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建立肝细胞皮下移植模型用以研究异种移植免疫反应 

邓小康 ，娃棒祥 

(1．广州市肿瘤医院腹卦科 广州 510095； 2重庆医科大学临床学院瞢外科 重庆 400016) 

【■ 曩】目的：建立异种肝细胞皮下移檀模型，并探讨用以研究异种移檀细胞性排斥反应的可能性 方海：用原位肝脏胶原 

酶循环灌注j击分离大鼠肝细胞，分离出的肝细臆存活率达95％以上，分掰注射于皮下及脾脏，于移植后不同时问点取材进行 

组织形态及功能珊寨，HE染色为主，结台G一6P、 lH等组织化学方法观察移檀肝缅穗的存活状态。蛄果：在木后3～28天 

期间．脾脏组与皮下组存活率无显著性差异(P>0．05)．仅在60天时相点髀脏组存活率(75％)大于皮下组(37．5％)；且术后4 

～ 7天开始发生细胞性排斥反应。蛄论：认为肝细胞皮下移植可作为研究异神移植细胞性排斥反应的模戳 

【关■词】异种移檀；细胞移植；肝细胞；免疫排斥 
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Research on xenogeneic hepatocyte transplantation 

DENGX／=o—kang． al 

(Department of Abdonlen Onoo!ogy，Guangzhou Tumor Hospita1) 

【Abstract】 0 ：This study is tO transplant hepatocyte subcutaneosly and tO see the possibility of elimi· 

hating CMXR by using this new mode1．Methods：Prepara~on of iso[ate~hepatocytes w曲 r~ ormed ~undamen· 

tally aceording to the。DUagenase digestive method of Berry and Frieaad using a reclrculating perfusion apparatus． 

Hepatocdlulat"transplantation was carried out by direct injection of the helmtocyte suspension into the splenic 

parenehyrm or mjecting subcutaneously．RecipientsⅥ陀re killed．and t}le诗spleen and skin specimens w~lye fixed in 

t0％ formalin and stained with hematoxylin and eosin and for PAS．For G 一6一P and SDH stain． thin 

frozen sectionswere used．】  ̈ ：The results revealed that no significant difference ofthe xenogra{t survival 

was found between splenic hepatocyte and subcutaneous hepatoeyte within one mou th．It is always believed that 

the a慨 happen from four to sev∞ days after transplantation．0 ：So the subcutaneous hepatocellular 

transplantation can beused asthemodeltO appreciateC3VlXR． 

【Key words】Xenotrausplantation；Cell tTausplantation；Hepatocyte；Immune r西ection 

异种移植因可能解决同种异体供器官短缺的问 

题而成为全球研究热点。但迄今临床异种移植数量 

少．效果不理想，主要的原因是异种移植后将出现超 

急性排斥(hyperacute rejeetion，HAR)和急性血管性 

排斥(acute v Iar xenograft ctiou，AVR)．以及 

急性细胞性排斥和慢性排斥。前二者属于体液性反 

应范畴，其机理已研究得较清楚，随着生物基因工程 

的发展．此类排斥反应可望最终得到解决。较体液 

性排斥而言，异种移植细胞性排斥反应的机理研究 

相对较少，故在异种体液性排斥反应有渴望得到解 

作者介绍：邓小康(1971一 )，男，住院医师．博士 主要研究方向 

暑官移植。 

决的前提下，越来越多的人把眼光投向研究异种细 

胞性排斥反应。研究该反应的前提是避免移植物血 

管化，从而避开早期血供带来的HAR及AVR。目 

前异种皮肤移植和异种胰岛移植为二个非血管吻合 

性移植，是经典的研究异种细胞性排斥反应的模型， 

但随着该领域不断的深人研究．产生动物模型多样 

化的要求，而且具体到某一器官，其排斥反应也有特 

殊性。肝细胞移植常作为肝脏先天性酶缺乏症和血 

液系统疾病及急、慢性肝衰竭的治疗方法。本实验拟 

将肝细胞移檀作为研究异种移植细胞性排斥反应的 

模型。1979年Mito等证明脾是肝细胞移檀的最适 

部位，有利于其长期存活。但因为脾内注射肝细胞 
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本身就具有较强的诱导免疫耐受的功能，为排除此 

