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肺泡上皮细胞培养与鉴定的研究进展

陈力(综述) 黎檀实(审校)
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肺泡上皮细胞(alveoiar epithelial

cells，AECs)主要由I型肺泡上皮细胞

(type I alveolar epithelial cell，AT I)

和Ⅱ型肺泡上皮细胞(typeⅡalveolar

epithelial cell，ATⅡ)构成。AT I表面光

滑、宽大而扁薄，覆盖约95％肺泡表面

积，是气体交换的功能性细胞。AT I与

肺泡表面液体层、基底膜、薄层结缔组

织、毛细血管基底膜和内皮一起构成气

血屏障。ATⅡ呈圆形或立方形，位于肺

泡壁上，散在嵌于AT I之间，数量较

AT I多，但覆盖面积仅为肺泡表面积的

5％左右。胞内富含许多分泌颗粒，颗粒

大小不一，直径o．1～1．o肛m，电子密度

高，内含同心圆或平行排列的板层结构，

位于核上方，称嗜锇性板层小体。ATⅡ

以胞吐方式将颗粒内物质释放出，小体

的磷脂主要是二棕榈酰卵磷脂，铺展于

肺泡内面，称作肺泡表面活性物质

(PS)。ATⅡ不仅参与生物活性物质代

谢、免疫调节、转运水和电解质n3，同时

可以自我更新，还能分化成AT I，故被

认为是AECs的祖细胞(progenitor)。3。

体外培养ATⅡ是研究其特性的重

要手段，由于它培养后表型丧失快，基本

不传代，并且培养难度较大，不易获得较

高纯度、理想的ATⅡ系。Chen等。3报道

改良提纯方法：首先用不同浓度的弹性

蛋白酶消化肺组织，使之释放ATⅡ、

AT I，然后通过鼠IgG筛选和抗鼠白细

胞共同抗原抗体清除巨噬细胞和白细

胞。用多克隆家兔抗T1一a抗体提纯的

免疫磁性阳性选择AT I，同时分离

ATⅡ。ATⅡ、AT I的纯度分别可达到

(91±4)％、(97±1)％。每只大鼠可产大

约33×106ATⅡ、2×106AT I。这些细
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胞活性大于96％。ATⅡ分离方法同样

