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异丙肾上腺素在去细胞化肝脏再细胞化过程中的作用研究
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　　［摘要］　目的　通过制备去细胞化肝脏生物支架，研究自主神经递质对再细胞化过程的影响。
方法　 使用全器官灌注法制备 Ｃ５７小鼠去细胞化肝脏生物支架，行 ＨＥ和 Ｍａｓｓｉｏｎ染色鉴定并检测
ＤＮＡ残留量；ＲＴＰＣＲ和免疫荧光化学检测再细胞化肝脏中种子细胞（Ｌ０２细胞株）肾上腺素能受体及
亚型表达情况；检测平面以及生物支架内异丙肾上腺素对种子细胞增殖的作用，以及对再细胞化肝脏白

蛋白分泌和尿素合成水平的影响。结果　成功制备去细胞化肝脏生物支架，Ｌ０２细胞株表达肾上腺素
能受体，并且β２受体亚型表达相对较高；异丙肾上腺素显著促进平面及再细胞化肝脏内 Ｌ０２细胞株增
殖，并增强再细胞化肝脏分泌白蛋白和尿素。结论　异丙肾上腺素可促进去细胞化肝脏生物支架再细
胞化进程。

　　［关键词］　 去细胞化肝脏支架；异丙肾上腺素；再细胞化；组织工程
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　　终末期肝病最有效的治疗方法是肝脏移植，但由
于肝脏供体不足制约了其发展［１］。近年来随着对替

代治疗研究的不断深入，全器官灌注法制备去细胞化

肝脏生物支架（ｄｅｃａｌｕｌａｒｉｚｅｄｌｉｖｅｒｂｉｏｓｃａｆｆｏｌｄ，ＤＬＢ）因

具有特殊的生物有效性从而成为新的研究热点［２］。

制备ＤＬＢ即在一定物理条件下，通过脱细胞化处理去
除肝细胞成分，并保留具有生物学效应的细胞外基质

成分和超微脉管结构。随后以ＤＬＢ为载体，将种子细
胞植入支架内，从结构和功能上模拟正常肝脏的功能，

最终起到替代正常肝脏的作用。虽然目前再细胞化肝

脏表达一定的肝脏功能，但与正常肝脏功能相比较仍

有较大的差距，尚未达到对患肝替代与治疗的作
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用［３］。笔者认为可从通过完善肝脏本身的复合性出

发，探索进一步提升再细胞化肝脏功能的方法。肝脏

受自主神经调节，实验研究发现肝脏内交感神经对肝

脏损伤及修复具有重要作用［４］。异丙肾上腺素作为

重要的神经递质，其对再细胞化肝脏的作用尚不清楚。

本实验想通过观察神经递质对肝脏生物支架再细胞化

的作用，探讨提升再细胞化肝脏功能的可能性，为完善

再细胞化肝脏的制备提供新的科学依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物和试剂
　　８～１０周 Ｃ５７小鼠４０只，雌雄不限，ＳＰＦ级，体质
量１８～２２ｇ，购置于第三军医大学实验动物中心。Ｌ０２
细胞株（人永生化正常肝细胞株）购置于上海生命科

学研究院生物化学与细胞生物学研究所。曲拉通 Ｘ
１００（ＴｉｒｔｏｎＸ１００）（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美国），十二
烷基硫酸钠（ＳＤＳ）（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，中国），ＤＭＥＭ高糖
培养基（Ｇｉｂｉｃｏ公司，加拿大），胎牛血清（ＦＢＳ）（ＢＩ公
司，澳大利亚），异丙肾上腺素（ＩＳＯ）／普萘诺尔（Ｐｒｏｐ
ｒａｎｏｌｏｌ）（Ｓｉｇｍａ公司，美国），人微量白蛋白 ＥＬＩＳＡ试
剂盒／人尿素 ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，中国），酶
联免疫测定仪（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），免疫荧光显微镜
（Ｚｅｉｓｓ公司，德国）。
１．２　去细胞化肝脏生物支架的制备
　　Ｃ５７小鼠使用１％苯巴比妥钠（１００ｍＬ／ｋｇ）腹腔
注射麻醉，取腹部正中十字切口，暴露出肝上、下下腔

