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对自行配制组方的
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号冻存液冻存小鼠肝细胞进行研究%探索一种效果较好的冻存液以改善冻

存肝细胞质量&方法
!

以体重
!"

"

*"

+

的昆明小鼠为肝细胞供体%用改良的胶原酶灌注法分离肝细胞&将分离好

的肝细胞分别以
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个月快速复苏肝细胞%观察并测定细胞活率'功能和形态学&结果
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冻存小鼠肝细胞
!

个月后复苏检测%实验组的

肝细胞活率台盼蓝#
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同一组各个复苏时段%实验组与对照组的肝细胞活率%肝细胞
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的漏出率%合成清蛋白的能力之间
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在本研究中%冻存小鼠肝细胞
!

个月%

$

号冻存液较常规冻存液能有效减轻小鼠肝

细胞的损伤%发挥良好保护作用&小鼠肝细胞在
$

号冻存液的保护下%置液氮中保存
!

个月%不影响肝细胞活性&
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$由于其

技术相对简单%对机体影响不大%一个供体可供多个

受体%可反复进行并可提供较好的肝功能支持%正受

到越来越广泛的重视%为急性'亚急性'慢性肝脏疾病

和遗传代谢性肝病的治疗提供了一条新的途径!
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肝细胞移植在大量的动物实验和一些有限的临

床实践中获得了良好效果%成为有前途的肝病治疗

方法!

($'

"

&随着肝细胞移植的发展%肝细胞的需求

成为目前主要难题&若有实用可靠的低温储存技

术%建立一个肝细胞库%危重患者随时都可得到大量

高活力'有功能的肝细胞%肝细胞移植就可以大力推

广了&

本实验以中南大学湘雅医学院动物部昆明小鼠

为肝细胞供体%用胶原酶灌注法分离肝细胞%自行配

制以二甲基亚砜#

POK2

$为主加入细胞保护剂的冻

存液进行肝细胞的冷冻保存&用对比的方法研究肝

细胞冻存前后活率和功能变化情况&通过实验%我

们发现该冻存液能更好地保存冻存肝细胞的形态'

活力及其生物学功能&
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材料与方法
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材料

%-%-%

!

研究对象
!

以中南大学湘雅医学院动物部

昆明小鼠为肝细胞供体%体重
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%雌雄不限&
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冷冻保存液的配制及分组
!

按冻存液的不

同成分分为以下
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组&#

%

$对照组冻存液*在体积
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%含
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胎牛血清的
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培养液中加

入
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的
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%使
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的最终浓度为
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$实验组冻存液*采用自行配制组方的以
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为主的
$

号冻存液&
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方法
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小鼠肝细胞的分离
!

用乙醚麻醉小鼠后%以

&)I

的乙醇常规消毒%做下腹弧形切口%依次切开皮

肤'腹膜后暴露腹腔%将胃肠移至小鼠腹部左侧%暴

露门静脉和下腔静脉%整个过程均按照手术无菌原

则执行&用
)

号针穿刺肝下腔静脉%以
(

"

##T

)

#%*

的胶原酶灌注液灌注%充分消化肝脏&取下肝

脏%去除肝包膜'胆囊'大血管等纤维结缔组织%钝性

撕裂肝组织%使大量的肝细胞悬液混于
+V

预冷的

B4O0"%(+"

液中%经
%""

%

#

尼龙网筛过滤去除细

胞团块及组织纤维%得到细胞悬液&继续将细胞悬

液用
B4O0"%(+"

培养液洗涤
*

次%低速离心#

)""9

)

#%*

%

*#%*

$后%用
4?K

液洗一遍%再用
459.(&&

液梯

度离心#

!"""9

)

#%*

%

%"#%*

$后%用含血清的完全培

养基重悬
!

遍%把离心后沉淀的细胞用定量的完全

培养基制成细胞悬液备用&

将获得的肝细胞悬液的密度调整至浓度为
%-"

/%"

&

"

!-"/%"

&

)

#T

#方法$*血细胞计数法%肝细

胞数)
#T

原液
-+

大格肝细胞数)
+/%"

+

%装入
+

支

冻存管各
"-&#T

%备用%同时取少量做台盼蓝#

L?

$

染色和细胞形态学检查&

%-!-!

!

小鼠肝细胞冷冻保存
!

#

%

$将
!

支装有细胞

悬液的冻存管以
)""9

)

#%*

低速离心
*#%*

后%弃

去上清液%分别加入对照组冻存液和实验组冻存液%

此时细胞的终浓度为
!-"/%"

(

)

#T

%用吸管轻轻吹

打使细胞均匀&#

!