适用于从氧中毒损伤后修复的肺组织中

的纯化。可达93％～95％。

尽管目前ATⅡ提纯、分离、培养的

具体实验手段尚无突破性进展，但是体

内生长或体外培养过程中，如何介导

ATⅡ细胞的增殖、分化依然是广为关注

的热点。

1载体选择

上皮细胞在体外培养过程中难以有

足够倍增传代的次数，并对培养条件要

求高，这是正常上皮细胞体外长期培养

失败的主要因素。目前最常用的方法是

通过病毒介导。

1．1 SV40病毒：SV40病毒的T基因

常被用来不完全转化细胞并获得延长细

胞生命过程。故人们采用SV40病毒、

含SV40T基因的反病毒感染或质粒转

染方法使正常细胞不断增殖而不凋亡

(immortalized)。SV40病毒早期区大T

基因迄今已被广泛应用于上皮细胞系的

建立。它的功能是在转染宿主细胞后表

达T抗原启动宿主细胞DNA合成，大

T抗原可与P53及Rb蛋白结合促进细

胞获得永生性而突破细胞分化衰老。大

多上皮细胞在持续增殖后并不具有恶性

转化表型。SV40T转染H一2K(b)一tsA58

鼠肺培育T7细胞系。T7表型类似正常

ATⅡ：细胞融合形成极化细胞形态，含

有紧密连接和顶端微绒毛。另外含有不

同的胞质板层小体，当细胞生长不受限

时增大并明显。合成、分泌磷酸卵磷酯和

PS—A、PS—B、PS—C。其独特之处在于非

肿瘤来源细胞系，但可合成、分泌PS‘“。

1．2腺病毒12 S：利用逆转录病毒表达

腺病毒12S的E1A基因生成不凋亡的

鼠ATⅡ。既往实验已经证实该系细胞

对于AECs的体外培养有重要意义，可

用于研究ATⅡ功能，但是该细胞系未

表现出已分化ATⅡ特性，如板层小体、

sP—A和高比例的饱和卵磷脂““3。然而

近期实验进一步发现：保留ATⅡ在原

位培养250 d，细胞出现包括板层小体、

sP—A，甚至磷脂状表面活性物质的超微

结构特质。细胞系同样是二倍体染色体

组，接触抑制地生长，在软琼脂中不生

长，该细胞系同时表达间充质细胞特性，

如生成弹性蛋白(vimentin)”3。

1．3 逆转录过程中磷脂的作用：

zsengeller等∞3报道，在鼠白血病病毒

(murine leukemia virus，MuLV)逆转录

病毒转导的体外实验研究中，MuLV被

Ps纯化、灭活，阻碍转导进行。但是，

Balakireva等。3实验证实，对于腺病毒而

言，脂质体可以不依赖病毒特异性蛋白

受体，而通过AEcs表面的二棕榈酰磷

脂酰胆碱(DPP(：)，亦即PS，可作为病毒

穿越载体，介导病毒进入细胞，穿越细

胞。PS在病毒介导转染中的作用是否为

“病毒特异性”尚待进一步探讨。

1．4其他作用：病毒是目前主要的转基

因载体，但是存在一定风险性，国内外学

者也进行了相关研究。Machado—Aranda

等n∞通过元创性电穿孔法进行Na+一

K+一ATP酶基因转移，他将提纯质粒

(100～600肛g)通过气管送入麻醉鼠肺

内，并由胸前电极予以一系列方形脉冲

波。结果：AECs、气道平滑肌细胞、血管

内皮细胞均呈剂量一脉冲长度依赖性反

应，同时没有测得炎症反应。实验后肺泡

内水、钠的有效清除增加。

2培养中的分化问题

体外培养AECs，不仅存在胞内基

因调控、胞外细胞因子等相关因素作用，

同培养基基质同样密切相关。当分离培

养ATⅡ在胶原凝胶基质上，并暴露于

空气时，ATⅡ密度增加，呈结节状聚集，

同时胞质PS增加。Olsen等n”检测在胶

原、纤维粘连蛋白／层粘连蛋白一5(Ln5)

基质上，分离培养的大鼠ATⅡ形态学

特质和特异性蛋白标记物对于所有的单

层基质，从1～4 d，ATⅡ的特异性表达

均减少，而从3 d开始AT I特异性表达

增加，至少持续到第5日。当培养基培养

超过5～7 d后，细胞呈AT 1样的细胞

表现型(在胶原／纤维蛋白原、胶原或

Ln5)、ATⅡ样的细胞表现型(在胶原／
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纤维粘连蛋白／Ln5，或胶原／Ln5)，或者

