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ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子培养的猪肝细胞大鼠
腹腔内移植后凋亡相关蛋白的变化

陈钟，汤飞，蔡鸿宇，官伟军

（南通大学附属医院 肝胆外科，江苏 南通２２６００１）

　　摘要：目的　探讨聚乳酸Ｏ羧甲基壳聚糖（ＰＬＡＯＣＭＣ）纳米粒子培养的猪肝细胞大鼠腹腔内
移植后移植肝细胞凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和 Ｆａｓ表达的变化。方法　原位胶原酶循环肝灌注法分离

猪肝细胞。Ｄ氨基半乳糖腹腔内注射制作大鼠急性肝衰竭模型。随机分为 ２组，４８ｈ后分别将 ５ｍＬ

Ⅰ型胶原凝胶包埋的 ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子黏附培养２４ｈ的猪肝细胞（Ａ组），５ｍＬⅠ型胶原凝胶固定

培养 ２４ｈ的猪肝细胞（Ｂ组）移植至急性肝衰竭大鼠腹腔内。移植量均为 ５．０×１０７个肝细胞。采用

免疫组化法检测移植后 ３ｄ内移植肝细胞 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和 Ｆａｓ的表达情况。结果　移植后 １，２，３ｄ，Ａ组

Ｂｃｌ２阳性细胞百分数明显高于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ和 Ｆａｓ阳性细胞百分数明显低于 Ｂ组（Ｐ＜

０．０５）。结论　ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子能上调移植猪肝细胞的抗凋亡蛋白的水平和下调凋亡蛋白的水

平，具有良好的抗凋亡作用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（１１）：１０８８－１０９２］
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　　肝细胞移植因肝细胞来源广泛、对受体影响
小、简单易行及价格相对低廉等优点，有望成为继

肝移植后又一治疗急性肝衰竭的有效手段［１－４］。

但实验和临床结果表明，凋亡是肝细胞移植排斥

的主要机制［５］。笔者研究发现，异种猪肝细胞腹

腔内移植后，早期免疫排斥以肝细胞凋亡为主［６］；

已报道采用流式细胞仪观察到聚乳酸Ｏ羧甲基
壳聚糖（ＰｏｌｙｌａｃｔｉｃａｃｉｄＯｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｃｈｉｔｏｓａｎ，
ＰＬＡＯＣＭＣ）纳米粒子对急性肝衰竭大鼠腹腔内
移植猪肝细胞凋亡具有明显的抑制作用［７］。本研

究采用免疫组织化学方法研究 ＰＬＡＯＣＭＣ纳米
粒子对腹腔内异种猪肝细胞移植后的凋亡相关蛋

白 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和 Ｆａｓ表达的影响。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　中国实验用小型猪（ｎ＝５），
雌雄不限，体重 ２～４ｋｇ；ＳＤ大鼠（ｎ＝１２０），雌雄
不限，体重 ２５０～２８０ｇ。动物均由南通大学动物
实验中心提供。

１．１．２　主要试剂及材料　Ｄ氨基半乳糖购自重
庆医科大学化学教研室。胶原酶 ＩＶ，ＲＰＭＩ１６４０，
新生牛血清（ＮＢＳ），表皮生长因子（ＥＧＦ），肝细胞
生长因子（ＨＧＦ）均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；聚乳酸购自
美国 Ｓｉｇｍａ公司；Ｏ羧甲基壳聚糖购自上海伟康
生物制品有限公司；Ⅰ型胶原购自北京益尔康公
司；免疫组化检测试剂 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和 Ｆａｓ多克隆一
抗及二抗均购自武汉博士德生物工程有限公司。

其他试剂为国产分析纯。

１．２　实验方法
１．２．１　ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子的制　以 ＰＬＡＯ
ＣＭＣ为原料，按文献［８］方法制备 ＰＬＡＯＣＭＣ纳米
粒子。

１．２．２　大鼠急性肝衰竭模型的建立及分组　将
ＳＤ大鼠一次性腹腔内注射 １０％Ｄ氨基半乳糖
１．２ｇ／ｋｇ。取成模 ＳＤ大鼠 １２０只，随机分成 ＰＬＡ
ＯＣＭＣ纳米胶原肝细胞移植组（Ａ组）和胶原肝
细胞移植组（Ｂ组），每组 ６０只。
１．２．３　猪肝细胞分离和培养　采用原位胶原酶

