已有方法， 培养得到的 ATⅡ细胞纯度

高、表型维持时间长，克服了以上不足，为研究 ATⅡ

细胞在 VILI 发生中的功能变化奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 研究设计：采用体外研究方法，用手术切除的

边缘肺组织进行实验，征得患者知情同意，并获得

广州医学院第一附属医院伦理委员会审核批准。

1.2 主要材料：胰酶、DNA 酶Ⅰ型（DNaseⅠ，美国

Sigma 公司），弹性蛋白酶（美国 Worthington 公司），

小气道上皮细胞生长培养基（SAGM，瑞士 Lonza 公

司），胎牛血清（FBS，美国 HyClone 公司），TRIzol、

DMEM/F-12、 溶酶体绿色荧光染料（LysoTracker

○

R

Green�DND-26， 美国 Invitrogen 公司）， 抗 CD14

磁珠（德国 Miltenyi 公司），细胞分离液（Percoll，

美国 Pharmacia 公司）， 肺表面活性蛋白 C 前体

（pro-SP-C，美国 Millipore 公司），组织消化液（胰酶

100�kU/ml�2～3�ml， 弹性蛋白酶 300�滋l）， 抑制液

（DMEM/F-12�30�ml，FBS� 10� ml，DNaseⅠ 10�kU/ml�

2�ml），黏附培养基（DMEM/F-12� 22.5� ml，SAGM�

22.5�ml，FBS�5�ml，DNaseⅠ10�kU/ml�1�ml），细胞分离

液（轻：1.040�g/ml，重：1.089�g/ml）。

1.3 人 ATⅡ细胞的分离、纯化：主要参照 Ehrhardt

等

［

12

］

和 Elbert 等

［

13

］

的方案，并在纯化部分进行了重

要调整。 具体调整内容如下：运用胰酶（0.05%）、弹

性蛋白酶（2�U/ml）联合消化；在黏附培养基中加入

10%FBS；将差速贴壁时间由 1.5～2.0�h

［

13-14

］

改为

2.5�h；去掉采用抗纤维原细胞磁珠分选去除成纤维

细胞的步骤； 将 SAGM�+�1%FBS 作为人 ATⅡ细胞

的培养基。

1.4 人 ATⅡ细胞的鉴定

1.4.1 pro-SP-C 免疫荧光鉴定：参照 Bove 等

［

10

］

的

方法进行。

1.4.2 Green�DND-26 荧光探针染色鉴定： 将人

ATⅡ细胞原培养基换成 37�℃含 Green�DND-26

（150�nmol/L） 荧光探针培养基培养 30�min，25�℃平

衡盐溶液（BSS）洗 3 次，4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚

（DAPI）染核，室温 3�min，25�℃的 BSS 洗 3 次，激光

共聚焦显微镜下观察、拍片。

1.4.3 透射电镜观察： 刮取培养的人 ATⅡ细胞，离

心，3%戊二醛固定 20�min，再次离心，经 2%四氧化

锇后固定、丙酮梯度脱水、环氧树脂包埋、超薄切

片、锇酸染色后，透射电镜下观察、拍照。

1.5 人 ATⅡ细胞纯度与活性评估：用 pro-SP-C 免

疫荧光法和 Green�DND-26 荧光探针染色法， 随机

多次计数 5 个不同视野中阳性着色细胞数以评估

细胞的纯度；锥虫蓝染色评估细胞活性

［

15-16

］

。对于刚

分离得到的细胞，即刻进行活性评估；而培养过程

中则取对数生长期细胞，用血细胞计数板在光镜下

计数 500�个细胞，着色的为死细胞，计算活细胞的

百分比，判断细胞存活状况。

1.6 逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测细胞

培养过程中表面活性物质表达：TRIzol 试剂收集裂

解不同培养时间的细胞样品， 并提取细胞总 RNA，

经紫外分光光度法测定纯度和浓度后， 取 1�滋g�

mRNA， 按照 TaKaRa 逆转录试剂盒（DRR037A）

说明书的要求和步骤进行操作， 肺表面活性蛋白

（SP-A、SP-B、SP-C、SP-D）、 三磷酸甘油醛脱氢酶

（GAPDH）引物和扩增产物大小见表 1。 按收取细胞

时间先后顺序， 对各基因扩增产物进行凝胶电泳、

扫描成像、分析其表达的趋势，并用灰度分析软件

Gel-pro�4.0 进行定量分析。

2 结 果

2.1 人 ATⅡ细胞的产量、活性、生长特点及形态观

察：人 ATⅡ细胞产量为（5～10）×10

5

/g（n＝15）；锥

虫蓝染色评估刚分离得到的细胞活性为（93±2）％

表

1 人Ⅱ型肺泡上皮细胞表面活性物质引物设计

注：SP：肺表面活性蛋白，GAPDH：三磷酸甘油醛脱氢酶，NT：核苷酸；所有引物均为跨外显子设计

基因名称 序列号 引物序列（5'-3'） 产物大小（bp） 位置（NT）

SP-A NM_005411.4正义链 CGACTTTAGACATCAAATCCTGC；反义链 CTCGGTACCAGTTGGTGTAGTTT 305 474～496， 756～ 778

SP-B NM_000542.3正义链 AGAGCAGGAGCCAGGGATGT；反义链 AGCAGGATGACGGAGTAGCG 324 586～605， 890～ 909

SP-C NM_003018.3正义链 CTCATCGTCGTGGTGATTGTG；反义链 TGGAGAAGGTGGCAGTGGT 154 291～311， 426～ 444

SP-D NM_003019.4正义链 AGGAGCAAAGGGAGAAAGTGG；反义链 GCTGTGCCTCCGTAAATGGT 197 682～702， 858～ 878

GAPDH NM_002046.3正义链 TCCTCCACCTTTGACGCT；反义链 TCTTCCTCTTGTGCTCTTGC 177 976～993，1133～1152
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（n＝15）。 起初 ATⅡ细胞生长缓慢，接种 48�h 后才

