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药物性肝衰大鼠脾内移植异种肝细胞

治疗前后的 ＣＤ４，ＣＤ８的变化及意义
何震宇１，高蓓１，朱泰来１，陈永田１，杨春２，张萍２

（南京医科大学第二附属医院 １．普外科 ２．病理科，江苏 南京 ２１００１１）

　　摘要：为探讨异种肝细胞脾内移植治疗大鼠药物性肝衰的意义，观察大鼠肝功能、存活率及
ＣＤ４，ＣＤ８在免疫排斥反应中的作用。笔者以豚鼠肝细胞为供体，ＳＤ大鼠为受体，Ｄ－氨基半乳糖
（１９．５ｍｌ／

!

）腹腔内一次性注射，制作肝衰模型。４８ｈ后将微囊化的游离豚鼠肝细胞移植于大鼠脾
脏内。以豚鼠裸肝细胞移植及生理盐水脾脏注射为对照。移植后 １４ｄ测定存活率和肝功能，检查病
理切片及 ＣＤ４，ＣＤ８的变化。结果示微囊化肝细胞移植组存活率 ８０．０％，明显高于生理盐水组
（２５．０％）和裸肝细胞移植组（７０．０％）（分别为 Ｐ＜０．０１和 Ｐ＜０．０５）。微囊肝细胞移植组 １４ｄ总
胆红素和 ＡＬＴ，明显低于生理盐水组和裸肝细胞组。移植后 ７２ｈ和 １４ｄ分别测定受体脾脏 ＣＤ４，ＣＤ８
淋巴细胞，移植后 ７２ｈ，１４ｄ微囊化肝细胞组、裸肝细胞组 ＣＤ４，ＣＤ８均呈阳性。提示：大鼠药物性肝
衰微囊化肝细胞脾内移植后可维持受体存活 １４ｄ，体液和细胞免疫均参与排斥反应。肝细胞微囊化
处理可延迟细胞免疫的发生时间。
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　　暴发型肝衰的治疗目前正朝肝移植、肝细胞移
植及生物性人工肝治疗的方向发展。同种肝细胞移

植已在临床得到初步验证，异种肝细胞移植亦有动

物实验开展，而生物性半透膜包裹微囊化异种肝细

胞移植的报道较少。本文报道以海藻酸钠 －氯化钡
法微囊包裹豚鼠肝细胞移植于 ＳＤ大鼠脾脏内治疗
Ｄ－氨基半乳糖（ＤＧＩ）诱发的暴发型肝衰，观察该
疗法大鼠存活率和肝功能的影响及 ＣＤ４，ＣＤ８在免
疫排斥反应中的意义。

１　材料和方法

１．１　实验动物
供体：杂种豚鼠，雌雄不限，体重 ２５０～４００ｇ。

受体：ＳＤ大鼠，雌雄不限，体重 １５０～２００ｇ。动物均
由南京医科大学动物实验中心提供。

１．２　实验方法
１．２．１　建立肝衰模型　ＤＧＩ（由重庆医科大学化
学教研室提供）用生理盐水配成 １０％的溶液，０．１Ｎ
ＮａＯＨ调 ｐＨ至 ７．０。以 ＤＧＩ１９．５ｍｌ／ｋｇ的剂量一

