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摘要院目的 探讨倒千里光碱渊Retrorsine,Rts冤处理对SD 大鼠永生化肝细胞同种脾内移植增殖效率的影响遥 方法 SV40T

抗原转染法制备永生化肝细胞遥成熟 SD 大鼠 24 只袁随机分为 A尧B尧C 3 组袁A 组为 Rts处理 SD 大鼠永生化肝细胞移

植组曰B 组为 Rts处理 SD 大鼠正常肝细胞移植组曰C 组为正常 SD 大鼠永生化肝细胞移植组遥A尧B 两组 SD 大鼠分 2 次

腹腔注射 Rts袁间隔 2 周袁第 2 次注射 Rts4 周后备用遥20%肝叶切除后袁3 组 SD 大鼠分别行永生化肝细胞移植或肝细胞

移植袁常规病理切片检查脾内移植永生化肝细胞增殖效率袁免疫组化检测脾脏内移植永生化肝细胞白蛋白表达袁透射电

镜检测移植永生化肝细胞形态遥 结果 病理检查显示袁肝细胞移植后 3 周内袁3 组 SD 大鼠脾脏内均可见移植肝细胞曰
免疫组化结果显示袁3 组 SD 大鼠脾脏实质内均可见散在棕黄色白蛋白颗粒袁A 组大鼠脾脏内肝细胞面数密度与 B 组

比较无显著差异袁但与 C 组有显著差异曰透射电镜检测结果显示袁脾内移植永生化肝细胞具有正常肝细胞的超微结

构遥 结论 脾内移植永生化肝细胞具有正常肝细胞的形态尧结构及白蛋白表达功能曰Rts可促进永生化肝细胞 SD 大鼠

脾脏内移植的增殖效率遥
关键词院永生化肝细胞曰白蛋白表达曰倒千里光碱曰肝细胞移植

中图分类号院R322.47;R329.25 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2003)06-0546-03

Proliferation of retrorsine-treated SD rat immortalized hepatocytes after intrasplenic tran-
splantation
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Abstract: Objective Toinvestigate the effect of retrorsineon the proliferation ofSDratimmortalized hepatocytesafter
intrasplenic transplantation. Methods Immortalized hepatocytes from SD rats was prepared by transfecting the primary
hepatocyteswitharetroviralvectorSSR69expressingthegenesencodingSimianvirus40Tlargeantigen. Twenty-fouradult
SDratswererandomlyassignedto3equalgroupsdesignatedrespectivelyasA, B, andCgroups. Intraperitonealretrorsine
injectionsa t thedoseof26mg/kg窑b.w. were performed twice in groups A and B at the interval of two weeks before
hepatocyte transplantation. After 20% hepaticloberesectionwerecompleted in all thegroups, groups A andCreceived
intraplenictransplant with immortalizedhepatocytes, while group B receivednormal hepatocytetransplant. Post-mortem
examinationswereperformedonthespleensampleswithHEstaining. Albumin expression inthetransplantedhepatocytes
wasexaminedbyimmunohistochemicalstaining, and the ultrastructureofthetransplantedcellswasobservedundertransmission
electronmicroscope. Results Histologicalexaminationdemonstratedthattheratspleensinallthe3groupscontainedcluster
of transplantedhepatocytesfrom1weekto3weeksafterthe transplantation, and theproliferationofthetransplantedcells
werecomparablebetweengroupsAandB,butbothofwhichshowedsignificantdifferencefromgroupC.Albuminexcretion
bytheimmortalizedhepatocytewasidentifiedinallthegroups, andthetransplantedimmortalizedcellspreservednormalcell
ultrastructure. Conclusion ImmortalizedhepatocytesofSDrathavethe normal cell ultrastructureandalbumin-excretion
function,andretrorsinecanpromotetheproliferationofthetransplantedhepatocytes.
Key words: immortalizedhepatocytes;albuminexpression;retrorsine;hepatocytetransplantation

肝细胞移植因存在供体来源缺乏尧移植肝细胞增 殖缓慢等问题袁临床应用受到限制遥永生化肝细胞移

植是解决供体肝细胞来源缺乏及不能冷冻保存供临

床随时应用的重要方法咱1袁2暂遥倒千里光碱渊Retrorsine,
Rts冤抑制宿主肝细胞增殖袁是解决移植肝细胞增长缓

慢的重要手段咱3暂遥本实验旨在对 Rts 处理 SD 大鼠永

生化肝细胞同种脾内移植增殖效率作一探讨遥

1 材料和方法

1.1 永生化肝细胞的制备
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表 1 各组大鼠移植后不同时间的增殖状态比较