干扰．教不选择脾脏作为移植部位。本文拭通过比 

较皮下、脾的不恩移檀部位对肝细胞存活的影响，探 

讨选择皮下移植作为研究异种移植细胞性排斥反应 

模型的可行性。 

1．1 磅抽雄性 wim 太白鼠，体重 180～250g，雄性纯 

Bahl／c小鼠．傩暮 18～20g，均赡自重庆医科大学实验动暂中 

心，宴-搿盼12h蘩食．盅血饮水。 

1_2 臆原辟愿位iI往涪分^地化太鼠肝知胞 

1 2．1 药品及试剂 

牛血清置白(BS：d、I'EPES购自上海生化所；Iv型胶原 

醇、赡置白奠抑崩荆购自s鲫 公司，其余均为国产分析纯 

品。 

无 灌巍渍；NaO40g，KCl2g，N PO,-12l-hO 

0．39g，Na2I-~O4’12 00．76g、HEPES11．9g，EDTA 

0 95g，NaHCOj 17．5g，Glucose 4．5g溶于 1000ml三蒸水中 

作为贮存液，临用前稀释 5倍，用 lmol／L NaOH调至口H为 

7 4。 

清洗麓冲渍； №a 4．0g，KO 2g，N墨2}鳓 I· 

l2 O0．3宫，G}日 0．9g，I-．IEPES0．3g，CaCl2 0、02g溶于 

500ml三燕承，期 lmd／LNaOH一至pH为 7．4。 

陂原奠囊瀛餐冲浪 NaC1 ，KC1 0．2g，N曩琏P · 

12H~o 0．∞9g，N 墙 -监 O 0．0755g，HEPES 11． ， 

NaHC~ 0．175I藩■于三燕水中，加 CliCI2 0 28g,和BsAO． 

1％(w／v)．加五蔫承翟500ml，琳Imd／L bltOH一至口H为 

7．2～7．4，直径0。22~an滤嚣过滤灭菌，4℃贮存。临用前配 

成古0．∞5％舞囊审奠抑J茸荆和0．05％IV盈I艘屎奠雕瓣冲 

液 5O 。 

1．2。2 主要仪器 太鼠肝脏灌奢l【装置(自制)，包括 神泵， 

恒温水搭籍及硅艘导蕾莽。 

1．2。3 胺厦奠厦位jI鞋法分蠢纯化大鼠肝细胞 (参熙 

segln涪井加以改进) 

1．2．3。l 大鼠肝畦原位灌流 

肝门静脉插譬，用 37"C无 Ga2 蔼洼棱，以20～30llII／ 

rain流逮整注肝脏，迅趋剪断下腔静脉；原位灌注2～4血曲 

后，~lill肝脏移至盘中，勿扭转门静脉保持灌流通畅，继续灌 

流约10111m至肝脏变l为灰白色；即用3712酶灌藏缓冲液，以 

30--~rd／mln矩遘灌注，继续 10--1~mln，见肝脏肿大变赣． 

表面出现裂纹时，终止灌流。将肝畦碰于盛有清洗缓冲灌的 

平皿中，新去包骥，小心梳理，使肝细胞散落。 

1 2．3．2 盱细瞻纯化 

获褥的肝捆脯盎藏用250F~m攮网崴单层纱布避溏， 

37℃孵育30rⅡ 井轻轻摇动；取出放冰浴 5mln使悬液冷至 

0"C，用100~．滤同或三层纱布过滤后，降至0"C，200g离心 

5mia，重复上述操作三次，末次离心前用台盼蓝排斥试验检 

测细胞活率(iO0个细胞中不被染色的细胞敷)，并计数细胞 

敷。 

1_3 肝蛔胞移植 

1．3．1 皮下移檀 受体小鼠乙醚麻醉，剪去慨尾部体毛约 

lcmXl 箍围，碘i酉、酒精潲毒，厝4．5号针要向皮^注^ 

0．2mi肝纳穗惫藏(约古 4×l07个肝姗臆)，边注^边退针。 

注射完毕后进针点钕逮用 r腔封闭止血。 

1_3 2 脾t移植 受体啊在己醚麻醉下开腹，暴露牌畦，取 

0．2 (约含4 x l0 十肝细胞)肝细胞惫液，用 4．5号针头直 

接注^摔实质内，注射时用无齿镊管耐央住摔门及注射部 

位，注射毕后用ZT腔快速封闭止血 

1．4 肝妇胞移植后蛆瓤形志学与琦螗巩搴 

1．4．1组织病理学检查 取甲醛固定移植物．常规石腊包 

埋，切片，HE染色，现察移植肝细胞的组织形态及炎性细胞 

攫润。 

1 4 2 组织化学染色 移植物取树后量^厘冷切片机，约 

lh后恒降箱切片机切威厚6 l冰球连续切片，常规方法G 
一

6一P、SDH、PAS染色，光镜观察。 

1．5 实验设计 

1．5．1 实验分为两组 (1)同系移植组(1sou'ansplantafion． 

简称l∞)：wistar大鼠 大鼠的盱细胞移檀；(2)异种 

移植蛆(Xaaotran~lantatam，简称 xe∞)}wistar大鼠一Balb／c 

小囊韵肝细胞移植 

囊 1 亮-1分组 

分组 杜槛胃对 术后取材时间(d) 

