
第１５卷第１０期
２００６年１０月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
　　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．１５　Ｎｏ．１０

Ｏｃｔ．　２００６

　　文章编号：１００５－６９４７（２００６）１０－０７４５－０４
·基础研究·

玻璃化法保存微囊化大鼠原代肝细胞的研究
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　　摘要：目的　探讨采用玻璃化法低温保存微囊化肝细胞的效果，优化最佳冷冻条件。方法　使

用 ３３％，３７％，４０％３种不同浓度的乙二醇保护剂，以不同的冷冻速度低温保存微囊化的肝细胞，并

检测冷冻后微囊内的肝细胞功能。结果　４０％乙二醇浓度的保护剂配方能最有效保护肝细胞，３种

冷冻速度的冷冻效果相同，冷冻后肝细胞 Ｐ４５０功能和尿素合成功能与冷冻前相同。结论　玻璃化

法能够有效的保存微囊化的肝细胞。
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　　低温冷冻是保存细胞和建立组织库的主要方

法，它在组织工程学中具有重要作用。如果能有效

的大量保存肝细胞和培养的细胞的三维结构，对生

物性人工肝的研究有重要作用。笔者已经报道过

一种新型的微囊系统，它既能保护其内的细胞免受

免疫攻击，又能允许细胞代谢物质自由进出微囊，

同时原代大鼠肝细胞在其内保持其较高的功能，是

一种有希望的生物人工肝三维生物反应器［１］。

传统的冷冻方法对脆弱的原代肝细胞的保存效

果一直不太理想，如何寻找一种全新的方法保存原

　　收稿日期：２００６－０６－１７；　修订日期：２００６－０９－１２。
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主要从事肝胆外科方面的研究。

　　通讯作者：王宪伟　Ｅｍａｉｌ：ｗｘｗｌｑ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

代肝细胞，保存微囊化的肝细胞是目前研究中极待

解决的问题。本研究采用玻璃化法来保存微囊化

的肝细胞，探讨此方法是否能够良好的保存细胞的

生存率和功能，以及是否能完整保存微囊。

１　材料和方法

１．１　材料

健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，清洁级，体重 ２５０ｇ，由新

加坡 国 立 大 学 医 学 院 动 物 实 验 室 提 供。ＨＥＰ

ＴＯＺＹＭＥ培养液（ＳＦＭ）（美国 ＧＩＢＣＯＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）；乙

二醇 （ＥＧ６２．０７ＭＷ），７ｅｔｈｏｘｙｏｒｅｓｏｒｕｆｉｎＯｄｅａｌｋｙｌａ

ｔｉｏｎ（７ＥＲＯＤ），ｐａｒａｆｏｒｍａｄｅｈｙ（ＰＦＡ），尿素合成功能

检测盒均为 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司提供。Ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ（ＬＳＭ ５１０）（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公 司）；低 温 离 心 机
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（ｍｏｄｅｌｎｏ．５８０４Ｒ）（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；凝胶渗透色谱

仪（ＷＡＴＥＲＳ公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　微囊化肝细胞的制备和培养　肝细胞游离