循环肝灌注法分离猪肝细胞［９］。猪肝细胞产量为

（４．５～５．０）×１０７个／ｇ，肝细胞活率为 ９７％。将
分离的肝细胞以５×１０６个／ｍＬ加于含 １０％ ＮＢＳ，
１ｍｇ／ＬＨＧＦ和 ２０μｇ／ＬＥＧＦ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
中分成 ２组进行培养、移植。（１）Ａ组：将分离的
肝细胞以 ５×１０６／ｍＬ和 ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子混
合置于 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱内培养 １２ｈ，纳米粒
子的浓度为 １００ｍｇ／Ｌ。每 ３０ｍｉｎ摇动 １次，每次
持续 ５ｍｉｎ。１２ｈ后，８００ｒ／ｍｉｎ低速离心，以 ４×
１０７ 个／ｍＬ浓 度 与 Ⅰ 型 胶 原 混 合，胶 原 浓 度
２ｍｇ／ｍＬ，细胞密度 １×１０７个／ｍＬ，纳米粒子浓度
为１００ｍｇ／Ｌ，ｐＨ为７．４。将纳米、胶原、细胞混合
物以每孔 ５ｍＬ滴加到 ６孔培养板中，凝固成胶状
物后，再加入 ５ｍＬ（１×）ＲＰＭＩ１６４０培养液，使胶
状物悬浮于培养液中，在 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱内
再培养 １２ｈ后进行移植。（２）Ｂ组：将分离的肝
细胞以 ５×１０６／ｍＬ浓度置于 ３７℃，５％ ＣＯ２培养
箱内培养，每 ３０ｍｉｎ摇动 １次，每次持续 ５ｍｉｎ。
１２ｈ后，８００ｒ／ｍｉｎ低速离心，以 ４×１０７／ｍＬ浓度
与Ⅰ型胶原混合，胶原浓度 ２ｍｇ／ｍＬ，细胞密度
１×１０７／ｍＬ，ｐＨ为 ７．４。将胶原、细胞混合物以每
孔 ５ｍＬ滴加到 ６孔培养板中，凝固成多孔海绵样
胶状物后，再加入 ５ｍＬ（１×）ＲＰＭＩ１６４０培养液，
使胶状物悬浮于培养液中，在 ３７℃，５％ ＣＯ２培
养箱内再培养 １２ｈ后进行移植。
１．２．４　肝细胞移植　在注射 Ｄ氨基半乳糖 ４８ｈ
后进行腹腔内肝细胞移植。乙醚麻醉下，常规消

毒后打开腹腔，将经培养的相应移植物（ＰＬＡＯ
ＣＭＣ纳米胶原肝细胞、胶原肝细胞）植入大鼠腹
腔内，并用大网膜适当包裹。移植细胞量均为

５×１０７个／只，分层缝合腹壁，术中注意充分止血。
移植后两组给予同等条件，分笼饲养，予 １０％葡
萄糖液供饮用。

１．２．５　移植猪肝细胞 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和 Ｆａｓ表达的检
测　肝细胞移植后 １，２，３ｄ，各组随机选取大鼠
各 ２０只，麻醉后剖腹取移植肝细胞胶原组织块，
４％多聚甲醛固定，免疫组化检测 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和
Ｆａｓ阳性细胞百分数。采用 ＳＡＢＣ法，石蜡切片脱
蜡至水，加 ０．３％ Ｈ２Ｏ２以灭活内源性过氧化物
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酶，微波抗原修复，正常血清封闭，依次加一抗，

生物素化二抗，ＳＡＢＣ复合物３７℃孵育，二氨基联
苯胺（ＤＡＢ）显色，苏木素复染，显微镜观察。切
片中棕黄色或黄褐色颗粒为阳性染色细胞。每张

切片随机选取 ５个高倍视野观察 １００个细胞，取
均值作为样本阳性细胞百分数。阳性细胞百分数

取值：０～５％ ＝１，＞５％ ～１０％ ＝２，＞１０％ ～
１５％ ＝３，＞１５％ ～２０％ ＝４，＞２０％ ＝５。
１．３　统计学处理

所有数据采用 Ｓｔａｔａ８．０统计软件进行分析。

两组大鼠移植猪肝细胞 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和 Ｆａｓ阳性细
胞百分数（率）差异采用两样本等级资料秩和检

