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人胎肝再生刺激物质对大鼠中毒性肝坏死的治疗作用
.

周 平 向居正 李奇芬 胡仕琦 (第三军医大学西南医院 传染科 )6 3。。 3 8

提 要 木文报道了人胎肝再生刺激物质 ll (
一

H S S )
、

人胎肝胞溶质 ( h
一

FL C )对 D
一

氨墓半

乳精中毒大鼠的存活率和肝功能的影响
,

和对 h
一

H S s的理化性质及其分子量进行了初步分 析 与测

定
。

结果发现
: h

一

H S S和 h
一

F L C均能显著提高中毒大鼠的存活率 , 显著降低其血 清 O C T 和 m
-

A S T活性 , 提高H P T
一

A及促进
“ H

一

T d R掺入肝内 D N A的速率
。

加热 9 5 ℃
、

3 o m i n ,

h
一

H S S仍保

留其活性
,

而经胰蛋白酶处理后
,

其活性丧失
。

在 S D S
一

P A G E上
,

h
一

H S S显示 i 条主带和 8 条次

带
,

各带分子量依次为 1
.

5
、

2
.

4
、

3
.

4和 4
.

0万道尔顿
,

主带相对含量占47 57 %
。

关锐饲 肝再生刺激物质 , 胎肝胞溶质 , 人胎肝 , 中毒性肝坏死 , D
一

氮基半乳搪

1 9 7 5年 L a
Br

e c q u e
等 ( ` )首先从断乳鼠肝中提取到一种能刺激肝细胞分裂和增殖的物质

,

并命名为肝再生刺激物质 ( H e p a t i e S t i m u l a t o r S u b s t a n e e ,
H S S )

。

进一步研究 发 现 H S S

对肝细胞增殖和再生的刺激作用有专一性
,

对损伤的肝脏的刺激作用尤为显著
。

在人或动物

的胚胎肝中也存在 H S S
,

并能成功地提高药物性肝衰竭大鼠的存活率 (“ ) , h
一

H S S 能 促 进小

白鼠及 3 4男肝叶切除大鼠的肝细胞 D N A合成增加 2 ~ 3 倍 ( ’ )
。

我们从人胎肝中粗提 H S S
,

利

用 D
一

氨基半乳糖 ( D
一
G al ) 诱发大鼠中毒性肝坏死模型

,

通过观察人 胎 肝H S S ( h
一
H S S )

对中毒大鼠存活率和肝功能的影响
,

并与人胎肝胞溶质 ( h
一
F L C ) 进行比较

,

以探讨 h
一
H S S

对肝损伤 的治疗作用及其作用机理
。

并对其理化性质和分子量进行初步分析
。

l 材 料 和 方 法

全部实验用W i s at r大鼠
,

雌雄各半
,

休重 198 土 23 9
,

腹腔内注射 10 % D
一

C al 溶液诱发中毒性肝坏死
。

在观察 h
一

H S S对中毒大鼠存活率的实验中
,

D
一

G al 的剂量为 1
.

6g/ k g , 在观察 h
一

H S S对中毒大鼠肝 功能和

肝D N A合成影响的实验中
,

D
一

G al 的剂量为1
.

o g/ k .g

1
.

全 h
一
H S S

、

h
一
F L C和 h

一
H S S酶处理液 ( h

一
H S S睁液 ) 的制备

按 F le ig 等 ( ` )的方法制备h
一

H S S
。

将人胎肝 (取自水囊引产 4
.

5~ 6 个月正常胎儿 ) 按 35 % (可 , ) 加

冷生理盐水制成肝匀浆
,

加热 95 ℃
、

30 m i 。
,

4 ℃离心
,

100 O00 x g
,

90 o in
,

取上清
。

按上述方法将人胎

肝制成肝匀浆后
,

4 ℃离心
,

1 1 000
x g

,

60 m in
,

取 上清制备 h
一

F L C
。

用C B B
一

S D S法测定其蛋白质含里
.

h
一

H S S为 o
.

s m g / m l
,

h
一

F L C 为 i s m g / m l
。

参照 F l e i g ( . ) 和 M o r l e y ( . )的方法
,

用胰蛋白酶处理 h
一

H S S制

备五
一

H S S酶液
。

I
。

2 实验过程
1

.

