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in an inverted orientation between the CaM 35S promoter and the Nos 3' termination sequence. Transgenic 

tomato plants were obtained by Agrobacterium-mediated transfonnation of ∞tyledons. PCR detection and 

Southern blot analysis ∞nfirmed the integration of antisen四LeETRl gene in tomato genome. Ethylene pro

duction peak of transgenic fruits appeared 10d after ∞ntrol. After 30 days in normal r，α)ffi， transgenic tomatos 

eyevtually developed an orange colour but never turned red.τnese dat出 suggest that LeETRl was closely ∞r

related with the ripening of tomato fruits. 

Key wor由: Tomato fruit LeETR1 gene Cloning Antisense expression VI四ωr
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原位胶原酶循环灌注法分离猪肝细胞
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摘 要 本文建立了原位肢原酶循环灌注分离猪肝细胞方法并与离体两步肢原酶灌注法进行

了比较。猪门静脉和下腔静脉分别插管，先用 D-Hanks 液灌注，再采用自制的循环灌流装直进行

肢原酶循环原位灌注分离猪肝细胞，分离后的肝细胞以 5 x 105/ml 培养，观察分离和培养汩的肝

细胞产量、活率、蛋白质合成功能、葡萄糖合成功能和 LDH含量。同时测定离体组的上述指标。研

究结果表明采用原位肢原酶循环灌注法每克肝组织分离获得的肝细胞总量为 5.1X107 ，肝细胞活

率 98.6% ，培养 7d 肝细胞活率 89.5%。肝细胞的蛋白质合成功能在培养 7d 中保持稳定;葡萄糖

合成功能从 1d 时 1.05 :t 0.15nmollcell 下降到 3d 时 O. 74 :t O. 09nmoll cell; LDH 含量在 3d 较高。

原位肢原酶循环灌注法分离的猪肝细胞总量、活率高于离体法;蛋白质合成功能和葡萄糖合成功能

强于离体法。因此，原住肢原酶循环灌注分离猪肝细胞方法可获得大量高活率和良好功能的猪肝

细胞。

关键词:肝细胞分离胶原酶培养生物人工肝

以培养肝细胞为生物成分的生物人工肝(BAL)

有望成为治疗急性肝衰竭的有效手段[1剖。随着该

研究的深人，迫切需要理想的肝细胞来源与分离、培

养技术。猪肝细胞因结构和功能与人肝细胞相似，

是 BAL较理想的肝细胞来源[4-6J 。目前，猪肝细胞

分离多采用离体两步胶原酶灌注法，肝细胞产量及

活率有限[1]。本文采用自制的循环灌注装置应用

原位胶原酶循环灌注方法分离猪肝细胞，取得了满

意的效果，现将结果报告如下。

材料和方法

1.材料

中国实验用小型乳猪 10 只，出生后 10 一 1日，体质量

2.7-4.0kg，雌雄不限，由本院实验动物中心提供:肢原酶

(∞，uagenase) IV、 RPMI1640 购于 Gib∞公司，新生牛血清

(NBS)购于 Hyclone公司，头子包赈酣铀为辉瑞制药有限公司

(大连)产品，青霉素、链霉素为华北制药厂产品， CDZ 培养箱

为日本 lKEMaro RKll0-2 o 

2. 实验分组

将 10 只中国实验用小型乳猪平均分为两组，A组为原

位胶原酶循环灌注组(n=5) ， B 组为对照组，即离体两步胶

原酶灌注组(n=5) 。

3. 方法

实验猪于术前 12h 禁食。氯腊酣 20mg!kg iv 麻醉动

物，固定，常规方法消毒皮肤，开腹。

A组:分离门静脉、肝下下腔静脉，门静脉内注入肝素纳

125U，分别结扎门静脉、肝下下腔静脉远心端，近侧插管分

别作为灌注流人道和流出道，阻断肝上下腔静脉。先用经

37t预热的无 ea2 + 、岛时+陆出s 液(D-Hanks 液)门静脉内
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(5) 肝细胞形态

