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无细胞人胎肝制剂治疗大鼠实验性肝衰竭疗效机理探讨
’

吴力克 向居正 何长伦 胡仕琦 李奇芬( 西南医院 传染科 )

提 要 本文观察了无细胞人胎肝制剂( 胞浆液和透析液 )及人胎肌和成人肝胞浆 液 对肝衰

竭大鼠肝功能指标的影响
。

结果发现
:①胎肝胞浆液有阻止肝损伤

、

改善肝脏储备功能
、

促 进肝

细胞合成代谢
、

增强肝脏 RE S 功能
、

提高血浆F n水平等多方面治疗作用
,

这些作用可能来自多种

成分
。

②成人肝胞浆液对 D N A
、

R N A合成无刺激作用
,

并显著抑制蛋白质合成
。

关健询 实验性肝衰竭 多 胎肝细胞浆液 , 胎肝透析液多

文献报道 l( 一 3 ) ,

正在生长的肝脏 (胎肝
、

再生肝及刚断乳动物肝脏 )
,

其 无 细 胞制剂

( 包括胞浆液
、

肝细胞培养上清液及胎浆粗提物 ) 能够显著 提高肝衰竭动物的存活率
,

且无

种属特异性
,

但其疗效机理尚不清楚
。

本文应用只含可溶性成分的胞浆液和只含中
、

小分子

物质的透析液两种无细胞人胎肝制剂
,

治疗D
一

氨基半乳糖 ( D
一

G al ) 中毒 20 h后的大 鼠急性

肝衰竭模型
,

观察其对肝功能指标的影响
。

作为验证实验
,

同时观察了胎儿骨骼肌胞浆液和

正常成人肝脏的胞浆液对上述指标的影响
。

现将实验结果报告如下
。

1 材 料 与 方 法

1
.

1 制剂的制备

人胎肝胞浆液 (胎肝液 )
、

人胎肝透析液 (透析液 )
、

人胎肌胞浆液 (胎肌液 ) 及成人肝胞 浆 液 (成

肝液 ) 的制备方法见前文 (4 ’ 。

四种制剂均即使用
。

同时做细菌培养和热原检测
,

均为阴性
。

每种制剂用 6 只正常大鼠 做急性毒性试

验
,

动物表现正常
,

无一死亡
。

1
。

2 实验动物分组及肝功能指标检测

取 12 。只健康W is at r大鼠
,

雌雄各半
。

用亚致死量D
一

G al ( 1
.

o g/ kg) 一次腹腔内 注 射
。

随机分为 6

组
,

于中毒后 Zo h开始治疗
。

其中 A 组给胎肝液
、

B组给透析液
、

C 组给胎肌液
、

D组给成肝液
、

E 组给生

理盐水作为对照
。

均 6 m l/ 只
,

一次腹腔内注射
。

于中毒后 12 h
、

24 h
、

48 h及 72 h每组任取 6只大鼠
,

参照有关文献检测
:

血清鸟氨酸氨甲酸转移酶 ( O C T )

和天 门冬氨酸转氨酶线拉体同工酶 ( m
一

A S T )
,

肝泥凝血活酶试 验 活 动 度 ( H P T
一

A )
, 3H

一

胸 腺 嗜咙

(s H
一

T d )R
、 3H

一

尿吻咙 a( H
一

U R ) 掺入肝细胞及 s H
一

亮氨酸 ( , H
一

L eu ) 掺入肝脏薄片
。

再取 15 只大鼠
,

不作任何处理
,

与中毒后 12 h大鼠同时活杀
,

检测各项指标
,

取得正常对照值
。 ’

另外取 80 只大鼠
,

分组
、

中毒及治疗剂量和时间均同前述
。

于中毒后 1h2
、

2h4
、

48 h和 7h2 分组任取 4只大

鼠
,

参照有关文献做印度墨汁廓清试验并测定血浆 F n 水平
。

1
.

