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肝再生增强因子联合肝细胞 

脾内移植治疗急性肝衰的实验研究 

陈 曜，袁 刚，孙 航 ，刘 杞 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨应用rALR与新生大鼠肝细胞脾内移植联合治疗大鼠急性肝衰竭的疗效。方法：采用D一鼬l诱导大鼠急性 

肝衰竭模型，36h后随机分为6组 ：(I组 ：造模对照组；I／组：脾脏注射生理盐水 lml，腹腔注射生理盐水 lml／d；HI组 ：脾脏注射 

rALR lml(50 g／(kg‘d))，腹腔注射 rALR lml(50 g／(kg·d))；IV：脾脏移植 2 x 10 新生大鼠肝细胞 ，腹腔注射生理盐水 

lml／d；V组 ：脾脏移植 2 x 10 新生大鼠肝细胞 ，腹腔注射 rALR lml；VI组 ：脾脏移植 2 x 10，新生大鼠肝细胞 ，腹腔注射 CsA 

lml(1Omg／(kg d))。比较各组生存率。术后第 l、5天、14天获取肝组织，观察病理变化。术后第 1、2、5、12天采血，检测肝功能 

指标。结果：Ⅱ组存活时间与 I组比较无差异。Ⅲ组最长存活时间为 118h，肝脏病理及肝功能改变情况基本同 I组和 Ⅱ组。Ⅳ 

组有部分长期存活 ，2周生存率为 33I3％。V组两周存活率显著高于Ⅳ组(75％对 33．3％，P<0．02)，Ⅵ组和Ⅳ组 2周存活率比较 

无显著性差异(尸>0．05 o肝功能及病理情况在Ⅳ、V、Ⅵ组有明显改善，尤以V组最为显著。)结论：应用 rALR联合新生大鼠肝 

细胞移植能有效治疗大鼠急性肝衰竭，改善 D—gal诱导的肝衰竭大鼠的存活率，促进肝功能恢复及改善肝脏病理状况。 
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Study On effect of rALR combined with rat hepatocyte intrasplenic 

transplantation in rat with acute hepatic failure 

CHEN Ya0。et al 

(Institute of Viral Hepatitis，Chongqing Medical University) 
[Abstract】Objective：To evaluate the treatment effects of rALR combined with newborn rat hepatocyte through intrasplenic trans— 

plantation in rats with acute hepatic failure induced by chemical drug
． Methods：Acute hepatic failure(AHF)animals were in— 

duced by 1．2g／kg D—gal and randomly divided into 6 groups after intoxication
． Group I as model control received n0 further 

treatment，Group II received lml buffered saline，group HI lml rALR，group IV 2 x 10Yml hepatocytes，group V 2 x 107heDa— 

tocytes suspended in lml rALR(50 g／(kg d))and group VI 2×107hepatocytes in lml cyclosporine A(10mg／(kg·d))．through 

intrasplenic injection，respectively．The abdominal cavities of group Ⅱ～VI rats were injected with above same reagents every 

day till rat death or two weeks．We determined the surviving of rats in each group daily
． Concurrently， surviving rats from 

correspondingly treated groups were killed for histology 1
、5 days after operation and subsequenfly at weeklv intervals up t0 3 

week to obtain histologic specimens for observing liver histopathological change~esu]t： rhe model control group rats could have 

survived for 88 hours at most，which proved intoxication successfu1
．Group Ⅱ rats’death times were similar t0 group I；and 

there was IlO significant difference in survival between the two groups rats
． Group HI rats could have survived for 90 hours at 

most，and the liver pathological state and hepatic function change were basically the same as group Ⅱ rats
． A proporti0n of 

group IV rats had survived for 2 weeks，and the surviving for 2 weeks was 33．3％
．At 2 weeks，the survival 0f gmupV rats was 

slsnificantly higher than that of groups I-IV rats(75％ vs 33．3％，P<0．02)，meanwhile，it showed no statisticallv significant in— 

Cl'l~lse compared to that of group VI rats(75％vs43．75％，P=-0．07>0．05)．there was n0 significant difference in survival between 

group IV and group VI rats(P>0．05)．Hepatic function and liver pathological state for gro ps IV
， V，VI mts had improvment， 

especially，group V．Conclusion：It was significant that the effect of treatment of newborn rat’s hepat0cyte transplantati0n in 
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c0mbinati0n with rALR on rat with acute hepatic function failure．It could improve the survival of Fats with acute hepatic failure 