$旋紧冻存管%于
+V

下平衡
*"

#%*

%开始冷冻%冻存采用逐级降温法%将细胞置冻

存仪中过夜%然后移入液氮罐中&
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小鼠肝细胞的复苏
!

在冻存后
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'

%

'
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个月%分别取出各组冻存的肝细胞%立即
*&V

水

浴%快速解冻%低速离心#

)""9

)

#%*

%

*#%*

$%弃去上

清液%加入培养基%用吸管将细胞吹打均匀&取出少

量的细胞悬液%用
L?

染色检测细胞活率和细胞形

态&
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肝细胞活率的测定
!

将上述冻存前及复温

后的肝细胞悬液分别取样%用
L?

拒染法测定细胞

活率&具体方法*取
'"

%

T

细胞悬液移入小试管中%

加入
%"

%

T"-+IL?

染色液混匀%静置
%

"

!#%*

后%用血球计数板分别计数活细胞和死细胞%镜下死

细胞被染成蓝色%而活细胞不着色&活细胞率
-

活

细胞总数)#活细胞总数
.

死细胞总数$
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肝细胞血清丙氨酸转氨酶"

1TL

#$天门冬

氨酸转氨酶"

1KL

#和乳酸脱氢酶"

TP=

#的漏出率

测定
!

将
!

组肝细胞液于冻存前及复温后分别取样

进行培养%并于培养
!+,

后分别取细胞上清液%用

日式
&%&"

型生化分析仪测定
1TL

'

1KL

和
TP=

的浓度&
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肝细胞血清清蛋白"

1T?

#合成能力测定
!

将
!

组肝细胞于冻存前及复温后分别取样进行培

养%并于培养
!+,

后分别取细胞上清液%用日式

&%&"

型生化分析仪测定
1T?

浓度&

%-!-&
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肝细胞的形态观察
!

用
2&

)

#

>

H:

倒置相差

生物显微镜观察肝细胞的形态变化&

%-!-#

!

统计学处理
!

所有统计指标均以
:,&

表

示%各组之间的比较采用两样本
"

检验%同一组各时

段间的比较采用
D

检验&
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!

结果

!-%

!

肝细胞的分离纯化$形态和产率

!-%-%

!

肝细胞的分离纯化
!

本实验以胶原酶灌注

法分离肝细胞%每只鼠肝均可获得大量肝细胞%实验

即时分离的肝细胞活率为#

#",%"

$

I

%在光镜下可

观察到少量红细胞及细胞碎片&而经
459.(&&

分离

液梯度分离后%肝细胞的活率显著增高%均在
'"I

以上%光镜下几乎不见红细胞等杂质及细胞碎片&
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!

肝细胞的形态
!

相差显微镜下新鲜分离的

肝细胞多数散在分布均匀'透亮%球形或圆形%边界

清晰%细胞核位于正中%可见双核细胞%见图
%1

(肝

细胞培养
!

"

+,

后可见贴壁%边缘伸展%细胞体积

增大%呈椭圆形或多边形%胞体变平变薄%双核肝细

胞明显增多%

!+

"

+#,

贴壁生长明显%双核肝细胞

进一步增多%见图
%?

&

1

#
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$
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#

%"/%"

$

图
%
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新鲜分离细胞和贴壁细胞

E$

1

.',3

!

<95:,%:(&$;5J,5

>

$;(.

)

;5:$*J:;%.6%*
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!

分离肝细胞的产率
!

对
!"

只小鼠进行了胶

原酶灌注分离%每只小鼠可获得大量的分离肝细胞&

!-!

!

冻存前后肝细胞活率的变化
!

用
L?

拒染法

测定游离肝细胞活率和冷冻复温后肝细胞的活率%结

果见表
%

&冷冻前新鲜游离肝细胞的活率高达
'"I

%

见图
!?%

&冷冻复温后测得实验组肝细胞活率在

#"I

左右%见
L?

染色图
!?*

'

?)

'

?&

'

?'

(对照组肝细

胞的活率在
)"I

左右%见
L?

染色图
!?!

'

?+

'

?(

'

?#

&

复温冻存
"-)

'

%

'

%-)

'

!

个月的肝细胞%实验组与对照

组复苏肝细胞活率之间差异均具有统计学意义#

,

$

"-")

$%而同组各个不同复苏时段之间复苏肝细胞的

活率差异无统计学意义#

,

"

"-")

$&

表
%

!

