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活化的 K u p f f e r 细胞对肝硬变肝脏细胞再生功能的影响
’

陈 平“ 韩本立 李 昆 段恒春 (第三军医 大学附属西南 医院肝胆外科 中心 ) 重庆
,
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提 要 目的
:

通过对肝硬变大 鼠行肝部分切除术基础上
,

体 外活化 K u p f fe
r
细胞 ( K C )

,

观察其对 肝细

胞再生过程的影响
。

方法
:

分 为肝硬变大 鼠部分肝切除术组 ( C
一

P H )
、

正 常大鼠部分肝切 除术组 ( N
一

P H ) 和假

手术组 (S 0 )
。

皮 下注射 四氯化碳油溶液加 口 服 乙醇制作大 鼠肝硬变模型
,

切除大鼠肝脏的左叶和 中叶
。

观察

时相为大鼠术后 6 h
,

行
“
H

一
T D R 掺合法

, “ H
一

亮 氨酸 的测定
,

用 L P S 体外 活化 K C
,

观察其 对肝再生过 程的影

响
。

结果
:

用小剂量 L P S 可活化 K C
,

其联合培养的肝细胞 D N A 合成功 能和蛋 白质 的合成功能均有 明显提

高
,

表 明活化 的 K C 能促进肝细胞再生
。

相反
,

未经活化的 K C 和肝细胞联合培养 ( C
一

P H 组 )
,

其 D N A 合成 功

能和蛋 白质合 成功能均较 单纯的肝细胞 培养时的功能 有明显降低
。

能使肝 细胞 D N A 合成 达到 最大值的

L P S 浓度为 1 0 拜g / m l
,

随着 L P S 浓度 的增高
,

其肝细胞 D N A 合成功能反 而下降
。

结论
:

K C 具有促进和抑制

肝细胞再生的能力
。

因此适当地调节 K C 功能
,

对促进肝细胞再生具有重要意义
。
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大量研究表明
,

K u p f fer 细胞 ( K C ) 和 肝细胞相互

依赖
,

共同处于一个微环境 中
,

在生理和病理状态下
,

相互作用
。

R o b er llt 习认为 K C 在机体防御和调节中发

挥重要作用
,

而来 自肠 道的存在门脉的内毒素 (I 夕S )

能活化 K C
。

但在 不同的病理状态下
,

这种活化的 K C

对肝再生 的启动和进程有何影响
,

现在尚不清楚
。

本实

验通过在肝硬变大鼠行肝部分切除术基础上
,

体外活

化 K C
,

观察其对肝再生过程的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物 分组及模型制 作

5 0 只健 康的雄性 W i s t a r
大 鼠

,

重 2 2 0 9 一 2 5 0 9
,

分为肝硬

变大 鼠部分肝 切除术组 ( C
一

P H )
、

正 常大鼠部分肝切除术组 ( N
-

P H ) 和假手术组 ( 5 0 )
。

大鼠肝硬变模 型制作参考吴孟超等 2jL 的

方法进行
。

简言之
,

每 s d 每百克体重大鼠皮下注射 60 % 的四

氯化碳油溶液 。
.

3 m l
,

用 3 % 一 5 %的 乙醇代替饮 用水
,

一 月半

后停止用药
,

动 物稳定一周后 可进行实验
。

肝切除 的动物模型

采用 G os
S
介绍 的 H ig g : n

创建 的方法川
,

即将正常 的或有肝硬

变 的大 鼠在 乙 醚麻醉下
,

腹部正 中切 口 人腹
,

切除大 鼠肝脏的

左 叶和中叶 ( 切除量为全肝的 70 % )
。

所有 的模 型制作是在上 午

8
,

O。一 9
,

0 0 之间进行
。

5 0 组方法同上
,

但不切除肝脏
,

即正

常对照组
。

手术后腹 腔内注射 5 % G S 5 m l
。

观察时相为大鼠术

后 6 h
。

1
.

2 枯否 氏细胞的分 离与培养

采用 C
a ll e

ry 川的方法
,

稍加改变
。

简言之
,

到时相点 的动物

乙 醚麻 醉
,

门静脉游插管
,

向肝 内均匀灌注 H an k S
液和 。

.

05 %

胶 原酶
。

切 除肝 脏
,

通过多 次离心
,

分离 出 K C
,

通过 台盼蓝染

色
,

可观察到细胞
.