(AHr3 induced by D—gal，and ameliorate hepatic function and hepatic pathological state． 

【Key words]Acute hepatic function failure(AHF)；Rat augmenter of liver regeneration(rALR)；Newborn rat hepatoeyte transplan— 

ration 

急性肝功能衰竭起病急、进展快 、病死率高，严 

重威胁着人们的生命健康。国外多采取同种异体肝 

移植治疗，国内有条件的医院也相继开展了此项治 

疗，但受供肝来源和治疗费用等因素的制约，难以 

普遍开展。因此，目前国内仍以内科综合治疗为主， 

但疗效不佳。尽管人和哺乳动物的肝脏具有强大的 

再生功能，且急性肝功能衰竭患者血中虽有高水平 

的促肝细胞增殖的多种细胞因子[1-31，但仍表现为肝 

细胞再生能力不足，导致残存肝细胞不能为机体代 

谢提供足够的肝功能支持，致使急性肝功能衰竭发 

生。如能补充一定数量的同种异体肝细胞和抑制机 

体的免疫反应，起到既阻止残存肝细胞进一步坏死 

和保护新生肝细胞，又使移植肝细胞免遭免疫排 

斥 ，同时提供一定的肝功能支持，减轻残存和新生 

肝细胞的代谢负担，使它们有足够时问再生，以达 

到治愈肝功能衰竭的目的_4．53。 

肝再生增强因子(Augmenter of liver regeneta— 

don，ALR)是近年发现的、由机体 自身产生的一种新 

的细胞因子，研究证实它能促进损伤肝脏的修复， 

推测可能是通过直接刺激肝细胞增殖或／和通过免 

疫调控作用而实现的 】。本研究探讨新生大鼠肝细 

胞移植加 ALR治疗大鼠急性肝功能衰竭的可行性 

和疗效，为 ALR治疗急性肝功能衰竭的临床应用提 

供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1动物 Wistar大鼠雌雄各半，体重 150～250g；0～24h龄 