5. 统计学处理

结果用马士 s 表示。用 Stata 6.0 软件进行方差分析

(ANOVA)。当 P<0.05 为有显著差异。

结果
1.分离、培养肝细胞结果

A、B 两组平均每个肝分别获得 4.29 X 109 :t 

1. 45 X 109 个和 3.34 X 109 :t 1. 26 x 109 个肝细胞，

平均每克肝组织分别获得 5.1 X 107 个和 4.0 X 107 

个肝细胞，分离肝细胞的平均活率分别为 98.6% :t 

1. 7%和 90.2% :t 2.5%。肝细胞活率随着培养时

间的延长有所下降，人B两组培养 7d肝细胞活率分

别为 89.5% :t 2.8%和 78.2% 士 4.5% ，两组分离的

肝细胞总量、平均每克肝组织获得肝细胞数量和活

率有显著差异(P<0.05)(表1)。

倒置镜下可见新分离的活肝细胞呈透亮，具有

立体感的圆形细胞(图1)，培养 24h 后， 70% 一 80%

肝细胞贴壁，贴壁细胞在第 1- 3d 呈圆形，单核，在

第 4 一lOd 开始呈多角形，单核，细胞大小、形态略有

不同。培养的肝细胞可传代，并可培养 3 月，但其功

能下降。

2. LDH 含量

LDH含量培养初期随着时间的延长而增加，3d

后逐渐下降(P<0.05) ;A、B 两组之间无显著差异

(表 1) 。

3. 蛋白质和葡萄糖合成功能

肝细胞内 [3HJ-亮氨酸量在 7d 的培养中保持稳

定并略有增高;葡萄糖合成功能 3d 后逐渐下降(P

<0.05)0 A组肝细胞蛋白质合成功能和葡萄糖合

成功能较 B组为强(P<0.05)(表 1) 。
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灌注 1000ml，流速 80 一 100ml/min;再用自制的循环灌注装

置，应用 37'C的 0.05%胶原酶 IV 250ml 循环灌注，流速 50

-60ml/min ，至肝表面呈颗粒状，肝组织开始崩解为止。灌

流结束后，将肝脏取下，剪成数块，置于含 0.05%胶原酶 IV

50ml 的消毒广口瓶中，37'C恒温箱中继续消化 15min。

B组:暴露门静脉并注入肝素铀 125U，游离肝脏，在第

一肝门、肝上下腔静脉和肝下下腔静脉处上钳，于肝门部剪

下并取出肝脏，然后进行离体两步股原酶灌注。先用经

37'C预热的D-Hanks 液门静脉内灌注 1000ml，流速 80 -

100ml/min;再用 37'C的 0.05%胶原酶 IV 500ml 灌注，流速

50 - 60ml/min ，至肝表面呈颗粒状，肝组织开始崩解为止。

A、B两组均于灌流结束后，清洗、称重肝组织，去除包膜

和大块结缔组织，收集肝细胞悬液， 120 目过滤， 1000rpm 反

复低温 (4'C )离心 3 次，每次 5min，肝细胞接种到含 10%

NBS、200阻止头抱啄酣铀、 10 万 UIL 青霉素、 100mgIL 链

霉素的 RPMI1640 培养基中，倒置镜下计数肝细胞产量，台

盼蓝拒染试验检测细胞活率。将上述肝细胞悬液以 5X1051

ml 接种到预先用鼠尾胶被覆的培养瓶中，置于 37'C、 5%

α马的培养箱静止培养，每 2-3 天换液一次。

4. 观察指标

观察分离、培养 7d 内肝细胞的形态、活率和功能。

(1)肝细胞活率 用台盼蓝拒染试验测定，计数每

200 个肝细胞中活细胞百分比。

(2) 山H含量 上清中山H含量用全自动生化仪测

倒置镜下观察肝细胞形态。
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定。

(3) 蛋白质合成功能 将 37MBqIL[3HJ-亮氨酸加入

培养基中，置于 37'C ， 5%α马培养 24ho 肝细胞用国nks 液

离心洗涤 2 次，然后在细胞滤纸上用 10%三氯醋酸裂解、无

水乙醇固定，用坠ckman-LS9800 液体闪烁仪计数[3HJ-亮氨

酸的量。

(4) 葡萄糖合成功能 将培养基换成含 160gIL果糖

的陆nks-HEPES液，分别于 1 ， 4 ， 8h取上清在全自动生化仪

(MEGAT，ωhiba)上测定葡萄糖的浓度。

分离、培养肝细胞活率、LDH含量及蛋白质、葡萄糖合成功能变化{圣士 s)