活性 > 90 %
,

将 K C 悬液加 人含 l() %小 牛血

清的 R P M I 1 6 4 0 培养基
,

细胞 浓度 为 1 X 1 0
6

/ m l
,

放人 2 4 孔培

养板在 C O
:

孵 箱内孵 育
。

1
.

3 培养细 胞分组和
3
H

一

T D R 掺合 法
, 3

H
一

亮氨酸的

测 定

培养细胞 分组
:

C
一

P H 组肝细胞 十 C
一

P H 组 K C 上清液
; C

-

P H 组肝 细胞 + N
一

P H 组 K C 上清 液
;

C
一

P H 组肝 细胞 十 5 0 组

K C 上清液
;

C
一

P H 组肝细胞
。

用 2斗孔细 胞培 养板分 别培 养肝 细胞 和 K C
,

每 孔加人 含

1 0 %小牛血清 R P M l l 6 4 O培养基
,

2 4 h 后换 培养基并在 K C 培

养板内加人不同浓度 的内毒素 (0 1 l l B 4) 培养
。

培养 24 h 后
,

分

别取 K C 培养的上清液
,

加 人肝 细胞培养板 中
。

3 H
一

T D R 掺合法 和总蛋 白质 的测定
:

参 考 iB ll iar 圈的方法
。

即将 上述各组 培养细胞 继续 培养 18 h
,

培养基 换成 含有
“ H

一

胸

腺 嚓 陡 ( 2
.

0 拜C i /孔 ) 的 W il li
a m S B 培 养基

,

或
“

H
一

亮氨 酸 ( 1
.

0

拜iC /孔 ) D M E M 培养基
,

分 别培养 6 h 或 4 h 中断培养
,

将细胞

收集在纤维滤纸上
,

分 别在 液闪上计数
。

统计学处理
:

资料表达采用 厉 士 : ,

采用 M io r o s of t e
xc el 软

件在微机上进行方差分析
、

t 检验
。

2 结果

2
.

1 K C 上清液对肝 细胞 D N A 和蛋 白质合成功 能的

影响

术后 6 h 测定结果见表 1
,

因为术后 6 h 点是肝细胞再生启

动的关键 时期
。

从表 中可 以看 出
,

用小剂量 L P S 可活化 K C
,

其

联合 培养的肝 细胞 D N A 合成功能 和蛋 白质 的合成功能均有明

显提 高
,

也就是说
,

活化 的 K C 能促进 肝细胞再 生
。

相反
,

未 经

活化 的 K C 和肝细胞联合 培养 ( C
一

P H 组 )
,

其 D N A 合成功能 和

蛋 白质合成功能均较 单纯的肝细胞 培养时 的功能有 明显降低
。

这说 明 K C 未 活化时
,

在 C
一

P H 组 其分泌 的细胞 因子 具有抑制

肝细胞 生长的作用
。
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表 C 1 K上清液对肝 细胞 D N A和蛋白质合成功能的影响

Ta 1 E bf fe et s oC K fs u Pen ra tn e ot hs ey n t hs e is

o f he Pa t o cy t eD N Aa n p d rot e in

Go r u PC n ot o r l

3 H
一

D T R in e o r Pa o rt in o

Hepa t e oy t s e oC f
一

P H+C K

Hepa t e oy t s e o fC
一

P H+C K

Hepa t e oy t s e o fC
一

P H+C K

He Pa t e oy t es o fN
一

P H

Hepa t e oy t s e o fC
一

P H

Hepa t e oy t s e o f5 0

3 H
一

Le e u in e in e o r Pa o rt in o

He Pa t e oy t s e o fC
一

P H十 KC

Hepa t e oy t s e o fC
一

P H+C K

Hepa t e oy t s e oC f
一

P H+C K

Hepa t e oy t s e o fN
一

P H

Hepa t oey t es o fC
一

P H

Hepa t e oy t s e o f5 0

LS 1 P0拜 g /m l
,

s u p e r n a t e

s u P e r n a t e

s u P e r n a t e

o f C
一

P H

o f N P H

o f 5 0

6 4 3士 6 7
.

6 8 4士 1 4 6
,

8 4 2 士 9 5

8 0 1士 1 7 9

6 9 7士 1 0 1
圣

1 0 3 4 士 1 5 6

5 3 2 士 1 6 2
仕

7 8 3 士 2 4 飞
份

1 1 5 6 士 2 1 3

8 6 7士 1 4 2

7 0 3 士 2 5 6
.