2
.

1 存活率观察 取大鼠“ 只
,

随机分为 4 组
,

各组于注射 D
一

G al 后 2h0 开始分别注射卜 H S S
、

h
一

F L C
、

h
一

H S S酶液及生理盐水
,

剂量均为 峨m l/ 只
,

连续观察 10 d
。

另取 10 只大鼠
,

腹腔内注射等最生 理 盐水作为

正常对照组
。

1
.

2
.

2 h
一

H S S和h
一

F L C对中毒大鼠肝损伤和肝储备功能的影响 取大鼠72 只
,

随机等分为 8 组
,

各组于注

射 D
一

G al 后 20 h开始分别注射 h
一

H S S
、

h
一

F L C和生理盐水
,

剂量均为 4 m l/ 只
。

在中毒后 12 h
、

2h4
,

4 h8 和

72 h每组任取 6 只
,

检测血清鸟氨酸氨甲酸转移酶 ( O C T
,

用比色法 )
、

血清天冬氨酸转氨酶线粒体同工酶

( 过
一

A S T
,

用化学抑制法 ) 及肝促凝血活酶活动度 ( H P T
一

A )
,

同时取小块肝组织作病理学检查
。

1
.

2
.

3 h
一

H S S
、

h
一

F L C对中毒大鼠肝D N A合成的影响 大鼠分组和处理同实验 过 程 1
.

2
.
2

。 . H
一

T d R扶 150

林C i/ k g 体重一次腹腔内注射
,

Zh后打开腹腔
,

取一定 t 的肝组织作 . H
一

T d R掺入肝内D N A含 t 测定
。

`
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1
.

2
.

` h
一

H S S的分子量测定 参照 Le a m mh 等 ( ” 的方法
,

采用 S D S
一

聚丙烯酸胺凝胶电泳 ( P A G E )
。

浓

缩胶浓度为 3
.

2 %
,

分离胶浓度为 1 5%
,

凝胶用考马斯亮兰 R
一

25 。进行染色
。

1
.

3 统计学处 理

各组间存活率比较用 X Z

检验
,

各均数组间差异用 S ut d e nt
’ s t检验

。

2 结 果

2
.

1 存活率

中毒后第 3天
,

h
一

H S S组和h
一

F L C组大鼠存活率分别为 6 8
.

75 %和 5 6
.

2 5 %
。

而h
一

H S S 酶和生理盐水组

仅为 1 8
.

2 5% ( P ( 0
.

0 5 )
。

中 毒后第 2 0天
,

h
一

H S S

” o r , 曰 1 e o n t r o l g r o u P

-

` - , 卜 - 叫卜 - -奋

~ 叫
h 一” 5 5 6 2

.

5又

- 奋~ ~ 劝一 - 令~ - . -
. . 心~ - 口 h

一

F L C 5 6
.

2 5笠、,二”二护人
臼们

(林)1
.,一,、,.

叫 、从:

2 4

井竺二艺乞之沈翼点;
’ 。

溉。

h 一“ 5 5 1 2 5艺

一- 言一川犷件凉气
_ `

~

图 l h
一
H S S和 h

一
F L C衬中毒大 鼠

存活率的影响

F 19
.

E f fe e t o f h
一
H S S a n d h

一
F L C

o n s u r v i v a l o f t o x i e r a t

组为 6 2
.

5 %
,

h
一

F L C组为 56
.

25 %
,

h
一

H S S 酶液组

则为 1 2
.

5 % ( P < 0
.

0 1~ P < 0
.

0 5 )
。

正常对照组全

部存活 (见图 l )
。

2
.

2 h
一
H S S和 h

一
F L C时 中毒大 鼠血清O C T

、

m
一
A S T 和 H P T

一
A 的影响

在中毒后 48 h和 72 h
,

il
一

H S S组和 h
一

F L C组 大

鼠血清O C T 和 m
一

A S T活性显著或非常显著低于生

理盐水组 ( P < 0
.