渊面数密度冤
Tab.1 Comparison of theproliferation ability of

the hepatocytes at different time periods after
transplantation in different groups (Na)

* P<0.05vs groupC

Group
Timeaftertransplantation

1week 2weeks 3weeks 4weeks
A 675.36* 577.29* 533.83* 37.21
B 685.27* 539.46* 497.57* 48.56
C 427.26 389.43 244.25 27.56

改良 Selgen 法分离肝细胞咱4暂遥SV40T抗原转染

法制备永生化肝细胞 咱1袁2暂遥含 SV40T抗原的SSR69
质粒 渊美国麻省理工大学 Karen Westerman 博士惠

赠冤热冲击法转化 DH5琢大肠杆菌袁质粒纯化试剂盒

渊美国 Promega 公司冤纯化袁脂质体转染试剂盒渊美国

CLONtech 公司冤转染 PA317 包装细胞袁制备 SSR69
缺陷逆转录病毒袁转染分离肝细胞袁潮霉素 渊美国

Sigma 公司冤筛选阳性克隆袁扩增后冷冻保存备用遥
1.2 实验分组

成熟 SD 大鼠渊中山大学动物实验中心提供冤24只袁
随机分为 A尧B尧C 3 组袁每组 8 只遥A 组为 Rts 处理 SD
大鼠永生化肝细胞移植组曰B 组为Rts 处理 SD 大鼠正

常肝细胞移植组曰C 组为正常 SD 大鼠永生化肝细胞

移植组遥A尧B 两组 SD 大鼠分 2 次腹腔注射 Rts袁26
mg/kg窑b.w.袁间隔 2 周袁第 2 次注射 Rts渊美国 Sigma
公司冤4 周后备用遥C 组 SD 大鼠不作处理遥
1.3 肝细胞移植

暂时阻断脾蒂血液回流袁3 组 SD 大鼠 5 号小儿

头皮静脉针脾内注射永生化肝细胞或肝细胞悬液袁每

只 SD 大鼠细胞总数 2伊107袁压迫注射部位阻止移植

肝细胞溢漏遥分别于移植后 1尧2尧3尧4 周处死动物渊每

次 2 只冤袁切除脾脏保存备检遥
1.4 实验结果检测

免疫组化检测受体脾脏内肝细胞白蛋白表达袁图

像分析系统检测移植后阳性细胞面数密度遥
1.5 统计学处理

采用 SSPS 8.0 统计学软件包行方差分析袁两两

比较用 SNK 法遥

2 结果

2.1 HE 染色结果

肝细胞及永生化肝细胞移植后 1~3 周袁3 组受体

脾脏内均可见移植的供体肝细胞袁多分散在脾脏红髓

中袁数个细胞成簇状尧条索状或假小叶状分布曰成熟肝

细胞较脾脏内其他细胞体积大袁细胞之间边界不清袁
形态不一袁核质比例高曰胞核较大呈圆形或椭圆形袁染

色较淡曰胞质丰富袁胞核清楚袁染色较淡袁偏向一侧渊图

1尧2冤遥移植 4 周后袁3 组大鼠脾脏内肝细胞偶尔可见遥

图 1 Rts 处理的 SD 大鼠永生化肝细胞脾脏内移植 1 周后的增殖状态渊HE 染色袁原放大倍数院伊100冤
Fig.1 Proliferation ability of immortalized hepatocytes 1 week after transplantationin retrorsine-treated SD

rat spleen (HEstaining,originalmagnification: 伊1 0 0 )
Pseudolobulistructurecanbeseen

图 2 Rts处理的 SD 大鼠肝细胞脾脏内移植 1 周后的增殖状态渊HE 染色袁原放大倍数院伊100冤
Fig.2 Proliferation ability of normal hepatocytes 1 weekafter transplantation in retrorsine-treated SD rat

spleen (HEstaining,originalmagnification: 伊1 0 0 )
Hepaticclusterstructurecanbeseen

