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不同灌注方法肝细胞脾内移植治疗急性肝损伤小鼠的效果

陈　睿，李德卫　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肝胆外科）

　　［摘要］　目的　对比分析经门静脉、下腔静脉灌注所得小鼠肝细胞的产率、纯度、存活率，以及分别脾内移植治疗急
性肝损伤小鼠的疗效。方法　 ４２只小鼠部分肝切建立急性肝损伤（ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）模型，按随机数字表法分为
３组：门静脉组脾内注射经门静脉灌注所得肝细胞悬液０．１ｍＬ（１．０×１０６），下腔静脉组脾内注射经下腔静脉灌注所得肝
细胞悬液０．１ｍＬ（约１．０×１０６），对照组脾内注射ＤＨａｎｋ’ｓ液０．１ｍＬ。观察移植术后１、５、９ｄ肝功变化及第９天脾内肝
细胞分布、脾内白蛋白合成情况。结果　 经门静脉灌注所得肝细胞的产量（Ｐ＝０．０１４）、纯度（Ｐ＝０．０１０）、存活率（Ｐ＝
０００１）显著高于下腔静脉组；治疗组ＡＬＴ（Ｐ＝０．０２）、ＡＳＴ（Ｐ＝０．０１）均值下降幅度远高于对照组，且门静脉组下降幅度高
于下腔静脉组；术后第９天，门静脉、下腔静脉２组白蛋白免疫荧光定性分析门静脉组强于下腔静脉组；ＨＥ染色光镜下门
静脉组肝细胞形态正常，结构清楚；下腔静脉组肝细胞结构模糊，细胞器显示不清。结论　 经门静脉灌注提取获得肝细
胞的产率、纯度、存活率均优于经下腔静脉灌注所得，且对急性肝损伤小鼠疗效门静脉组优于下腔静脉组。

　　［关键词］　 门静脉；下腔静脉；肝细胞脾内移植；急性肝损伤
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　　肝细胞移植被认为是治疗急、慢性肝功能衰竭，以
及各种终末期肝病安全、有效的方法［１－３］。目前供肝

严重短缺，肝细胞移植为患者提供暂时、有效的肝功能

支持，为患者争取等待供肝时间。目前体外分离、培养

肝细胞已广泛应用到病毒学、药理学等领域。本实验

通过对比门静脉与下腔静脉２种不同灌注方法提取小
鼠肝细胞，将２种不同灌注途径所获得的肝细胞移植
到同种异体６０％肝脏切除小鼠的脾脏，观察２种灌注
方法所得肝细胞脾内移植治疗小鼠急性肝损伤（ａｃｕｔｅ
ｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）的疗效。

１　材料与方法

１．１　动物及试剂
　　５６只成年昆明小鼠，雌雄各半，体质量２５～３０ｇ，由重庆医
科大学实验动物中心提供，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（渝）
２００７０００１。饲养条件：２０～２５℃，充足的水和食物。实验过程
中对动物的处理符合医学伦理学标准。

　　实验试剂：胶原酶Ⅳ（美国Ｓｉｇｍａ公司），Ｄｇａｌ（重庆医科大
学化学教研室），兔抗小鼠白蛋白单克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公
司），ＤＨａｎｋ’ｓ、Ｈａｎｋ’ｓ液（北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　急性肝损伤小鼠模型建立　　４２只昆明小鼠３％水合
氯醛腹腔麻醉后，碘伏消毒皮肤，沿腹白线逐层开腹，暴露肝

脏，分叶顺次无菌切除小鼠肝脏的左外叶、左中叶和右中叶，建

立肝脏大部切除的ＡＬＩ模型［４－６］。

１．２．２　经门静脉灌注提取肝细胞　　７只昆明小鼠做肝细胞
移植供体，１只供体小鼠的肝细胞供给２只受体小鼠。小鼠肝
细胞分离采用Ｓｅｇｌｅｎ改良两步法，３％水合氯醛腹腔麻醉，常规
消毒，分离门静脉，门静脉下留置６０丝线５ｃｍ，５．５＃Ｙ型留置
针穿刺门静脉，成功穿刺后丝线固定留置针，退出金属针头。

通过门静脉插管灌注３７℃ ＤＨａｎｋ’ｓ液２ｍＬ，阻断肝动脉、上
腔静脉、下腔静脉、肝总管，换用 ３７℃含 ０．０５％胶原酶Ⅳ的
Ｈａｎｋ’ｓ液２ｍＬ灌注４ｍｉｎ，肝脏表面出现裂纹后剪下肝脏，置
于冰浴ＵＷ液中，１００目网晒过滤，低温离心后制成肝细胞悬
液［７－９］。

