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·实验研究 Experiment research·

夹层胶原“三明治"法冻存复苏肝细胞的
实验研究

殷海涛， 滕皋军， 刘宝瑞

【摘要】 目的研究胶原、表皮生长因子对新鲜分离及冻存复苏后sprague—Dawley(sD)大鼠肝细胞

活率、形态和功能的影响，期望建立一种较为完善的肝细胞体外培养及冻存复苏体系，为肝细胞移植、生

物人工肝及相关肝细胞研究获取充足有效的肝细胞来源提供必须的技术支持和理论依据。方法 采用

胶原酶二步原位循环肝脏灌注法分离sD大鼠肝细胞，测定不同条件培养及冻存复苏后各组肝细胞的活

性及功能。结果双层胶原及双层胶原+表皮生长因子组细胞活率、蛋白质含量及细胞功能均优于普

通组(JD<o．05)。结论双层胶原体外培养体系更接近于肝细胞体内生长环境，能有效的减少各种理化

因素对肝细胞的损伤，有利于肝细胞在体外长期保存，是一种较为理想的培养及冻存复苏体系。

【关键词】肝细胞；胶原；表皮生长因子；冻存复苏

Experimental research on clllturation，cryopre船rVation and tha稍ng with sandwiched-cllltured rat hepatocytes

between two colIagen gel Iayers，7Ⅳ三k乒￡no，丁EⅣG如o√un， ⅡU舶o-r“i．hm“把o，m￡e阳emion02

R口di0209y，夙o，咖舶印蒯，舶以k伽￡‰i抛璐妙，№，彬昭210009，吼in口
【Abstract】 objective To evaluate the effects of double collagen and 8pidenllal gmwth factor(EGF)on

morphology，vjabilj‘y and function of Sprague—Daw】ey(SD)rat hepato。ytes after cfyopreseHa虹on and fhawing．To

investigate a kind of more ideal Iiver cell cultivation in situ， for offbring the most basic material in liver cell

transplantation．Methods Rat hepatocytes were isolated by a two—step collagenase technique and cultured in diⅡ色rent

conditions．After“eze—thaw—cycle，the viability and function of the cells were measured．Reslllts 7Ihe viability and

function of hepatocytes in coUagen and in collagen with EGF groups were p打or to those in other groups． (P<0．05)

Concl砸io璐 rI’lle Double Gel(sandwich) culture co血gumtion provides a stable three dimensional matrix for

hepatocytes to maintain their morphological and functional difkrentiation for a long tenll periods．(J Intervent Radiol，

2005，14：404_408．)

【Key words】 Hepatocyte；coⅡagen；Epithelial gmwth factor；cryopreservation and thawing

肝细胞移植术始于20世纪70年代，但在临床

应用报告中均未能证实其临床有效性。90年代以

来，随着肝细胞冷藏复苏技术和分子生物学的进展、

移植肝细胞标记技术的改进以及介入放射新技术在

这一领域的应用，肝细胞移植再次成为新的研究热

点⋯。肝细胞移植术具有操作相对简单、对机体影

响较小、可重复多次进行以及一个供体可为多个受

体使用，甚至有望建立肝细胞库等优点。迄今，有大

量有关肝细胞移植治疗急性肝功能衰竭的实验及临

床应用报道，证实了移植的肝细胞在宿主器官生长

繁殖并产生明显的抗肝功能衰竭作用怛。41。但肝细
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胞在体外增殖能力差，原代培养难以成功，故在一定

程度上限制了肝细胞移植的广泛开展。肝细胞移

植，不但要求随时可获得充足有效的高质量的肝细

胞，而且需要植入体内的肝细胞能保持其形态特征、

增殖分化和功能的稳定性。因此，肝细胞移植要想

广泛应用于临床并部分替代原位肝移植，必须建立

一整套完善的肝细胞分离制备、培养及保存技术。

本实验以sD大鼠肝细胞为研究对象，通过改

良seglen胶原酶原位灌注法分离制备高产量、高活

性的肝细胞，从细胞生存的基本条件出发，采用不同

的培养及冻存复苏体系，比较各组肝细胞在相同时

间段各项功能的差异，并研究各种培养及冻存复苏

体系对肝细胞冻存复苏的影响，期望探索出一种较

为理想的肝细胞培养及深低温贮存方法，为肝细胞

移植的开展提供合理、有效、充足的肝细胞来源。
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材料和方法