检测

LDH含量
(fkat/cell) 

0.0 士 0.0<>
44.5 土 28.46

51.。士 24.26

25.3 :t 20. 4 
23.1 :t 25. 7 
0.0 士 0.0<>
45.3 土 28.36

56.3 :t 25. 26 

29.5 :t 26.3 
24.6 士 27.9

表 1

葡萄糖合成
(nmollcell) 

1. 04 :t 0.16 铸+

1. 05 :t 0.14 骨+

0.75 土 0.10 骨

0.65 土 0.10 骨

0.48 士 0.08 择

。 .82 :t 0.13+

0.80 :t 0.15+ 
0.46 :t O. 09 
0.32 士 0.08

0.29 士 0.10

指标

[3HJ-亮氨酸量
(βq/cell) 

39.2 士 4.2 锋+

39.5 土 5.1 势

38.3 士 6.3 铸

42.4 :t 5. 3 铃

45.2 土 4.3 普

30.2 :t 3.8 
31. 6 土 4.9

32.1 :t 4.6 
32.5 土 5.3

33.2 :t 4.9 

肝细胞活率
(%) 

98.6 士1. 7 铃

96.6 士 3. 。赘

91. 2 :t 3. 2 
90.3 士 2.1 蕃

89.5 :t 2. 8 赞

90.2 士 2.5

90.0 土 3.2

88.3 士1. 8

84.6 土 2.7

78.2 士 4.5

培养天数
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组

注:势与 B组同天比较 ， P<0.05; <>与其他各天比较 ， P<0.05。
4与 0 ，5 、7 天比较 ， P<0.05; + 与 3 ，5 、7 天比较 ， P<0.05。
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图 1 倒置镜下原位肢原酶循环灌注法分离的肝细胞