21

2.2 免疫组化检测结果

3 组受体脾脏内均可见散在细胞内棕黄色白蛋

白染色颗粒遥
2.3 图像分析供体肝细胞脾内移植后增殖的面数密

度结果渊表 1冤
肝细胞移植后 1尧2尧3尧4 周袁A 组与 B 组 SD 大鼠

脾脏内肝细胞面数密度无明显差异渊P>0.05冤袁但移植

后 1尧2尧3 周袁A尧B 组与 C 组 SD 大鼠脾脏内肝细胞

面数密度有显著差异渊P<0.05冤遥肝细胞移植 4 周后袁3
组 SD 大鼠脾脏内肝细胞面数密度比较袁无明显差异

渊P>0.05冤遥
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图 4 脾脏内移植肝细胞的超微结构渊原放大倍数院伊12000冤
Fig.4 Ultrastructure of transplanted normal hepatocyte

(Originalmagnification: 伊12000)
Chondriosome,endoplasmicreticulumandnucleoluscanbeseen

图 3 脾脏内移植永生化肝细胞的超微结构渊原放大

倍数院伊12000冤
Fig.3 Ultrastructure of transplanted immortalized

hepatocyte (Originalmagnification: 伊12000)
Chondriosome,endoplasmicreticulumandnucleoluscanbeseen