静脉和门脉系统区域，结扎肝上下腔静脉、肝动脉、胆

总管。肝门静脉置静脉留置针（２２Ｇ）并双重套扎，连
接５０ｍＬ注射器置于微量泵，以５ｍＬ／ｍｉｎ速度灌注
０．９％生理盐水，同时剪破下腔静脉，待肝脏由暗红色
转为黄色后终止灌流。完整取下肝脏，浸泡于含有

１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的无菌磷酸盐
缓冲液（ＰＢＳ）中，并将静脉留置针连接于生物反应器，
以备后续灌注。１％ＳＤＳ灌注肝脏１ｈ，后续使用１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００灌洗肝脏１ｈ以去除肝脏实质细胞成分。
此后用无菌ＰＢＳ灌洗肝脏２ｈ洗去残留的去垢剂。灌
注过程的流速均匀保持在５ｍＬ／ｍｉｎ，并严格注意无菌
操作。

１．３　ＨＥ和Ｍａｓｓｉｏｎ染色
　　将新鲜肝脏组织以及去细胞化肝脏生物支架经
４％多聚甲醛固定，脱水，石蜡包埋，于石蜡切片机上切
片。常规脱蜡后行 ＨＥ染色，观察支架内细胞是否完
全洗脱及支架形态。依据试剂盒说明书进行 Ｍａｓｓｉｏｎ
染色，观察支架内胶原纤维和弹力纤维保留情况。

１．４　光密度测定法检测ＤＮＡ浓度
　　肝脏及支架组织使用 ＤＮＡ抽提试剂盒（ＴＩＡＮ
ＧＥＮ公司，中国）检测。分别称取正常肝组织及去细
胞化肝脏生物支架各３０ｍｇ组织，蛋白酶 Ｋ消化组织
３ｈ，实验条件及步骤参照公司试剂说明书。酶联免疫
测定仪以２６０ｎｍ波长检测抽提样本的ＤＮＡ光密度值，
组织ＤＮＡ含量（ｎｇ／ｍｇ）按照５倍光密度值计算。
１．５　再细胞化肝脏的制备
　　使用无菌ＰＢＳ再次对去细胞化肝脏支架灌洗去除
残留的去垢剂。支架静置于含有１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
中，５％ ＣＯ２，３７℃孵箱环境中培养４８ｈ检测是否存在
细菌或真菌污染。无菌检测完毕后，将Ｌ０２细胞胰酶消
化、计数，使用微量泵将４ｍＬ细胞悬液（含１０７个细胞）
分４次，通过中心静脉通道缓慢注入无菌支架中。注入
完毕以后，将再细胞化肝脏置于５％ ＣＯ２，３７℃孵箱环
境中培养７ｄ。每天定时更换细胞培养液。
１．６　细胞ＲＮＡ提取、反转录及实时定量荧光ＰＣＲ
　　用 ＴＲＩｚｏｌ一步法提取细胞的总 ＲＮＡ，以 １．５μｇ
ＲＮＡ为模板行反转录，实验条件及步骤参照 ＴａＫａＲａ
公司的试剂和说明书。以１．５μｇｃＤＮＡ作为模板行
ＰＣＲ检测ＡＲα１Ａ、α１Ｂ、α１Ｄ和β１、β２、β３及 ＧＡＰＤＨ
的表达。１０μＬ反应体系如下配制：０．５μＬｃＤＮＡ＋
０４μＬ前引物＋０．４μＬ后引物＋５μＬＳＹＢＲ＋３．７μＬ
无酶水。反应条件为：９５℃ １３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，４０个循环后，９５℃延伸１０ｓ，６５℃ ５ｓ，４℃保
存。引物序列及产物长度见表１。ＰＣＲ反应体系中以
无酶水代替 ｃＤＮＡ模板作为阴性对照，扩增 ＧＡＰＤＨ
作为阳性对照及内参照。用 ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软
件对受体亚型表达进行定量分析。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列及预计产物长度

引物名称 引物序列（５′至３′） 预计产物长度

ＡＲα１Ａ
上游：ＧＡＡＧＧＧＣＡＡＣＡＣＡＡＧＧＡＣＡＴ
下游：ＣＣＴＡＧＡＣＴＴＣＣＴＣＣＣＣＧＴＴＣ

３０１ｂｐ

ＡＲα１Ｂ
上游：ＴＧＧＧＧＡＧＡＧＴＴＧＡＡＡＡＡＴＧＣ
下游：ＡＡＴＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧＧＣＧ

