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无细胞人胎肝制剂的成分及其对大鼠肝衰竭的疗效观察

吴力克 向居正 胡仕琦
’

何长伦 张永明 (西南医院 传染科 )

提 典 本文观察了无细胞人胎肝制剂 (胞浆液和透析液 ) 及人胎朋细胞或成人肝细胞 的 胞

浆液对实验性肝衰竭的治疗作用
。

结果发现
:

①胎肝胞浆液较其他 3种制剂能显著提高肝衰 竭 大

鼠存活串 (尸 < 。 。

10 ) , ②胎肝胞浆液治疗肝衰竭的关键性有效成分很可能是某些可溶性大 分 子

活性物质
,

而非所含的激素
、

营养物质
、

微量元素
、

支链氨基酸等成分
。

关 . 阅 肝疾病 , 细胞溶质
,

肝细胞 , 细胞溶质
,

朋细胞 , 细胞溶质
,

成人肝 , 组织提取物 ,

半乳糖胺

近年来
,

国内外许多学者致力于用肝细胞治疗实验性肝衰竭的研究
,

并认为可显著提高

肝衰竭动物的存活率
。

但用胎肝细胞治疗实验性肝衰竭的报道罕见 “ )(2
’ 。

本文用只含可溶性

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
,

以及胎儿骨骼肌和正

常成人肝胞浆液
,

治疗致死量 D
一

氨基半乳搪 ( D
一
G al ) 中毒 2 011 的大鼠

,

观察这些制剂对肝

衰婚动物存活率的影响
,

并对制剂成分进行初步分析
。

目的是 : ①寻找人胎肝细胞治疗肝衰

场的有效成分
, ②比较验证胎肝和非胎肝无细胞制剂对肝衰竭动物的治疗效果

。

现将实验结

果报告如下
。

l 材料与方法

i
。 1 制荆 的制备过程

1
。

1
。

1 人胎肝胞浆液的制备
:

人胎肝取自月龄 4
.

5~ 5
.

5个月
,

水囊引产的正常胎儿
,

按徐淑云等 .( ’
制

备可溶性胞浆蛋白的方法制备成胞浆液
。

简要步骤见图
。
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{
” 渗抓化钠溶液

匀 浆

t 刚
` g ( 3
姗

r p m 20 1们」n

沉淀 l

(细胞核
、

未破细胞
,

碎片 )
上 2青

以洲X ) x g ( 10臼)o r Pm
,

2 0 俐
n

沉淀 11

(线粒体
、

溶酶体
、

胞膜片段 )

上消 11

(n 阅 0 x g ( 40X( 刃 r P m
,

1
.

5h )

沉淀 川

(线粒体
、

核糖体
、

糖兀 )

上清 川

(
.
丁溶性胞浆成份 )

图 差速 离心 法制备胞浆液流程示意 图

1
.

1
.

2 人胎肝透析液的制备
:

将胎肝

胞浆液用冰生理盐水 1 : l 稀释后
,

用人工

肾机透析
。

收集透析外液
,

置冰冻干燥机

内冷冻浓缩
,

使样品容积与透析前 相 等
,

以无菌瓶收集备用
。

1
.

1
.

3 人胎肌和成人肝胞浆液的制备

人胎肌取自胎儿腿部 , 成人肝取 自意外 死

亡 Zh内的健康成人
。

用前述方法制备成胞

浆液
。

所有制剂均立即使用
。

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 制 剂成分的初步鉴定

测定了 4 种制剂中激素类
、

免疫活性物质
、

蛋白质
、

核酸
、

葡萄糖
、

脂类
、

微量元素
、

游离氨基酸 以

及纤维结合蛋白 ( F n)
、

甲胎蛋白 ( A F P ) 等生物大分子含量
。

用高速凝胶层析法鉴定每种制剂大
、

中
、

小 3种分子量物质各占的相对浓度比例
,

用 S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳 ( P A G E ) 粗略分离每种制剂中蛋白

质并推算分子量
。
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1
.

3 肝衰揭动物模型制作及存活率观察

取健康 W i s t a r大鼠 75 只
,

将致死剂量D
一

G al ( 1
.

8 9 / k g) 一次腹腔内注射
,

造成肝衰竭模型 (’ ’ 。

分为 6 组
。

于中毒后 2h0
,

A组给胎肝胞浆液 (胎肝液 )
、

B 组给胎肝胞浆液的透析液 (透析液 )
、

劝

随机

C 组给

胎朋胞浆液 (胎肌液 )
、

D 组给成人肝胞浆液 (成肝液 )
、

E 组给生理盐水作对照
,

每只 5 m l一 次腹腔内

注射
。

连续 10 天观察各组大鼠存活情况
。

另取未作任何处理的 10 只大鼠作正常对照组
。

1
.