2.4 透射电镜观察结果

脾脏移植的永生化肝细胞具有正常肝细胞的超

微结构渊图 3尧4冤遥

3 讨论

国外学者对肝细胞移植治疗急慢性肝功能衰竭尧
肝脏先天性代谢性疾病等终末性肝脏疾病进行了系

统研究袁展示了其临床应用前景咱4~6暂遥但肝细胞移植存

在供体缺乏尧肝细胞不能冷冻保存尧移殖肝细胞增殖

缓慢等问题袁限制了其临床应用遥
表达不耐热的 SV40T抗原变异基因逆转录病

毒载体 SSR69 转染至大鼠肝细胞内袁在 33 益条件下

培养分化尧增殖袁但在 37~39 益情况下袁变异 T 抗原基

因失活袁基因修饰肝细胞停止扩增袁表现为成熟肝细

胞咱1袁2暂遥成年机体肝脏大小基本固定袁宿主肝细胞优先

占据了肝脏再生野增殖空间冶袁移植肝细胞失去了原来

赖以生存的微环境及与其他肝实质细胞相互作用袁缺

乏应有的增殖环境袁导致移植肝细胞增殖缓慢及增殖

能力受限遥为解决移植肝细胞增殖缓慢问题袁国内外

学者进行了卓有成效的探索并取得了可喜成就院渊1冤

增强肝细胞增殖能力袁通过肝叶切除提供移植肝细胞

再生或增殖空间曰渊2冤应用药物渊如 Rts尧丝裂霉素等冤
抑制宿主肝细胞分裂增殖曰渊3冤改善移植肝细胞生存

微环境袁如应用外源性肝细胞生长因子刺激肝细胞

DNA 复制袁促进肝细胞分裂尧增殖及其功能基因表

达袁或应用外源性表皮样细胞生长因子作用于肝内血

管内皮细胞袁促进血管再生和新生血管形成袁进而促

进肝细胞分裂增殖遥
本实验应用 SV40T抗原转染法制备的永生化

肝细胞具有分裂增殖能力袁冷冻保存复苏后存活率达

80%以上袁扩增后可随时供实验应用遥Rts 能与肝细胞

核内的 DNA 结合袁抑制宿主肝细胞分裂增殖袁在应

激尧外界刺激等状态下不能代偿性增生袁且 Rts 与

DNA 结合后解离缓慢袁短时间内肝细胞的增殖能力

不能恢复遥应用 Rts 抑制宿主肝细胞分裂增殖能力袁
在 SD 大鼠肝细胞增殖能力完全被 Rts 抑制尧未结合

的 Rts 完全排出后切除 SD 大鼠部分肝叶袁为移植肝

细胞提供适宜的增殖空间袁刺激移植肝细胞增殖遥本

研究结果表明院Rts 可促进永生化肝细胞 SD 大鼠脾

脏内移植后的增殖效果曰病检结果显示院与正常肝细

胞一样袁永生化肝细胞能够在大鼠脾脏内分裂增殖袁
存活 1 月左右袁逐渐凋亡袁其增殖效果与正常肝细胞

相同曰免疫组化结果显示院永生化肝细胞 Rts 处理 SD
大鼠脾内移植后与正常肝细胞同样可在宿主脾脏内

表达白蛋白曰电镜检测结果显示院在 SD 大鼠脾脏内袁
永生化肝细胞具有与正常肝细胞一样的超微结构袁表

明脾内移植永生化肝细胞具有正常肝细胞的功能袁能

够为急慢性肝功能衰竭尧肝脏先天性代谢性疾病等终

末性肝脏疾病提供代谢支持遥
自肝细胞移植基础研究开始袁移植部位的选择就

是首先考虑的问题之一遥本实验选择脾脏作为肝细胞

移植的部位袁只是便于对移植肝细胞分化尧增殖尧存活

状况进行观察遥肝细胞与其他非肝实质细胞尧胆管上

皮细胞间的信号传导是维持正常肝细胞功能的基础袁
胆汁排泄通路也是脾脏内肝细胞移植不可回避的问

题遥本实验脾内移植肝细胞只能存在 4 周左右袁除生

存微环境改变致移植肝细胞凋亡外袁缺少胆汁排泄通

路也是主要原因之一遥因此袁脾内肝细胞移植并不是

肝细胞移植最合适的部位遥
基因治疗均存在致癌尧致畸尧致突变问题袁SV40

T 抗原基因制备永生化肝细胞同样存在这一问题遥由

于人体内存在 3 万个以上的基因组袁各基因及其产物

之间的信号传导相互影响尧相互作用错综复杂遥自从

应用 SV40T抗原基因制备永生化细胞开始袁国内外

学者一直对其临床应用的安全性进行不断的探索咱3暂遥
渊下转 552 页冤
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渊上接 548 页冤
一种方法是把编码 T 抗原的基因片断插入到 LoxP
基因位点之间袁以便发生恶性转化时用 Cre 重组酶切

割袁使 T 抗原基因失活曰另一种方法是把自杀基因整

合到永生化肝细胞内袁一旦发生恶性转化袁用前体药

物将其杀灭遥本实验所用SSR69 质粒内 T 抗原的基因

片断插入在 LoxP 基因位点之间袁且其内整合有自杀

基因 TK袁为防止其恶性转化提供了有效的预防措施遥
总之袁Rts 能抑制宿主肝细胞分裂袁在肝叶切除

时为移植永生化肝细胞提供适宜的增殖空间袁促进脾

内移植永生化肝细胞增殖袁为肝细胞移植供体缺乏尧
移植肝细胞增殖缓慢问题的解决提供了有效方法袁但

Rts 毒副作用较大袁临床应用尚有一段距离遥
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白袁约占菌体总蛋白的 5%袁Hp 各菌株间尿素酶基因

相对保守袁同源性在 95%以上遥应用噬菌体文库筛选

发现袁UreB 为 Hp 重要的保护性抗原咱9暂袁具有被动保

护作用的抗 Hp 单克隆抗体也证实就是针对 Hp/Hf
的尿素酶 咱10暂袁因此尿素酶是最被看好的疫苗侯选抗

原遥尿素酶由 A 和 B 两种单位组成袁完整的具有活性

的尿素酶作为疫苗对机体具有一定的毒副作用袁而其

亚单位不具有尿素酶活性袁但同样具有免疫活性袁尤

其是 UreB 具有更好的保护作用咱5暂遥本研究利用基因

工程技术在大肠杆菌中获得了 UreB 的高效表达袁为

发展 Hp UreB 疫苗奠定了一定的基础遥
3.2 rUreB 的理化性质

本研究结果显示院UreB 的相对分子质量约为

62 000曰氨基酸组成成分与理论预测值一致曰rUreB
的 N 端 15 个氨基酸序列与预测值完全一致曰rUreB
与 GenBank 公布的 5 株 Hp 中 UreB 的氨基酸序列

相似度非常高 渊>99.5%冤遥通过这些可以推测 rUreB
可能具有与天然 Hp UreB 相同的生物学性质遥
3.3 rUreB 的免疫学性质

rUreB 注射免疫 BalB/c 小鼠袁ELISA 证实其能

刺激机体产生抗原特异的抗体袁表现出良好的免疫原

性遥同时袁产生的抗体能与不同的 Hp 菌发生抗原抗

体反应袁表明此 rUreB 具有与天然 Hp UreB 相同的

免疫学性质袁这就为 rUreB 作为 Hp 疫苗成分奠定了

免疫学基础遥同时 rUreB 还可用作包被抗原建立检测

Hp UreB 特异性抗体的酶联免疫方法遥
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