3 病理组织 学检 查

于上述 80 只大鼠肝右叶同一部位取一块肝组织
,

常规石蜡切片
,

H E染色
。

光镜下观察肝实质改变并进

行吞墨细胞计数
。

另取一块肝组织
,

3 %戊二醛和 1 %饿酸固定
,

电镜制片后透射电镜下 观 察肝细胞和枯

否氏细胞超微结构改变
。

1
。

4 统计学处理

非配对资料 t检验
、

多因素方差分析
、

相关性分析及其显著性检验在计算机上进行
。

2 结 果

2
.

1 不 同处 理时肝损伤指标的影响

结果见表 i
。
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表 1不同处理时中毒 大鼠血清m S T A和C O T的 影响 (x 土 SD )

m S AT (赖氏单位 )OC T (II J /L /口in )

组别 。 2 1h 4 2h 8 4h 7 2h 12h 24h 8 4h 7 2h

b7 1
。

8

士 15
。

2

…
10 2

。
3

士 3 2
。

6

1 13
,

3

士 7 2
。

5

1 0 7
。

5

士 2 9
。

4

1 3 3
。

7

士 4 8
。

5

5 6
。

8

士 1 0
。

9

1 1 2
。

1

士 1 5
。

3

1 3 1
。

3

士 3 3
。

5

1 5 8
。

0

士 5 8
。

5

2 0 4
。

8

土6 3
。

9

3 8
。

3

士 1 1
.

1 .

5 6
。

5

士 1 2
。

4

6 8
。

1

土 1 6
.

7

6 2
。

9

士2 0
。

8

7 4
。

5

士2 2
。

5

△1 4 3
。

2

士 6 0
。

5 . *

3 8 0
。

2

士 8 8
.

7

4 4 7
。

9

士 i 二3
.

4

4 9 8
。

3

士 1 2 7
。

2

4 1 8
。

2

士 1 2 5
.

弓

乙八4 8
。

6

士 ] s
。

7 . * *

1 8 7
。

5

士 4 2
。

7.

3 2 7
。

7

士 3 1
。

5

3 5 3
。

5

士 2 0
。

8

5 0 1
。

9

土 4 8
。

5

3 1
。

3

士 1 4
。

5 .

5 5
。

l

士 9
。

9

8 2
。

3

士 4 1
。

3

9 0
。

3 6

士2 1
。

8

任̀207
.

…
月才舟O` .上心口6

,1厅̀.1

+一+一

7 8
。

5

士 9
.

7

正常 15

组

6 7
。

8

士 1 7
。

5

6 8
。

5

士 1 9
。

1

1 1
。

3

士 6
.

2

6 8
。

2

士 1 4
。

3

7 4
。

7

士 6
。

4

6 4
。

3

士 2 5
。

5

6 5
。

2

士 1 5
。

2

5 6
。

5

士 1 9
。

8

6
。

8

士 2
。

6

注
: 1 )

3 )

表内 . 、

二
、 * * ,

分别表示与生理由盐水处理组 ( E组 ) 比较 P < 。 .

05
,

P < 0
。

0 1
、

P < 0
。

0 0 1
。

表内△ 、 △。 、 八八么分别表示与透析液处理组 ( B组 ) 比较 P < 0
.

05
、

P < 。 .

们
、

P < 0
.

0 0 1
。

以后的表中出现上述符号意义相同
,

不再重复说明
。

处理后
,

A组各时相与 E 组比
,

血清口 A S T
、

O C T活性降低显著或非 常显 著 ( P < 。 .

05
、

P < 。 .

01 或

P < 。 . 。。 1 )
。

其他处理组与 E 组无统计学差异
。

2
。

2 不同处理时肝脏储备功比指 标的影响

结果见表 2

表 2 不同处理时 中毒大鼠H P T 活 动度 ( % ) 的影响 ( x 士 S D )

组 别 。 1 2 h 2 4 h 4 8 h 7 2 h

A

B

C

D

E

正常组

4 6
。

0土 2
。

8 3

4 7
。

0士 1
。

4

4 5
。

1土 1
。

4

魂弓
。

2 5土 1 5
。

7魂

4 2
。

0土 2 0
.

2

1 4 0
。

6 2土 2
。

5 2

5 6
。

5土 2
。

] 2 .