验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

移植后 １，２，３ｄ，Ａ组移植猪肝细胞表达 Ｂｃｌ
２阳性细胞百分数显著高于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５）（表
１）（图 １－２）；Ｂ组移植猪肝细胞表达 Ｂａｘ和 Ｆａｓ
阳性 细 胞 百 分 数 显 著 高 于 Ａ 组 （表 ２－３）
（图３－６）。

表１　两组大鼠移植猪肝细胞Ｂｃｌ２表达比较

移植后天数（ｄ） 组别 ｎ
阳性细胞例数

０～５％ ＞５％～１０％ ＞１０％～１５％ ＞１５％～２０％ ＞２０％
总分值 平均分值 Ｐ值

１ Ａ

Ｂ

２０

２０

０

４

４

６

４

６

８

４

４

０

７２

５０

３．６０

２．５０
＜０．０５

２ Ａ

Ｂ

２０

２０

０

４

２

４

４

８

１０

２

４

２

７６

５４

３．８０

２．７０
＜０．０５

３ Ａ

Ｂ

２０

２０

０

２

２

６

４

８

６

２

８

２

８０

５６

４．００

２．８０
＜０．０５

表２　两组大鼠移植猪肝细胞Ｂａｘ表达比较

移植后天数（ｄ） 组别 ｎ
阳性细胞例数

０～５％ ＞５％～１０％ ＞１０％～１５％ ＞１５％～２０％ ＞２０％
总分值 平均分值 Ｐ值

１ Ａ

Ｂ

２０

２０

４

２

５

２

７

５

２

６

２

５

５３

７０

２．６５

３．５０
＜０．０５

２ Ａ

Ｂ

２０

２０

５

３

８

３

３

４

２

５

２

５

４８

６６

２．４０

３．３０
＜０．０５

３ Ａ

Ｂ

２０

２０

５

２

５

３

４

３

４

６

２

６

５３

７１

２．６５

３．５５
＜０．０５

表３　两组大鼠移植猪肝细胞Ｆａｓ表达比较

移植后天数（ｄ） 组别 ｎ
阳性细胞例数

０～５％ ＞５％～１０％ ＞１０％～１５％ ＞１５％～２０％ ＞２０％
总分值 平均分值 Ｐ值

１ Ａ

Ｂ

２０

２０

５

２

４

２

６

５

３

５

２

６

５３

８１

２．６５

４．０５
＜０．０５

２ Ａ

Ｂ

２０

２０

６

３

７

２

３

４

２

６

２

５

４７

６８

２．３５

３．４０
＜０．０５

３ Ａ

Ｂ

２０

２０

６

２

４

３

４

３

４

５

２

７

４２

７２

２．１０

３．６０
＜０．０５
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图１　Ａ组移植后２ｄ移植肝细胞 Ｂｃｌ２
免疫组化（×４００）

图２　Ｂ组移植后２ｄ移植肝细胞 Ｂｃｌ２
免疫组化（×４００）

图３　Ａ组移植后２ｄ移植肝细胞Ｂａｘ免
疫组化（×４００）

图４　Ｂ组移植后２ｄ移植肝细胞 Ｂａｘ
免疫组化（×４００）

图５　Ａ组移植后２ｄ移植肝细胞Ｆａｓ免
疫组化（×４００）

图６　Ｂ组移植后２ｄ移植肝细胞Ｆａｓ免
疫组化（×４００）

３　讨　论

由于人肝细胞的缺乏，异种肝细胞移植是目

前肝细胞移植研究的热点之一。然而，异种肝细

胞在体内过快被排斥是阻碍其临床应用的重要

原因之一。研究表明凋亡在异种肝细胞移植早

期免疫排斥反应中起主要作用［６］。

Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和 Ｆａｓ等凋亡相关蛋白已成为近年
来国内外普遍采用以检测细胞凋亡的重要指标

之一。Ｂｃｌ２是一个凋亡抑制基因［１０］。正常肝细

胞缺乏 Ｂｃｌ２表达。本研究结果显示，移植后 １～
３ｄ，两组移植肝细胞均出现 Ｂｃｌ２抗凋亡蛋白的
表达，其中 Ａ组表达率显著高于 Ｂ组。表明 ＰＬＡ
ＯＣＭＣ纳米粒子和胶原凝胶均具有上调 Ｂｃｌ２表
达的作用，从而抑制移植肝细胞的凋亡；两者联

