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Colgalt2基因敲除小鼠Kupffer细胞形态
及亚型差异

王建文1, 张一帆2, 李玉凤1, 杨琪2, 郝晓花1, 黄玉波1, 魏红山1,2（1.首都医科大学附属北京地坛医院，

北京 100015；2.北京大学地坛医院教学医院 北京大学医学部，北京 100015）

摘要：目的 从Colgalt2基因敲除小鼠肝脏内分离Kupffer细胞，并比较其与正常小鼠Kupffer细胞形态

分化和亚型分化的差异。方法 采用胶原酶灌注法、percoll密度梯度离心法和免疫磁珠分选法分离纯

化Kupffer细胞，并将分离的Kupffer细胞进行培养，显微镜下观察其形态的变化和差异。用脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）分别刺激Kupffer细胞6小时、12小时和24小时，检测细胞亚型。结果 分
离获得Kupffer细胞数目为（4.42 ± 0.63）× 106/鼠肝，流式细胞仪检测细胞纯度为97.9%。培养后的

细胞逐渐延伸为不规则形态，早期Colgalt2基因敲除小鼠Kupffer细胞形态分化相比正常小鼠有延迟，

后期两者无显著差异。在未刺激状态下，Colgalt2-/-小鼠M1型Kupffer细胞的比例小于Colgalt2+/+小

鼠，Colgalt2-/-小鼠M2a型Kupffer细胞所占比例较高；LPS刺激6小时后，Colgalt2-/-小鼠M2a型所占比

例高于Colgalt2+/+小鼠；LPS刺激12小时后，Colgalt2+/+小鼠M2a型和M2c型Kupffer细胞所占比例小于

Colgalt2-/-小鼠；LPS刺激24小时后，Colgalt2-/-小鼠M2c型细胞所占比例高于Colgalt2+/+小鼠。结论 应
用胶原酶灌注法、percoll密度梯度离心法、免疫磁珠分选法可以获得纯度较高的小鼠肝脏Kupffer细
胞，为后期的细胞实验奠定基础。Colgalt2基因的敲除会影响小鼠Kupffer细胞的形态分化和亚型分

化。
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Abstract: Objective To compare the morphological differences between Kupffer cells which were isolated 
from Colgalt2 gene knockout mice and wild mice in primary culture. Methods Kupffer cells were isolated by 
perfusion of collagenase, density gradient centrifugation and immunomagnetic method. The morphology of the 
cells were observed by microscope. The subtypes of the Kupffer cells were detected at 6 h, 12 h and 24 h after 
incubated with lipopolysaccharide (LPS). Results The average cell yield per mice liver was (4.42 ± 0.63) × 106. 
The purity of Kupffer cells was 97.9%. The cultured Kupffer cells exhibited irregular shape, in the early stages, 
the morphology of Kupffer cells isolated from Colgalt2 gene knockout mice exhibited later differentiation 
than wild mice, but in the later stages, it showed no difference. Under normal circumstances, the proportion of 
M2a Kupffer cells in Colgalt2-/- mice were higher than that in Colgalt2+/+ mice; the proportion of M2a Kupffer 
cells in Colgalt2-/- mice were significantly higher at 6 hours after incubated with LPS; the proportion of M2a 
and M2c Kupffer cells in Colgalt2+/+ mice decreased significantly than those in Colgalt2-/-mice after 12 houres. 
After 24 hours, the M2c subtypes of Kupffer cells in Colgalt2-/- mice were significantly higher than those in 
Colgalt2+/+ mice. Conclusions Higher purity of Kupffer cells were gained by perfusion of collagenase, density 
gradient centrifugation and immunomagnetic method. The Colgalt2 is involved in the morphology and the 
differentiation of Kupffer cells .
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Kupffer细胞位于肝窦状间隙内，作为体内最大

的巨噬细胞群在肝脏内发挥重要的作用[1]，如清除

凋亡和衰老的细胞、吞噬途经门静脉的病原物以及

递呈抗原等[2,3]，Kupffer细胞在肝脏介导的免疫耐

受中也发挥着重要的作用。Kupffer细胞可以被不同

激活途径活化为不同的细胞亚型，包括M1型、M2a
型、M2b型和M2c型，不同的细胞亚型在不同的病

理过程中发挥不同的作用[4]。细胞的形态分化和亚

型分化涉及诸多蛋白质，大部分蛋白质需经过糖基

化修饰以进一步调节细胞的各种功能[5]。Colgalt2是
糖基因25家族的成员，可以催化胶原分子半乳糖基

化修饰活性，在胶原原纤维分子的组装中发挥重要

的作用[6]，而胶原作为细胞外基质的一种重要的结

构蛋白，是细胞外基质重要的组成部分。本实验初

步探究糖基化修饰对糖基化基因Colgalt2敲除小鼠

Kupffer细胞的形态变化和亚型分化的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料  雄性C57BL/6小鼠（6～8周）购于北