一、材料

(一)实验动物 东南大学医学院动物实验中心

提供的健康sD大鼠，体重(180±20)g，雌雄不拘，

普通清洁级。

(二)培养基 RPMI Medium 1640培养基，为

GIBCO BRL公司产品。

(三)试剂和酶 D—Hank’s液和Hank’s液、PBs

及胶原均自行制备，Ⅳ型胶原酶购自wonbjngton

biochemical corporation公司，小牛血清购自杭州四季

青生物工程材料研究所，二甲亚砜(DMS0)购自上海

生工生物工程有限公司，MTT溶液为Fluka公司产

品，2，5．二苯恶唑(PP0)购自华美生物工程公司，闪

烁纯(POPO)为上海试剂一厂产品，3H。亮氨酸由北

京原子能研究所提供。

二、方法

(一)肝细胞的分离 肝细胞的分离采用改良

seglen门静脉一下腔静脉双插管交替循环灌注法，最

终经过离心除去杂质即可在较短时间内获得高产量

高活力的肝细胞。

(二)肝细胞的短期培养 采用本实验室成熟的

常规细胞培养方法。

(三)肝细胞的冻存 按如下程序降温0～～8

℃(1℃／min)．一8～一15℃(6℃／min)，一15℃(维

持10 min)，一15～一30 qc(1℃，min)和一30～一80

℃(3℃／min)；当冻存标本的温度降至一80℃时，快

速打开冷冻箱门，将装有冻存管的纱布口袋迅速投

入液氮中(一196℃)保存。

(四)肝细胞的复苏 将冻存期满的标本从液氮

中取出，快速放入预热至37℃～40℃的水浴恒温

箱中，并不时摇动使标本快速均匀融化，复制成细胞

浓度为0．5×106／ml的溶液。

三、实验设计

将制成0．5×106／llll的肝细胞悬液，正常培养3

d后随机分成4组：A组(正常短期原代培养肝细胞

组，培养液中不含表皮生长因子，作为对照组)；B组

(夹层胶原“三明治”法短期原代培养肝细胞，培养液

中不含表皮生长因子)；c组(正常短期原代培养肝

细胞组，培养液中含表皮生长因子)；D组(夹层胶

原“三明治”法短期原代培养肝细胞，培养液中含表

皮生长因子)。上述4组分别经冻存复苏后复制成

0．5×106／r11l的肝细胞悬液，再分别在37℃、5％c0：

条件下培养3 d。
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四、观察指标及测定方法

(一)冻存复苏后肝细胞回收率、活率的测定

锥虫蓝拒染色法检测活性肝细胞，肝细胞冻存复苏

回收率=复苏后细胞总数／冻存前细胞总数，肝细胞

冻存复苏活率=复苏后活细胞总数／冻存前活细胞

总数。

(二)形态学观察 用OLYMPAs倒置相差生物

显微镜及透射电镜观察细胞形态。

(三)MrIvI’法活性检测 将复苏后肝细胞制成浓

度为5．0×105／珊l的悬液，接种于96孔培养板中(每

孔体积200出)；向每孔加入终浓度为0．5 g／L MTT

试剂20肚l，于37℃、5％c0：条件下孵育4 h后，再

添加20％sDs～50％DMF溶液150 Ml继续孵育4 h。

其后用平板离心机以1000转／min离心5 min，小心

吸除孔内培养上清液；每孑L内再加入DMsO 150肚】

并振荡10 min，使结晶物充分溶解；选择490 nm波

长，在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值。吸光

度值与活细胞数呈正相关。

(四)各组冻存复苏后培养的不同时间段蛋白质

合成量测定采用可以掺入细胞蛋白质合成代谢中

的核素标记3H一亮氨酸，通过测定细胞的放射性强

度，可了解细胞蛋白质合成代谢状况。

五、统计学处理

所有数据均以戈±s表示，采用sPss统计软件，

先进行方差分析，差异显著进行组问两两比较，P<

0．05定为有统计意义。

结 果

一、肝细胞形态学观察

(一)光镜光镜下可见在培养过程中冻存复苏

后肝细胞伸展、贴附能力降低。A组培养24 h后仍

未贴壁，B、c、D组贴壁所需时间延长，依次平均为

7、8．5和5 h。部分活力欠佳及凋亡的肝细胞悬浮

于培养液中，相比活的肝细胞，其颜色暗淡、细胞膜

欠光滑呈皱摺样改变。在培养液中还可见较多细胞

碎片(图1～4)。

(二)电镜观察 冻存复苏后肝细胞形态学的改

变多为生物膜系统受影响，可出现膜相分离、膜的萎

缩、膜成分的丧失甚至膜结构的消失；胞质内细胞器

减少，线粒体肿大呈球形，嵴断裂和空泡性变；内质

网结构不清，网状结构断裂消失；高尔基体膨胀；细

胞核内染色质变性和凝聚，分布不均匀，有的细胞还

可见到核固缩、核溶解、核碎裂等破坏现象(图5、6)。

 万方数据



406

图l 光镜下新鲜分离肝细胞呈椭圆形或圆形

图4光镜下的冻存复苏后肝细胞经培养

48 h后，显示贴壁生长良好
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图2光镜下培养72 b肝细胞之间呈多种

