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利用人脐血单个核细胞重建急性肝损伤小鼠肝组织的实验研究

!"#$% &#’()(*$) +,-. /),,.0.1-(21. 3,%,%"*)1$- +1))4
516,6")$71 8%9"-1. 3,"41 :(21-

赵文利8，陈耀凯8"，章 容!，王宇明8

QR:4 S/FNT18，JRO* U,’NV,18"，QR:*W .’FE! ,F3 S:*W UDN+1FE8

8 重庆第三军医大学西南医院感染病研究所，重庆 >###"M
! 重庆第三军医大学西南医院病理科，重庆 >###"M
8 3%4+*/5%$/ (- 6$-%0/#()& 3#&%+&%&，7"% 7"#*8 9#,#/+*2 9%8#0+, :$#;%*&#/2，!"($1<#$1 >###"M，!"#$+

! 3%4+*/5%$/ (- =+/"(,(12 >()/"?%&/ @(&4#/+,，7"% 7"#*8 9#,#/+*2 9%8#0+, :$#;%*&#/2，!"($1<#$1 >###"M，!"#$+

摘 要 利用人脐血单个核细胞重建急性肝损伤小鼠肝组织，探索建立人N小鼠嵌合肝模型方法。8%只 HJX<小鼠，以四氯化
碳（JJT>）制备急性肝损伤模型，!>@后行 !Y"肝切除，然后分为三个实验组：细胞移植组（$只）、阴性对照组（"只）及空白对照
组（%只）；将人脐血单个核细胞悬液注入细胞移植组小鼠脾脏内，阴性对照组小鼠脾脏内注入等量磷酸盐缓冲液（Z[H），空白
对照组不注射细胞悬液和 Z[H。术后 $3、8>3 及 !83 取小鼠肝组织观察病理变化、检测人白蛋白（:T[）及细胞角蛋白 8K
（JV8K），同时检测小鼠血清及肝组织匀浆中人 :T[含量。全部小鼠表现出急性肝损伤组织学特征；细胞移植组小鼠术后 $3、

8>3、!83肝组织内均见大量人 :T[及 JV8K阳性表达细胞，血清及肝组织匀浆可检测出人 :T[；阴性对照组小鼠肝组织未见人

:T[及 JV8K阳性表达，血清及肝组织匀浆中未检测出人 :T[。人脐血单个核细胞在部分肝切除的急性肝损伤小鼠肝组织内
可大量分化为人肝细胞及胆管细胞，在建立模型方面已取得关键突破。
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骨髓间充质干细胞及造血干细胞具有多项分化

潜能，体内微环境在 789&分化方向中至关重要，已
对体内干细胞微环境的构成和部分调控机制有所了

解，但其启动和诱导 789&的详细机制有待进一步
研究［:，;］。也有研究显示，人脐血细胞在肝损伤小鼠

体内可分化为肝细胞样细胞（*$4+)",2)$<%(=$ ,$%%&），
提示其可能具有分化为肝细胞的潜能［>，?］。本研究

将人脐血单个核细胞移植入急性肝损伤小鼠脾脏

内，观察小鼠肝组织内人源细胞的分布、表型特征及

功能，旨在利用人脐血干细胞的多向分化特性重建

小鼠肝组织，以期探索人<小鼠嵌合肝模型的建立方
法。

) 材料和方法

)*) 材料
@AB@C,品系 89DE小鼠 :F只，; G >个月龄，雌 H

只C雄 I 只，购自北京实验动物中心，在本校实验室
8JK级动物房饲养。E7L7、M/24&(0CLEMA购自 N(5,"
公司，胎牛血清购自 O2,%"0$公司。抗人细胞角蛋白
:P（9Q:P）抗体及抗人白蛋白（AB@）抗体均为 EAQR
公司产品。一次性培养瓶及培养板购自 N(5," 公
司，倒置相差显微镜、荧光显微镜及显微摄影装置为

R%2!4-&公司产品。
)*+ 人脐血单个核细胞的分离
胎儿娩出后（胎盘仍在宫腔内），无菌条件下距

胎儿 F G I,!脐带处进行双结扎并剪断脐带，消毒脐
带表面，脐静脉穿刺并用脐血收集袋收集脐血 FS G
:SS!B（肝素抗凝），充分混匀。脐血与 STS:!"%CB
4OIT? J@8按 : U:混匀，再与 F3CB甲基纤维素按 ? U:
混匀，静置 >S!(0沉降红细胞；收集上清液以 ?V下
FSS3 W离心 F!(0，弃上清；沉淀细胞用 J@8液重新悬
浮混匀，轻轻叠加到 K(,"%%淋巴细胞分离液上（K(,"%%
与脐带血体积比大约 :：:），;SV下 PSS3 W 离心
;S!(0，此时血清、白膜状单个核细胞、分离液、红细
胞沉淀分为四个清晰层面；用吸管小心地收集单个