２０４ｂｐ

ＡＲα１Ｄ
上游：ＧＧＴＣＧＴＡＧＣＣＣＴＧＧＴＧＧＴＧ
下游：ＣＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＡＣＡＧＣＧＴＡＧＣ

１１６ｂｐ

ＡＲβ１
上游：ＣＧＣＣＴＣＴＴＣＧＴＣＴＴＣＴＴＣＡＡＣＴＧ
下游：ＡＣＡＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣ

２３６ｂｐ

ＡＲβ２
上游：ＴＧＣＣＡＡＴＧＡＧＡＣＣＴＧＣＴＧＴＧＡＣ
下游：ＴＧＴＧＴＴＧＣＣＧＴＴＧＣＴＧＧＡＧＴＡＧ

５２６ｂｐ

ＡＲβ３
上游：ＧＴＧＴＧＡＣＣＧＣＣＡＧＣＡＴＣＧ
下游：ＡＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＧＴＡＧＡＡＧＧＡＧＡＣＧ

２９５ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
上游：ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ
下游：ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ

２５８ｂｐ
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１．７　细胞免疫荧光技术
　　细胞平铺于细胞爬片（Ｎｅｓｔ公司，中国），待细胞
生长至适度密度（６０％）后固定、封闭。兔源性去甲肾
上腺素能ｂｅｔａ２受体多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美
国）按照１∶２５０稀释浓度稀释，单纯抗体稀释液作为对
照组，覆盖细胞爬片后４℃冰箱孵育过夜。次日 ＰＢＳ
洗涤后，荧光二抗１∶１０００稀释后避光常温孵育２ｈ，
ＤＡＰＩ染色剂（５μｇ／ｍＬ）避光常温孵育３０ｍｉｎ。４０％
甘油封片以后通过荧光显微镜观察。

１．８　ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ细胞增殖活性检测
　　取对数生长期的 Ｌ０２细胞消化、离心后制成单细
胞悬液。在流式细胞仪中按照３００个细胞／孔，接种到
９６孔细胞培养板中。设置异丙肾上腺素浓度为
２５ｎｍｏｌ／Ｌ，普萘诺尔浓度为１０ｎｍｏｌ／Ｌ。每个药物浓
度设３个附孔，用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基作为空
白对照。分别于１、３、５、７ｄ在避光条件下，向每次所
要检测的孔中，加入 １００μＬ检测试剂（１０％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ中含有 １０％ ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ）。细胞培养箱
（３７℃，５％ ＣＯ２）中避光培养２ｈ，以酶标仪以５６０ｎｍ
波长激发荧光，５９０ｎｍ波长检测光密度值。每组３个
附孔取均值标准差作为统计量进行分析。

１．９　组织ＥｄＵ增殖荧光技术
　　将ＥｄＵ工作液（１０μｍｏｌ／Ｌ）加入支架培养液中，
３７℃，５％ ＣＯ２孵育２ｈ，使用１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ作为
空白对照组使用。Ｏ．Ｃ．Ｔ包埋剂（樱花公司，日本）
－８０℃ 包埋后行冰冻切片，切片厚度为２０μｍｏｌ／Ｌ。
常温下固定、打孔、封闭。按照试剂盒说明书配置ＥｄＵ
反应液，浸泡切片，避光静置 ３０ｍｉｎ。ＤＡＰＩ染色剂
（５μｇ／ｍＬ）避光常温孵育３０ｍｉｎ。每个步骤间隙均使
用ＰＢＳ（３％胎牛血清）洗涤２次。最后使用４０％甘油
封片行荧光显微镜观察。随机挑选切片５个视野，一
个再细胞化肝脏随机挑选５张切片进行拍摄（ｎ＝３）。
１．１０　ＥＬＩＳＡ
　　人微量白蛋白ＥＬＩＳＡ试剂盒、人尿素 ＥＬＩＳＡ试剂
盒检测。再细胞化肝脏培养液 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ后，保留样品上清液。设置标准样品组，空白
对照组，绘制出样品标准曲线，实验步骤参照试剂盒说