开始延展，60�h 才能初步判断出呈圆形或立方形，

胞质中含有大量颗粒状物质，呈小岛状生长（图 1），

培养 5～6�d 达对数生长期， 平均传代周期 7～10�d

（n＝15）。 按 1∶2 进行传代，可传 3～4 代（约

35�d），第 4代时细胞活性下降至（60±8）%（n＝15），

表现为生长停滞、失培养。

图 1 倒置相差显微镜下观察分离培养的人Ⅱ型肺泡上皮细

胞呈圆形或立方形，细胞呈小岛状生长（a，低倍放大）；胞质中

充满大量颗粒状物质（b，中倍放大）

2.2 人 ATⅡ细胞的鉴定及纯度评估

2.2.1 pro-SP-C 免疫荧光鉴定人 ATⅡ细胞（图 2）：

激光共聚焦显微镜下可见 pro-SP-C 呈红色颗粒状

分布于胞质中；在微分干涉相差显微镜（DIC）模式

下可见细胞呈圆形或立方形。

图 2 人Ⅱ型肺泡上皮细胞体外培养 12�d 时激光共聚焦显微

镜下观察可见肺表面活性蛋白 C 前体（pro-SP-C）呈红色颗粒

状，分布于胞质中（a）；微分干涉相差显微镜模式下观察可见

细胞呈圆形或立方形（b） 免疫荧光 中倍放大

2.2.2 Green�DND-26荧光探针染色鉴定人 ATⅡ细

胞（图 3）：Green�DND-26荧光探针染色可见板层小

体呈颗粒状的绿色荧光，定位于胞质中，细胞核

被 DAPI 染成蓝色。 ATⅡ细胞的纯度在 98%左右

（n＝15），与 pro-SP-C 评估结果一致。

2.2.3 透射电镜下观察人 ATⅡ细胞（图 4）：体外培

养 21�d 时， 透射电镜下可见到人 ATⅡ细胞呈同心

圆排列的板层小体和微绒毛（n＝3）。

图 3 激光共聚焦显微镜下观察人Ⅱ型肺泡上皮细胞体外培

养 19�d时进行溶酶体绿色荧光染料（Green�DND-26）荧光探针

染色可见 Green�DND-26 呈颗粒状绿色荧光， 聚集于胞质中，

即板层小体所在位置； 细胞核被 4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚

（DAPI）染成蓝色 中倍放大

图 4 透射电镜下观察体外培养 21�d 时人Ⅱ型肺泡上皮细胞

黑色矩形框示部分板层小体所在位置，并且右侧对其进行

2倍放大，红色箭头示部分微绒毛 高倍放大

2.3 人 ATⅡ细胞表面活性物质表达的维持情

况（图 5；表 2）： SP-A、SP-C 表达时间平均可维持在

24�d 左右，SP-B、SP-D 平均表达时间可持续在 28�d

左右，表达量均占肺组织中表达量的 20%以上。

RT-PCR：逆转录 -聚合酶链反应：SP：肺表面活性蛋白；

1：人肺组织；2～5：人Ⅱ型肺泡上皮细胞培养 16、20、24、28�d

图 5 RT-PCR检测人Ⅱ型肺泡上皮细胞表面活性物质表达
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3 讨 论