核细胞层，用含 :SX胎牛血清的 7L7培养基洗涤 ;
次，FSS3 W离心 F!(0；将细胞制备成单细胞悬液，调
整密度至 ; W :SI C!B，置于冰上待用。留取细胞爬
片，免疫组化染色检测人 AB@及 9Q:P等细胞表型。
)*, 小鼠急性肝损伤模型的制备与细胞移植

:F只小鼠于实验第 :天开始分笼饲养，自由饮

水，喂以基础饲料（第三军医大学实验动物中心制

备）。第 ;天将四氯化碳（99%?）和橄榄油以 : U F 的
比例混合配制成 99%? 溶液，按每克体重 F!B的剂量
注入小鼠腹腔，;?*后行 ;C>肝切除（切除肝左叶与
中叶）。并将全部 :F只小鼠分为三个实验组："细
胞移植组 I 只，在部分肝切除的同时，以 :!B 注射
器吸取 ST;!B细胞悬液缓慢注入脾脏内，每只小鼠
注射移植的细胞数约 > W :SY；#阴性对照组 >只，分
别将 ST;!B J@8注入脾脏内作为阴性对照；$空白
对照组 F只，仅行部分肝切除，不作细胞悬液或 J@8
脾脏注射。

)*- 肝组织学检查
细胞移植后 I#、:?#、;:# 采用颈椎脱臼法处死

小鼠，开腹观察记录肝脏大体病变后，取小块肝组织

用 :SX福尔马林固定 ;?*，常规石蜡包埋，?!!连续
切片备用。OL染色观察肝脏病理改变，免疫组化染
色观察人源性细胞的分布及表型特征。免疫组化主

要步骤：脱蜡后以 >X过氧化氢溶液浸泡 :S!(0灭活
内源性过氧化物酶；抗原热修复后以正常山羊血清

封闭，然后加第一抗体工作液 ?V过夜；加生物素标
记的第二抗体 >IV ?F!(0；加结合过氧化物酶链霉
亲和素 >IV ?F!(0；加新鲜配制的 EA@，显微镜下观
察 F G :S!(0，棕黄色染色为阳性信号。小鼠抗人
AB@及 9Q:P单克隆抗体由博士德公司提供，以博
士德公司提供的阳性片为阳性对照，用 J@8代替第
一抗体作为阴性对照。

)*. 小鼠血清和肝组织匀浆中人 /01含量检测
处死小鼠前从眼眶取血 ST>!B，不抗凝，:;SS

/C!(0离心 :F!(0，分离血清置于 Z ;SV冰箱待测。
颈椎脱臼处死小鼠后取肝组织 STF3，加入生理盐水
:TS!B 匀浆器制备肝组织匀浆，:;SS/C!(0 离心
:F!(0，分离上清置于 Z ;SV冰箱待测。采用放射免
疫分析法（[DA）检测小鼠血清和肝组织匀浆中人
AB@含量，以生理盐水为对照，每份标本测 >次，取
其均值作为该份标本检测结果，试剂盒由北京北方

生物技术研究所提供，严格按检测操作说明书进行。

+ 结果

+*) 各组小鼠存活状况
细胞移植组 I只小鼠中最终存活 Y只，阴性对

照组 >只中 ;?*内 ;只死亡；空白对照组 F只中 ;?*
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内死亡 !只。
!"! 肝脏病理变化
实验小鼠在部分肝切除术当天（注射 ""#$ 溶

液后 %$&），肝脏大体表现为肿胀、苍白、饱满及肝叶
边缘圆钝，显微镜下见肝细胞水肿、疏松、气球样变，

肝细胞坏死以汇管区多见，病变以中央静脉周围的

腺泡!区为重；肝小叶结构紊乱，肝窦充血。术后
’(、)$(及 %)(肝脏肿胀及苍白情况逐渐消退，部分
小鼠在大部肝切除结扎处见小片状缺血性坏死区。

显微镜下见变性及坏死细胞逐渐减少，汇管区炎症

细胞消退。三个实验组小鼠在各取样时间点肝脏大

体改变及病理变化无明显差异，但细胞移植组小鼠

肝内细胞增生似多于阴性对照组和空白对照组。

!"# 免疫组化染色结果
细胞爬片免疫组化染色显示，分离出的脐血单

个核细胞抗人 *#+及 ",)-染色呈阴性。细胞移植
组小鼠术后 ’(、)$(、%)( 肝组织内均见人 *#+ 及
",)-阳性表达细胞，*#+阳性细胞多呈片状分布于
肝实质区和中央静脉区，而 ",)- 阳性细胞多散在
分布于汇管区或小胆管增生明显处（图 )，图 %）。术
后 ’(、)$(、%)(脾脏组织内亦见人 *#+及 ",)-阳性
表达的肝细胞样细胞，但数量少。阴性对照组小鼠

