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肝癌患者 E T 水平增高
,

除部分肝癌患者伴有肝

硬化而致 E T 升高外
,

可能还 因为肝癌组织中肿瘤血

管增生活跃
,

新生的血管内皮细胞合成和分泌大量的

E T
。

N a k a m u t a 等 [` 〕测定 了肝癌及肝硬化组织匀浆的

E T 含量分别为 0
.

5 0 士 0
.

3 8 n g / g 蛋 白和 0
.

4 0 士 0
.

2 8

gn /g 蛋白
,

同血浆水平变化 一致
,

肝癌组 E T 水平高

于肝硬化组
,

且肝癌直径越大
,

E T 越高
,

但与 A F P 无

相关性
。

至于 E T 与肝硬化
、

肝癌的确切关系
,

E T 是否

可作为肝癌的标志物有待于进一步研究
。
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肝细胞的直接分离与培养

T h e d i r e c t s e P a r a t i o n a n d c u l t u r e o f Ii v e r c e l l

吴喜责 许 霖水 (第三军医大学基础部生物化学教研室 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

肝细胞的分离
、

培养是细胞生物学和细胞工程的

必需技术
。

亦广泛应用于生物化学
、

分子生物学和药理

学等方面的研究 中
。

传统 的肝细胞分离方法是采用含

胶原酶的缓 冲液对肝脏进行原位灌注
。

我们在研究工

作中建立一种用不含胶原酶的无钙离子的 H a n k
’ s 溶

液对大 鼠进行肝脏原位灌注直接分离肝细胞 的方法
,

本方法制备的细胞用于培养和实验获得相当满意的结

果
,

现总结如下
。

在冰浴中用组织镊轻轻挤压
,

然后加适量的 0
.

1% BS A K er b
s -

iR
n
ge

r
碳酸盐缓冲液 p H 7

.

4
,

轻轻摇动
,
2 0 0 目尼龙布过滤以去

除肝组织块
.

细胞滤液用 50 x g 离心 60
5 ,

弃上清
,

细胞再用同

样条件洗 2~ 3次
,

尽量除去细胞碎片及杂质
.

最后 用 K er bs
-

iR gn er 碳酸盐通过冲液制成一定浓度的细胞悬浮液备用
.

1
.

2
.

3 原代肝细胞培养 制备的肝细胞按常规的细胞培养

的方法进行
,

以 1 6 4 。增养基为介质
,

于 37 ℃ CO Z

孵箱中培养生

长
.

6 h 后换第一次培养基
,

以后每 24 h 换一次培养基
。

1
.

2
.

4 肝细胞胰岛素受体结合试验按文献【1〕方法操作
。

材料与方法 2 结果

1
.

1 材料

W is at r

雄性大 鼠 150 ~ 1 80 9
,

由本校动物饲养中心提供
。

L D B
一

M 电子恒流泵
。

尼龙布 ( 2 0。目 )
。

其余试剂为 A R 级
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 大鼠肝脏原位灌注 大 鼠乙醚麻醉后
,

打开腹腔行

肝门静脉插管
,

用 37 ℃ 无钙离子的 aH
n k

’ s
缓冲溶液 (含 0

.

1%

BS A , 5。。 U /m l 肝素 ) p H 7
.

4
,

用电子恒流 泵进行肝脏原位灌

注
,

待肝脏表面湿润变软呈现淡黄色均匀纹理时停止灌注
.

1
.

2
.

2 肝细胞的分离 摘取灌注后 的肝脏置于 小烧杯内
.

采用不含胶原酶的 H a n k
’ s
溶液原位灌注大鼠肝脏

,

直接

分离的细胞显 微镜下观察其形态完整
,

分散度好 (见图 1 )
.

台盼

蓝排异试验细胞成活率平均为 84
.

4% ( n ~ 5 )
.

细胞产率大约

为 ( 7 ~ l o x i o
`

个 / g (湿重 )
。

用 1 6 4 0培养基培养细 胞
,
6 h 可见

细胞完全贴壁
,

24 h 后细胞大量生长 (见图 2 )
.

正常大鼠肝 细胞

胰岛素受体结合试验
,

cS at ch ar d 作图分析为一条凹面向上的

曲线 (见图 3 )
,

其最大结合率 ( B / T % ) 平均为 25
.

06 士 。
.

52
.
最

大结合容量 ( R O )平均为 1 5
.

6 x l o
一 ’ m o

l / L
。
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,

且肝癌直径越大
,
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,

但与 A F P 无
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。

至于 E T 与肝硬化
、

肝癌的确切关系
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