05 或 P < 。
.

0 1)
多

而H P T
一

A 则

相应显著或非常显著高于生理盐水 组 ( P < 。 。

05
、

P < 0
.

0 1或 P < 0
.

0 0 1 )
。

在中毒后“ h
,

h
一

H S S 组

的 H PT
一

A也非常显著高于 h
一

F L C组 ( P < 。
.

01 )

(见附表 )
。

附表 h
一

H S S和 h
一
F L C对中毒大 鼠O C T

、

T a b
.

E f fe e t s o f h
一

H S S a n d h
一
F L C

a n d H P T
一
A (无士 s )

m
一
A S T 及 H P T

一
A 的影响 ( x 士 s)

O n S e r U n l l e v e l o f O C T a n d m
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A S T

G r o u P h o u r n u m b e r

o f r a t s
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( IU / L / m i n )

m
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( % )
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2
.

3 卜 HS S和 h
一

C L F讨中毒大 鼠奸D NA 合成的影响

中毒后4 8h和了 Zb
,

h
一

H S S组和 h
一

F L C组大鼠肝D N A合成速率均非常显著高于生理盐水组 ( P < 。
.

01 或

P < 。
.

。。 1 )
,

而前两组之间无显著差异 ( P > 。
.

0 5) (见图 2 )
。

~
r

闪
r . t ` r奈n

比 et
o f

.
H一dT R ( e p

` 叮
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-
. h ~ i眨泛

、 ,

óóō绷翻

1 2 24 48 72 ( h )

h
一

H 5 5和 h
一

厂 L C对 中毒 大 鼠奸 D N A合

成的影响

2 E f f e e t o f h
一

H S S a n d h
一
I了 L C o n

l i v e r D N A s y n t h e s i s

N o t e 朴 .
P < 0

.

0 1
.

芬苦升
P < 0

.

00 1

w i t h s a l i n e g r o u P

e o m P a r e d

2
.

4 病理组 织 学检查

中毒后 1h2
,

各组肝细胞肿胀和胞浆疏松 化 明

显
,

小叶周围可见点状或灶性坏死
,

3 组病变程度

大致相同
。

中毒后 48 h
,

生理盐水组肝细胞高 度 肿

张
, 公
乙球样变明显

,

并见大片状坏死和弥漫性炎性

细胞浸润
。

h
一

H S S组和 h
一

F L C组仍以细胞肿 胀 变

性和少量炎性细胞浸润为主
,

双核细胞和核分裂相

易见
。

2
.

5 h
一
H S S的理化性质

经加热舫 ℃
、

30 m in 处理后的 h
一

H S S仍能显著

提高中毒大鼠的存活率
,

保留其生物活性
,

而经胰蛋

白酶消化后其生物活性完全 丧 失
。

在 S D S
一

P A G E

上
,

h
一

H S S显示 1 条清晰的主带和 3 条次带
,

各带

的分子量依 次 为 1
.

5
、

2
.

4
、

3
.

4和 4
.

。万 道 尔顿
,

主带相对含量为4 7
.