合使用则上调 Ｂｃｌ２表达的作用更强。
Ｂａｘ基因属于 Ｂｃｌ２基因家族成员，其功能与

Ｂｃｌ２基因相反，为促凋亡基因［１１］，可抑制 Ｂｃｌ２
基因的抗凋亡作用。有研究表明，在大鼠同种肝

移植中，移植物内 ＢａｘｍＲＮＡ表达水平在急性排
异期增高；说明同种肝移植排异反应所致细胞凋

亡中伴有 Ｂａｘ促凋亡基因表达的上调［１２］。本研

究结果显示，移植后 １～３ｄ，Ａ组移植肝细胞促
凋亡蛋白 Ｂａｘ表达率显著低于 Ｂ组，表明 ＰＬＡＯ
ＣＭＣ纳米粒子可通过下调凋亡蛋白 Ｂａｘ的表达
而抑制移植肝细胞的凋亡。

Ｆａｓ分子是典型的Ⅰ型膜蛋 白，属肿瘤环死

因子（ＴＮＦ）／神经生长因子（ＮＧＦ）受体家族中的
一员。肝细胞表面有丰富的 Ｆａｓ受体。Ｆａｓ受体
与其 天 然 配 体 ＦａｓＬ或 抗 Ｆａｓ抗 体 一 并，启 动
ｃａｓｐａｓｅ的活化，从而启动细胞凋亡的信号传导链
之一。因此，Ｆａｓ信号途径也是细胞凋亡调节的
基础环节。Ｆａｓ与 ＦａｓＬ或抗 Ｆａｓ抗体相结合，导
致 Ｆａｓ相关死亡决定簇的募集。Ｆａｓ相关死亡决
定簇通过死亡效应决定簇与 ｃａｓｐａｓｅ８前体结合，
形成 死 亡 诱 导 信 号 传 导 复 合 物。后 者 活 化

ｃａｓｐａｓｅ８，从而启动了 ｃａｓｐａｓｅ家族酶链反应尤其
是 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶，最终作用于细胞的结构蛋
白，导致细胞凋亡的发生。Ｋａｗａｈａｒａ等［１３］将低表

达 Ｆａｓ抗原的 Ｃ５７ＢＬ／６ｌｐｒ／ｌｐｒ（Ｂ６ｌｐｒ）小鼠肝
细胞移植于表达无功能 ＦａｓＬ的 Ｃ３Ｈ／Ｈｅｇｌｄ／ｇｌｄ
（Ｃ３Ｈｇｌｄ）小鼠脾内，７ｄ后也未观察到 Ｆａｓ／ＦａｓＬ
介导的排斥反应所导致的细胞凋亡。Ｏｔａ等［１４］认
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为，在异种肝细胞移植中，Ｆａｓ／ＦａｓＬ通路对异种
肝细胞排斥反应起重要作用。本研究结果显示，

移植后 １～３ｄ，Ａ组肝细胞促凋亡蛋白 Ｆａｓ表达
率低于 Ｂ组；表明 ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子可通过
下调凋亡蛋白 Ｆａｓ表达而抑制 移植肝细胞的
凋亡。

Ｘｉｅ等［１５］的研究表明，纳米尺寸粗糙表面能

适度地调控细胞的黏附、增殖、分化和凋亡。同

时Ⅰ型胶原提供肝细胞生长所必需的细胞外基
质，能促进其黏附、生长、功能表达，并能通过移

植肝细胞表面的 β１亚型整合素，激活胞内酪氨
酸蛋白，使其磷酸化，传导抗凋亡的信息［１６－１７］。

因此，ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子和Ⅰ型胶原结合具有
增强抑制异种移植肝细胞凋亡的作用。

本研究显示 ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子组移植肝
细胞抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达率高于单纯胶原培养
组，而凋亡蛋白 Ｂａｘ和 Ｆａｓ表达率低于单纯胶原
培养组。据此表明，ＰＬＡＯＣＭＣ纳米粒子是通过
影响异种移植肝细胞凋亡相关蛋白的表达而发

挥抗凋亡作用的。
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