Xeco w t8r犬鼠一belb／c小鼠 3、7、i4、21、28 

ISO w 抽r大鼠~Wister太鼠 3、7、14、2l、28、60 

千移檀术蘑 3夫、7夭、14天、2l天 28天、2月备时问 

点分别活最l暑其受傩鼠，取各个稚位移薯尊，甲睦固定或一 

l如℃泼氟保存．进杼肝组织形杰和诒麓瑰寨，计算备时阔点 

盱细胞生存率。 

1 5 2 移檀物存活判定 参腻 Kato涪结果采用半定量形 

式记录，以一：肝细胞团的螭构大最正常，攫胡细胞极少。 

+：肝细胞团部份破坏，提润细胞约占移植灶面积的40％。 

++：盱细胞团大部份破坏，攫润细胞约占40％～80％；+ 

++：肝细胞姐完垒丧失，以纤维组织替代、浸润细胞占 

8o％以上。一、+、++时判为移檀物存活，+++时判为移 

植物失活。 

1 5 3 统计学处理 采用上海医用统计学程序被件，对计 

数资料进行 检验，计量资料进行方差分析。 
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2 结 果 

2．1 分离肝钿胞的钿胞数厦其活率 

按前述方法分离一只太鼠的肝脏，可分离出 

1O 以上数量级的肝细胞。其活率可达 95％以上。可 

满足移植实验的要求。 

2．2 各移植糟的存活串 

裹2 各种不日善擅●-存活事(％}的比较 

移植部位 不向取材对闻(d)的存括宰(％) 