目前培养人 ATⅡ细胞的困难主要在于组织来

源有限、表型维持时间较短，难以满足大多数体外

研究的需要， 限制了人 ATⅡ细胞的体外培养及研

究。然而，ATⅡ细胞具有十分重要的功能，如其转分

化功能在肺损伤修复中起重要作用

［

17

］

，有利于维持

正常肺水的转运

［

18

］

。 因此，为了研究人 ATⅡ细胞的

功能，建立分离、纯化、培养人 ATⅡ细胞的方法及

探索表型维持的方法十分必要。 本研究中在参阅

Ehrhardt 等

［

12

］

、Elbert 等

［

13

］

分离、培养方法的基础上

进行了重要改进，一定程度上弥补了以上不足。 本

研究中采用胰酶（0.05%）、弹性蛋白酶（2�U/ml）联合

消化法， 一方面能减少高浓度胰酶对细胞的损伤，

另一方面弹性蛋白酶的用量降低了 80%～90%，节

省了分离成本。 成纤维细胞的去除是细胞纯化的关

键， 否则在后续培养过程中容易形成优势细胞群，

导致细胞分离培养失败。 在 Ehrhardt 等

［

12

］

应用多种

磁珠分选去除成纤维细胞和巨噬细胞的基础上，本

研究中仅运用磁珠去除巨噬细胞，同时将差速贴壁

时间由 1.5�h

［

13

］

、2.0�h

［

14

］

改为 2.5�h，黏附培养基由无

FBS 改为 10%FBS，成功地去除了成纤维细胞，省去

了应用磁珠分选去除成纤维细胞的步骤，进一步降

低了分离成本，获得了与 Ehrhardt 等

［

12

］

应用磁珠分

选相当的细胞产量和纯度。 本研究中利用细胞筛

过滤、差速贴壁、密度梯度离心、抗 CD14 磁珠分选，

获得的 ATⅡ细胞纯度在 98%左右，明显优于 Elbert

等

［

13

］

的方法获得的细胞纯度（81±1）%。

在细胞鉴定方面，本研究中主要采用 pro-SP-C

免疫荧光染色、Green�DND-26荧光探针染色以及透

射电镜技术来鉴定 ATⅡ细胞。 ATⅡ细胞能合成、分

泌 4 种肺表面活性蛋白，其中 SP-C 是 ATⅡ细胞特

异表达的肺表面活性蛋白，SP-A、SP-B、SP-D 虽然

主要在 ATⅡ细胞中表达，但是也表达于其他类型的

细胞

［

19-20

］

，如细支气管上皮细胞。 因此，本研究中选

用 pro-SP-C 免疫荧光鉴定 ATⅡ细胞是十分可靠

的， 同时应用 RT-PCR 检测 SP-A、SP-B、SP-D 表

达，从分子水平鉴定证实该细胞生物学特性。 用碱

性磷酸酶染色用来鉴定 ATⅡ细胞操作简易，但是该

方法也存在较大局限性，因为纯化过程中需要去除

的肺泡巨噬细胞也表达碱性磷酸酶

［

21

］

。 板层小体是

ATⅡ细胞特有的结构

［

8

］

，故本研究中应用对板层小

体特异性着色的荧光染料 Green�DND-26

［

22-24

］

来鉴

定、评估细胞纯度。

细胞原代培养生物学特性维持的好坏是决定

培养的细胞是否可用的关键因素。 目前国外研究表

明，即使在改良体外培养条件的情况下，表面活性

物质表达仅维持在 4�d

［

11

］

、5�d

［

25

］

、7�d

［

9

］

。 然而采用同

样的检测方法，本研究中分离、培养的表面活性物

质表达维持时间在 24�d 以上，最长可达 28�d，打破