新生 Wistar大鼠，由重庆医科大学动物中心提供。 

1．1．2试剂 D一氨基半乳糖(D—Ga1)购于重庆医科大学化学 

教研室 ，ALT、AST检测试剂盒购于上海荣盛生物技术有限公 

司，胆红素检测试剂盒购于四川省迈克科技有限责任公司， 

重组大鼠肝再生增强因子由本研究所制备㈣。 

1．2 方法 

1．2．1急性肝功能衰竭模型建立 Wistar大鼠 94只，雌雄各 

半 ，于腹腔内注射浓度为 1．2g／kg的 D—Gal，建立大鼠急性肝 

功能衰竭模型。 

1．2．2新生大鼠肝细胞制备 以文献方法进行 l11】。现简述如 

下 ：无菌切取新生 Wistar大鼠肝脏，剪碎肝组织 ，用预冷 

Hanks液反复冲洗数次，再用 37~C的 Hanks液混悬，转入 

200ml的三角烧瓶内，在 37。c恒温摇床上，140dmin持续震摇 

10min，弃上清。加入 37oCHanks I液 30ml，37oC孵育 15min， 

再以 260r／min震摇消化 15min，上清液经 200目筛网过滤， 

滤液用预冷肝细胞洗液 (DMEM+I％FCS)1：1稀释，于 4℃， 

40g离心 5min，弃上清。不能通过 200目筛网的组织碎块重 

复 37℃Hanks I震摇消化和过滤，直至大部分组织碎块消化 

成单个细胞。合并重悬细胞于 DMEM中，小心铺加细胞于盛 

有 30％和 70％Pereo11液面上，在 4℃，800g，离心约 30min，收 

集处于两浓度界面的雾状细胞层于洁净试管中，加入肝细胞 

洗液，4℃、40g离心 5min，弃上清。用 DMEM将细胞浓度调至 

2xlOVml备用。 

1．2-3手术处理 所有造模大鼠都行开腹手术以暴露脾脏 ， 

手术过程简述如下 ：用异戊巴比妥钠(50ml／kE体重 )腹腔注 

射，麻醉后固定于操作台上 ，腹部去毛、消毒、铺孔巾，作上腹 

切口开腹，止血钳止血。移开胃及网膜找到脾脏，无齿弯形镊 

将脾脏拉出置于孔巾上，无齿止血钳阻断脾门部。根据不同 

分组，用注射器从脾尾向脾实质内缓慢注射相应治疗药物． 

棉签轻压注射孑L，确定无出血后取掉脾门部止血钳，将脾脏 

放回腹腔，逐层缝合关腹。每只大鼠于手术当天及以后每天 

常规肌注青霉素 20万 U。 

1．2．4实验分组及处理 所有造模大鼠随机分为 6组： I组 

(n=14)造模组 ；II组(n=14)脾内注射生理盐水 1ml，以后每 

天腹腔注射生理盐水 lml；III组 (gt=18)脾内注射含 50~g／kg 

rALR的生理盐水 lml，以后每天腹腔注射含相同剂量 rALR 

的生理盐水 1ml；IV组(n=16)脾内注射悬于 1ml生理盐水中 

的肝细胞 2xlO 个，以后每天腹腔注射生理盐水 1ml；V组 

(n=16)脾内注射 lml含 50~g／kg rALR和 2xlO7个肝细胞的 

生理盐水，以后每天腹腔注射含相同剂量 rALR的生理盐水 

lml；VI(n=16)脾内注射 1ml含 lOmg／kg剂量 CsA和 2x107 

个肝细胞的生理盐水 ，以后每天腹腔注射含相同剂量 CsA的 

生理盐水 1ml。 

1．2．5血清肝脏功能的检测 各组动物分别在术前、术后 1、 

2、5、12天采集静脉血 ，分离血清 ，按试剂说明书检测 AIJT、 

AST和胆红素。 

1．2．6组织学检查 分别于治疗后 36h和第 7天，从各组存 

活动物中随机挑选 1只大鼠处死，以及治疗结束时第 12天， 

处死全部存活动物，取肝脏供病理组织学检查。 

1．2．7统计处理 所有计量数据以互 表示，ALT、AST和胆 

红素水平采用多个样本均数问每两个均数比较的q检验，各 

组2周生存率比较采用 xz检验；每两组两周生存率比较用 

Fisher确切概率计算法。用 Excel 98、SPSS11．0软件作统计 

分析。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一
478 一  重庆医科大学学报2007年第32卷第 5期 (Journal of Chongqing Medical University 20117．Vol-32 No-5) 