实验组与对照组肝细胞冻存前和冻存复温后细胞活率的比较#
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组别 冻存前
复温

冻存
"-)

个月 冻存
%

个月 冻存
%-)

个月 冻存
!

个月

实验组#

7-!"

$

对照组#

7-!"

$

"

,

'%-!",!-*%

'%-!",!-*%
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!*-!'
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是新鲜分离的肝细胞
L?

染色照片%经细胞计数测得细胞活率为
'"I

(图
?!

'

?+

'

?(

'

?#

分别为对照组冻存肝细胞
"-)

'

%

'

%-)

'

!

个月

复苏后倒置显微镜下
L?

染色照片%经细胞计数测得细胞活率为
)"I

(图
?*

'

?)

'

?&

'

?'

分别为实验组冻存肝细胞
"-)

'

%

'

%-)

'

!

个月复苏后倒

置显微镜下
L?

染色照片%经细胞计数测得细胞活率为
#"I

图
!

!

实验组与对照组不同时段复苏细胞
L?

染色照片
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!

冻存前后肝细胞
1TL

$

1KL

$

TP=

漏出率的

比较
!

游离小鼠肝细胞在
!

组冻存液中冻存前后

1TL

'

1KL

'

TP=

的漏出率比较见表
!

&对照组和

实验组冻存前的
1TL

'

1KL

'

TP=

漏出率均分别为

#

%"-((,%-*&

$

I

'#

%%-(&,!-*(

$

I

'#

%"-'#,

%-((

$

I

%而在冻存不同时段复温后%实验组
1TL

'

1KL

'

TP=

的漏出率均明显低于对照组#

,

$

"-")

$%同组各个时段复苏肝细胞的
1TL

'

1KL

'

TP=

漏出率之差异无统计学意义#

,

"

"-")

$&

!-+

!

肝细胞冻存前和冻存后
1T?

合成能力的比较

!

!

组小鼠肝细胞在冻存前和冻存复苏后培养
!+,

的肝细胞
1T?

合成能力比较见表
*

&冻存前对照

组'实验组的肝细胞
1T?

合成均为
*-(

+

)

T

左右%

而在不同冻存阶段复苏后培养
!+,

测得实验组的

1T?

合成在
*-*

+

)

T

左右%对照组的
1T?

合成在

!-)

+

)

T

左右%两组差异具有统计学意义#

,

$

"-")

$(同组各个复苏时段的肝细胞
1T?

合成能力

无统计学意义#

,
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表
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实验组与对照组冻存前和冻存复温后肝细胞
1TL

'

1KL
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TP=

漏出率的比较#
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酶类 组别 冻存前
复温

冻存
"-)

个月 冻存
%

个月 冻存
%-)

个月 冻存
!

个月

1TL

实验组#

7-!"

$

%"-((,%-*& %*-)!,!-%" %*-(),!-"* %*-%",%-#% %+-"*,!-!%

对照组#
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$
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对照组#

7-!"

$
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" #-)% #-(" #-)) #-)#
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$
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$
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$
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TP=

实验组#

7-!"

$

%"-'#,%-(( %+-(),!-!+ %)-"),!-)+ %+-#+,!-"% %)-%%,!-%"

对照组#

7-!"

$
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" #-!% #-%# #-!" #-*!
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表
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实验组与对照组冻存前和冻存复苏后肝细胞培养
!+,

合成
1T?

能力的比较#
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组别 冻存前
复苏

冻存
"-)

个月 冻存
%

个月 冻存
%-)

个月 冻存
!

个月

实验组#

7-!"

$

*-(","-!% *-+","-!% *-*&,"-%( *-!),"-!" *-!+,"-%#

对照组#
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$
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!

讨论

传统的冻存保护体系为
POK2

与血清以及

B4O0"%(+"

液配制而成%

POK2

的最终浓度为

%"I

&研究表明!

%"

"

%

POK2

存在严重的毒副作用%

它可与蛋白巯基基团发生作用%导致蛋白质变性%损

害肝细胞膜&因此%我们在应用的冻存液中加用了

相应的细胞膜保护剂和对抗
POK2

毒副作用物质%

减轻肝细胞脂质过氧化%保持自由基清除能力%以减

轻肝细胞的钙超载%从而减轻肝细胞的损害和坏死&

本实验证实%

$

号冻存液在肝细胞保存中发挥了很

好的作用%既起到了理想的保护效果%又减轻了

POK2

对肝细胞的损伤&
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