采用传统的两步酶灌注法并加以改进［２］。肝细胞

微囊制备采用复合凝集法制备。整个过程在无菌

环境下进行，胶原质浓度为 １．５ｍｇ／ｍＬ，ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ浓

度为 １０％（Ｗ／Ｖ）。微囊形成后离心沉淀收集微

囊，用 ＰＢＳ沉淀 ３次即可进一步实验。

１．２．２　冷冻及溶解过程　先将微囊化的细胞悬液

置于试管内，去除培养液，然后依次在培养液中加

入 １０％的 乙 二 醇 １ｍＬ，２ｍｉｎ后 以 １０ｇ速 度 离 心

１ｍｉｎ，去除保护剂，再加入 ２５％乙二醇 １ｍＬ，混悬再

静置 ２ｍｉｎ，仍然 １０ｇ离心 １ｍｉｎ去除保护剂，最后加

入 １ｍＬ４０％乙二醇和 ０．６Ｍ蔗糖混合液 １ｍＬ制成

微囊 细 胞 混 悬 液。将 微 囊 悬 液 吸 入 ２５０μＬ和

５００μＬ吸管内，然后将 ２５０μＬ吸管置于 ５００μＬ吸

管内封闭。再将各吸管直接放入液氮中。冷冻所

有步骤均在 ４℃低温下进行。所有试验步骤约在

１０ｍｉｎ之内完成。在溶解过程中各组溶解步骤相

同，即将吸管自液氮中取出来，立即浸入 ３８℃ ～

３９℃水浴箱内，在 ３０ｓ内溶解完全后，将吸管内的

微囊先混悬于 １ｍＬ的 １Ｍ蔗糖溶液中，然后将蔗糖

溶液降到 ０．７Ｍ，接着依次将每步骤所用蔗糖溶液

减低 ０．２Ｍ，最后溶液无蔗糖，完全由培养液所代

替，每步骤约 ２ｍｉｎ。

１．２．３　实验分组

（１）测定 ３种不同冷冻保护剂浓度对冷冻效果

的影响。第 １组保护剂的 ＥＧ浓度为 ４０％，第 ２组

保护剂的 ＥＧ浓度为 ３７％，第 ３组保护剂的 ＥＧ浓

度为 ３３％，试验过程与前述步骤相同。分别检测冷

冻后的肝细胞生存率。

（２）选用 ３种冷冻速度，分别是 ２９００℃／ｍｉｎ，

１４５０℃／ｍｉｎ，４００℃／ｍｉｎ，分别检测冷冻后的肝细

胞生存率。

１．３　微囊内肝细胞生存率及其功能检测

１．３．１　酚酞兰排除试验　酚酞兰溶液浓度 ４ｇ／Ｌ，

将酚酞兰溶液与细胞悬液以 １∶１的容积比混合，

２０ｍｉｎ后显微镜下观察，兰染细胞即为死亡细胞。

１．３．２　高效液相色谱仪定量检测 Ｐ４５０活性　首

先将 ３９．２μＭ７ｈｙｄｒｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ和 １ｍＬ新鲜培养液

加入肝细胞中，放入培养箱中培养 ５ｈ。５ｈ后取培

养液待检测。培养液加入葡萄糖苷酸酶和硫酸脂

酶，３７℃下混合反应 １ｈ进行水解。水解后溶液和

标准液和氯仿、硼酸钠缓冲液混合，震荡 １０ｍｉｎ，取

氯仿溶液干燥，使用高效液相色谱仪检测，测定标

准曲线并计算标本含量。

１．３．３　肝细胞的尿素合成功能　使用检测盒检

测，反应后溶液在波长 ５５０ｎｍ处读取反应液吸光值

测定标准曲线并计算标本含量。

１．４　统计检验

各组生存率之间和功能之间统计使用 ＡＮＯＶＡ

法，两组样本之间对比统计分析使用 ｔ检验。Ｐ ＜

０．０５认为是有显著性差异。

２　结　果

２．１　微囊的机械性能

实验结果显示在整个快速冷冻和溶解的过程

中，未见明显的微囊破碎的情况，微囊完好率接近

１００％。

２．２　不同浓度冷冻剂对微囊保存的影响

当冷冻保护剂的乙二醇浓度为 ４０％时，微囊内

肝细胞相对生存率为 ９９％；当将乙二醇浓度降低

３％，达到 ３７％时，生存率就降低了 １２％，为 ８７％；

将乙二醇浓度降低到 ３３％时，生存率明显下降到

５４％，并且在培养液中发现了游离的肝细胞，也可

见多个破碎的微囊，３组微囊内相对生存率之间均

有显著性差异（均 Ｐ＜０．０５）（图 １）。说明当冷冻

保护剂中乙二醇浓度为 ４０％时冷冻效果最佳，后续

试验均采用 ４０％乙二醇浓度。

２．３　冷冻速度对微囊内肝细胞的生存率影响

将冷冻前生存率作为 １００％，冷冻后生存率与

冷冻前相比，３种冷冻速度冷冻后均保持较高生存

率，均在 ９６％以上，３组之间无显著性差异（Ｐ ＞

０．０５）（图 ２）。故后续试验均采用 １０００℃／ｍｉｎ，

且这种速度比较简单易行。

２．４　冷冻对微囊内肝细胞 Ｐ４５０功能的影响

本经过冷冻保护剂处理后和冷冻后微囊内肝细

胞 Ｐ４５０活 性无下 降，处 理 前 Ｐ４５０酶 反 应 物 ７

ｈｙｄｒｏｘｙｃｏｕｍａｒｉｎ的量为 ４．３７μｇ／ｍＬ，经冷冻保护剂

处理后的产量为 ４．６８μｇ／ｍＬ，经冷冻后的产量为

４．８５μｇ／ｍＬ，与冷冻前比较，均差异无显著性（均 Ｐ

＞０．０５）（图 ３）。

６４７
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图 １　不同保护剂对微囊保存的影响 图 ２　不同冷冻速度对微囊内肝细胞

