
　　传统的分离 HSCs 的方法分二步进行 ,首先由肝
脏中分离获得非实质细胞 ,一般采用链霉蛋白酶合并
胶原酶消化法 ,然后采用密度梯度离心由非实质细胞
中获得 HSCs

[ 3 , 5]
。这种方法虽然能获得较高纯度的

HSCs ,但却具有一些明显的缺点:①HSCs的收获量不

大;②操作步骤繁琐 ,费时长;③不能同时分离获得肝
细胞 。我们在实验中省略链霉蛋白酶消化 ,单用 IV型

胶原酶消化 ,使肝脏细胞充分分散 ,再采用低速离心
(50 ×g)去除未受损的肝实质细胞 ,将获得的非实质
细胞直接接种在玻璃附着底物上 , 24 h内经两次换液 ,
去除悬浮的未贴壁细胞 , 7 ～ 10 d 时 ,细胞铺满长成单
层 ,大多呈现较典型的成纤维细胞样形态 , α-SMA 及 I

型前胶原表达阳性细胞达 96 %以上 。对原代培养后
期的细胞进行传代 ,接种后 4 h即贴壁 ,对传 1代培养
24 h的细胞进行免疫细胞化学染色 ,波形蛋白 、α-SMA

及 I型前胶原染色阳性细胞均接近 100 %,而其 Ⅷ因子
相关抗原及CD68染色阴性 ,提示传代细胞为 HSCs而

不是肝窦内皮细胞及 Kupffer细胞 。采用该分离法 ,由
于省去了密度梯度离心 ,不会造成 HSCs的丢失。刚
分离接种的细胞为肝脏非实质细胞的混合 ,其中还含
有非常少量的肝细胞 ,由于肝窦内皮细胞在玻璃上很
难贴壁 ,经过换液能被去除 ,而经胰蛋白酶消化传代后
能去除绝大部分 Kupffer细胞 ,再加上 HSCs增殖后其

数量明显增加 ,因此传 1代后HSCs的纯度几乎能达到

100 %,我们的观察证实了这一点。由于刚分离的细胞
为各种非实质细胞的混合 ,而且其中混杂有少量的红
细胞 , 经过培养后 , HSCs 出现明显增殖 ,数量成倍增
加 ,因此不易估计 HSCs的收获量。根据酶灌流及细
胞分散效果 ,由每 10克肝组织收获的细胞可原代接种

75 cm2培养瓶 10 ～ 20瓶 ,传代后细胞数量增加 2 ～ 3

倍 ,能满足多种实验要求 。
　　体外培养后激活(Activation)是 HSCs的一大特点 ,
经过更换培养液及传代 , HSCs的纯度在提高的同时 ,
其表型亦由刚分离时的静息型转变为培养后期及传代

后的激活型。激活的 HSCs呈现典型的成纤维细胞样

形志 ,表达 I型前胶原及α-SMA明显增强。一般认为 ,
α-SMA表达阳性被认为是HSCs激活的重要标志[ 6] ,由
于肝窦内皮细胞及 Kupffer 细胞 α-SMA 表达阴性 , α-
SMA也被认为是鉴定HSCs纯度的一个指标 。结蛋白
及GFAP被认为是鉴定大鼠 HSCs纯度的标志 ,但我们
未观察到人 HSCs表达结蛋白及 GFAP ,这与我们以前
观察的结果相似[ 4] 。
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文章编号:1000-5404(2002)03-0235-01 个案与短篇
侧卧位病人硬膜外改全麻应用喉罩 2例报道

Application of laryngeal mask in 2 side-lying patients from epidural to general anesthesia

张　铭 ,李勇帅 ,崔　剑　　(第三军医大学附属西南医院麻醉科 , 重庆 400038)

　　喉罩以其操作简便 , 置入时无需扭曲气道及显露声门 , 勿

需喉镜及肌肉松弛 , 消除气管插管对喉头及气管的机械性刺
激 ,不影响气道的正常排痰功能等优点而在临床应用日益增
多 ,可广泛应用于各种短小手术及气管插管困难病人[ 1] 。我科
先后在 2例侧卧位病人硬膜外改全麻中应用喉罩 , 结果令人满
意 ,现报道如下。

　　作者简介:张　铭(1964-),男 , 重庆市人 , 主治医师 , 讲师 , 主要从事血液保

护之血液稀释方面的研究。电话:(023)65389581

　　收稿日期:2001-04-05;修回日期:2001-08-24

　　例 1:患者男性 , 43岁 , 因患输尿管结石拟在硬膜外麻醉下

行输尿管切开取石。经 T11-12硬膜 外穿刺成功 , 置管顺利 ,注入
1.75%碳酸利多卡因 5 ml , 出现麻醉平面后给予 2 %盐酸利多
卡因 10 ml , 麻醉平面控制在 T8-L2 。调整体位为左侧卧位 ,切皮
时无体动反应及疼痛感 , 肌肉松弛欠佳 , 牵拉反射明显 , 改用
0.3 %丁卡因 8 ml后仍无明显改善。在不改变体位条件下 , 给
以2 %硫贲妥钠 10 ml+氟-芬全量后顺利置入 4#喉罩 , 调整位
置至无明显漏气。术中辅以万可松 、芬太尼 、氧化亚氮 , 手术顺
利 ,麻醉平稳 , 术后清醒后拔管 ,无喉部不适感。
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表 1　坐骨神经的 MBP含量变化(μg/ L)

Tab 1　Changes of MBP content in Sciatic nerve (μg/ L)

Post-injury
Group Pre-injury

24 h 2 weeks 4 weeks

Ⅰ 0.38 ±0 .06 7.39 ±0 .91(1) 3 .04±0 .88(1) 1 .41±0.38(1)