了体外培养 ATⅡ细胞不能传代、表型维持时间较短

的局限

［

26

］

，为研究 ATⅡ细胞在各种病理生理条件下

的调节功能创造了条件。 目前所用的培养基主要有

高蛋白无血清培养基（DCCM）+�10%�FBS、低蛋白杂

交瘤培养基（LPHM） +�10%FBS、SAGM�+�1%FBS、

DMEM�+�10%FBS、RPMI-1640�+�10%FBS。 本研究中

选用的 SAGM�+�1%FBS 培养基能较好维持细胞表

型， 可能由于 SAGM 中添加了 10 种有利于细胞分

裂、繁殖、表型维持的细胞因子，如重组人表皮生长

因子、转铁蛋白、肾上腺素等，再配以 1%FBS，既可

以提供一个适于 ATⅡ细胞生长营养条件、防止其向

ATⅠ细胞分化，又可抑制成纤维细胞的生长。 虽然

本研究中所使用的方法使体外培养的人 ATⅡ细胞

能满足绝大部分体外研究的需要，但是如果能够建

立表型稳定的人 ATⅡ细胞株，则能解决人肺组织来

源有限、分离纯化过程复杂、耗时长的问题，这是本

课题组下一步的研究方向。 目前已有大鼠 ATⅡ细

胞株建立的报道

［

5

］

，但是本研究的结果将会为国内

外人 ATⅡ细胞株建立起到较大的推动作用。

综上所述， 本研究中成功建立了一套分离、培

养及鉴定人 ATⅡ细胞的方法，并对用该方法培养的

ATⅡ细胞的生物学特性维持情况进行了评估，证实

该培养方法能够较持久地维持 ATⅡ细胞生特学特

性。 为研究人 ATⅡ细胞在 VILI 发生发展中的功能

变化奠定了基础。
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·学术活动预告·

《中国危重病急救医学》杂志天津生化杯有奖征文通知

《中国危重病急救医学》杂志编辑委员会与天津生物化学制药有限公司拟于 2012 年共同举办《中国危重病急救医学》杂志

天津生化杯有奖征文活动，现将有关事项通知如下。

1 征文内容：有关注射用氢化可的松琥珀酸钠在急诊、危重症领域的临床应用经验总结和基础研究。 可为论著或病例报告形

式，具体书写要求和格式请参考本刊稿约（刊登于每年第 1 期第 63~64 页和第 7 期第 447～448 页），以及在本刊刊出的论

著和病例报告类论文。

2 首次征文时间：2012 年 4 月开始，2012 年 8 月 30 日截止。

3 征集方式： 稿件请以“第一作者姓名 + 论文题目”命名，发送至 cccm@em120.com 或 tjbp-xueshuzu@163.com，邮件主题请注

明“琥珀氢可征文”。 本活动只接受电子邮件投稿。

4 注意事项：①尚未公开发表的论文；②内容须具有科学性、先进性和实用性，数据须准确无误；③为方便联系，稿件上请注明：

单位、地址、邮编、电话、邮箱以及所有作者姓名。

5 评审办法：征文结束后由本活动专家委员会对征文进行评审，论文第一作者视为获奖者，获奖名单刊登于《中国危重病急救

医学》杂志上。

6 奖项设置：一等奖 2 名，赞助参加国际重要学术会议 1 次；二等奖 3 名，赞助参加国内重要学术会议 1 次；三等奖 5 名，赞助

参加省内学术会议 1 次；凡参与者均可获得精美纪念礼品 1 份。

7

联系人：徐津鹏；电话：022-24891391，13820882016。
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