57 %
。

h
一

F L C 除显示有h
一

H S S

所含的 区带外
,

还显示出许多杂带
。

乃自g图iF

3 讨 论

部分肝切除术后的再生肝
、

断乳鼠肝脏与人胎肝的胞溶质以 及肝细胞培养上清液等
,

均

能显著提高急性肝衰竭动物的存活 率 (卜 ’ )
。

沈耕荣等报道 《川 8 例重型病毒性肝炎 病 人 经人

胎肝细胞静脉输注治疗后
, 6 例痊愈

。

虽然这些疗效的机理尚未完全阐明
,

但多数学者认为

可能与肝细胞中所含的H S S有关
。

文献报告 “ 2 ’ ( ’ 3 )在肝功能衰竭和行部分肝叶切除术后 的病

人的血清中也发现有 H S S的存在
。

我们发现 h
一
H S S和h

一
F L C均能显著提高D

一
G al 中毒大鼠的

存活率
,

提示 h
一
H S S和 h

一
F L C对 D

一
G al 引起的大 鼠中毒性肝坏死有治疗作用

。

我们发现 D
一

G al 中毒后 1 h2
,

大鼠血清 O C T 和 m
一
A S T 的活性均显著 增 高

,

而 H P T
一
A 则

显著降低
,

经腹腔注射 h
一
H S S或 h

一
F L C后 Z s h和 5 2 h (即中毒后 4 s h和 7 2 h ) 血清 O C T 和 m

一
A S T

活性显著或非常显著地低于生理盐水组
,

而 H P T
一

A 则相应非常显著地高 于生 理 盐 水 组
,

说明h
一
H S S和 h

一
F L C均有阻止肝细胞损伤和改善肝储备功能 的作用

。

肝组织学检查 也证 实

了这一点
。

据报道
,

大 鼠在肝部分切除后 7 h2
,

其残余肝摄取氨基酸的能力 明 显 增 强 (川
,

而切除后 18 h~ 36 h
,

残余肝内即含有丰富的 H S (S
` )( “ )

。

提示 H S S能促进肝脏蛋白质合成代谢
,

但H S S能否阻断 D
一

G al 引起的肝细胞坏死
,

还需进一步证实
。

H S S在体外能刺激不同种属动物肝细胞 D N A 合成
,

已被许多学者所证实
。

本实验发现
,

中毒大鼠注入 h
一
H S S或 h

一
F L C后 28 h和 52 h

, “
H

一
T d R掺入 其肝内 D N A 含量非常显著 高 于生

理盐水组
。

提示 h
一
H S S和 h

一
F L C在体 内对损伤的肝细胞的 D N A合成也有明显的刺 激作用

。

两者促进中毒大鼠肝 D N A合成的速率
,

在 给药后 48 h达高峰
,

从时间上看
,

与两者的降酶时

间基本一致
。

提示通过再生 的肝细胞迅速恢复肝脏功能可能是 h
一
H S S和 h

一

F L C发挥 治 疗 作

用的主要机理
。

在整个实验过程中
,

h
一

H S S和 h
一
F L C效疗无显著差别

,

说 明 h
一
F L C的治疗
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作用与其所含的 h
一

H S S有关
。 ·

目前国内外对 H S S理化性质及其分子量的研究报道较多
,

并证实 H S S具有耐热性
、

组织

器官特异性和种属非特异性
,

活性成份为蛋白质川 《弓 )“ 8) 。

但研制的 H S S均来 自大鼠等动物肝

脏
。

我们发现卜 H S S经加热 95 ℃
、

30 m in 后仍保留生物活性
,

而经胰蛋白酶处理后的 h
一
H S s,

不能提高中毒大鼠的存活率
,

提示 h
一
H S S的有效成份系蛋白质

。

在 S D S
一

P A G E上
,

h
一
H S S

显示 1条主带和 3 条次带
,

分子量依次为 1
。

5
、

2
。

4
、

3
.

4和 4
。

0万道尔顿
,

主带相对 含 量 为

4 7
.

5 7%
,

与文献报道基本一致 (` ) (` 6 )
。
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瘤《 ’ ) 。 肿瘤组织的显微镜观察
,

主要由原始粒细胞及早幼粒细胞构成
,

中幼
、

晚幼粒细胞较少 (“ ) 。

绿色瘤

的死亡率极高
,

一般在数周及半年内死亡
。

临床表现有发热
、

头痛
,

眼 球 突出
,

仲胀等
。

在周围血象改变

之前
,

往往先出现一些骨质改变
,

所以 X线检查对早期诊断有重要价值
。

最易受 累的是颅汁
,

特别是 眼眶

骨质破坏和明显的眼球突出
,

为其特征性表现 ( s)
。

其它
J

黔骼如脊柱
、

肋 骨
、

骨盆 浮亦 易受累
。

本例主要为

双上领窦
、

双眶骨质破坏
,

顶骨破坏轻微
,

其它部位未摄片
。

破坏特 点 为 汁质疏松
、

模糊
、

毛刷状
、

网织

状等不规则改变
,

与文献记载类似
。

入院后用 H O C P方案治疗
,

疗效不明显
,

两周后家属要求而出院
。
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