生存率的影响

图 ３　冷冻对肝细胞 Ｐ４５０功能的影响

２．５　尿素合成功能

冷冻前微囊内的肝细胞尿素合成功能为２３．３５

μｇ／ｍＬ，高于平面培养的肝细胞 １１．２０μｇ／ｍＬ，在经

过平衡，冷冻，溶解各阶段后微囊内肝细胞尿素合

成功能为 ２５．１９μｇ／ｍＬ，与冷冻前相比差异无显著

性（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

以细胞为基础的生物工程治疗方法目前在广泛

开展，因此探索一种既能保持微囊结构，又同时能

保持细胞的活性和功能的冷冻方法就显得很重要。

冷冻研究要与生物工程研究同步进行，可使生物性

人工肝方法及时直接应用于临床。

目前多采用慢速冷冻方法保存肝细胞，但对此

方法的保存效果存在很大争议，结果往往相差很

大，冷冻后生存率较冷冻前下降的程度由 １０％至

４０％不等［３－４］，且这些结果并没有检测冷冻后肝细

胞的功能。需要指出的是多数死亡的肝细胞在冷

冻后的梯度离心过程中已经被除去，因此实际上冷

冻后只有将近 ２０％的肝细胞贴壁生存［５］。

为探讨新的有效的保存肝细胞的方法，本试验

采取玻璃化法快速冷冻微囊化肝细胞，并寻找快速

冷冻肝细胞的最佳条件。为达到能够快速冷冻的

效果，冷冻前的平衡阶段很重要。本试验使用乙二

醇和蔗糖作为冷冻保护剂，使得微囊在冷冻前能达

到符合快速冷冻的条件。平衡阶段前侵入性的冷

冻保护剂可取代细胞内和微囊内大部分水分。虽

然胶原质、半透膜和肝细胞的热膨胀比不一样，但

是使用合适比例的冷冻保护剂和适宜的冷冻前平

衡处理，微囊整体可以被同时冷冻，冷冻过程中未

见到冰晶体的形成，避免了冰晶体形成这一主要损

害冷冻结果的因素。冷冻后微囊几乎 １００％保持其

完整性，说明本试验冷冻设计是成功的。

玻璃化法的另一个优点是节省时间和设备，因

为它是直接将微囊浸入 －１９６℃的液氮中。而传统

的冷冻方法不仅需要昂贵的仪器设备，而且冷冻过

程的时间长，复杂的冷冻过程势必延长冷冻保护剂

对细胞的毒害作用［６］。

本试验使用乙二醇和蔗糖为基础的冷冻保护剂

配方，此配方的特点是可减低侵入性保护剂的浓

度，同时又保持整个冷冻保护剂的整体特性不改

变，为此，本研究使用蔗糖来代替部分乙二醇，结果

显示，此种配方对细胞的的毒性很小，经此配方冷

冻剂处理过的细胞功能与冷冻前比较无显著性差

异。本试验同时测定了 ３种冷度速度对保存效果

的影响，结果显示 ３种冷冻速度的保存效果相同。

最慢冷冻速度 ４００℃／ｍｉｎ已经接近实践中大批量

冷冻微囊化肝细胞所能达到的冷冻速度，为今后大

量冷冻微囊化肝细胞研究提供了可行性数据。

本实验结果显示，快速冷冻过程中并没有显著

性降低微囊内的肝细胞功能。本试验采用高效色

谱法定量分析 Ｐ４５０的活性，结果显示冷冻过程仅

轻微影响肝细胞内 Ｐ４５０酶的转化能力，但与冷冻

前无显著性差异。同样经冷冻后的肝细胞尿素合

成功能与冷冻前也无显著性差异，说明冷冻后微囊

内肝细胞的功能并无明显下降，至于冷冻后肝细胞

功能的维持时间，还需要进一步的检测。

笔者认为，使用快速冷冻的方法可以很好的保

存微囊，并不影响微囊内肝细胞的功能，同时也不

会破坏微囊。本研究采用改进的方法，可以很有效

的保存微囊化肝细胞及其功能。这也是国内首次

使用玻璃化进行组织工程构件（肝细胞）保存。

７４７
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左膈膨升并胃扭转１例
李金霞，王彤

（北京中医药大学东方医院 胸外科，北京 １０００７８）

关键词：胃扭转／并发症；膈膨出；病例报告

中图分类号：Ｒ６５６．６；Ｒ６５５．６　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　男，５３岁。于入院前 ４ｄ
撞伤左胸部，觉左侧胸痛、憋气，进食