4 统计 学处理
3 种肝制剂游离氨基酸含量比较作方差分析

。

各组动物存活率比较作 x “检验
。

2
。

1

结果

制 剂成分的测定结果

表 1

见表 1
。

胎 扦制 剂成分初步分析结 果
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.

2 3 种肝制剂游 离氛基酸浏 定 结果

氨基酸谱比较中
,

计算出胎肝液
、

透析液和成肝液三种肝制剂必需与 非 必 需 氨基酸的比值
,

分别为

。 .

68
、 。 。

61 及。 .

36
, 支链与芳香族氨基酸的比值

,

分别为 1
.

70
、

2
。

30 和 。 。

14
。

2
.

3 不同制刘大
、

中
、

小三种分子量物质相对浓度比例 测 定结果

胎肝液
,

成肝液均以中分子物质浓度比例高
,

其次为大分子物质 , 透析液主要是中
、

小分子 物质 , 胎

肌液以大分子和小分子物质为主
。

2
.

4 制剂中蛋白质 S D S
一
P A G E结果

脱色后
,

胎肝液显示两条电泳区带 , 透析液未见明确区带 , 胎朋液显示 3条区带 , 成肝液显示 4 条 区

带
。

查标准曲线推算出被测样品每一区带蛋白质的分子量见表 2
。

表 2 胎肝液
、

胎肌液
、

成肝液显示区带的 蛋白质分予量

样 品 名 称

区带 1

区带 2

区带 1

区带 2

分子量 (道尔顿 ) 样 品 名 称

区带 l

区带 2

区带 3

区带 4

分子量 (道尔顿》

8 9 0 0 0

4 2 0 0 0

3 8 0 0 0

2 6 0 0 0

液肝成胎肝液

胎肌液

9 1 0 0 0

2 4 0 0 0

8 8 0 0 0

4 1 0 0 0

2
.

5 不同处理组杆衰镯 大鼠的存活率
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治疗后第 10 夭各组大鼠存活率为
:

胎肝液组 40 % 6( / 15 只 )
,

透析液组和胎肌液组均 13 % (2 八 5只 )
,

成肝液组 。 % (0 / 15 只
,

治疗后 56 h 内全部死亡 )
、

生理盐水组 6
.

7% ( 1 / 15 只 )
。

胎肝液组与生理盐 水 组

比
,

差异非常显著 (尸 < 。
.

01 ) ,

透析液组及胎肌液组与生理盐水组比无显著差异 ( 尸> 。 .

05) , 胎肝液组

与透析液组
、

胎肌液组和成肝液组三者比
,

差异均非常显著 (尸 < 。 .

01 )
。

3
。
1

讨论

无 细胞人胎肝制剂甘肝衷揭 大鼠存活率的影响

文献报道
,

部分肝切除后再生肝
、

刚断乳动物肝脏及胎肝的无细胞制剂 (胞浆液
、

肝细

胞培养上清液及胞浆粗提物 ) 均能明显提高肝衰竭动物存活率
,

且无种属特异性 ( 5一 7 ’ 。
我们

用只含可溶性成分的人胎肝液治疗肝衰竭大鼠的存活率为 40 % , 但用去除大分子物质的透析

液和蛋 白质含量与胎肝液相近似的胎肌液
,

治疗肝衰竭大鼠存活率仅 13 %
。

用成肝液治疗非

但对病鼠无效
,

且在较短时间内导致病鼠全部死亡
,

鉴于细菌培养
、

热原检测和急性毒性试

验均为阴性
,

似非感染或排斥反应所致
,

推测可能与成肝液中含有某些毒性物质有关
。

结果

表明
:
胎肝液较其他 3 种制剂能 明显提高肝衰竭大鼠存活率 (P < 。

.