讨论

构建 BAL需要大量结构和功能良好的肝细胞，

除肝细胞株可通过体外增殖而获得外，原代肝细胞

必须从肝脏分离。理论上讲，人肝细胞最为理想，但

由于供肝的短缺，限制了其在 BAL 治疗上的应用。

猪肝细胞在形态学和生物功能等方面相比其他动物

供肝与人肝细胞更具相似性，是 B丛合适的异种肝

细胞来源。已有成功应用猪肝细胞构建生物人工肝

支持系统治疗暴发性肝衰竭模型动物和急性肝衰竭

患者的报告[1 ， 3] 。为此制备大量高活性的猪肝细胞

成了发展 B丛的关键技术之一。

肝细胞分离的方法主要有机械法、整合法和酶

消化法。机械法是利用机械剪切及强力吹打等物理

方法将肝细胞与肝内结缔组织及 Glisson 鞠等相分

离，其优点是操作简单、成本低和所分离的细胞膜上

的蛋白质成分性质不易发生改变。但由于肝脏组织

胶原丰富，细胞间通过桥粒和纤维结缔组织等多种

连接方式紧密连接，结构致密，所以机械法获取的肝

细胞产量低，细胞活性也差，现在很少用机械法获取

肝细胞。

Ca2 + 、地2+ 等在细胞间桥粒连接中起重要作

用，整合法采用 EDTA、EGTA及拧攘酸盐等整合剂

与Ca2+ ~l\也2+等结合后，可使细胞间的桥粒断开，

有利于细胞分离。但单独使用整合剂分离细胞的效

果较差，对细胞损伤较大，产量低，现在很少单独使

用，常与酶消化法结合使用，可以提高细胞的获取

率。
多种蛋白水解酶可被用来分离肝细胞，其中最

常用的是胶原酶，用胶原酶分离法可获得较高的细

胞产量和活性细胞，并且其细胞膜上的蛋白质成分

能得到较完整保存。 1967 年 Howard 等率先采用胶

原酶消化法， 1969 年Berry 等首先将之应用于肝原

位灌注，建立了胶原酶及透明质酸酶灌注肝的方法，

大大提高了肝细胞产量及活率，为酶灌注法奠定了

基础。随后， Ingebretsen 等单用胶原酶灌注肝也获

得了同样的效果。 1976 年Seglen 将 EDTA灌流法

与胶原酶灌流法相结合，建立了原位两步灌流分离

法分离大鼠肝细胞，即先用含 E町A 的元Ca2+ 、

地2+ 的 Ha血液灌流，以解离细胞间连接，再用胶

原酶灌流，从而分离出完整元损的肝细胞。该方法

对细胞膜的损伤小且细胞分离彻底，所以肝细胞获

取率、活率都较其他方法高。文献报告肝细胞产量

可达 75% -85% ，游离肝细胞活率可达 90% 以上。

酶虽对肝细胞膜表面受体具有潜在损伤作用，但通

过短期培养可得以恢复[7] 。

胶原酶消化法分离肝细胞已成为获取肝细胞的

主要分离方法。尽管原位胶原酶灌注法分离大鼠肝

细胞的方法已经建立了 20 多年，但迄今为止，仍然

没有一种标准、有效的大动物肝细胞分离方法。因

为对大动物(如猪)的肝脏，原位法不仅有较高的技

术要求，而且肝细胞分离的效果尚不满意。因此，目

前猪肝细胞的分离多采用离体胶原酶灌注法。

从实质脏器分离出其中的功能性细胞，有很多

过程会造成细胞的损伤。这其中存在热缺血损伤、

酶的过度消化、缺血.再灌注损伤、低温复温损伤等。

肝原位灌注法热缺血时间为零，避免了热缺血损伤。

在消化过程中，酶的种类、浓度、用量、温度和作用时

间非常重要。一般认为，胶原酶只消化细胞间质，而

对细胞无明显损伤，所以分离、培养肝细胞效果最

好，而膜蛋白酶既消化细胞间质又消化细胞本身，所

以分离、培养肝细胞的效果相对较差。本研究去除

膜蛋白酶，而单用胶原酶，减少了膜蛋白酶对分离细

胞的影响。大动物的肝脏体积和其胶原的含量均较

鼠类大，因此酶的用量和作用时间均要延长，而胶原

酶价格昂贵。因此，我们在技术上进行了一些改进，

自行设计了一种循环灌注系统，利用少量胶原酶循

环灌注法取代原来的用大量胶原酶灌注的方法。本

研究对照组未采用循环灌注系统，分离所用的胶原

酶量明显大于循环灌注法。胶原酶的浓度一般采用

0.05% ，浓度过高虽可提高消化效果，但也增加了对

细胞的不利影响。胶原酶灌注时保持在 37t ，可更

好地发挥酶的作用，温度偏低影响酶的活性，反之则

影响肝细胞的活性。另外，我们发现胶原酶最好现

用现配。胶原酶的消化时间也要控制。文献报告胶
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原酶热消化 15min 对肝细胞活率的影响最小，热消

化 30min 对肝细胞活率略有影响，热消化 60min 大

部分肝细胞受损，培养难以存活。本研究胶原酶灌

注时间为 15 -30min，在灌注结束后，用胶原酶继续

消化 15min，结果表明细胞分离效果更为满意。

此外，在前灌注时应用 D-Hanks 液，因为无

ea2 + 、Mg'+缓冲液会增加分离肝细胞的产量。但是

如果元 ea2 + 溶液灌注时间超过 lh，肝细胞将出现

不可逆的损害;另外，因为胶原酶是一种需要 ea2 +

活化的酶，胶原酶灌流时需包含一定浓度的 Ca2+ ，

因此，胶原酶应用含 ea2 + 、 M~+ 的 Hanks 液配制。

肝细胞纯化时应采用低温(O-4'C)离心。

每克肝组织含 1 X 108 肝细胞。应用本方法可

获得大量的猪肝细胞，每克肝组织获得 5.1X107 个

肝细胞，肝细胞获取率达 52% ，活率在 98.6% ，较离

体灌注法为高[8] ，提示本研究所用的肝细胞分离方

法是可行的。

分离的猪肝细胞在一定培养条件下培养，能较

好地维持其形态结构、活率和代谢能力。本研究结

果表明，经原位胶原酶循环灌注法分离的肝细胞蛋

白质合成功能和葡萄糖合成功能均较对照组为强;