3 7 l4 21 28 6o 

堡 塑 堡 垡 —iso—x~o丛 墅 —iso—x~o—iso—xem 

脾 脏 l伽87．5 l伽37 5 10012 5 87．512．587 5—一75 0一一 

皮 下 I伽8"／．5 IO0 37 5 87 512．575．0---75 0一一37．5一一 

①第3、7、14、2l、28天 ISO组： 脾鞋： 皮下 P>O 05 

②第 3、7、14、2l、28天 )(町D组： 脾驻：皮下 P>0 05 

@第 6o天 ISO组： 脾脏： 皮下 P<O 01 

④第 3天 脾脏组： ISO： Xeno P>0．05 

皮下组： ISO： Xeno P>0．05 

⑤第7、l4、21、28、6o天 脾脏组： ISO： Xeno P<0．01 

皮下组： lEO： Xeno P<0 01 

2．3 肝钿胞移植后组织形态与功能观察 

移植术后不同时期(3～6O天)标本切片观察． 

均可发现存活肝细胞。移植术后早期，存活肝细胞 

呈椭圆形。敢在不规刚排列，数量较少，随着时间延 

长。移植存活肝细胞开始增殖，形态趋向规则，多边 

形。其排列也呈索状、团块状、构成类似正常肝再生 

结节组织样结构。肝细胞向四周呈“浸润”状生长。 

PAS染色显示肝细胞浆内丰富的糖元颗粒。同系 

移植术后期或异种移植 l周后，移植灶内发生炎性 

细胞浸润逐渐增强，且逐渐取代正常肝细胞，肝细胞 

团正常结梅运渐羲坏，丧失“铺砖”样排列，细胞核逐 

渐发生变性坏死，细胞浆嗜伊红性坏死。最终被炎性 

细胞完全替代。 

移植术后，2月内存活肝细胞G一6一P。SDH等 

酶染色呈附性，与正常肝组织比较其活性有所减弱， 

而且在同一切片上，移植肝细胞酶活性强度也不完 

全均匀一致，经连续随访观察，其活性强度变化不 

大。丢失现象未加重。 

3 讨 论 

肝细胞移植是将游离的，有活性的大量肝细胞 

移植到受体内，分离肝细胞的方法包括(1)机械分离 

法；(2)EDTA螯合法；(3)TPB螯合法；(4)酶解法。 

较为常用的是B盯] 2 等改进的联合 EDTA的胶 

原酶酶解法，其后许多学者在其基础上加以改进。减 

少肝细胞在分离过程中的损害．目前成年动物多选 

用原位肝脏胶原酶循环灌流法。分离后的肝细胞可 

移植于门静脉、腹腔、脾、肠系膜、小肠壁、肾教膜、肺 

间质、腹膜后、胰腺被膜和皮下等处。成活的肝细胞 

可分泌白蛋白、多种酶类、代谢胆色素等。组织学检 

查是证实移植肝细胞在受体内是否存活的常用方 

法，苏木精一伊红染色就能清楚地观察到移植肝细 

胞；PAS染色可显示其参与糖代谢的功能。肝细胞 

的代谢功骼极为复杂，要全面的了解移植肝细胞的 

功能几乎是不可能的。本文应用酶组织化学的方 

法，定性研究了移植肝细胞 G一6一P、SDH等酶的 

活性。G一6一P是调节糖代谢的关键酶。而SDI"I是 

三羧酸循环的代表酶．反映了移植肝细胞具有有氧 

能量代谢的功能。这些酶组织化学的阳性结果，从 
一 个侧面反映了移植肝细胞具有代谢功能。 

本实验将肝细胞移植作为研究异种移植细胞性 

排斥反应的动物模型，避免了血管化宴体器官移植 

后发生超急性排斥反应的风险。只要肝细胞能够存 

活足够长的时间。进入细胞性排斥反应阶段，就可以 

作为研究该排斥反应的模型。肝细胞移植可有多个 

部位的选择，脾脏是肝细胞移植最常选用的部位， 

1979年Mitol3-5]等证明脾是肝细胞移檀，并使其长 

期存活的最适部位，同基因异体肝细胞在脾内存活 

达21个月之久。但近年研究显示。对自体肝细胞移 

植来说，囊睦内的肠系膜、小肠壁内移植操作简单， 

成活率高，较脾内优越。况且肝细胞脾内移植本身 

就有较强的诱导免疫耐受的作用；进行细胞组织化 

学染色时，脾细胞可表达与肝细胞同样的酶类，不利 

于观 肝细胞活性。为排除此干扰。本组选择皮下 

移植，移植方法简单、便于取材。近年来皮下移植模 

型研究较多。心肌细胞皮下移植、小肠细胞皮下移植 

等模型均能有效研究移植排斥反应【6'7j。肝细胞皮 

下移植后，肉眼可大致观察皮下肝细胞再生结节的 

生长。本实验对Wismr大鼠行愿位肝脏胶原酶循 

环灌注。分离出的肝细胞移檀于皮下，于移植后各时 

间分别活杀8只大鼠，取材进行组织形态及功能的 

观察，以HE染色为主，结合G一6一P、SDH等组织 

化学的染色方法观察移植肝细胞的存活状态，通过 

与传统的肝细胞脾脏移植作对比研究，证实其作为 
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异种移植细胞性排斥反应模型的可行性。对各移植 

组存活率比较分析(表2)，说明在一定的时期内，皮 

下对肝细胞存活的作用不亚于脾脏．结合术后4--7 

天开始发生的细胞性排斥反应，故可认为肝细胞皮 

下移植可作为研究异种移植细胞性排斥反应的模 

型。I80组肝细胞存活率明显高于Xeno组，术后第 

3天，二者存活率相同．至术后第 7天．Xeno组存活 

率明显降低，脾脏组与皮下组均为 37．5％，而 ISO 

脾脏及皮下组仍为l00％，差异具显著性(P< 

0．01)，体现出受体免疫系统开始发挥效应。术后 

l4、2l、28天各时间点，Xeno无论脾脏及皮下组，存 

活率均明显低于 ISO移植，说明种属差异对移植物 

存活具有巨大的影响。进一步对移植肝细胞组织形 

态及功能的观察，发现移植术后不同时期均出现存 

活肝细胞，早期细胞呈椭圆形，随着时间延长，形态 

趋向规则，细胞数量显著增加，排列也类似正常的肝 

组织，PAS染色可见肝细胞内染成红色的阳性颗 

粒。组织化学染色发现多数移植肝细胞 G一6一P、 

SDH表达阳性，与正常肝组织比较其活性有所减 

弱，经连续随访观察，其活性强度变化不大，丢失现 

象未加重，反映出移植肝细胞具有代谢功能。本文 

通过对皮下移植肝细胞存活率的分析，结合细胞组 

织化学的方法，全面分析了移植肝细胞的功能，认为 

肝细胞皮下移植可作为研究异种移植细胞性排斥反 

应的模型。 
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