同时具备ATⅡ、AT I的细胞表现型

(在胶原／纤维粘连蛋白基质，亚饱和剂

量的Ln5)。基质问转移的细胞，4 d仍保

持其表现型，7 d则改变。由此得出结论：

①ATⅡ在7 d展现表现型的可塑性，包

括同时具备ATⅡ、AT I特质的过渡型

细胞形态；②胶原和Ln5对于促进AT

Ⅱ样表现型形成是必需的；⑧细胞外基

质(ECM)成分对于培养基中细胞表现

型的转换起作用。

3 AECs体外培养鉴别问题

目前，区分ATⅡ和AT I的金标准

仍为细胞内存在板层小体，顶端微绒毛

及细胞外形为立方形。现有的文献报道

以AT I的标记物为多。例如组织型纤溶

酶原激活物抑制剂一1(PAI一1)、P2X4、

P15INK4B基因“鄹和成纤维细胞生长因

子受体激动蛋白一1、水通道蛋白一5、干扰

素诱导蛋白、P2x7和Bcl—2相关蛋白。

亦有ATⅡ标记物基因报道，如丫一氨基

丁酸受体亚基(GABRP)。其中GABRP

和P2x7蛋白分别是ATⅡ、AT I特异

表达“”。就其他常见标记物分述如下。

3．1 TSC一36：TSC一36是一种转化生长

因子一8l(TGF一81)诱导基因，编码一种

多肽，和富含半胱氨酸分泌型蛋白

(SPARc)、卵泡抑制素有显著的相似

性。TSC一36 mRNA在人的多种肿瘤细

胞中无法测得。但可在鼠的多种气管中

测得，肺脏中的水平最高。在原位培养

中，其转录可在AEcs中测得，但支气管

上皮则否。因此可鉴定AEcs和支气管

上皮““。

3．2 多克隆抗体(MMC4)抗原：MMC4

抗原是一种对热敏感、蛋白水解酶K

易降解的膜内在蛋白。可分为10．1 s、

1．66 S两种MMC4，表明这种抗原或许

是一种多蛋白复合物。曾经有观点认为

MMC4抗原是ATⅡ、C1ara细胞相关蛋

白。但是近来研究发现鼠发育期(孕期

16 d～成年)，肺中增加12叠，肾中增加

200叠，小肠绒毛状上皮细胞产后增加

150叠，成年后减少，说明其并不具有特

异性，但可以作为上皮细胞形态的标记

物‘1”。

3．3 T1一a基因：Tl—a基因在成年鼠肺、

胎肺、早期胎脑大量表达，经MMC4证

实是AT I表达的特异性抗原。其在成

年鼠肺cDNA为1．85 kb，最长的开放

读码框498 bp，编码大约18 000的蛋

白。T1一“蛋白大约有c端跨膜区，但是

缺乏N端糖基化共同序列。体外培养

时，表达于新鲜分离的AT I(50％～

60％的纯度)，在高度提纯的ATⅡ或其

他细胞则无。

AT l的形态分化以构建气血屏障

开始于妊娠末期，并且不断进行。尽管

T1一a在肺芽形成的内胚层前肠分化即

开始，其mRNA和蛋白水平在胚胎晚期

严格表现为AT I时大量增加。T1一a缺

失的纯合子大鼠，AT 1分化被阻断，死

于呼吸衰竭。病理示其远端肺形态被改

变，肺无法扩充至正常容量；而狭小肺泡

腔里足量的PS、正常水平的PS mRNA、

表达PS—B正常形态、数量的细胞表明

ATⅡ分化是正常的n”。

3．4 P一糖蛋白(P—gp)：多重耐药性

(MDR)转运体P—gp在正常组织结构性

表达，其空间分布使其作为减少系统性

暴露或局部吸收潜在有害物质的重要成

分。免疫组化分析显示，P—pg可定位于

人或鼠的AT I腔膜上。用逆转录一聚合

酶链反应(RT—PcR)、蛋白质免疫印迹

法(western blotting)、免疫流式细胞技

术等分析原代鼠细胞培养模型，当其表

现为A，r I形态时，培养基中mdr～1a／

mdr一1p厂P—gp表达增加，而新鲜分离的

AT I mdr一1／P—gp是阴性的“”。

3．5 细胞膜顶端蛋白(RTl40)：RTl40

是来自正常肺发育过程中的AT I特异

性蛋白。RTl40基因有35个碱基对，包

括6个外显子和至少6个重复确定因

子。3个外显子编码RTl40胞外区，1个

编码跨膜区，最后一个编码终止密码的

氨基酸。RTl40基因转录从TATA同源

系下游开始。H441细胞转染中，有2个

区域促进活性：一1247～一795、一163～

一8l。异源启动子融合实验表明，这些区

域的协同相互作用促进转录。在金黄色

葡萄球菌(金葡菌)诱导急性肺损伤

(ALI)大鼠模型中，肺泡壁增厚，ATⅡ

增生肥大，共聚焦显微镜观察到，肺泡壁

区域被ATⅡ细胞膜标记物MMC4／

RTⅡ70染色者增加了5倍以上，RTl40

共表达相关细胞区域则减少；在转化为

AT I榉细胞之前，在培养的ATⅡ中出

现RTl40／MMC4阳性细胞，表明损伤

后转分化时，RTl40及其蛋白可被用来

确定ATⅡ分化的开始“”。

3．6 受体糖基化末端产物(RAGE)：尽

管是平展的形态，AT I仍是极化的。
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RAGE是分化良好的AT I基底膜标