１．２．３　经下腔静脉灌注提取肝细胞　　７只昆明小鼠做肝细
胞移植供体，１只供体小鼠的肝细胞供给２只受体小鼠。肝细
胞分离采用Ｓｅｇｌｅｎ改良两步法［７－９］。通过下腔静脉插管灌注

ＤＨａｎｋ’ｓ液及换用含０．０５％胶原酶Ⅳ的Ｈａｎｋ’ｓ液，余操作同
１．２．２。
１．２．４　经门静脉、下腔静脉灌注提取小鼠肝细胞产量、纯度、
存活率比较　　显微镜下用血细胞计数板计数肝细胞悬液细
胞产量，计算单位体积肝细胞的纯度 ＝红细胞／肝细胞 ×
１００％；用体积分数为０．４％台盼蓝与肝细胞悬液体积比 ＝１∶９
的比例混合，细胞存活率＝未着色细胞／细胞总数×１００％。
１．２．５　肝细胞移植　　ＡＬＩ建模３ｄ后，建模成功的４２只小鼠
分为３组，分别为门静脉组、下腔静脉组、对照组，每组１４只。

３％水合氯醛腹腔麻醉后，碘伏消毒皮肤，沿原有切口开腹，暴
露脾脏，门静脉组脾内注射经门静脉灌注所得肝细胞悬液

０．１ｍＬ（１．０×１０６），下腔静脉组脾内注射经下腔静脉灌注所得
肝细胞悬液０．１ｍＬ（约１．０×１０６），对照组脾内注射 ＤＨａｎｋ’ｓ
液０．１ｍＬ，细线结扎穿刺点，缝合皮肤。模型成功率１００％。
１．２．６　各组肝功能变化　　移植第１、５、９天，每组随机取４只
昆明小鼠经颈动脉采血，分别检测肝功能谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、
谷草转氨酶（ＡＳＴ），观察肝功能的变化情况。
１．２．７　组织学检测　　移植第９天，取下小鼠脾脏，４％多聚
甲醛固定２４ｈ，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，观察脾内移植肝细胞
分布情况。

１．２．８　白蛋白免疫荧光检测　　移植第９天，取下脾脏组织
快速冰冻，６μｍ连续切片；４％多聚甲醛固定；室温下解冻
３０ｍｉｎ；ＰＢＳ水化２次，每次１０ｍｉｎ；３％ ＢＳＡ封闭，３０ｍｉｎ；加入
Ⅰ抗兔抗大鼠白蛋白单克隆抗体孵育２ｈ，避光；ＰＢＳ水化组织
２次，每次１０ｍｉｎ，避光，风干；６０％甘油封片；共聚焦荧光显微
镜观察荧光信号。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，对经门静脉、下腔静脉灌注提取
肝细胞产量、纯度、存活率比较采用独立样本 ｔ检验，对各组不
同时间点的比较采用方差分析。

２　结果

２．１　经门静脉、下腔静脉灌注提取肝细胞产量、纯度、
存活率比较

　　经双侧ｔ检验，门静脉组的产量、纯度、存活率显著高于下
腔静脉组（Ｐ＜０．０５，图１、表１）。

! "

!

"

!

"

Ａ：门静脉组（：存活肝细胞；：死亡肝细胞）；Ｂ：下腔静脉组
（：死亡肝细胞；：存活肝细胞）

图１　２种灌注方法提取肝细胞　（×１００）

表１　经门静脉、下腔静脉灌注提取肝细胞产量、纯度、存活率
比较（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 产量（１０７／ｍＬ） 纯度（％） 存活率（％）
门静脉组 ８．４９０±１．２１１ ８５．４０１±２．７２９ ８２．４０２±２．４５８
下腔静脉组 ７．５０６±１．１９２ ７８．００１±１．９５３ ７５．２０１±２．６１３
Ｐ值 ０．０１４ ０．０１０ ０．００１

２．２　２种灌注方法肝细胞脾内移植对 ＡＬＩ小鼠肝功
能的影响

　　治疗组ＡＬＴ、ＡＳＴ均值下降幅度远远高于对照组，且门静
脉组下降幅度高于下腔静脉组（Ｐ＜０．０５），且随着时间的增加，
疗效越来越显著（表２）。
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表２　２种灌注方法肝细胞脾内移植对ＡＬＩ小鼠肝功能的影响（ｎ＝５，ＵＩ／Ｌ）