培养一周内其蛋白质合成功能随着培养时间的延长

逐渐升高;葡萄糖合成功能 3d后逐渐下降。分析与

原位胶原酶循环灌注法分离、培养的肝细胞活率较

高有关。 LDH是反映肝细胞损害的一项指标，本实

验表明培养 3d后 LDH 含量逐渐下降，表明新制备

的肝细胞悬液由于受分离过程中胶原酶和其他因素

的影响，肝细胞膜受到不同程度破坏，而经培养后肝

细胞膜重新恢复完整[7] 。

因此，我们采用的原位胶原酶循环灌注法既减

少了膜蛋白酶对分离肝细胞的影响，又保证了分离

的肝细胞的产量、活率和功能，从而为猪肝细胞用于

BAL提供了条件。
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IN SITU RECIRCULATING COLLAGENASE PERFUSION 
METHOD FOR ISOLATION OF PIG HEPATOCYTES 

CHEN Zhong棒，** DING Yi T，ωH 

(* 1尧如，τment of仇neral Surgery , Affiliated Hos纠时 ， Nantong Medical Sclu时 ， Nan切ng 226001 

(" Department of Hepa时iliary S臼rge巾 ， Affiliated Drum Tawer H咿·时，岛创'ical ~元hool ， Na叼ing University ,Nanjing 210008) 

ABSTRACf In this study , we estab1ished in situ recirculating ∞llagenase perfusion method for iso1ation 

of pig hepatocytes and compared it(Group A)with extracorr泊，real two-step collagenase perfusion method( Group 

B). Portal vein and inferior vena cava in pigs were cannulated. Pig hepatocytes were i田1ated by in situ D-Hanks 

solution and recirculating collagenase perfusion method using domestic circulating perfusion apparatus , and cul

tured at 5 x 105/ml in 能rum-∞ntained medium. Yie1d , viability , protein and glucc脱 synth由s ， and LDH activi

ty were evaluated during 7d of culture. These indices were al1 determined in the Group B. The results showed 

that yie1d of iso1ated hepatocytes was 5. 1 X 107 /g liver tissue in group A. Cell viability w臼 98.6% on day 0 

and 89. 5 % on day 7. Protein synthesis of hepatocytes w岱 stab1e over the course of 7 d. G1ucose synth臼is of 

hepatocytes declined from 1. 05 :t 0.15 nmollcell on 1d to O. 74 :t O. 09 nmollcell on day 3. The yie1d and via

bi1ity were higher and protein synthesis and glucose synthesis of the hepatocytes in Group A were much effec

tive than in Group B. Therefore , 1arge quantities of hepatocytes with high viability and better function ∞uld be 

acquired by in situ recirculating ∞Uagenase perfusion method for i田1ation of pig hepatocytes. 

Key words: Hepat优yte Isolation CoII鸣曲副e Culture Bioartificial Iiver 
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胶原酶{工具酶)

上海医药工业研究院研制的注射用肢原酶冻干粉针剂于 1993 年被批准为国家一类新药(治疗腰椎间盘突出

症) ，获国家科技进步三等奖及原国家医药管理局科技进步二等奖。扩大应用于前列腺增生症已完成临床试验(.国

家五类新药)，用于清创去疤的胶原酶软膏也已申报国家四类新药临床批文。

除医药用途外，胶原酶作为工具酶还应用于细胞分离、细胞移植等各种研究中，受到大专院校、医疗及研究单

位的欢迎，销售遍及全国各地。酶活高于 300U/i吨，使用效果完全可与国外进口试剂规格产品媲美，而且价格低

廉，供货及时。有特殊要求可以治商。

联系地址:上海市北京西路 1320 号综合科研楼 608 室 邮编: 200040 电话: (021)62479134 
(021)62479808-454 ， 482 ， 499 传真: (021)62479134 联系人:张蓓蕾崔守岩

巳mail: saiyi88@hotmail. com 
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