明书。酶联免疫测定仪以２６０ｎｍ波长测定各孔光密
度值，计算标准曲线内对应的人白蛋白和尿素的含量

（μｍｏｌ／Ｌ）。
１．１１　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据处理分析，计
量资料通过 珋ｘ±ｓ表示，两组之间比较采用独立样本
ｔ检验。多组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　去细胞化肝脏生物支架制备过程大体形态学观察
　　暴露小鼠肝脏及门静脉，经门静脉插管后灌注生
理盐水清除肝脏内残留血液。腹腔内取出完整肝脏

（图１Ａ）后，经门静脉灌注去垢剂，约４ｈ后，肝脏大体
形态得到保留，肝脏支架变为白色、透明的复合物，可

以肉眼观察到肝脏内部微血管网络（图１Ｂ）。

! "

Ａ：完整取肝；Ｂ：离体肝脏去细胞化
图１　去细胞化肝脏生物支架的制备

!" #$%%&'(

!
"
#
$
%
&

'
(
)
*
%
&
+
,
-
.

图２　去细胞化肝脏生物支架的鉴定　（ＬＭ ×１００）

２．２　去细胞化肝脏生物支架的鉴定
　　ＨＥ染色可观察到ＤＬＢ内没有蓝色深染的细胞核
成分，保留了基本的骨架结构，Ｍａｓｓｉｏｎ染色观察到肝
脏经去细胞化处理之后，肝脏内胶原纤维和弹性纤维

得到了保留（图 ２）。去细胞化肝脏中 ＤＮＡ残留量
（１１４．０２７±５．５２６）约为正常肝脏（９４５０．０８７±
２３４３８７）的１％，对比组之间的差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），达到了较好的去细胞化效果。
２．３　Ｌ０２细胞株表达肾上腺素能受体及亚型
　　ＲＴＰＣＲ检测Ｌ０２细胞表面受体发现肾上腺素能α
受体亚型（ＡＲα）和β受体亚型（ＡＲβ）均有一定程度
的表达，ＡＲβ２的表达相对较高，ＡＲα１Ａ几乎不表达。
为了验证ＡＲβ２蛋白表达情况，行免疫荧光染色发现，
ＡＲβ２在细胞膜及细胞质中均有一定程度的表达（图３）。

１７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）
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图３　Ｌ０２细胞株肾上腺素能受体检测　（激光共聚焦显微镜 ×４００）

２．４　异丙肾上腺素促进肝细胞增殖
　　ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ法检测显示，与对照组比较，异丙
肾上腺素（２５μｍｏｌ／Ｌ）能明显促进 Ｌ０２细胞在平面上
的增殖（Ｐ＜０．０５），当加入普萘诺尔（１０μｍｏｌ／Ｌ）后，
细胞增殖速率明显降低（Ｐ＜０．０５）。为进一步验证异
丙肾上腺素的作用，采用ＥｄＵ方法检测支架内种子细
胞的增殖情况（图４）。蓝色代表细胞核，红色代表反
应时间内正在复制的细胞。对红色点与蓝色点的比

值，即细胞增殖速率进行统计。结果显示，去细胞化第

７天，实验组细胞增殖速率（０．６４４±０．０７０）明显高于
对照组（０．５５０±０．０５６７），两组之间的差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．５　异丙肾上腺素促进再细胞化肝脏白蛋白和尿素

的分泌

　　再细胞化肝脏培养７ｄ后，培养上清行 ＥＬＩＳＡ检
测发现，实验组人微量白蛋白（６５８．０１８±２５．８５５）和
尿素（３５６．４４３±３６．０９４）的表达显著高于对照组
（４２４．６０７±３９．７６０）和（２７８．９６６±３９．７６１），差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　肝脏疾病是一种极其常见的疾病，全世界总死亡人
口中因为肝脏疾病死亡的占２．５％［５］。原位肝移植是

终末期肝病治疗最有效的方法，但制约肝脏移植的最大

的问题在于肝脏供体的不足。肝脏替代治疗的出现为

终末期肝病患者带来了希望。其中，全器官灌注法制备

的ＤＬＢ有特殊生物有效性，具有良好的研究前景［６］。

　　ＤＬＢ是具有原始肝脏大体形态，且保留肝脏内具
有生物学效应的细胞外基质成分和超微脉管结构的复

合物［７］。最常用的离子型去垢剂是十二烷基硫酸钠

（ＳＤＳ），它可以有效去除致密组织中细胞核成分，Ｔｒｉｏｎ
Ｘ１００为最常用的非离子型去垢剂，它可以有效地离
断 ＤＮＡ与蛋白质之间的联系。国内外相关研究表明
灌注所用时间从６～１４４ｈ不等。经前期实验摸索，本
研究中所用支架是通过依次使用 ＳＤＳ和 ＴｒｉｔｏｎＸ１００
灌注的方法，约４ｈ时间将支架灌注完成的。并且通
过组织学染色和ＤＮＡ残留量检测，支架制备满足制备
基本要求［２］。因此，我们所用的去细胞化肝脏生物支

