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离体条件下胎肝细胞代谢功能的研究

江 涛、 马祥硝、 王洪云、 苏燎原

(苏州医学院放射医学系〉

胎肝细胞具有旺盛的造血功能，已被体内

和体外集落形成细胞的许多实验所证实[l.Z] 。

Moore 等人[ 3]的观察表明，早期造血器官的

发生来源于胎肝的循环干细胞，这说明胎肝在

造血过程中具有重要的意义。我们拟用 3H-胸

腺唔览核昔(3H-TdR)和 14C_尿唔腔核昔 (14C_

UR)两者的参入实验来探讨胎肝细胞代谢功能

的某些特性及其辐射敏感性。

材料和方法

一、胎肝细胞悬液的制备

实验中选用昆明种怀孕小鼠，学鼠颈部脱臼活

杀，经{国精泊毒后剖腹取出胎鼠，再将胎鼠剖腹取胎

肝放进盛预冷的 Eagle 培养基的培皿中，通过肚号、

4 号针头冲打，使细胞均匀扩散， 制成 10 毫升细胞

争;屋液，用血细胞计数器进行计数。

二、小鼠胚胎条件培养基的制备

将1台鼠断头并去四肢及内脏，所剩躯干部分用弯

形小剪刀剪碎，用 1 毫升注射器冲打成匀浆，用

。 .5%膜蛋白酶消化，制备成单细胞骂:液，细胞计数。

用 Eagle 培养基按 2 X 10 6 个细胞/毫升稀释 ， 5 毫升/

瓶，共 6 并且， 37"C 培养 7 天，离心收集上清液。下面

的细胞层加入 Eag1e 培养基继续培养，准备连续收获。

三、胎肝细胞的培养及标记

所;山备的胎肝细胞j昆悬浓的各实验组，分装成 4

-8 个平忖样品，每瓶牛羊品 2 毫升，用微量注射器每

瓶样rr~}J[1人 3H-TdR (比议射性 14 店里/，主克分子，

放射性强度 30 微居里/毫升) 0.6 微居里和 14C-UR

(比放射性 50 毫居里/毫克分子，放射性强度 7.5 微

居里/毫升 )0.15 微居里混合液 20 微升，在 37 "C 温箱

培养 4 小时后，制备成纸片样品[4] 0 

四、测量条件与计算

应用国产 FJ-353 型双道液体闪烁计数器进U测

量，其条件g 高压 1400V，里瓦别阂上道 10.0 V，中道

5.6V , -f道 o ， 5V，分析选择用 "2" ，放大倍数

A 1/2 x 1/4 , Bl月 x 1/16。测量样品减去本底f斗， 1、民

据 3H 和 14C 在A 、 B 道的效率乘以校正值计算其参

入量[ 4] 

结 果

胎肝细胞植入敢与敢射性参入量之间

的关系

胎肝细胞在 Eagle 培养基中短期培养后

(4 小时)，细胞浓度以 2 x 104-2 X 10 6 个细

胞/毫升之间培养时生长良好， 3H-TdR 的参

入量与 14C-UR 的参入量均呈线性增长，而在

2x107 个细胞/毫升时 3H、 14C 的参入降低，

细胞生长受到抑制，同时发现 3H-TdR 参入

和 14C-UR 参入相平行C图 1J。在 3H一TdR 参

入 DNA 受抑制的细胞浓度(2x107 个细胞/毫

升)， 14C-UR 参入 RNA 也受抑制，表明 DNA

与 RNA 的合成与种植的细胞数有一定依赖关
-唱~
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入达到高峰，随后逐渐下降，第七天时哨的参

入量降到细胞种植后 4 小时的计数水平.另外

不同胎龄的胎肝细胞，对 3H-TdR 和 14C-UR

两者的参入均有明显的差异，在 13、 14 天时参

入计数较高， 3H 计数为 34709cpm(每分钟数) , 

14C 计数为 4149cpm，随着胎龄的增长，在 19 、

到天时计数显著降低， 3H 计数为:4728cpm，

14C 计数为 1809cpm(图 3 )。
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电离辐射作用后，胎肝细胞对响-TdR，

14C-UR 参入的影响

相同浓鹰的胎肝细胞，培弊不同时间后，
3H-TdR 参入的动态蛮化

〈图中每一点为 10 个祥品的均数士S.D)

7 足

图 2
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二、胎肝细胞 3H-TdR 参λ的动态观事

小鼠胎肝细胞在含 20%小鼠胚胎条件培

养基的悬液中培养，所有样品种入的细胞浓度

一致， 在不同时间测定 3H-TdR 的参入动态，

以观察细胞合成 DNA 的能力.根据不同时间

测得参入量的动态分布表明(图 2 )，在培养的

第二天 3H参入已经增高，第五天 3H-TdR 参

6OCo-γ 线照射对 3H-TdR、 14C-UR 参入胎肝细胞的影响*

对照组 I 25γ '-_50γ i 
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3H-TdR 参入均数土