术后 ’(、)$(、%)(肝组织内均未见人 *#+及 ",)-阳
性表达。

图 ) 移植后肝组织抗人 *#+染色
./01) *23/4&5672 *#+ /66528&/938:&;6/93<= 937/2/20 /2 3<729>?723;( ?/@;<

A;>738:=3;9 /2 >;</>&;<7? B82;9 8C :;23<7? @;/29 9&8D;( >89/3/@; C8< *#+ 937/2/20 ’ (7=9 7C3;< &E"+4(;</@;( 682825:?;7< :;??9 3<729>?72373/82（*，%FF G）；

#7<0; 768523 8C *#+ 937/2/20 >89/3/@; :;??9 D;<; 8H9;<@;( /2 ?/@;< >7<;2:&=67 )$ (7=9 7C3;< &E"+4(;</@;( 682825:?;7< :;??9 3<729>?72373/82（+，%FF G）；

AE"+4(;</@;( 682825:?;7< :;??9 D;<; 96;7<;( 82 7 9?/(; 72( 937/2;( 2;073/@;?= C8< 723/4&5672 *#+（"，)FF G）1

图 % 移植后肝组织抗人 ",)-染色
./01% *23/4&5672 ",)- /66528&/938:&;6/93<= 937/2/20 /2 3<729>?723;( ?/@;< 1

";??9 /2 >;</>8<37? 7<;7 8C ?/@;< 3/995; 9&8D;( >89/3/@; C8< 723/4&5672 ",)- 937/2/20 ’ (7=9 7C3;< &E"+4(;</@;( 682825:?;7< :;??9 3<729>?72373/82（*，%FF G）；

I5:35?7< ><8?/C;<73/82 D;<; 8H9;<@;( /2 ?/@;< ?/@;< 3/995; %)(7=9 7C3;< &E"+4(;</@;( 682825:?;7< :;??9 3<729>?72373/82 72( 3&;9; (5:35?7< :;??9 D;<; >89/3/@; C8<

723/4&5672 ",)- 937/2/20（+，)FF G）；AE"+4(;</@;( 682825:?;7< :;??9 D;<; 96;7<;( 82 7 9?/(; 72( 937/2;( 2;073/@;?= C8< 723/4&5672 ",)-（"，%FF G）1

!"$ 小鼠血清及肝组织匀浆中人 %&’含量检测结果
细胞移植后 ’(，细胞移植组 %只小鼠血清中未

检出人 *#+，肝组织匀浆中人 *#+ 含量分别为
%JF)!60K#和 %JLF!60K#；细胞移植后 )$(，细胞移植
组 %只小鼠血清中人 *#+含量分别为 )JF!M60K#和
)J)!L60K#，肝组织匀浆中人 *#+ 含量分别为

!JF’N60K#和 !J%’’60K#；细胞移植后 %)(，细胞移植
组 !只小鼠血清中人 *#+ 含量分别为 )J)F%60K#、
)J%$)60K#和 )J%F)60K#，肝组织匀浆中人 *#+含量
分别为 !JF!L60K#、!J!$F60K#和 !J)!$60K#。在各观
测时间点，阴性对照组小鼠血清及肝组织匀浆中均

未检测出人 *#+。
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! 讨论
人脐带血中富含可塑性极强的间充质干细胞和