4 1
。

5士7
。

8*

18
。

5士 3
.

5

3 4
。

5 9土 1 4
。

1 3

2 4
。

9 8士 9
。

5 5

八1 3 7
.

5土1 7
.

2…
8 4

.

5士 5
.

5 4二

4 7
.

5士 1 0
.

6 .

7
。

9 5土 l
。

8 9

6
。

7 3士 3
.

2 6

1 2 5
。

0士 1
。

0 .

1 0 1
。

0士 5
.

7

1 1 1
。

o土 4
.

2

7 8
。

5土 2
。

1 2

g J
.

0士 8
.

3 4

24匆2424双15

处理后
,

A组各时相与 E 组比
,

H P T
一

A升高显著或非常显著 ( P < 。 .

05 或 P < 。 .

0 1 ) , 在 4h8
,

B组和

C组与 E组比
,

H P T
一

A也有显著升高 ( P < O
。

0 5)
。

2
.

3 不 同处理衬扦细 胞合成代谢指标的影响

结果见图 1
。

处理后
,

与 E 组比较
,

A 组 3 H
一

T d R
、 容H

一

U R和 , H
一

L e u掺入率增加显著或非常 显 著 ( P < 。 。

05
、

P <

0
.

0 1或 P ( 0
.

0 0 1 ) ; B组也有显著增加 ( P ( 0
.

0 5 ) , C 组则只增加 . H
一

L e u掺入 率 ( P < 0
.

0 5 ) , D 组在

处理后
, 3 H

一

L e u掺入率显著下降
。

2
.

4 不 同处理甘杆脏 网状 内皮 系统 ( R E )S 功 能指 标及血装调理 功能指 标 的 影响
。
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图 1 处理前后 . H
一

T d R
、 3 H

一

U R
、 3 H

一

L“ u掺入离体肝组织的动态变化

结果见表 3
、

表 4
。

表 3 不同处理对印度墨汁廓清试验吞噬指数和生物半衰期的影响 ( X士 S D )

1 2 h 2 4 h 4 8 h 7 2 h

组 别 n

—
a值 T一 /2

5
。

3 4

士 0
。

7 7

a值

0
。

0 2 9 7

士 0
。

0 0 6 3

0
。

0 2 4 7

士 0
。

0 0 4 6

0
。

0 2 5 5

士 0
。

0 0 5 3

0
。

0 2 9 3

士 0
。

0 0 3 5

0
。

0 2 9 1

士 0
。

0 0 4 7

0
。

0 3 7 3

士 0
。

0 0 5 9

△ 0
。

0 3 1 1* .

土 0
。

0 0 4 3

0
。

0 2 5 5*

士 0
。

0 0 7 9

0
。

0 2 5 5*

士 0
。

0 0 0 2

0
。

0 1 2 7

士 0
。

0 0 4 2

0
。

0 1 5 3

士 0
。

0 07 5

T I /2

7
。

3 6* *

士 3
。 】

a值 T l /2 a值 T l /2

0
.

0 2 4 5. △ 7
.

1 6. △△ O
。

0 3 5 8

士 0
.

0 0 5 7 士 1
.

3 4 士 0
。

0 0 6 0

1 2
.

_

0 7士 2
。

8
。

4 2*

士 2
。

1 6

1 3
。

5

士 4
。

2 4

17
。

2 3

士 3
.

7 8

0
。

0 1 7 7

士。 。
0 0魂 9

0
。

0 1 5 5

士 0
.

0 0 6。

0
。

0 0 9 4

士 0
。

0 0 2 6

氏 0 1 6 2

士 0
.

0 0 9 2

1 2
。

1 1

士 1
。

8 6

1 3
。

6 9

士 2
。

2 6

1 1
。

2 8

土 3
。

7 9

12
。

9 6

士 1
。

8 3

0
。

0 1 9 8

士 0
。

0 0 7 6

0
。

0 1 6 7

士 0
.

0 0 7 4

0
。

0 1 32

土。。
0 0 5 2

0
。

0 1 4 1

士 0
.