标准差
5603 :l:: 700 5829 土 429

69.26% 

1696 土 320

的 .96%

72.06% 

1838 土 238

100% 

3536 士 915

相当于对照组的百分数

来表内每一数据为 5 个样品。
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一、电离辐射对胎肝细胞 DNA、 RNA 合

成的影响

60 钻治疗机照射胎肝液体培养体系，致使

胎肝细胞的代谢功能受损， 3H-TdR 参入明显

下降(图 4)，经统计学处理 P<O.Ol，对照组

与 100γ 、 200Y 照射组相比，以及 25γ 组与

100Y 、 200γ 组相比差异都非常显著。 以 8H_

TdR 参入的放射性计数而言， 200γ 照射组为

对照组的 69% (表 1 )。照后 14C-{JR 的参入

亦明显受抑制，采用 Keuls 法分析检验对照

组与 50y 、 100γ 、 200y 组相比差异非常显著，

25y 组与 10时， 200y 组相比差异亦非常明

显。而且 14C-UR 的参入受抑制似乎较 3H_

TdR 明显， 200y 组掺入为对照组的 47% 。

讨论

利用胎鼠肝脏细胞悬浮培养体系，结合

DNA 、 RNA 前体物质的参入实验，并运用液

体闪烁计数器测量是研究胎肝细胞代谢功能有

效方法。胎龄为 10-11 天的胎鼠肝脏细胞

即能造血，但此时难以分离大量的细胞样品。

胎龄 13-15 天时肝细胞造血较旺盛， 3H-TdR 

的参入较多，从此期以后随着胎龄的增加，胎

肝细胞的造血功能逐渐下降。接近临产的胎鼠

或出生后 1-2 天的婴鼠，肝细胞的造血功能接

近脾脏和骨髓的水平[115]。我们的实验也得到

类似的结果〈图 3 )，说明标记化合物的参入很

大程度上反应了胎肝细胞的造血功能。胎肝细

胞的造血功能主要以造红细胞为主，在血红蛋

白的研究中，有红细胞生成素存在的条件下，

_59Fe 参入的计数率大大增高[5 ， 6]。根据骨髓造

血干细胞发生于胎肝早期起源的循环干细胞的

理论[3，汀，研究胎肝早期的代谢功能对了解胎

肝造血具有特殊的意义。

胎肝细胞不同浓度 (4 x 104-4 x 106 个细

胞/瓶〉与参入的放射性呈良好的线性关系，经

对数变换处理，相关系数 y =0.98，说明参入

活性与细胞数量之间具有定量关系。与以前的

实验相比，当细胞浓度 4x107 个细胞/瓶时参

入活性明显下降，细胞生长受到限制。故选用
4x106 个细胞/瓶的浓度，对细胞的增殖与抑

制的研究都是有利的。

胎肝细胞在小鼠胚胎条件培养基的存在

下，可在液体培养基中生长繁殖， 3H-TdR 的

参入明显增高，高峰出现在培养的第五天，达

到培养 4 小时样品的 160%。胎肝细胞受照

后， 3H-TdR 和 14C-UR 的参入随剂量的增大

而急剧的下降。 100γ 、 200y 照射组与对照组

相比， DNA 与 RNA 的合成都受到显著性抑

制， 200Y 照射组与对照组相比， 3H-TdR 的

参入为 69% ， 14C-UR 为 47%，表明 RNA 合

成受抑制比 DNA 更明显。这可能与胎肝细

胞以造红细胞为主的造血特性密切相关，胎肝

细胞除了有核红细胞合成 DNA 外，尚有犬量

的 RNA 和蛋白质合成，以维持其细胞的功能

特性，当电离辐射作用后，便诱发 RNA 合成

的明显抑制。

摘要

3H…TdR 和 14C甲UR 参入胎肝细胞 DNA

和 RNA 的实验，反映了胎肝细胞的代谢功能。

细胞数在 2x 104-2x 106 /毫升之间，参入活

性呈线性增长，液体培养 1-6 天的胎肝细胞

3H-TdR 参入较培养 4 小时的样品为高，高峰

出现在第五天。胎龄在 13、 14天的小鼠胎肝

参入较高，似与造血功能旺盛有关， 19 、 20 天

时降低。 60COγ 线照射导致胎肝细胞 3H-TdR

和 14C…UR 参入减少，而且照射剂量愈大，参

入的活性愈小， RNA'受抑制更明显，反映电

离辐射影响了造血机能。
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