　　项目基金：南京医科大学科研基金资助项目（ＮＹ９９０４２）

　　收稿日期：２００２－０９－０７；　修订日期：２００３－０８－１２。

　　作者简介：何震宇（１９６８－），男，江苏南京人，南京医科大学第二附

属医院讲师，主要从事肝细胞移植方面的研究。

次性腹腔内注射［１］。

１．２．２　肝细胞悬液的配制　豚鼠用 ２％氯氨酮

３ｍｌ／ｋｇ腹腔内注射麻醉。取腹正中切口，暴露肝

脏并游离门静脉，套线。全身肝素化后置管并结扎

固定。用 无 钙 Ｈａｎｋ′ｓ液 （４℃）灌 洗 １０ｍｉｎ，约

５０ｍｌ。灌注压为 ５０ｃｍＨ２Ｏ（１ｃｍＨ２Ｏ＝０．０９８ｋＰａ）。

此时肝脏由红润变为苍白。剪开膈肌及下腔静脉，

开放流出道，再用含钙及 ０．０５％胶原酶 ＩＶ（活性

３９８Ｕ／ｍｇ）的 Ｈａｎｋ′ｓ液灌注 １０ｍｉｎ。最后再用含钙

的 Ｈａｎｋ′ｓ液灌注约 ５ｍｉｎ。切取肝脏，在 ４℃Ｈａｎｋ′ｓ

液中研磨碎，１２０目尼龙网过滤。离心（５００ｒ／ｍｉｎ，

３ｍｉｎ／次）３次后用胎盼蓝染色，测定肝细胞活性为

８０％。将 ３％海藻酸钠 ５ｍｌ与肝细胞悬液 ５ｍｌ混

匀，２ｈ内移植。每只豚鼠肝细胞悬液中可得肝细

胞 １．５×１０８个，供 ７～１０只受体大鼠。

１．２．３　肝细胞脾内移植　４８ｈ后，同法麻醉受体

大鼠，氯氨酮用量减少 １／３。腹部正中切口，提出

充血肿大的脾脏，以 ７号注射器沿脾脏长轴多点注

射。压迫止血，关腹。植入肝细胞数为 １．５×１０７

个／只，或 １．２～１．５ｍｌ／只。

１．３　肝衰大鼠分组

肝衰大鼠分为 ３组。Ｉ组（对照组）：肝衰大鼠
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脾内注射生理盐水 １．２～１．５ｍｌ，共 ２０只。ＩＩ组

