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人胎肝细胞对大鼠暴发性肝功能衰竭影响的初步研究
’

郝 飞 向居正 李奇芬 余曼英 (西南医院 传染科 )

提 要 本文报道用 D
一

氨基半乳糖所致大鼠暴发性肝衰竭作摸型
,

观察人胎肝细胞对其影响
。

结果显示
,

腹腔内注射人胎肝细胞悬液和胞质液均能显著提高肝衰竭大鼠的存活率
,

两者间比较 无

显著差别
。

人胎肝细胞质液可减轻中毒大鼠内毒素血症
,

降低肝内丙二醛水平
,

阻止肝坏死
,

促

进肝再生
。

实验结果提示人胎肝细胞治疗肝衰竭可能主要通过胞质液中的生物活性物质起作用
。
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一

胸腺嗜吮核普

近年来国内少数单位用人胎肝细胞悬液 在严格无菌条件下取出胎肝
.

分离肝包 膜
,

剔

输注治疗重型肝炎收到 一定效果 ( ’ ) ,

但其机

理不清
。

鉴于移植或输注肝细胞或输注再生

肝胞质液 (
c y t os ol ) 治疗肝衰竭的 效 果不

受动物种属差异的影响 (2) ( 3 ) , 本研 究 用 D
-

氨基半乳糖 ( D
一
G al ) 诱发大鼠暴发性肝衰

竭 ( F H F ) 作模型
,

观察人胎肝细 胞 对 其

影响
,

以探讨人胎肝细胞 治 疗 肝 衰竭的机

理
,

为临床应用人胎肝细胞治疗重型肝炎或

其它原因并发的肝衰竭提供依据
。

材 料 与 方 法

、

动物
、

主要试剂和仪器

大鼠
:

W i st ar 大白鼠
,

雌雄各半
,

体 重 1 50 ~

2 5 0 9
。

人胎肝
:

取自水囊引产正常胎儿
,

胎龄 石 ~

6 个月
。

主要试剂
:

D
一

G al `重庆医科大学合成 )
,

内毒素测定试剂盒 (上海医化所提供 )
,

硫代巴比妥

酸 ( T B人
,

上海生化试剂二 厂产 品 )
,

1
,
1

,
3

,
3

-

四乙氧基丙烷 ( T E P
,

S馆m a 公 司 产 品 )
, a H

-

T d R (中国原子能科学研究院提供 )
。

主要仪器
:

M P F
一

4 型荧光分光光度仪 ( H i t a e h i )
,

L K B
一
1 2 2 7

型液体闪烁计数器
。

二
、

人胎肝细胞悬液和胞质液的制备

除结缔组织
,

洗 尽 残血
,

然 后 按 肝 与 缓冲 液

( z Z m m
o l T r

i s
一

H C I
,

s m m o l E D T A
,

o
.

2 7 m o l蔗

糟
,

p H 7
.

6) 为 1 : 4 ( W / V ) 比例 分别制备细 胞悬

液和胞质液
。

细胞悬液的制备
:

采用机 械分 离法
。

制备 的悬

液经台盼蓝染色其活细胞率在80 % 以上
,

有 核细 胞

数为 2
。
5 7 5 又 2 0 7 个 / m l

。

胞质液的制备
:

按 F r a n e i v i l l a 等
` 4 , ’
和 王宏恺

等
` a ’
两方法

。

胞质液经电镜检查不含细胞器
,

放免

测定不含胰 岛素
,

蛋白含量为 25 m g / m l
。

细胞悬液

和胞质液均于制成后 攻 h内使用
。

三
、

实验过程

1
.

肝衰竭模型的制造
:

按王宏恺等
`引的方法

预试
。

结果
,

最适致死量 为 1
.

8 9 / k g
,

亚致死量为

1
.

2 9 / k g (表 i )
。

2
.

存活率观察
:

取 57 只大鼠随机分为 3组
,

母组 19 只
。

腹腔内注射致死量 D
一

G al
,

20 h后 3 组

分别腹腔内注射细胞悬液
、

胞质液和缓冲液 各 4m l
,

注射后连续观察 10 天各组大鼠存活情况
。

3
.

胞质液对中毒大鼠血浆内毒素
,

丙氨酸转

氨 酶 ( A L )T
、

总 胆 红 素 ( T B ) 和肝内丙二醛

( M D A ) 水平的影响
:

取大鼠招只
,

随机分 为 两

组
,

用亚致死量 D
一

G al 致大鼠中毒
,

中毒前 Z h两组

表 1

D
一

G al 中毒后时间

不同剂量D
一

G al 中毒大鼠存活情况 ( 死亡数 / 总数 )

1
.

2 9 / k g 1
.

4 9 / k g 1
.

6 9 / k g 1
.