Ⅱ 0.36 ±0 .08 2.75 ±0 .45(1)(3) 0 .97±0 .14(1)(3) 0 .79±0.26(2)(4)

Ⅲ 0.35 ±0 .10 2.55 ±0 .35(1)(3) 0 .67±0 .29(1)(3) 0 .51±0.29(3)

(1):P <0 .01, (2):P <0 .05 vs pre-injury ;(3):P <0 .01 ,

(4):P <0.05 vs group Ⅰ

表 2　脊髓的 MBP含量变化(μg/ L)

Tab 2　Changes of MBP content in spinal cord(μg/ L)

Post-injury
Group Pre-injury

24 h 2 weeks 4 weeks

Ⅰ 0.64 ±0 .22 4.81 ±1 .57(1) 2 .71±0 .61(1) 1 .79±0.79(2)

Ⅱ 0.65 ±0 .24 1.97 ±0 .75(2)(3) 0 .89±0 .33(3) 1 .11±0.52

Ⅲ 0.60 ±0 .25 1.67 ±0 .65(2)(3) 1 .10±0 .42(3) 0 .61±0.29(4)

(1):P <0 .01 , (2):P <0 .05 vs pre-injury;(3):P <0.01 ,

(4):P <0.05 vs group Ⅰ

3 　讨论

　　MBP是不含糖和脂质的单纯蛋白质 ,分中枢型和
周围型两种 。中枢型由少突胶质细胞合成和分泌 ,在
少突胶质细胞内以共价键结合于髓磷脂浆膜面 ,同时
也与细胞骨架微管 、微丝相连 ,其中在白质含量最高。
周围型存在于周围神经髓鞘膜中 ,由雪旺氏细胞合成
和分泌。生理状态下 ,脊髓和坐骨神经中的 MBP 的含
量很低 ,只有在神经组织变性发生脱髓鞘改变时才会
显著升高 ,故MBP含量变化能特异地反映脱髓鞘损害
程度进而反映神经组织病损程度[ 3] 。
　　本实验观察到周围神经损伤后脊髓和坐骨神经中
MBP含量急性期(2 周内)均比伤前显著升高 ,表明坐
骨神经损伤后 2周 ,周围神经和脊髓髓鞘损伤 、崩解 ,
MBP从神经纤维髓鞘上脱落。伤后一个月MBP下降 ,

表明周围神经损伤后病理性改变趋于稳定。给予 NGF

治疗后MBP含量有所降低 ,特别是连续 2周肌肉注射
NGF 后MBP 含量更接近伤前 。资料表明 ,在桥接神经
缺损的硅胶管中运用 NGF 有提高神经再生的作用。
当神经受到损伤时 , NGF 在雪旺氏细胞或成纤维细胞

中释放 ,在神经末端内化 ,并被逆行运输到神经元 ,感
觉和交感神经元被认为是 NGF 的主要靶。 NGF 的内

化 、运输和信号转导机制由 2 种已知的受体调控 ,既
P75受体和 trkA 。当周围神经损伤后 ,雪旺细胞中 P75

受体高表达 ,当雪旺细胞与轴突膜相接触 ,神经再生完
成后 ,又回到基础水平[ 4～ 6] 。说明随着神经损伤的修
复 ,MBP的脱落与释放减少基本平行 。提示 NGF 能减
少周围神经髓鞘的脱落 ,促进周围神经损伤后的修复 ,
且以局部应用加肌肉注射效果最好 。
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　　例 2 :患者男性 , 63 岁 , 因左肾功能不全拟行左肾切除术。
经T11-12硬膜外穿刺 , 进针顺利 , 落空感明显 , 置管顺利。注入
1.75%碳酸利多卡因 5 ml , 出现麻醉平面后给予 2 %盐酸利多
卡因 8 ml , 麻醉平面控制在 T6-L2 。调整体位为右侧卧位 , 切皮
有微痛 ,肌松欠佳 , 牵拉反射明显 , 拟改为全身麻醉。给以 2 %
硫贲妥钠 10 ml+芬太尼 0.1 mg+司可林 100 mg 后顺利置入 4

#喉罩 ,调整位置至无明显漏气。术中辅以万可松 ,芬太尼 , 氧
化亚氮维持麻醉。手术顺利 ,麻醉平稳 ,术后清醒后拔管 ,无咽
喉部不适感。

讨论

　　与气管插管相比较 , 喉罩的突出优点是容易置入 , 消除了
气管插管引起的心血管反应 , 无须特殊器械 , 术中术后能保持
气道排痰功能 , 咽喉部刺激小等优势而在临床应用日趋广
泛[ 2 , 3] 。主要适用于短小手术及声门暴露困难的病人。硬膜外
麻醉时神经阻滞不完全时有发生 ,有时需改作全身麻醉。特殊
手术体位如侧卧位 、俯卧位等致使声门显露不便 , 增加了气管

插管的难度。喉罩的临床应用为解决这一矛盾提供了新的途
径 ,为硬膜外阻滞不完全病人术中改全麻提供了便利的工具。

本研究中 2例病人在不改变体位的条件下利用喉罩改硬膜外

麻醉为全身麻醉 , 结果令人满意 , 保证了手术的顺利完成。 但
在应用喉罩时应注意:通气压力不宜超过 20 cmH2O(可引起部

分气体压入胃内);喉罩不能有效防止胃内容物返流及误吸的
发生;喉罩放置时应防止尖端打折;喉罩不适宜于有慢性肺部
疾病 、气管分泌物过多 、过度肥胖及有颈部手术史等病人[ 4 ～ 6] 。
　　关键词:硬麻外麻醉;全身麻醉;喉罩
　　中图法分类号:R614　　　文献标识码:B
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