架在制备时间上具有一定的优势。
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图４　异丙肾上腺素对细胞增殖作用的检测　（激光共聚焦显微镜 ×１２０）

　　制备生物支架的目的是将种子细胞注入其中，获
得再细胞化肝脏，模拟机体内肝脏生物培养环境，检测

再细胞化肝脏功能，评估其替代效果［８］。如何有效地

向ＤＬＢ内植入种子细胞，提升再细胞化肝脏效能亦成
为目前研究的热点。以往实验研究中可以肯定的是肝

细胞三维培养较平面培养具有更大的优势［９－１０］。

　　２０１０年Ｕｙｇｕｎ等［９］首次报道以来，不同的研究团

队对种子细胞的选择，再细胞化过程等方面进行了诸

多尝试和改进［１１－１３］。本研究中使用的是永生化的正

常肝细胞，避免了原代细胞传代数较少，神经递质对其

处理时间不足的情况。非实质性细胞如：肝血窦上皮

细胞，胆管上皮细胞以一定比例与肝实质细胞共同培

养，也可对肝脏结构形成、肝实质细胞有效性发挥重要

作用［８］。除此之外，添加细胞因子成分等方法也可以

再次提高再细胞化肝脏的功能［１４］。ＳｏｔｏＧｕｔｉｅｒｒｅｚ
等［１５］通过比较不同的灌注方法发现间歇性灌注可以

有效避免种子细胞过度聚集形成微血管死腔，造成细

胞死亡。目前的研究成果表明，再细胞化肝脏与正常

肝脏相比仍有较大的差距，故本实验组想从完善肝脏

自身自主神经调节入手，探索进一步提高再细胞化肝

脏功效的可能性。

　　肝脏受交感神经和副交感神经的双重支配，其中
交感神经支配作用约占８０％［１６］。已有大量的研究表

明，交感神经在肝脏的损伤修复与再生中发挥了重要

的作用［１７］。在大鼠肝脏切除模型中发现交感神经能

够被异常激活，阻断交感神经可以显著降低肝脏再生

的速率［１８］。阻断肝前体细胞去甲肾上腺素能受体后，

细胞间聚集能力下降［１９］；激活肝脏前体细胞去甲肾上

腺素受体后可以通过激活 Ｗｎｔ信号通路促进细胞增
殖［２０］。本研究通过检测发现种子细胞表面表达去甲

肾上腺素能受体及亚型，为自主神经递质对细胞发挥

作用奠定了实验基础。在细胞平面培养和再细胞化肝

脏培养的过程中均发现去甲肾上腺素能 β受体激动
剂（异丙肾上腺素）可以促进Ｌ０２细胞株的增殖，并且
可以在之前基础上提升再细胞化肝脏分泌白蛋白和尿

素的功能。再细胞化肝脏功能的提高一方面可能是单

个细胞功能的提升，也可能是促进细胞增殖的结果。

这也要求在以后的研究工作中进一步探索自主神经递

质对单个细胞的作用及其机制。在完善再细胞化肝脏

的研究中，通过自主神经递质调节再细胞化肝脏功能

及促进肝细胞增殖目前尚属首次报道。

　　去细胞化肝脏生物支架逼真地模拟了肝细胞在肝
脏内生长的环境状态。再细胞化肝脏因保留了良好的

肝脏生物学特性，在将来肝脏替代治疗中具有良好的

应用前景。本实验通过成功制备肝脏生物支架，并观

察神经递质在肝脏生物支架再细胞化过程中的作用发

现，异丙肾上腺素可促进再细胞化进程，为人工肝脏的

制备提供了新的补充材料。相信随着对生物组织工程
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研究的不断深入，利用去细胞化肝脏生物支架制备的

再细胞化肝脏能够运用于临床实际中，解决肝脏替代

治疗的难题。
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