1 2 3 1士 2 1 4

s u P e r n a t e o f C
一

P H

s u P e r n a t e o f N
一

P H

s u P e r n a t e o f 5 0

1 5 2 1士 2 9 3
份

1 7 2 3士 1 5 2
份

1 9 6 3士 3 1 6

1 7 9 5士 2 7 4

1 6 7 4士 3 5 6
.

2 7 8 2 士 2 3 1

1 1 9 1士 2 1 6
件

1 6 8 9 士 3 5 1
.

2 3 1 9士 3 2 5

1 9 3 1士 24 1

1 6 4 2士 3 2 6
哥

2 5 3 4士 1 7 9

关 :
P < 0

.

0 5 v s
h

e p a t o e y t e s o
f 5 0

2
,

2 不 同浓度的 L P S 对肝细胞再生 的影响

从 表 2 可 以 看 出
,

能 使肝 细胞 D N A 合 成达 到最 大值的

L P S 浓度 为 10 拜g / m l
,

随着 L P S 浓度 的增 高
,

其 肝细胞 D N A

合成功能 反而下降
,

这说明虽然 L P S 具有活化 K C 作用
,

但随

着 L P S 剂 量的增大
,

K C 反而被抑制
。

表 2 不同浓度的 L P S 对肝细胞再生的影响

T a b 2 E f f e e t s o f L P S o n t h e r e g e n e r a t io n o f h e P a t o e y t e

T h e e o n e e n t r a t i o n o f

L P S ( p
B

/拜g
·

m l一 ’ )
C

一 P H N 一 P H 5 0

l

1 O

1 0 0

1 0 0 0

6 2 1士 1 3 1
.

7 0 3士 2 5 6
衡

6 4 2士 2 1 0
姆

5 4 7士 2 1 7
诊

6 23士 1 1 5
谬

8 6 7士 1 4 2
1

8 0 7士 1 6 7

6 1 9士 1 9 1

1 0 3 1士 1 3 1

1 2 3 1士 2 1 4

1 1 3 1士 1 4 2

9 0 4士 1 5 9

来活化 K C
,

进一步观察这种活化的 K C 对病理状态下

部分肝切除术后肝细胞再生的影响
。

我们选择肝部分

切除术后 6 h 为研究的重点
,

因 为我们考虑到术后 6 h

是肝细胞再生 的最关键时期 (我们 以往对肝细胞再生

规律的研究 已经证实了这一点 )
。

表 1 为肝部分切除术

后 6 h 观察的结果
。

从表 中可 以看出
,

小剂量 L P S 可

活化 K C
,

当用 正常大鼠 的 K C 上清液培养肝细胞时
,

肝细胞 D N A 合成功能和 蛋白质的合成功能均有明 显

提高
,

也就是说
,

活 化正常的 K C 后
,

其分 泌的细胞因

子能明显促进肝细胞再生
。

相反
,

当使用受损 的 K C

( 肝硬变状态下 )经 L P S 活化后 的上清液培养肝细胞

后
,

其 D N A 合成功能和 蛋 白质合成功能均较单纯 的

肝细胞培养时的功能有明显降低
。

这说明 K C 均能被

L P S 活化
,

但活化后对肝细胞再生功能会产生不同的

结果
,

即正常状态下的 K C 被活化后
,

可促进肝细胞再

生
,

而受损的 K C 被活化
,

其 K C 会抑制肝细胞再生
。

B ol h a r 分析了 I P S 浓度 对 K C 产生 P G E Z 的影

响
,

他发现随着 I P S 浓度的升高
,

K C 产生 的 P G E Z 含

量也越多
。

但 L P S 浓度的大小对肝细 胞再生 的影响是

不一样的
。

从表 2 可 以看出
,

能使肝细胞 D N A 合成达

到最大值的 L P S 浓度为 10 拜g / m l
,

以后随着 L P S 浓

度的增高
,

其肝细胞 D N A 合成功能反而下降
,

这说 明

虽然 L P S 本身具有活 化 K C 作用
,

但随着 L P S 剂量的

增大
,

它也有直接抑制 K C 的作用
。

这就能较好地解释

N g hi a 的研究结果
,

即不 同病理状态下行部分肝切除

术时
,

刺激 K C 的 L P S 的量是造成不同肝再生结果的

关键
。

参考文献
关 :

P < 0
.