0 0 73

△△ 6
。

8 2二
士 1

。
9 5

1 4
。

2 2

士 6
。

1 9

1 6
。

8 3

士 3
。

2 2

2 1
。

8 6

士 6
。

4 4

1 9
。

72

士 4
。

2 9

O甘 J任nù月了己 JQ甘丹O几 JQ一O甘no比 JO甘 n.几 Qn舀
月
住ù勺,上nà

....

……
八O,i月bl月01
占
6n甘Ò,
二

士+一士+一十一

正常组 10

表 4 不同处理时血浆F n 水平的影响 ( m g / d1 X 士 S D )

组别 n

A 2 4

B 2 4

C 2 4

D 2 4

E 2 4

正常组 15

1 2 h 2 4 h 4 8 h 72h

5 1
.

4 3士 4
.

9 7 △3 9
.

13土 1
.

0 6* . △八八2 1
。

6 4士 6
。

4 9

…
△ 33

.

1 6士3
。

37 . 硬

4 7
.

6。士 4
.

0 4 2 5
.

5 0士吐
。

7 7 . 3
.

6 1土 1
.

5 7 2 0
。

5 3土 3
。

1 2

6 1
.

9吐士 7
.

6 1 2 7
。

0 2士 5
.

2 5 . 7
.

0 3士 2
。

5 4 . * 2 2
。

7 5土5
.

1 9

6 0
。

5 1士 5
.

3 2 一5
。

9 2土 2
。

9 3 1
.

2 2士。 。
8 6 1 7

。
9 3土 3

。

5 ,

5 4
.

3 1土 5
.

5 1 1 5
.

2 1士 5
.

5 2 2
.

1 7土 1
.

3 3 1 5
。
魂3土 5

。
5 6

7 1
.

3 1士 5
.

51 一 一 一

处理后
,

A 组各时相与 E组比
,

墨汁廓清试验吞噬指数 ( a 值 ) 增高和生物半衰期 ( T l / 2 ) 的 缩短均

有显著或非常显著差异 ( P < 。 .

05 及 P < 。 .

0 1)
. A 组血浆 F n 水平升高与 E

、

B两组比
,

亦均有显著或非常

显著差异 ( P < 0
.

0 5及 P < 0
.

0 1 )
。

2
。

5

2
。

5
。

1

病理检查结果

光镜检查

2
.

5
.

1
.

1 肝实质改变 中毒后 1h2
,

A组与 B组病变程度大致相近
,

均以肝细胞肿胀变性为主
。

中毒后

48 h (治疗后 2 8h)
,

A 组仍以变性为主
,

B组则呈现大片状坏死
。

2
.

5
.

1
.

2 枯否氏细胞改变 中毒后各时相枯否氏细胞多见分裂相
。

在连续 1。个 4 00 倍视野下对 枯否氏
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细胞进行定量计数
,

用方差分析考察其变化规律
。

如表 5 所示
,

A组分别与 B组
、

E组比
,

差异均显著或非

表 5 各组处 理前后 肝脏枯 否氏细胞数量 变化 ( x 士 S D )

组别 n 1 2 h 2 4 h ` s h 7 2 h

A 2 6 0 0
.

5士。 .

1 5 △△ 2 4凌
.

7 5士 5
.

1艺* * 乙△ 12 7
.

0士 9
.

5 6 . * △ z` 4 士 5
。

4 5二

B 1 6 9 5
。

5士3
.

4 2 6 2
.

2 5土5
.

5 9 J 2
.

5士 9
.

7峨 7 0
.

5 土3
.

6 9

C 1 6 5 7
。

5土 3
。

5 7 9 3
。

2 5士 9
。

7 1 * 5 0
。

2 5士 2
.

9 9 g J
.

o 士 6
。

6 8

D 1 6 5 8
.

了5士 1 0
.

0 5 9 2
.

0士 5
。

9凌. 3 2
.

5士 3
.

落2 8 1
.

7 5士 5
.

5 0

E 1 6 9 1
.

7 5士 4
.

1 1 5 7
.

2 5士 5
.

9 1 魂0
.

0土 3
.

6 5 7 5
.