后腹胀，因症状逐渐加重而入我院。

体查：气管右偏，胸廓正常无畸形，胸

壁未 见 开 放 性 伤 口，胸 廓 挤 压 征

（＋），左侧自第 ４前肋水平以下叩诊

浊音，左上肺及右肺叩诊清音，听诊左

侧自第 ４前肋水平以下 呼 吸 音 未 闻

及，可闻及肠鸣音，左上肺及右肺呼吸

音清，未闻及干湿音，心界右移。胸

片及上消化道造影见左膈顶位于第 ３

前肋水平，膈顶呈弓形，心影右移，胃

体积较大，积气的胃和肠腔见于横膈

下方，充气的胃泡和肠腔与整个膈面

接触，胃上翻，大弯侧与膈面接触。诊

断为左胸部外伤，左膈膨升并胃扭转

（器官轴型），肋骨骨折。行左侧开胸

探查术。术中见第 ８，９肋弓裂纹骨折，

　　收稿日期：２００６－０８－２２。

　　作者简介：李金霞，女，北京人，北京中医

药大学东方医院住院医师，主要从事外科临床

方面的研究。

　　通讯作者：李金霞　Ｅｍａｉｌ：ｍｅｍｏｒｙ３５８０

＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

左肺底与膈顶粘连，膈顶位置上移，膈

肌菲薄。将膈肌折叠缝合，膈肌位置

降至第 ５前肋水平，胃还原至正常位

置。术后患者恢复良好。

讨论　膈肌膨升症即完整膈肌的

一部分位置异常升高，系膈肌麻痹、肌

纤维不同程度发育不全或萎缩所致。

文献报道成人 Ｘ线胸片检查本病发生

率约为 １／１万，男女发病率基本相等。

先天性和后天性膈膨升症病理变化基

本相 同。膈 膨 升 时 膈 肌 极 度 松 弛 抬

高，肺有效通气量减少，同时相邻的腹

腔脏器突向胸腔，压迫患侧肺、纵隔移

位。患者出现气短、呼吸困难、甚至紫

绀，还可出现腹胀、食欲减退、消化不

良等症状，严重者可出现间歇性部分

性肠梗阻。此外，腹内脏器上移压迫

心脏向健侧移位，影响静脉回流，还可

导致心律紊乱。本病早期临床表现不

明显，亦无特殊性，极易疏忽而漏诊。

曾报道有患者初始无明显不适，但随

时间推移膈肌上移加重，纵隔显著移

位，发生猝死。由此可见本病的病理

损害严重，需引起足够重视。

左膈膨升 Ｘ线征象为左膈顶面抬

高，膈面光滑，其上无异常 Ｘ线征象，

左膈活动较右侧明显减弱，无矛盾运

动，胃泡上缘高于右侧膈顶，下纵隔及

心尖右移。胃扭转分器官轴型、肠系

膜轴型和混合型。器官轴型胃扭转 Ｘ

线表现为大弯在头侧面，小弯在足侧

面；网膜轴型胃扭转表现为大弯在右

侧，小弯在左侧（不包括先天性内脏反

位）；混合型兼有上述两型特点。Ｘ线

确定左膈膨出，同时又有胃的部分或

全部大小弯位置变换，才能诊断左膈

膨升 并 胃 扭 转。多 数 学 者 已 明 确 指

出，左侧膈膨升是继发胃扭转的原因

之一。

左膈膨升并胃扭转与左侧膈疝通

过胸片、ＣＴ、口服造影剂或气腹造影可

鉴别：前者膈面呈光滑完整的圆顶状，

胃泡高位，但在膈下，膈下可见新月形

的积气带，将膈与胃分开；后者膈肌缘

凹凸不平，胸腔内有充造影剂的胃或

肠影，疝入的脏器在膈面上下相连，膈

肌弧面中断。强调膈膨升的膈肌完整

有别于膈疝。

成人膈肌膨升症只有在产生症状

时才具有临床治疗意义，及时手术，避

免膈肌继续上移，加重对呼吸、循环功

能的影响，及胃扭转后组织绞窄坏死。

８４７