0 5 v s
5 0

3 讨论

大量研究表明困
,

K C 活化后会分泌大量细胞 因

子如 E G F
,

T G F
一 Q ,

H G F 等
,

促进肝细胞再生
,

另 一方

面
,

它又分泌 T G F
一

尽等细胞因子抑制肝细胞生长
。

也

就是说 K C 具有促进和 抑制肝细胞再生的双重能力
。

因 此适 当地调节 K C 功能
,

对促进肝细胞再生具有重

要意义
。

N g hi a 研究表 明
,

6。% 一 7。%的肝切除术后 K C

功能受抑制
,

共抑制的程度与切除量的大小有关
,

且对

内毒素易感
,

动物死亡率明显上升
。

但 R o b e rt 等 lj[ 发

现
,

小剂量的 L P S 能活化 K C
,

促使其大量分泌细胞因

子 (包括一些能促使肝细胞生 长的物质 )
。

因此 L P S 刺

激 K C 后在肝细胞再生中的作用仍不清楚
,

特别是在

病理状态下 (如肝硬变 )
。

所以我们选用 L P S 刺激 K C
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球结膜囊肿一例

A e a s e o f b u l b a r e o n j
u n e t i v a c y s t

黄晓勇
’

刘 翔 张啸峰 (第 三军 医大学附属新桥医 院眼科 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 7

患者男
,

52 岁
,

因右眼球结膜包块 1 年半于 1 9 9 6 年 6 月 10

日到我 院就诊
。

患者无结膜外伤或眼部手术史
,

但有长期结膜

炎病史
,

未曾治疗
。

初起 时发现右 眼颖侧 球结膜 一米粒大小包

块
,

有时有痒感
,

曾多次到 当地医 院就诊
,

未明确诊断
,

予
“

抗生

素眼液
、

可的松眼液
”

滴眼治疗无效
,

肿物进行性增 大到花生米

大小
,

伴有 眼 睑闭合不全
。

眼部检查
:

双眼视力均 1
.

2
,

右眼颖侧

球 结膜距角膜缘 0
.

5 c
m 处球结膜可见 11 m m 又 10 m m X 8 m m

肿物
,

质软
,

表面光滑
,

与巩膜无粘连
,

具囊 性感
,

右 睑球结 膜均

充血
,

肿块周 围尤甚
。

右眼球 向右运动受 限
,

右上
、

下 眼睑闭合

不全 3 m m
。

拟诊
“

右球结膜囊肿
” ,

予抽 液治疗
,

抽出 o
.

s m l 半

透明粘 性液
,

基本抽尽囊 内液体
,

检 查未发 现异 物
,

送细胞学检

查未发 现肿瘤细胞
。

半月后患者来复诊
,

肿块 又长至 s m m 又 5

m m X 3 m
n :
大 小

,

行球 结膜下完整 剥离术
,

完整剥离 出一个 5

m m X 4 m m 又 3 m m 卵圆形半透 明物
,

囊壁 薄
,

无血管长人
。

病

理报告证实为球结膜囊肿
,

其 中无异 物
。

两月后复诊未见复发
。

为少见
,

经文献 检索
,

8 0 年 以来未见 该病种报道
。

本病临床上

易与上 皮植人性球结膜囊 肿
、

感染性肉芽肿
、

乳头状瘤 相混淆
。

其 中上 皮植人性球结膜囊肿有明确 的外伤史 l[] 或手术史叫
。

而

该病例反复追 问并无外 伤或手术史
。

确诊需仔细追 问外伤及手

术史
,

详 细眼部检 查
,

送 病理 检查
。

抽 液 治疗 由于囊 壁仍然存

在
,

可 以 导 致迅 速复 发
,

完整 剥 离达 根治 效果
,

本 例 治疗效 果

好
。

该 病进展缓慢
,

长期慢性 炎症刺激为 主要原 因
,

引起球结膜

细胞 向内生长
,

伸人 结膜下 组织
,

因球 结膜 含有杯状 细胞产 生

粘液而形成囊肿
。

预 防方 法为及时治疗结膜炎
。

关键词 球结膜囊肿

中图法分类号 R 77 7
.
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球结膜囊肿长至 n m m 大小
,

引起眼 睑闭合 不全很少见
,

尤其在抽 出其 中半透 明液体半 月后迅速 发展至 s m m 大 小更

姜 慧
.

球结膜 下植 物性 异物囊肿 一例
.

眼外伤职业眼病杂

志
,
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:
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李 永
,

高 岩
.

人工晶体植人术后结 膜下植人性囊肿一例
.
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