5 9 / k g 2
,

0 9 / k g

~ 2 4 h

~ 3 6h

~ 4 8 h

~ 7 2h

~ 7 天

0 / 5 ( 0 % )

0 / 5 ( 0% )

0 / 5 ( 0 % )

0 / 5 ( 0% )

0 / 5 ( 0% )

0 / 5 ( 0 % )

0 / 5 ( 0 % )

1 / 5 ( 20% )

1 / 5 ( 2 0% )

1 / 5 ( 2 0% )

0 / 5 ( 0 % )

o / 5 ( 0 ;百)

1 / 5 ( 20 % )

2 / 5 ( 4 0 % )

2 / 5 ( 4 0% )

0 / 5 ( 0 % )

0 / 5 ( 0 % )

2 / 5 ( 4 0% )

4 / 5 ( 8 0 % )

召/ 5 ( 8 0% )

0 / 5 ( 0 % )

1 / 5 ( 20% )

4 / 5 ( 80% )

5 / 5 ( 10 0% )

5 / 5 ( 1 0 0 % )

一
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2 6 7

的叼同切刊

分别给予 4 m l胞质液和缓冲液
,

腹腔注射
。

于中 毒

后 6
、

12
、
2 4和 48 h两组分别随机取 6 只大鼠

,

取右心

血和肝组织分别作内毒素 (堂试剂微量 基质 显 色

法 )
、

A L T
、

T B和肝内M D A ( O h k a w a 法 ( . ’ )水 丁平

测定
。

取 1 块肝组织作病理检查
。

另取 15 只大鼠
.

腹腔内注射 4 nI l缓冲液
,

6h后按上述过程留取标 本

测定各项指标正常对照值
。

4
.

肝细胞再生的研究
:

实 验 过 程 同 3
。

按

1 5协C i / 1 0 0 9体重量 1次腹腔内 往射 a H
一

T d R
,

Z h

后打开腹腔
,

在肝中叶固定部位留取。 。

g5 组 织 按

Se h m i d t
一

T h a u n h a u s e r 一 S e h e i d e r ( S T S )法
` . ’
提取

DN A
,

然后加入定量闪烁液
,

在同位素液闪计数器

上测定
,

其掺入量用 D P M / 0 D 26 。表示
。

四
、

统计学处理

各组存活 率比较作 X Z检验
,

各均数组 间 比 较

作S t u d e n t ’ s t检验
,

个别方差不齐用秩和检验
。

泛
:二

一
细胞悬液组

一
胞质液组

\
、 .

_
4

_
`

_
.

_
。

_
`
级冲 液组

一一一才— 一布夏而
矛疗 后

存活率ǎ%à

结 果

一
、

存活率

治疗后 4 天
.

细胞悬液组和胞质液组存活率分

别为7 3
.

6 8% 和 6 3
。
1 5%

,

与对照组 ( 5
。
2 6乡̀ )相比差

别非常显著 ( P < 。 . 。。 1 ) , 治疗后 10 天
,

细胞悬液

组和胞质液组存活率分别为 4 7
。
3 7% 和 4 2

。
1 1%

,

与

对照组 ( 5
。
2 6% ) 相比分别呈非常显著和显著 差别

( P< o
。
0 1和 P < o

。
0 5 ) , 治疗后 4天和 1 0天 细 胞

悬液组和胞质液组比 较 无 显 著差 别 ( P > 。 .

05 )

(图 1 )
。

图 ] 不 同处理组 的 F H :I 大 鼠存活 率

比较 ( 各组 11 二 1 9 )

二
、

胞质液时 中毒 大鼠血浆 内毒 素
、

A L T
、

T B和 叶 内M D A 水平影响

胞质液组其血浆内毒素和肝内 M D A水丫 在 各

观察时相与缓冲液组 相 比 水 平 降低 ( P ( 。 .

05
、

< 。 。

01 或 < 。 . 。。 1)
,

胞质液组在中毒后 6 h其血 浆

A L T水平较缓冲液组高 (P < 。 。

05 )
,

1h2 两 组 无

显著差别
,

在 2 4和 48 h与缓冲液 组 相 比 水 平 降 低

(P < 0
.

0 5或 < 0
.

0 1 ) , 两组 T B水平在 6一 ` s h均无

显著差另}1 ( P ) o
。
0 5 ) (表 2 )

三
、

胞质液时 中毒大 鼠扦再生的影响

胞质液组和缓冲液组在中毒后 6和 1h2 其 肝 内

D N A合成速率无显著差别 ( P> 。 .

0 5)
,

24 和 48 h胞

质液组肝内D N A合 成 速 率 显 著 高 于 缓冲液 组

( P < 0
.

0 0 1 ) (图 2 )

表 2 胞质液衬 中毒大鼠血浆内毒素
、

扦内M D A
、

A L T和 T B水平 ( X 士 S D ) 的影响

中毒 数 内 毒 素
时间 目
( h ) (只 ) ( P g / m l )

肝内 M D A

( n m o l / m g蛋白)

血浆 A L T T B

( u ) ( 协m
o l / L )

一勺óUn一ǹ正常组

缓冲液组
胞质液组

缓冲液组

胞质液组

缓冲孚夜组
胞质液组

缓冲液组
胞质液组

4 3
.

8士6
.

7

2 2 9
。
7 8士9 8

.

9 8

9 0
。
6 3士3 1

。
2 2 . * *

3名0
,

2 1士 68
.