造血干细胞，脐血移植已被用于血液系统恶性肿瘤

及某些实体肿瘤的治疗［!，"］。本研究小组前期研究

显示，人脐血间充质干细胞在体外培养条件下可诱

导分化为表达 #$%的肝细胞样细胞［&］。鉴于此，我
们推测如果体内微环境适宜，人脐血细胞在体内应

可诱导分化为具有特异性细胞功能的肝细胞样细

胞，可能参与肝损伤小鼠的肝组织重建。为制造肝

细胞再生的微环境，本研究利用 ’’$( 对实验小鼠
进行了肝损伤，并在细胞移植前进行肝大部切除，以

此造成肝再生需求。结果发现，细胞移植后 &)、
*()、+*)受体小鼠肝组织内均见大量人源性细胞嵌
入，不仅表明本实验策略是成功的，也证实人脐血单

个核细胞在体内可诱导分化为具有白蛋白合成能力

的肝细胞样细胞。本研究还发现，位于汇管区或小

胆管增生明显处的细胞表达人 ’,*-，表明人脐血单
个核细胞不仅可分化为肝细胞样细胞，还可根据肝

再生的需求分化为胆管细胞样细胞，参与受体小鼠

的肝组织重建。我们后续研究中进一步优化移植条

件，发现人源性细胞的嵌入率可进一步提高，并可持

续更长的时间，研究结果另外行文报道中。

利用活性细胞治疗各种疾病是当前医学研究的

重点领域，肝脏是最早进行细胞移植实验的器官之

一。利用肝细胞移植治疗肝病有诸多优点，如技术

简单、易于操作、费用低廉、手术风险小等，但限制其

临床应用的主要障碍有：!正常成人肝细胞因自身
更新缓慢、缺乏增殖活性，移植后在受体肝脏内不能

增殖，且易引起排斥反应；"人胎肝细胞移植免疫源
性弱、增殖能力较强，但受伦理限制不能广泛利用；

#动物源性肝细胞移植亦存在免疫排斥、动物病毒
传播及伦理问题；$肝细胞株存在致肿瘤性。因此
寻找新的细胞来源成为当前研究重点［.］。人脐血干

细胞免疫原性弱、可塑性强、来源丰富且不受伦理限

制，结合本研究结果可以认为，人脐血细胞/脐血干
细胞用于治疗肝病是较为理想的细胞来源。本研究

基于人脐血细胞建立的人0小鼠嵌合肝模型亦可作
为嗜肝病毒病原学研究的良好模型，进一步研究仍

在进行中。

"#$#"#%&#’（参考文献）

［ *］ 1234 567 589 :;<94<=3> ;? @<9A B9>>@7 !"#$，+CC+，(：(- D !*E
［ +］ $323@@9 F， ’;44;G@ 6， #>0H83>=AI J， %& ’( 7 KLG=?=9)

89A3<;:;=9<=B @<9A B9>>@ B34 )=??9G94<=3<9 =4<; 89:3<;BI<9@ )* +)+, 7

-’& !%.，+CCC，(：*++- D *+M(E
［ M］ 1;4;A9 ,，$= N,，53O383G3 5，,=<3P3Q3 R， %& ’( 7 6LA34

LAS=>=B3> B;G) S>;;)0)9G=T9) B9>>@ )=??9G94<=3<9 =4<; 89:3<;BI<90>=O9

B9>>@ =4 <89 U3@0A9)=3<9) >=T9G =4VLGI A;)9> 7 /0 $ 1234),(

5’4&6,)*&%4& 7)+%6 1234),(，+CC!，)*+：W*C-*0W*C--E
［ (］ X83GA3 #H，’34<P 5，Y=B8<9G Y，%& ’( 7 6LA34 B;G) S>;;) @<9A

B9>>@ 2949G3<9 8LA34 BI<;O9G3<=4 *.04923<=T9 89:3<;BI<90>=O9 B9>>@ =4

=4VLG9) A;L@9 >=T9G 7 /0 $ 1’&2,(，+CC!，,(-：!!! D !"(E
［ !］ %GL4@<9=4 ’W，Z3249G [F7 \AS=>=B3> B;G) S>;;) <G34@:>34<3<=;4 34)

S34O=427 /**8 #%+ !%.，+CC"，.-：(CM D (*&E
［ "］ W>LBOA34 F，Y;B83 ]7 6=@<;GI ;? <89 B>=4=B3> L@9 ;? LAS=>=B3> B;G)

S>;;) 89A3<;:;=9<=B B9>>@7 93&,&2%6’:3，+CC!，-：+*- D ++&E
［ &］ 69 16（何念海），^83; Z$（赵文利），Z342 RJ（王宇明）7

69:3<;BI<90>=O9 B9>>@ =4)LB9) ?G;A 8LA34 LAS=>=B3> B;G) S>;;)

A9@94B8IA9 @<9A B9>> )* +)&6, 7 ;,6(. 92)*%4% $,86*’( ,<

=)>%4&,(,>3（世界华人消化杂志），+CC!，,!（*!）：*.*( D *.*.E
［ .］ Z342 RJ（王宇明），’894 R,（陈耀凯）7 KG;2G9@@ 34) B83>>9429@

=4 89:3<;BI<9 <G34@:>34<3<=;47 92)*%4% $,86*’( ,< ?%:’&,(,>3（中华

肝脏病杂志），+CCM，,,（"）：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

M+! D M+"E

"
""

本 期 广 告 索 引

"
"
"
"
"
"
"
"
"
"
"

企 业 版 位 企 业 版 位

WF 693><8B3G9公司 封底

Y;B89诊断产品有限公司 封二，封三

美国 KG;A923公司 文前%、&
湖北安琪酵母股份有限公司 文前’
国药励展展览有限公司 文前(
杭州博日科技有限公司 文前)、*

上海国强生化工程装备有限公司 文前+、,
常州新区三环生物工程成套设备有限公司 文前-

镇江东方生物工程公司 文前.
热电科技仪器有限公司 文中%、&
宜兴迈克化工机械有限公司 文后%
扬中威柯特公司 文后&

C&( 92)*%4% $,86*’( ,< @),&%A2*,(,>3 生物工程学报 +CC&，];>E+M，1;EM