鼠的各项指标恢复到正常水平，各组间差异无显著 

性( 0．05)(表 1 o 

2-3 组织学改变 

与正常肝脏组织相比，I组在造模后 36h，小叶 

结构破坏，肝索紊乱，肝细胞大片变性坏死，可见空 

泡。核固缩或碎裂，汇管区淋巴细胞、中性白细胞等 

炎性细胞浸润，坏死区亦见炎性细胞浸润。肝窦扩 

张，可见淤血甚或出血。Ⅱ组、Ⅲ组光镜下的肝脏病 

理改变与造模对照组无明显差异 ，呈现类似的病理 

变化(图 3，4)。造模后 7天，Ⅳ、V、Ⅵ组的肝脏病理 

改变较造模对照组有所改善，表现在炎性细胞的浸 

润明显减少，但肝小叶的结构破坏仍较严重。术后 

l2天，只可见少量炎性细胞浸润 ，部分肝细胞呈现 

双核增生反应(图5～lO)。 

3 讨 论 

在肝细胞移植部位选择的研究中发现：脾内移 

植能较好的起到肝功能支持作用㈦。有报道称同种 

异体肝细胞在脾内存活能达 21月之久㈣，相比肝内 

及腹腔移植能更好的减低并发症及免疫排斥的危 

险。在本研究中，通过肝细胞脾内移植方式，我们能 

更好地在脾内分辨出移植肝细胞及了解移植肝细 

胞的存活状态。对移植的肝细胞数量，各家报道不 
一 致it4，悯。现普遍认为能有效代偿肝功能的细胞数 

量为(1～3)xl07，我们采用 2x107个细胞数进行脾内 

肝细胞移植。结果证明是有效的。 

研究表明，成年哺乳动物的肝细胞增殖能力最 

差，新生动物的肝细胞增殖能力最强，胎肝细胞增 

殖力居中 。在肝细胞移植后疗效的研究中，Som— 

reel"BGo7]等认为移植的大鼠肝细胞不是通过降低 

胆红素和 SGPT转氨酶的途径，而是通过提供其他 

有效的生化功能来降低药物性肝衰竭大鼠的死亡 

率。而 Nikolaos[4·51等却报道了相反的结果。由于新生 

大鼠肝细胞增殖力最强 ，能自分泌 rALR，且抗原性 

较成年大鼠肝细胞弱 ，因此在本研究中，我们采用 

新生大鼠肝细胞作为移植的供体。通过初步对 I～ 

Ⅳ组的 2周生存率比较发现，Ⅳ组的2周存活率达 

到 33．3％(6／18)，与 Ⅱ、Ⅲ组(0／14)和 I组(0／14)有 

显著性差异，表明移植的新生大鼠肝细胞在受体体 

内能较好地起到支持药物性暴发型肝衰竭大鼠肝 

功能的作用。在进一步的实验研究中发现：V组的 2 

周存活率达 75％(12／16)，极大地提高了肝衰竭大鼠 

的生存率，同Ⅳ组(6／18)比较有显著性差异；但Ⅵ组 

(7／16)与Ⅳ组及Ⅵ组与V组比较皆无显著性差异。 

提示在加用肝再生增强因子后 ，能更好地治疗药物 

所致的肝衰竭大鼠，并明显地提高了肝衰竭大鼠的 

两周存活率。同时我们也发现若单纯应用肝再生增 

强因子治疗 ，肝衰竭大鼠无一存活(0／14)，表明肝再 

生增强因子可能只是在新生大鼠肝细胞移植的基 

础上起到直接刺激肝细胞增殖及抑制免疫反应，减 

少免疫排斥反应的发生，利于移植细胞存活的作 

用，也从另一方面再次证实了新生大鼠肝细胞移植 

在药物性肝衰竭大鼠体内起到肝功能支持方面不 

可替代的作用。 

通过肝功能结果显示：各组大鼠在 D—gal诱导 

后第 1天 s—ALT、s—AST开始显著恶化，第 3天肝功 

各项指标达到高峰。未经肝细胞移植治疗的肝衰竭 

大鼠多在其后的 12～24h内死亡。在比较各组术后 

第 1天时的肝功能指标发现：经过肝细胞移植+ 

rALR和肝细胞移植+CsA的两个组分别在 ALT、 

AST水平和 AST、TbiL水平上较单纯 rALR治疗组 

有对抗其上升的作用。在药物诱导第 5天后，I组 、 

Ⅱ组和Ⅲ组的大鼠全部死亡。表明造模后第 3～4天 

为肝衰竭大鼠肝功能全面衰竭的时间段，除进行了 

肝细胞移植治疗的三个组外，其余组肝衰竭大鼠大 

多因严重的肝功能衰竭而死亡。在术后第 2天，虽 

然各组存活率Ⅳ组(77．78％)、V组 (87．5％)、Ⅵ组 

(81．25％)不同，但各项肝功能指标两两比较无显著 

差异。在移植术后 5天，存活大鼠肝功各项指标水 

平明显下降，Ⅳ组、V组、Ⅵ组两两比较，在 AST和 

TBiL水平 ，呈显著性差异；在 ALT水平，Ⅳ组和V 

组、Ⅳ组和Ⅵ组都呈显著性差异。以上结果表明：相 

较于单纯肝细胞治疗组和肝细胞+CsA治疗组而 

言，肝衰竭大鼠在肝细胞移植前后加用 rALR能加 

快改善肝功能、提高肝衰竭大鼠的存活率。到术后 

第 12天各组存活大鼠的各项指标恢复到正常水 

平，各组间无显著性差异。此结果提示：当药物导致 

了严重自身肝细胞损害的同时，由于相应的治疗措 

施的出现，为自身肝细胞的修复和再生提供了良好 

的挈机。 

本研究结果证明 ALR联合肝细胞移植治疗急 

性肝衰竭有较好的疗效，为今后临床应用提供了坚 

实的实验基础，但其具体机制正在进行研究。 

(通讯作者：刘 杞 ，博士生导师，主要研究方向：肝癌分 

子机制，电话：023-63825854，E—mail：cyO919cnC~ahoo．COm．cn) 
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