（异种裸肝细胞移植）：肝衰大鼠脾内移植入豚鼠

裸肝细胞 １．５×１０７个／只，共 ２０只。ＩＩＩ组（微囊

肝细胞移植组）：肝衰大鼠脾内植入海藻酸钠包裹

的豚鼠肝细胞 １．５×１０７个／只或１．２～１．５ｍｌ／只，

共 ２０只。

１．４　观察项目

１．４．１　肝衰大鼠死亡率　用死亡鼠占各组大鼠

总数的百分数表示（％）。

１．４．２　肝功能测定　于移植后 ７ｄ取受体鼠 ７

只，于 １４ｄ取 ９只全麻后进腹，经肠系膜上动脉穿

刺取血 １．０～１．５ｍｌ，分成 ２份。取 １ｍｌ测定总胆

红素、总蛋白、球蛋白、及谷丙转氨酶（ＡＬＴ）。

１．４．３　免疫球蛋白测定　取血标本 ０．５ｍｌ测定

ＩｇＡ，ＩｇＧ和 ＩｇＭ。

１．４．４　ＣＤ４，ＣＤ８测定　于移植后 １２ｈ，７２ｈ，１４ｄ

取 ＩＩ，ＩＩＩ组受体鼠脾脏标本，用免疫组化 ＡＢＣ法测

定 ＣＤ４，ＣＤ８淋巴细胞。新鲜肝化脾标本在液氮中

保存，８～１０μｍ切片，１周内行免疫组化检查。如

果细胞膜上出现棕黄色环状物质，为阳性。

１．４．５　正常大鼠和肝衰大鼠肝脏的组织学变化

　用 １０％甲醛固定标本，石蜡包埋，５～６μｍ切片，

ＨＥ染色，加拿大树胶封片。

１．５　统计方法

肝衰大鼠肝细胞移植后 １４ｄ存活率用 χ２检

验；肝功能各项指标及免疫球蛋白的数值用方差分

析。

２　结　果

２．１　各组肝衰大鼠移植后 １４ｄ存活率

Ｉ组为 ２５．０％（５／２０），ＩＩ组为 ７０．０％ （１４／

２０），ＩＩＩ组为 ８０．０％（１６／２０）。Ｉ组与 ＩＩ，ＩＩＩ组的

差异均有极显著性（均 Ｐ ＜０．０１），ＩＩ组与 ＩＩＩ组差

异有显著性（Ｐ＜０．０５）。

２．２　肝衰大鼠肝细胞移植后肝功能变化

总胆红素和 ＡＬＴ：Ｉ组高于 ＩＩ组和 ＩＩＩ组的 ７ｄ

亚组；ＩＩ组和 ＩＩＩ组 ７ｄ亚组高于 １４ｄ组。总蛋白和

球蛋白：Ｉ组均低于 ＩＩ组和 ＩＩＩ组的 ７ｄ亚组和 １４ｄ

亚组；ＩＩ组和 ７ｄ亚组低于 １４ｄ亚组，差异均有显著

性（表 １）。

２．３　各组免疫球蛋白测定结果

ＩｇＡ，ＩｇＧ：ＩＩＩ组 ７ｄ亚组和 １４ｄ高于 Ｉ组，（Ｐ＜

０．０５～Ｐ ＜０．０１）；ＩＩＩ组中的 ７ｄ组与 １４ｄ组比

较，差异有显著性（Ｐ ＜０．０５）。（２）ＩｇＭ：ＩＩＩ组 ７ｄ

亚组与 ＩＩ组及 Ｉ组差异无显著性，但 ＩＩＩ组 １４ｄ亚

组明显高于 ＩＩ组及 Ｉ组 （均 Ｐ ＜０．０１）及 ７ｄ亚组

（Ｐ＜０．０５）。

表 １　各组的肝功能检测结果

组别 例数 总胆红素（μｍｏｌ／Ｌ） 总蛋白（ｇ／Ｌ） 球蛋白（ｇ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

Ｉ组 ５ ０．８２±０．０７ ７８±６．９ ４３±６．２ ９１±８．０

ＩＩ组 １４ ０．７６±０．０６１）３） ９６±７．４１）３） ５２±６．９１）３） ７４±７．１１）３）

ＩＩＩ组

　７ｄ组 ７ ０．７５±０．０６１）３） １０１±５．７１）３） ５４±３．５１）３） ７０±５．７１）３）

　１４ｄ组 ９ ０．６８±０．０５２） １１７±８．４２） ６６±５．６２） ５５±６．７２）

　　注：１）与Ｉ组比Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ组比Ｐ＜０．０１；３）与ＩＩＩ组１４ｄ亚组比Ｐ＜０．０５

表２　各组免疫球蛋白测定结果（ｇ／Ｌ）（×１０－３，ｘ±ｓ）

分组 例数 　　ＩｇＡ 　　ＩｇＧ 　　ＩｇＭ

Ｉ组 ５ １．７６±０．１３ １．０３±０．１６ １．６４±０．５６４）

ＩＩ组 １４ ２．０４±０．２３１）３） １．８２±０．１７１）３） １．５８±０．２７４）

ＩＩＩ组

　７ｄ组 ７ ２．２２±０．３０１）３） １．９５±２．０１）３） １．６２±０．３５４）

　１４ｄ组 ９ ２．５５±０．２６２） ２．２３±０．２７２） ２．３６±０．３２

　　注：１）与Ｉ组比Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ组比，Ｐ＜０．０１；３）与ＩＩＩ组１４ｄ亚组比，Ｐ＜０．０５；４）与ＩＩＩ组１４ｄ亚组比，Ｐ＜０．０５

５２２
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２．４　病理检查

大鼠腹腔内注射 ＤＧＩ４８ｈ，肝脏组织学表现为

大面积肝细胞坏死、嗜酸性变性和汇管区淋巴细胞

浸润。肝衰大鼠脾内移植豚鼠裸肝细胞后 １２ｈ出

现细胞核浓缩，７２ｈ出现炎症细胞浸润。海藻酸钠

微囊化包裹组在移植后 １２ｈ未见炎症细胞浸润。

７２ｈ后在一些破裂的微囊周围则可见有炎症细胞

浸润并有巨噬细胞出现。

２．５　免疫组化结果

肝衰大鼠脾内移植豚鼠肝细胞后 １２ｈ移植物

周围即有 ＣＤ４和 ＣＤ８淋巴细胞出现（图 １，２），２

周后仍存在。海藻酸钠微囊化包裹组在 移植后

７２ｈ才出现 ＣＤ４和 ＣＤ８淋巴细胞（图 ３，４），移植

后 ２周仍存在。

　　图 １　肝衰大鼠移植裸肝细胞后 １２ｈＣＤ４检阳性

（×２０）

图 ２　肝衰大鼠移植裸肝细胞后 １２ｈＣＤ８检阳性

（×４０）

　　图 ３　肝衰大鼠移植裸肝细胞后 ７２ｈＣＤ４检阳性

（×４０）

图 ４　肝衰大鼠移植裸肝细胞后 ７２ｈＣＤ８检阳性

（×２０）

３　讨　论

同种异基因或异种肝细胞移植亦面临着受排斥

反应，许多学者致力于攻克这一难点。免疫抑制

剂，超紫外线照射（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＩｒｒａｄｉａｔｄｅ）［２］、半透膜

微 囊 化 （ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ａｓｅｍｉｐｅｒｍｅａｂｌｅｍｅｍｂｒａｎｅ）
［３，４］等技术已用于实验动物，以减轻、延缓受体对