京大学医学部；Colgalt2基因敲除小鼠委托南京大

学南京生物医药研究院模式生物所制备，且已鉴

定为基因敲除小鼠；Ⅳ型胶原酶、DNA酶Ⅰ、蛋

白酶E（Sigma，美国）；CD115-PE抗体、F4\80-
FITC抗体（eBioscience，美国）；抗PE磁珠、抗

FITC磁珠（Miltenyi，德国）；DMEM高糖培养

基、胎牛血清（Gibco，美国）；Nycodenz分离液

（Nycomed Pharma AS，挪威）；鼠抗F4\80-eFluor 
450抗体、Ly6c-APC eFluor 780抗体、CD86-PE 
Cyanine7抗体、CD150-APC抗体（eBioscience，美

国）；CD206-Alexa Fluor 488抗体（Biolegend，美

国）。

1.2 液体的配制  ①前灌注液：含0.25% EGTA的不含钙

镁的Hank’s平衡盐溶液。②后灌注液：含0.16 mg/ml 
Ⅳ型胶原酶和0.04 mg/ml蛋白酶E的含钙镁的Hank’s平
衡盐溶液。③酶消化液：含0.08 μg/ml的DNA酶Ⅰ的

后灌注液。④30% Nycodenz用不含钙镁的Hank’s平衡

盐溶液配制。⑤DMEM完全培养基：含有5%的FBS和
0.2%的双抗。

1.3 Kupffer细胞的分离纯化

1.3.1 肝脏灌注与消化  0.8%的戊巴比妥钠麻醉小

鼠，腹部皮肤酒精消毒，剪开小鼠腹部，暴露小鼠

门静脉。头皮针穿刺小鼠门静脉，先将40 ml前灌注

液匀速灌注，当肝脏隆起时，剪断小鼠下腔静脉，

待肝脏完全变白且下腔静脉无明显血液流出时，慢

速灌注20 ml后灌注液，待肝脏出现裂状间隙时，去

除胆囊，取下肝脏。Hank’s平衡盐溶液冲洗肝脏，用

剪刀剪碎肝脏，加入酶消化液，恒温震荡器37 ℃、

220 rpm/min震荡消化10分钟，加入20%的FBS终止消

化，200目滤网过滤。

1.3.2 分离Kupffer细胞  将细胞悬液30 × g离心5分钟，

沉淀肝实质细胞，取上清液，500 × g离心10分钟沉

淀肝非实质细胞，弃上清，加入1 ml DMEM完全

培养基和3 ml 30%的Nycodenz，将混悬液转入15 ml
离心管中，上层铺5 ml不含钙镁的Hank’s平衡盐溶

液，500 × g离心15分钟，取两层中间的细胞层，用

DMEM完全培养基清洗1遍。

1.3.3 免疫磁珠分选Kupffer细胞  按照产品说明书步

骤进行。

1.3.4 流式细胞仪鉴定  取一定量的细胞悬液上机检

测。

1.3.5 细胞培养及拍照  将细胞用DMEM完全培养基

稀释至一定浓度，置于培养瓶内培养，并于0天、7
天、14天、21天时在显微镜下观察细胞的形态并拍

照记录。

1 . 4  K u p f f e r细胞的亚型鉴定   将分离提取的

Colgalt2-/-小鼠和Colgalt2+/+小鼠Kupffer细胞分别

分为2组，即对照组（无LPS刺激）和Kupffer细
胞  + LPS（2 μg/ml）组。用胰酶消化获取不同

时间点的细胞，加入抗体孵育10分钟后上机检

测，其中M1型为F4/80+CD86+Ly6C+，M2a型为

F4/80+CD206+cd150-，M2b型为F4/80+CD86+Ly6C-，

M2c型为F4/80+CD206+cd150+。

1.5 统计学方法  采用Graphpad Prism 5.01软件进行

统计数据分析，数据资料以 x ± s表示，采用t检验，

以P ＜ 0.05为各组小鼠细胞亚型的差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 Kupffer细胞的得率和纯度  免疫磁珠分选Kupffer
细胞后，得率为（4.42 ± 0.63）× 106/鼠肝，经流式

细胞仪检测后细胞纯度为97.9%，如图1。

图 1  流式细胞仪检测分选 Kupffer 细胞
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2.2 Kupffer细胞的形态变化与差异  刚分选的Kupffer
在显微镜下呈圆形，细胞折光率较高，边缘不光