01 )
,

提 示 胎 肝 液中

存在对肝衰竭有特殊治疗作用的有效物质
。

3
。
2 无细 胞人胎 肝制 剂的成分分析

有关人胎肝成分分析的报道极少
。

苏先狮等发现胎肝胞浆液含有较高浓度的 支 链 氨 基

酸
、

锌和卜葡萄糖醛酸酶
,

并认为这些物质在胎肝细胞治疗肝衰竭中有重要意义 (8)
。

本实验

发现胎肝液的成分有如下特点
: ①含有一定量的胰高糖素

、

皮质醇
、

C 肤及生长激素
,

与以往

的报道有所不同
。

这些激素可能大多来自母体和内分泌功能发达的胎盘
。

②不含免疫球蛋 白

和补体 C : ,

从而可排除这些免疫活性物质在胎肝液疗效中的作用
。

③大分子核酸和蛋白质含

量均明显低于正常人和大鼠肝组织中含量
。

④含有多种营养物质和微量元素
。

⑤含有较高浓

度的 A F P和 F n 。

⑥支链氨基酸含量和必需与非必需氨基酸比值明显高于成肝液
,

而 芳香氨

基酸和氨含量则 明显低于成肝液
。

3
。

3 胎肝细胞治疗肝 衰揭 关健性有效成分的初步推测

胎肝细胞治疗肝衰竭的有效成分至今未明
。

有学者认为主要是起完整活细胞的代偿支持

作用
,

但更多学者认为
,

胎肝细胞分泌或裂解后释放的某些生物活性物质是其关键性有效成

分 (9)
。

本实验胎肝液治疗肝衰场大鼠存活率为 40 %
,

与郝飞等报告的疗效相 近 ( 47 % )(
, ) ,

支持后一观点
。

但去除大分子物质的透析液
,

尽管含有多种营养素
、

支链氨基酸
、

微量元素

和一定量的激素
,

且浓度接近甚至高于胎肝液
,

用以治疗后存活率仅 13 %
。

结果提示
:
胎肝

细胞治疗肝衰竭的关键性有效成分
,

很可能在可溶性大分子这一物质层次
。

我们从胎肝液中

分离出分子量为 2 4 0 0 0和 9 1 0 0 0道尔顿的两种蛋白质
,

是 否就是治疗肝衰竭的主要活性物质
,

有待进一步鉴定
。
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( S R )

o f r at s

w i t h h e p a t i e f a i l
u r e ( H F ) e o m p a r i n g w i t h n o r m a l s a l i n e ( p < 0

.

0 1 )
, w h i l e t h e f e -

t a l l i
v e r d i a l了s at e ( F L D )

,
w h i e h e o n t a i n s n o l a r g e m o l e e u l e s u b s t a n e e s p r e p a r e d

f r o m F L C
, a n d F M C w i t h a lm o s t t h e s a m e p r o t e i n e o n t e n t s a s F L C h a d n ’

t

t h
e s a m e e f f e e t ( p ) 0

.

0 5 )
。

T h e S R
o f r a t s w i t h H F w o s r e d u e e d b y A L C m a r -

k e d ly , 2
,
I g G

,
I g A

,
I g M an d C

: e o u l d
n o t b e d e t e e t e d i n F L C

,
b u t a f e w k i n d s

o f 五o r m o n e s , t r a e e e l e m e n t s , g l u e o : e a n d l i p i d s , a n d b i o l o g i e a l l a r g e m o
l
e e u

l
e

s u b s t a n e e s
( B L M S ) 。 u e五 a s n u e

l
e i e a e i d s a n d p r o t e i n s w e r e f o u n d

。

A s t o f r e e

a m i n o a e i d
, e o n t e n t o f b r a n e h e h a i n a m i n o a e i d s i n F L C w a s s i g n i f i e a n t lv h i g h

-

e r t h
a n t h a t i n A L C

,
b u t t h

e e o n t e n t o f a r o m at i e a m i n o
ac i d s a n d a m m o n i a w a s

口 a r k e d l , l
o w e r t h a n t h at i n A L C

。

T h e e o m p o n e n t s i n F L D w e r e a l m o s t t he s a m e
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a s i n FL C x e e ep t L B MS
.

T h es ed a t a s ug g es t t h a t t h es o l u bl eL B MS i n FL C ma了

p l a y a k ey ro l ei nt ra et i ng H F
.

A L C o e uld r ed u e eS Ra nd o e nt a i n ed a l a rg e

a mo u nt o fp o i s o o s n s u u bs t a n e es s u eh a s a o r ma t i ea mi no a eid s a nd a m mo ni a
.

K ey w o rd :’
`

v e rd i s a s e es / T H ; c y t o s o l
,

f e t a l l i v e r ; c y t o s o l
,
f e t a

l m u s e
l
e ,

e y t o s o l
, a d u l t J石、 e r ,

h u m a n , t i s s u e e x t r a e t s
/ T U , g a

l
a e t o s a m i n e

加 , “ . .阴 ` , , `
目

, ` ` .州 二 叹

{
个 , 与` ,

}
毖一

, 电 , 冶 , . , 。 力

皮肤放射线烧伤 3例报告

刘素琴 (西南医院 放疗室 )

放射线皮肤烧伤在放射治疗中偶可发生
,

大多由于治疗剂量过大
,

速度太快所致
。

病员全身情况对烧

伤局部的过程及预后也有重要影响
。

我院近年来遇见 8 例
,

具有一定特点
,

报道如下
。

例 1
,

李 x ,

女 36 岁
,

诊断为右腰背部海绵状血管瘤
,

病变面积自右上腰背部至骸骼部约30 x 12 c垃 ,大

小
。

分别采用上
、

中
、

下 3 个射野
,

1 0 x i Z c m 忿和 6 x i o e m : 大小
。

条件为 l s o KV
,

i oM A
、

o
.