ＡＬＴ ＡＳＴ
组别

１ｄ ５ｄ ９ｄ １ｄ ５ｄ ９ｄ
门静脉组 ５０１．３９±１．２３７ ４００．６２±０．９１６ ３２０．３０±２．１３８ ５４３．３４±１．７８４ ４５５．５９±２．１０７ ３８４．４７±１．２３７
下腔静脉组 ５６８．８８±０．９１３ ４８８．７２±０．８４３ ３９８．８５±１．７９４ ５９７．６１±１．２９０ ５１５．８６±１．６４８ ４３０．２９±１．６４９
对照组 ６１４．０５±０．８０５ ５５３．４４±１．６８９ ４６４．０１±０．９１４ ６５０．６６±１．０８９ ５７８．２１±０．９０４ ５４２．２０±１．２８７
Ｐ值 ０．０３ ０．０２ ０．０２ ０．０２ ０．０１ ０．０１

２．３　２种灌注方法肝细胞脾内移植对 ＡＬＩ小鼠肝脏
组织学的影响

　　移植后第９天，ＨＥ染色光镜下门静脉组可见脾脏有散在
肝细胞分布，肝细胞形态正常，结构清楚，细胞质丰富，圆形或

椭圆形核位于中央，还可见双核，细胞核膜清楚，核仁１～２个，
核仁较大。下腔静脉组小鼠脾脏内移植的 Ｓ肝细胞结构模糊，
细胞器显示不清，细胞器变形、肿大，细胞核碎裂（图２）。

! "

!

Ａ：门静脉组，箭头示脾内存活肝细胞；Ｂ：下腔静脉组
图２　２种方法灌注所得肝细胞脾内移植ＨＥ染色观察　（×１００）

２．４　２种灌注方法肝细胞脾内移植对 ＡＬＩ小鼠肝脏
白蛋白免疫荧光表达的影响

　　移植术后第９天，门静脉组、下腔静脉组白蛋白免疫荧光
均可见脾脏内有绿色荧光阳性表达，证实脾内移植的肝细胞具

有合成白蛋白的功能，且门静脉组脾内表达的白蛋白数量要大

于下腔静脉组（图３）。

! "

Ａ：门静脉组；Ｂ：下腔静脉组

图３　２种方法灌注所得肝细胞脾内移植白蛋白荧光观察　（×１００）

３　讨论

　　自Ｓｅｇｌｅｎ肝脏原位两步灌流法提出以来，大鼠肝
细胞分离方法日趋成熟，但该方法主要应用于大鼠等

实验动物。小鼠下腔静脉较粗，易于插管操作，因此小

鼠肝细胞的提取、培养常选用下腔静脉灌注，而门静脉

较细，相对下腔静脉插管成功率较低。本实验通过多

次练习，采用５．５＃Ｙ型留置针成功进行门静脉穿刺灌

注，留置针针管细且金属针头可抽出，提高了穿刺成功

率，且减少对门静脉的损伤。将２种不同灌注途径所
获得的肝细胞移植到同种异体６０％肝脏切除小鼠的
脾脏，观察 ２种灌注方法所得肝细胞脾内移植治疗
ＡＬＩ小鼠的效果。
　　肝脏由门静脉、肝动脉双重供血：１／４的血液来自
肝动脉，３／４来自门静脉。经由门静脉灌注，预先结扎
肝动脉，灌注的 ＤＨａｎｋ’ｓ液顺应血流方向，充分冲洗
肝内红细胞，不易形成血栓，从而提高分离所得肝细胞

的纯度；且利于胶原酶消化，提高分离所得肝细胞存活

率、产率。而下腔静脉灌注则由于是逆血流方向，且分

支较多，肝脏灌注不充分，大量红细胞存积容易形成血

栓导致灌注胶原酶不充分，影响胶原酶消化，影响分离

肝细胞的存活率和产率［１０］。

　　研究表明，当受体肝脏受到损伤后可以刺激一些
细胞因子促进移植肝细胞的增殖。本实验采用部分肝

脏切除，建立急性肝脏损伤的模型，主要切除小鼠肝左

外叶、左中叶和右中叶合计约占小鼠肝脏总质量的

６０％，本实验通过肝叶切除诱导小鼠肝功能损伤模型，
移植后２组在改善小鼠的肝功能方面与对照组比较差
异有统计学意义，提示２组脾内移植的肝细胞提供了
肝功能支持，且门静脉组肝功支持显著优于下腔静脉