0 3

1 2 3
。
1 2土 6 8

。

7 3* 二
3 59

。
0 3士 7 6

。
5 6

1 4 4
。

17土2 4
.

7 3…
1 2 0

.

5 6土 4 3
。

8 8

5 6
.

73士2 2
.

6 9
.

0
.

9 9士。 。
1 4 1 9

.

5 0土 7
.

9 9

4
。
7 3士 0

。
6 9 8 9

。
3 3士 1 6

。
9 1

3
。
2 4士 0

。
7 6 * . 1 3 8

。
0 0士 1 2 3

。
7 1*

6
。
2 8士 0

。
5 9 2 5 5

。
6 7土5 8

。
1 5

3
。
8 1士 0

.

7 2* . * 20 1
。
0 0土 7 9

。
1 4

7
。

0 8土0
。
8 8 6 0 6

。
0 0土2 7 9

。
3 9

2
。

67土 0
。
4 6 * * * 2 8 5

.

0 0土2 7 5
.

0 3.

7
。
2 9土 0

。
8 4 8 7 6

。
3 3土4 1 7

。
6 3

2
.

1 7土0
.

4 3…
2 2 0

.

33士 1 8 4
.

0 5* .

2
。
7 3士2

.

3
。
0 7

5
。
9 9

士 1

土 3
。
2 5

9
。
2 3土 8

。
7 2

5
。
8 1士 2

.

0 5

9
。
4 1土 8

。
0 4

7
.

0 1土 6
。
1 6

2 0
。
8 6士1 5

.

2 2

7
.

3 5士 7
。
5 2

注
: ,

二
, , . , 分别表示与缓冲液组相比 P < 。 .

05
,

P < 。 .

01 和 P < 。 .

00 1
。



胞质液组

1级冲液组

一
-

-

一
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图 2胞质液对 D
一

G la中毒所致 大鼠肝

内 D NA合成的影响

四
、

肝脏病理

两组在中毒后 6h其肝损伤程度无明显差别
,

12 h

缓冲液组见散在灶性和片状坏死
.

胞质液组仅见灶

性坏死
。

24 h和招 h缓冲液组见较多片状 或 大 片 坏

死区
,

肝小叶结构破坏
,

胞质液组在 24 h见 散在片

状坏死
,

小叶结构尚 完整
,

至 招 h 病 变 已开 始 恢

复
,

并见肝细胞再生活跃
。

讨 论

一般认为
,

移植或输注肝细胞或输注再

生肝胞质浓提高实验性 F H F动物 存 活 率的

机理主要有两方而
,

即
:

( 1 ) 移植或输注

肝细胞短暂代谢支持作用 ; ( 2 ) 促进病损

肝细胞再生 (“ )(’ )( ’ )
。

木实验发现用人胎肝细

胞悬液和胞质液均 能显著提高 F H F大鼠存活

率
,

而两组间比较无显著差别
,

且胞质液经

电镜检查不含细胞器
,

故认为此疗效可能主

要不是通过完整细胞或细胞器起代谢支持作

用
,

而可能是通过胎肝细胞 中某些生物活性

物质对 F H F大鼠影响而实现的
。

胞质液可有效地减轻中毒大鼠内毒素血

症
,

降低肝内M D A 水平
,

其机 理 尚 不 清

楚
。

多数学者认为 D
一
G al 中毒大 鼠发生内毒

素血症主要由于枯 否氏细胞 ( K C ) 功 能 障

碍和肠源性内毒素吸收增多
,

而内毒素血症

和 K C功能障碍可诱发或促进肝内 脂 质过氧

化反应 ( 吕) ( , )
。

O h k a w a
等 ( . )用再生肝胞 质液

治疗 D
一

G al 中毒大鼠
,

发现可显著提高单核

吞噬细胞系统功能
。

我们推测胞质液减轻中

毒大鼠内毒素血症的机理可能通过 改 善K C

功能
,

以 增强其对肠源性内毒素的清除
。

内

毒素的减轻和 K C功能的改善又可能是 胞质

液降低肝内M D A 水平的原因
,

另外胎 肝 细

胞中含有某些微量元素
、

维生素及其它不明

抗氧化物质
,

这些物质对稳定生物膜
,

阻止

脂质过氧化反应也可 能起一定作用
。

目前相继有许多学者的实验提示肝细胞

本身就存在促进肝细胞 再 生 的 物质 .() (t)
。

L a b r e 。 q u e
等 (” )从刚断奶幼鼠和部分肝切除

成年大鼠的肝脏 中提取出一种刺 激 肝 细 胞

D N A合成的物质叫肝再生刺激因子 ( H e p at ic

s t im u
l
a t o r : u b s t a n e e s ,

H SS )
,

研究发现此

物质有器官特异性
,

无种属特异性
。

本实验

结果发现胞质液可显著增强中毒 大 鼠 肝 内

D N A 合成速率
,

提示人胎肝细胞中可 能 同

样存在有促进肝细胞再生的物质
,

对此有必

要作进一步研究
。

(本实验得到木院检验科胡珍国技师协助
,

本

院病理科柳凤轩副主任医师对病理部分 进 行 了 审

阅
,

特此致谢 )
。
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