2 5士 6
.

9 5

正 常组 1 0 1 2 0
.

2 5士 5
.

7 3 一 2 2 7
.

5土弓
.

6 5 一

常显著 ( P < 0
.

0 5或 P < 0
.

0 1 )
。

2
.

5
.

2 电镜检查

2
.

5
.

2
.

1 盯细胞改变 中毒后拐h
,

A 组病变主要为核染色质边集
、

线粒体叫
,

胀
; B组则出现核碎裂

、

内质网和线拉体空化等严重病变
。

2
.

5
.

2
.

2 枯否氏细胞改变 中毒后 12 h
,

.

A组为线粒体肿胀
,

溶酶体增多
,

可见少量
“
胞浆 内 灶性坏

死
” ( f o c a l c y t o p l a s m i

c n e c r o s i s ,

F C N ) , B组尚可看至`}髓样小休
。 I扣毒后 4 s h

,

A 组枯 否 氏 细胞内

质网高度扩张成池
,

但大多数细胞器完整
、 B组枯否氏细胞则出现多个

“ F C N ,, ,

膜性细胞器大多变性坏

死
,

自噬体增多
。

见图 2
、

3
。

图 Z D
一

G a l L
卜毒后盛s h (胎肝液组 ) 7 o o o 1’fr 图 s D

一

好 a l中毒右 4 8 h (透析液组 ) 7 0 0 0倍

2
.

6 胎 肝液组
“
H

一
T d R掺 入率与其他八项指 标 的相 关性分析

选择中毒后 48 h A组 s H
一

T d R掺入率
,

与 本组 同 期 的H P T
一

A
、

m A S T
、

O C T ` 3 H
一

U R
、 昌H

一

L eu
、

D N A量
、

R N A量
、

蛋白质量 8 项指标进行相关分析
,

结果表明
, 3 H

一 `

r d R掺入率与H P T
一

人
、

D N A含量相

关非常显著 (分别为
r = 0

.

7 9 1
,

P < 0
.

0 1 , r = 0
.

8 4 4
,

P < 0
.

0 1 )
,

与蛋自质含量相关亦显著 ( r “ 0
.

5 2 6
,

P < 。 .

05 )
,

与其他指标无显著相关
。

3 讨 论

3
。

l 时杆损伤和叶储 备功 能的影响

血清m A S T 和O C T是 目前判断肝损伤较为敏感的指标
。

经胎肝液治疗的中毒大鼠
,

血清

m A S T和O C T 活性显著低于对照组
,

而其他各组与对照组无 显著差别
,

提示胎肝液对阻止肝

坏死
,

促进修复有明显作用
。

病理检 查也证实了这一点
。

H P T能敏感地反映凝血因子姐的变化
,

是一项较好的肝储备功能试验
。

肝脏储备功能差

时
,

H P T
一

A 降低
; 肝脏储备功能恢复时

,
H P T

一

A升高
。

经胎肝液处理后的中毒大 鼠 H P T
一

A
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迅速升高
,

提示胎肝液可改善肝脏储备功能
。

此外
,

在 48 h
,

透析液组和胎肌液组 H P T
一

A 也

明显提高 ( P < 0
.

0 1和 P < 0
.

0 5)
,

说明存在于透析液和胎肌液的中
、

小分子 活性物质和营

养成分
,

对改善肝储备功能也有一定影响
。

相关分析表明
, “ H

一

T d R掺入 率 和 H P T
一

A 相关

极为密 切
,

提示肝再生 活动与肝脏储备功能有关
。

3
.