志，通过纤维电镜观察显示，RAGE定位

于AT I基底膜外侧，其表达增强；

在AT I内分化和ATⅡ原代培养中，

RAGE、T1一a分别定位于基底膜和顶

端；在AT I体内培养时，RA(；E表达后

于T1一a“”。

3．7 白细胞三烯A。(LTA。)：正常大

鼠、人类的肺脏中，免疫组化染色定位

I。TA。水解酶在ATⅡ核内而非AT I。

体外模拟的ATⅡ分化成AT I的过程

中，I。TA。明显从核内向胞质再分配。经

博来霉素诱导的ALI大鼠，修复过程中

LTA。水解酶出现明显核聚集。在特发

性肺纤维化的患者纤维化肺组织中肥大

增生的ATⅡ亦有相同表现。实验结果

表明I。TA。水解酶最先聚集在ATⅡ核

内，当ATⅡ分化为AT I时，酶再分布

至胞质。核内的LTA。水解酶活性或许

对促进肺泡上皮生长起了重要作用“”。

3．8 细胞角蛋白一18(CK—18)：Scllli

chenmaier等o”观察不同时期胎猪的

肺，发现在妊娠早期假腺管期，所有柱状

上皮在细胞顶层都强烈表达CK～18；在

囊泡期，cK一18在扁平的AT I和立方

形的ATⅡ均可检测到；肺泡成熟时，分

化的AT I不再表达cK一18，而ATⅡ仍

然表达。因此，CK一18细胞表型在ATⅡ

成熟过程中有重要意义，可以被认为是

胎猪肺成熟时，ATⅡ分化的可供选择标

志之一。

3．9 Toll样受体(TLR)家族：天然免疫

中，宿主对病原微生物有一种特殊的识

别能力，称为病原相关的分子模式，而

TLR家族在这一识别过程中起着重要

的作用。实验证明，ATⅡ表达TLR2、

TLR4的nlRNA和功能性蛋白，并可被

脂多糖(LI，S)和肿瘤坏死因子(TNF)调

节。TLR4主要识别革兰阴性细菌表面

的I．PS，而TI。R2主要识别革兰阳性细

菌肽聚糖等成分，这提示了ATⅡ有潜

在抵御细菌的宿主防御机制。2’。

4 自然发育和损伤修复过程中的分化

目前对胎儿时期AT I、ATⅡ的关

系报道较少。有证据表明，在肺泡上皮损

伤情况下，ATⅡ能够通过分裂脱去颗粒

而转化为AT J，从而修复损伤的肺泡

上皮，故认为ATⅡ可能是AECs的干

细胞。但通过对胎儿肺泡发育和上皮细

胞分化的透射电镜观察，没有发现向

AT I转化中的ATⅡ，两种细胞在胎肺
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发育过程中几乎同时出现，提示它们可

能来源于同一种祖细胞或于细胞，即被

覆于终末细支气管和原始肺泡内胚层来

源的上皮细胞；也提示AECs的细胞发

育过程和肺泡损伤后的修复过程是不完

全相同的，可能因为细胞所处的微环境

和调节机制存在差异晓”。这种差别有待

进一步研究探讨。

5结 语

综上所述，在细胞培养过程中，众多

因素参与上皮细胞的增殖、分化，尤其是

ATⅡ向AT 1分化，但是何者为主，如

何进行有效调控使其生长发育成为所需

的细胞，具体机制尚待研究。因此，在基

因水平和分子水平等方面进一步探讨

AEcs分化，必将为实验方法的改进，以

及最终运用于临床治疗肺损伤提供理论

依据。
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