25 m . C 让 + i血口

A L滤片
,

皮焦距选o e nt
,

每次 ZG y ( 2 0 0 r a d ) (空 )
,

每周 5次
,

第一疗程总量为3 0G y ( 3 0 0O r a d ) (空 ) 12 3天
.

7个月后行第二疗程
,

总剂量为 3。 。
I G y ( 30 1 o ar d ) (空 ) / 17 天

。

在第二疗程的最后一次照射时
,

由于工作

粗疏
,

未加滤片
,

每野各照射 ZG y ( 2。。 r a d ) (空 )
,

发现后又再加上。 。

25 m m C u 十 1 m m A L
,

各 野重复照

射一次
,

致使当天每野剂量达 6
.

04 G y (6 。4 ar d )( 空 )
,

第二疗程的剂量累加起 来 达 3 0
.

IG y (3 。 i or ad 八 7

天
,

远远超过皮肤最大耐受量
,

导致皮肤严重损害而发生溃疡
,

面积为 1 2 x 1 c0 m气

例 2
,

刘 x ,

男 22 岁
,

诊断为背部混合性血管瘤
,

约 20
x 14 c m Z大小

。

照射条件为 12 oK V
,

10 M A
,

l m m

A L
,

皮焦距 5c0 m
,

短次Z G y ( Zo or
a d )( 空 )

,

每周 5次
,

A
、

B野交替照野
,

第一疗程总量每野为 14 G y ( 1 4 0。

ar d( 空 ) / 1 9天
,

6个月后行第二疗程
,

总剂量每野为 1 6G y ( 1 6 o or a d ) (空 ) / 2 3 天
。

该病员同时患早期肝硬

化
,

有血小板减少和皮肤粘膜出血等症状
。

治疗结束后 5] 天
,

发现受照局部皮肤形成 5 x 6 c m . 的溃疡面
。

例 3
,

刘 x ,

男 50 岁
,

诊断为直肠高分化腺癌
,

术后放疗
。

照射条件为 ` ” C 。 ,

皮焦距 7 c0 m
,

射野能尾

部和下腹部各设一野
,

1 1 x 1 3 e m “ 大小
。

Zo o r a d ) /次
。

骸尾部总剂量为` ; G y ( 4 ; o o r a d ) / 4。天
,

T 腹部为 5 4

G y ( 3 ; o o r a d ) / 4。天
,

盆腔中心剂量为 7 s G y ( 7 s o o r白d ) / 4 。天
。

两个月后
,

骸尾部发生 8 x s e m l 溃疡面
,

骼

骨外露
,

表面有坏死和肉芽组织
。

原因分析
:

例 1主原因照射剂量过大
,

加以照射面积又大
,

散射线也多
.

大大超过皮肤耐受量
。

例 2 的

照射剂量虽在允许范围内
,

但病员有早期肝硬化
,

全身健康情况较差
,

影响照射局部皮肤的修复能力
,

仍发

生了放射线溃疡
。

例 3 为直肠腺癌术后放疗
,

肿瘤剂量为 78 G y ( 7 8 o or
a d) / 49 天

,

比一般照射剂量 (6 7
。

S G y

(6 75 or ad ) / 3 5天 )要高
,

此外
,

骸尾部又比下腹野的剂量更高
。

靓尾部软组织薄
,

加上术后血运差
,

导致皮

肤及深层组织坏死
。

经验教训 从上述 3 例中吸取的教训主要有 3 点
: ( 1) 对皮肤某些顽固性疾病进行放疗时

,

照射速度要

放慢
,

每周限制在 2~ 4G y 《 2。。~ 40 0r a d )( 空 ) 以内
,

照射条件限制在 140 ~ 80 K V以内
。

滤片应根据病变深

浅而定
,

才能确保皮肤免受损害
。

( 2) 对于患有全身性疾病
,

影响正常皮肤新陈代谢和修复能力者
,

更应往

意剂量和速度
,

有的作为禁忌症不是没有道理的
。

( 3) 照射局部软组织薄
,

血运不良者
, . OC 。深部照射时

,

剂量过大容易引起深部组织及骨坏死
,

一般宜成角斜向投射
,

避开骨组织为宜
。

处理方法 通常按常规方法
,

在全身支持疗法下
,

局部创 面清洁保护
,

涂布碘甘油和抗生素软奋等处

理
,

均能达到愈合作用。 如果创面渗出物过多
,

经久不愈
,

配合 T D R (远红外线 ) 照射
,

日 2 次
,

每次约

sQ nI in
,

能促进局部血循环
,

消炎
,

止痛
,

减少渗出液
,

促进 上皮生长
,

使创面愈合加速
,

本文 3 例均收

(下粉2 9`友 )