2 时肝脏 3 种 大分子 合成代谢的影响

观察肝组织 D N A
、

R N A 和蛋白质合成速率的变化
,

发现胎肝液对决定肝再生 活 动的 3

种大分子合成代谢有显著促进作用
。

从时间上看
,

胎肝液处理后鼠肝 D N A 合成速率在 24 h~

4 8 h为最大
,

而 R N A
、

蛋白质合成速率则在 4 8 h以后显著加快
。

这就说 明 R N A
、

蛋白质合成

受 D N A 合成的制约
,

而非外源性成分直接作用的结果
。

另外
,

透析液对 3 种大分 子 合 成代

谢也有较明显影响 ( P < O
。

05)
,

说 明中
、

小分子活性物质在促进肝再生方 面 也 起 一 定作

用
。

胎肌液则仅影响蛋 白质合成速率
,

推测与其直接提供蛋白质
、

氨基酸等营养物质有关
。

而成肝液对 D N A
、

R N A合成无刺激作用
,

对蛋白质合成反而有显著抑制作用
。

3
。

3 对肝脏 RE S功能和血浆调理功能的影响

本文结果表明胎肝液较对照组能明显提高墨汁廓清试验的吞噬指数
,

缩短 R E S吞噬墨粒

的生物半衰期
,

提示其可增强肝脏 R E S功能
。

血浆 F n

是介导肝脏 R E S吞噬活动最重要的调理素
,

对肝衰竭的预后有重要意义 (5)
。

发现

中毒后
,

对照组 F n
水平明显降低

,
而胎肝液组 F n则一直处在较高水平

,

说明胎肝 液 有 提高

血浆 F n
的作用

。

此外
,

尚有资料证实人胎肝液 冻干粉能刺激胰岛素分泌
,

加速氨基酸摄取 (6) , 人胎肝胞

质液 ( I 0 0 0 x g ) 能减轻肝中毒大鼠的内毒素血症
,

降低肝内丙二醛 ( M D A ) 水平
。

因此
,

认为胎肝制剂中可能存在多种有效成分
,

故其治疗肝衰竭的作用机理可能是多方面的
。
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气管支气管异物铁钉 2例

范文汉 (西南医院 耳鼻咽喉科 )

我科收治 2例较大的气管支气管异物铁钉
,

长度分别为 息 c m
,

匕 c m
。

1 例以食道异物入院
,

行食道镜

检查时
,

发生呼吸困难
,

紫纷甚至窒息
,

实属教训
,

报告如下
:

例 1 黄 x 欠 ,

男
,

3 岁
,

住院号
: 3 8 7 9 3

,

四川云阳籍
。

(病史由父代述 )
。

因误吞铁钉 2 `天于 1 9了6年

9 月 3 日入院
。

患儿于 1 9了6年 8 月 10 日下午 2 时
,

将一枚 8 c m大号铁钉含于 口中玩耍
,

嘻笑时不慎将铁钉

吞下
。

咽下后仍能进食
,

呈阵发性咳嗽
。

曾先后在当地医院就诊
,

注射过破伤风抗毒素及青霉素等
,

于 9

月 3 日以食道异物转来我院
。

吞铁钉后未出现呼吸困难
,

患儿有哮喘病史 2 年
,

平时经常阵发性咳嗽
。

入院检奋 无明显鼻翼扇动
,

无紫给及
“
三凹

”
体征

,

双肺均闻及于鸣音
。

X 光透视检查发现食道内

有一铁钉异物
,

尖向上
,

相当于胸 2 ~ 胸 6 之间
。

入院后于 9 月 4 日上午在全麻下行食道镜检查
,

当插入

食道镜时患儿即出现呼吸困难
,

紫维及窒息
,

故手术暂停
。

并再次行食道透视及正侧位胸片检查
,

综合分

析考虑为气管异物
。

于 g 月 8 日在全麻下行气管切开
,

自颈部气管切 口插入 s m。 支气管镜
,

进入约 3 o m ~

4 c m处即发现金属异物铁钉
,

一端已进入右支气管
,

以胯鱼咀钳取出 8 c m 长铁旬已锈蚀
。

于 1 9 7 6年 9 月 13

日拔管全愈出院
。

例 2 何 x x ,

男
,

刁岁
,

住院号
: 1 6 1 3。。 ,

四川岳池县籍
,

(病史父代述 )
。

铁钉自口腔滑人
,

阵

发性咳嗽 3 天于 1 9 8 9年 12 月20 日以气管异物入院
。

患儿于 1 9 8 9年 12 月 17 日晚 7 时
,

将 长 5 c m铁钉含 T 口 中
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