移植肝细胞的排斥反应。近年来，半透膜微囊化肝

细胞移植的实验研究已取得进展。Ｂａｌｌａｄｕｒ［３］等采

用水凝胶微囊化（ｈｙｄｒｏｓｅｌｂａｓｅｄｈｏｌｌｏｗｆｉｂｅｒ）异种肝

细胞移植在大鼠腹腔内，结果是微囊化异种肝细胞

的存活率和功能可维持 ９０ｄ［３］。张阳德［４］等采用

海藻酸钠 －氯化钡法微囊化异种肝细移植在大鼠

腹腔内，观察到微囊化可为移植的肝细胞提供免疫

屏障作用，从而提高肝细胞移植的存活率，但移植

后 ４ｄ开始，微囊周围出现纤维增生现象，影响肝细

胞存活率。Ｇｕｐａｔｓ等［５］的经验，脾脏是肝细胞移植

的最佳脏器，脾脏体积大，能容纳中量的肝细胞，脾

６２２
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内网状组织有俘获和保护移植肝细胞不被吞噬的

功能。再者脾脏内丰富的血供也为肝细胞的长期

存活和增殖提供了有利条件。然而肝细胞移植仍

然面临免疫排斥反应问题，其反应的强弱程度与供

受体组织相容性匹配程度有关。Ｂｕｍｇａｒｄｎｅｒ等［６］将

同种异体肝细胞分别经脾移植入 Ｂ细胞、ＣＤ４细胞

或 ＣＤ８细胞缺失的受体中，移植肝细胞存活均不超

过 １０ｄ，而移植入 Ｔ细胞缺失的受体中，存活超过

１６周，因此推测肝细胞移植免疫排斥反应主要由 Ｔ

细胞介导。

本组研究结果显示，微囊化异种肝细胞移植组

１４ｄ内肝衰大鼠成活率为 ８０．０％，明显高于生理盐

水对照组和裸肝细胞移植组。而 １４ｄ的总胆红素

和 ＡＬＴ则明显低于生理盐水对照组和裸肝细胞移

植组。总蛋白和球蛋白明显高于生理盐水对照组

和裸肝细胞移植组。提示微囊化异种肝细胞移植

其生物膜具有免疫屏蔽作用，移植肝细胞能存活、

增殖、恢复部分肝细胞的功能，从而提高了肝衰大

鼠的存活率。同时观察到肝衰大鼠 ＩｇＭ值随存活

期延长而升高，１４ｄ时明显高于对照组和裸肝细胞

移植组。提示受体鼠免疫球蛋白参与的排斥机制

仍很活跃。分析其原因是生物膜长期留在体内可

发生裂缝或破碎，免疫活性 Ｔ细胞和免疫球蛋白仍

可进入微囊，攻击移植的肝细胞。本实验结果还表

明微囊化肝细胞包裹后移植，仍有体液免疫和细胞

免疫的参与，但与裸肝细胞移植相比，ＣＤ４和 ＣＤ８

淋巴细胞出现的时间稍晚，也证明了生物性半透膜

有一定的阻隔作用。这除了由于生物膜可能破碎，

而遭受脾内 Ｔ淋巴细胞攻击外，还可能通过抗体介

导细胞毒作用（ＡＤＣＣ），即以 ＩｇＭ，ＩｇＧ与细胞的结

合为桥梁，ＣＤ４和 ＣＤ８再与之结合，杀伤靶细胞。

此作用原理尚待研究［７］。其他作者也观察到微囊

化细胞移植后的 ４ｄ，微囊周围出现纤维增生现象，

影响微囊肝细胞的营养供应［４］，虽然肝细胞移植可

适用于肝脏代谢性疾病，慢性肝病并发症，以及急

性肝衰等，其研究前景很好，但临床应用尚有许多

问题待深入探讨。
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