组。移植后２组脾脏内白蛋白免疫荧光均可见脾脏内
有绿色荧光阳性表达，说明移植到脾脏的肝细胞存活

且有合成白蛋白的功能，且定性分析门静脉组分泌强

于下腔静脉组。

　　肝细胞移植所致的免疫排斥反应中起主要作用的
是组织相容性抗原（ＭＨＣ），Ｆｏｎｄｅｖｉｌａ等［１０］研究无免

疫抑制剂的情况下纯化的肝细胞移植效果，发现纯化

的肝细胞可降低免疫原性。通过门静脉灌注所得肝细

胞的纯度明显优于下腔静脉灌注组，ＨＥ染色显示下
腔静脉组小鼠脾脏中移植的肝细胞被巨噬细胞吞噬后

的细胞碎片，形成大片的坏死区，门静脉组脾内肝细胞

形态规则、细胞结构清晰。２种不同的灌注方法所得
的肝细胞主要差异在于肝细胞的纯度、存活率，下腔静

脉灌注法所得的肝细胞中混杂着大量红细胞，红细胞

在移植过程中容易引起抗原免疫排斥反应，移植到体

内的肝细胞容易水肿、变性、液化坏死，从而影响移植

后的疗效。
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　　本研究发现经门静脉灌注所得肝细胞的产率、纯
度、存活率优于经下腔静脉灌注分离的肝细胞，经门静

脉灌注所得肝细胞脾移植治疗ＡＬＩ效果优于经下腔静
脉灌注所得，其推广应用尚需更多的研究验证。
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ｈｔｍｌ（２０１４１０２０）

　　军团菌广泛存在于自然界水源中，感染后主要引起肺炎和
肺外器官损害，临床表现各异，目前世界多个国家和地区均有

军团菌病的报道［１］，但军团菌肺炎并发尿崩症目前国内外文献

尚少见报道。本院收治１例，现报告如下。

１　临床资料

　　患者女性，６０岁，因“咳嗽、咳痰３ｄ，伴间隙高热１ｄ”于
２０１２年１１月３日入急诊病房。３ｄ前因受凉后出现咳嗽、咳
痰、呼吸困难，１ｄ前出现纳差、恶心、乏力、发热，体温最高４０℃。
查体：体温３６．６℃ ，脉搏９３次／ｍｉｎ，呼吸２３次／ｍｉｎ，血压８０／
５０ｍｍＨｇ。神志清楚，精神萎靡，脉搏细弱。口唇轻度发绀，双
肺部可闻及大量湿音，心率 ９３次／ｍｉｎ，四肢冰凉，其余
（－）。检查：血常规：白细胞 ９．６１×１０９／Ｌ。血气分析：氧分
压５４．２ｍｍＨｇ，二氧化碳分压２７．３ｍｍＨｇ，未吸氧血氧饱和度
８２％。中心静脉压波动在２～５ｃｍＨ２Ｏ。胸部ＣＴ：左肺上叶团块
及双肺多发结节病变，双侧胸腔少量积液。入院后予以头孢西

丁抗感染、抗炎、吸氧、扩容、升压等处理，血压升至１０７／６７ｍｍＨｇ，

吸氧４Ｌ／ｍｉｎ血氧饱和度维持在９４％ ～９６％。１１月４日开始
尿量增多，２４ｈ尿量１９００ｍＬ，１１月６日达到高峰为７７００ｍＬ。
曾于１１月５日出现３次痰中带血，量约３～５ｍＬ／次。血间接
荧光抗体嗜肺军团菌 ＩＧＭ２次阳性，支原体、流感病毒等 ＩＧＭ
阴性。１１月９日复查胸部ＣＴ无好转，双侧胸腔积液增多。患者
被诊断为：重症军团菌肺炎、急性呼吸衰竭、脓毒症休克、尿崩

症。１１月９日开始予以左氧氟沙星加阿奇霉素静脉滴注，限制
液体摄入，去氨加压素４μｇ肌肉注射２次／ｄ，氢化可的松琥珀酸
钠０．２ｇ静脉滴注。１１月１１日查血渗透压２８０～３００ｍＯｓｍ／ｋｇ，
尿渗透压３２８～３６４ｍＯｓｍ／ｋｇ，尿比重１．００５。１１月１２日咳嗽、
咳痰、呼吸困难较前好转。１１月２０日无咳嗽、咳痰、咯血等，肺
部未闻及干湿音，尿量正常，好转出院。

２　讨论

　　军团菌是社区或医院获得性肺炎的重要病原体，尤其在重
症感染病例［２］。流行病学调查发现，军团菌肺炎的发病率有上

升趋势，２０００－２００９年，美国５０个州和哥伦比亚特区向法定传
染病监测系统上报２２４１８例军团菌肺炎患者，从０．３９／１０万人
增加到１．１５／１０万人，发病率增加１９２％，有７４％的患者≥５０岁［３］。

其临床表现无特异性，包括发热、咳嗽、头痛、肌肉疼痛、呼吸困

难、腹泻、精神错乱等，很难和其它肺炎区分开来［４］，临床上应

给予重视。
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