滑，体积小于肝细胞。培养4小时后，细胞完全贴

壁。培养7天后，从Colgalt2基因敲除小鼠和正常小

鼠中分离的Kupffer细胞均有细胞伸展为长梭型，

且部分有伪足伸出，但与Colgalt2+/+小鼠相比，

Colgalt2-/-小鼠Kupffer细胞形态分化的程度较低。

培养14天后，延展为长梭型以及伸出伪足的细胞数

量和程度显著升高，但是Colgalt2-/-小鼠Kupffer细
胞形态分化的程度仍然较低。培养21天后，细胞呈

相互连接片状式生长，且Colgalt2-/-小鼠与正常小鼠

Kupffer细胞形态分化无显著差异，如图2。
2.3 Kupffer细胞的亚型变化与差异  在基线状态下，

相比Colgalt2+/+小鼠，Colgalt2-/-小鼠M1型Kupffer
细胞的比例显著降低（t = 6.421，P = 0.0030）。

Colgalt2-/-小鼠M2a型Kupffer细胞的比例显著高于

Colgalt2+/+小鼠（t = 5.746，P = 0.0105），但M2b型
和M2c型Kupffer细胞的比例无显著差异（t值分别

为0.9860、0.3540，P值分别为0.3799、0.7467）。

LPS刺激6小时后，Colgalt2+/+小鼠和Colgalt2-/-小

鼠M1、M2b、M2c型Kupffer细胞比例无统计学

差异（t值分别为0.6566、0.2967、0.2047，P值
分别为0.5263、0.7727、0.8419），Colgalt2-/-小

鼠M2a型Kupffer细胞的比例显著高于Colgalt2+/+

小鼠（t = 2.562，P =0.0335）。LPS刺激12小时

后，Colgalt2+/+小鼠和Colgalt2-/-小鼠M1、M2b型
Kupffer细胞比例无统计学差异（t值分别为0.7046、
0.3023，P值分别为0.4971、0.7686）。Colgalt2-/-小

鼠M2a、M2c型Kupffer细胞的比例高于Colgalt2+/+小

鼠（t值分别为3.133、2.600，P值分别为0.0166、
0.0288）。LPS刺激24小时后，两种基因型小鼠

M1、M2a、M2b型Kupffer细胞的比例无统计学差

异（t值分别为0.4153、1.204、0.4315，P值分别为

0.6867、0.2631、0.6753），Colgalt2-/-小鼠M2c型
Kupffer细胞的比例高于Colgalt2+/+小鼠（t = 2.279，
P = 0.0486），如图3。
3 讨论

Kupffer细胞位于肝窦状间隙内，细胞形状不规

则，附着在内皮细胞上，可通过伪足伸入窦周间隙

内与其他细胞进行接触，另外Kupffer细胞还可以在

血窦内游走
[7,8]。Kupffer细胞可以与流经门静脉的

物质直接接触，因此可以直接吞噬清除来源于门静

脉的坏死的细胞碎片和外源性物质等[9,10]。细胞的

形态变化和迁移由整合蛋白与特定的ECM蛋白结

合介导，形成ECM-黏附分子-细胞骨架-细胞核结

构系统，这个系统可以感受外界刺激信号的变化，

并在基质金属蛋白酶MMP以及整合蛋白β等的调节

下发生形态学改变和细胞迁移等过程
[11]。有研究证

实，O-糖基化修饰和N-糖基化修饰可以通过整合

素晚期抗原4（VLA-4）调节HBL-8细胞和H-ALCL
细胞纤连蛋白的黏附程度，从而使细胞的黏附和迁

移发生改变[12]。用O-糖基化抑制剂处理细胞外结构

域MUC1黏蛋白后，子宫内膜细胞与细胞外基质Ⅰ

型胶原的黏附增加，证实O-糖基化修饰可以调节细

胞之间的黏附作用
[13]。因此推测，Colgalt2基因的

敲除使组织细胞外基质与细胞间的黏附增加，导致

Colgalt2-/-小鼠的Kupffer细胞在早期时形态分化程度

降低且迁移速率下降。在不同的病理阶段，Kupffer
细胞可以分化为不同的细胞亚型[14]，如在肝纤维化

形成阶段发挥主要作用的是M2c型，在肝纤维化逆

转阶段发挥主要作用是M2a型，M2b型主要在肝脏

正常的生理情况下发挥作用
[15]，M1型主要存在于

急性炎症期和肝纤维化形成及逆转早期[16]。有研究

表明，巨噬细胞的极化与胞内信号途径NF-κB的激

图 2  分选后的 Kupffer 细胞培养 0 小时、7 天、14 天和 21 天后的形态变化 (× 20)
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活相关[17]。Kupffer细胞的分离主要采取密度梯度

离心法[18,19]，但获得的细胞纯度较低，通过免疫磁

珠分选可以大幅提高细胞的纯度[20]，为后续实验的

进行奠定基础。Colgalt2为O-糖基化修饰基因，可

以对胶原分子进行修饰[21,22]，而胶原是细胞外基质

的必须成分[23]，同时细胞亚型的分化也涉及到许多

蛋白质，尤其是细胞外基质的胶原蛋白和黏着蛋白

等[24]，因此，基于Colgalt2基因敲除模型可以初步

探究O-糖基化修饰对细胞形态变化和亚型分化的影

响。本实验发现，敲除Colgalt2基因后，在早期阶

段，Kupffer细胞的形态分化有所延迟，而在后期阶

段，Kupffer细胞的形态分化无显著差异，可能存在

其他的O-糖基化修饰基因发生代偿作用；在不同的

阶段，两种基因型小鼠均存在不同的细胞亚型，因

此，提示该基因可能参与小鼠细胞形态的分化和亚

型分化。
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