形式连接集落生长，聚合成片，并可见大量

双核及三核肝细胞

图5 电镜下的新鲜分离肝细胞，核膜完整

染色质分布均匀，核仁清晰，细胞器仍可见

二、各组肝细胞复苏回收率及存活率

胰蛋白酶和EDTA混合液消化后制成肝细胞悬

液，经血细胞计数板计数，锥虫蓝拒染色法检测其活

率。各组肝细胞冻存复苏后的回收率及活率见表1。

三、M1T11代谢活性检测

肝细胞冻存复苏后，于培养的不同时间段加入

M1Tr溶液，继续孵育4 h，在酶联免疫检测仪上测定

图3光镜下的冻存复苏后肝细胞，呈圆形

或椭圆形，轮廓清晰，与新鲜细胞无明显区

别

图6电镜下的冻存复苏后肝细胞，线粒体

肿大，核膜尚完整，染色质浓缩

各组MTT吸收值见表2。

表1各组肝细胞冻存复苏后平均回收率及活率

注：组间两两比较，按0．05检验水准均有统计学意义(P<O．05)

表2冻存复苏后肝细胞培养的不同时间段M1’IT平均吸收值

注：n=5，+P<O．05，一P<O．Ol与对照组比较；oP<0．05与B、c组比较

四、蛋白质合成功能检测 入3 H一亮氨酸培养8 h后，检测各组蛋白质合成量，

肝细胞冻存复苏后，于培养的不同时间段掺 结果见表3。

表3冻存复苏后肝细胞培养的不同时间段平均蛋白质合成量

注：n=5，”P<0．05，一P<O．Ol与对照组比较；o尸<0．05与B、c组比较，◎P<O．05与c组比较。
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讨 论

用体外培养的肝细胞辅助肝功能支持的研究已

开展了多年’5’6。，但这一技术进入临床应用仍有许多

问题需要解决。其中之一就是如何长期保持肝细胞

的活性及其功能。解决这一问题的关键是建立一种

较为完善的肝细胞培养及冻存复苏体系。本实验

中，我们从细胞生长的基本条件——营养和环境出

发，研究了表皮生长因子及自制鼠尾胶原对冻存复

苏前后原代培养肝细胞的影响。

普通的培养方法仅能给肝细胞提供二维生长的

表面，这将限制肝细胞的功能分化和生长调节。我

们采用了夹层胶原培养及冻存复苏体系，它改善了

细胞基质的拓扑结构，使细胞的周围环境更接近于

体内"o。这一特点不仅能充分利用培养体系中的营

养成分，更主要的是为细胞生长提供了三维的立体

空间，从而有利于在双层基质之间的肝细胞发生形

态和功能的重建。胶原是一种生物基质，对肝细胞

有很强的黏附能力，维持细胞的活力状态时间亦较

长，并能保持和诱导细胞分化¨。。胶原膜为半透明

膜，不影响倒置显微镜观察细胞生长的情况。我们

制备的胶原培养基为鼠尾胶原、1640培养液、0．1

mol／L Na0H的混合凝胶，其体积分数分别为80％、

10％、10％。胶原的浓度不能太低，一般应在1 mg／

ITll以上较好。这样形成的凝胶较厚，有利于细胞的

接种。在胶原溶液从酸性调节到中性的过程中，为

了防止胶原溶液变性和确保胶原的纯度和产出率，

我们采用了2 mmol／L NaoH迅速调节胶原溶液pH

值为6左右，接近等电点的位置。我们采用的夹层

胶原“三明治”法冻存复苏肝细胞的回收率及活率均

较对照组高，且双层胶原组高于表皮生长因子组，双

层胶原+表皮生长因子组高于双层胶原组(P<

0．05)。这说明我们采用的这种夹心式冻存法较传

统的悬液冻存法效果好，更有利于细胞的复苏和

培养。

一般认为，低温冻存细胞的效果，取决于冷冻保

护液、降温升温的速度和方式、贮存温度和贮存时间

的长短等。90，而降温的速度和方式显得尤为重要。

我们采用了文献报道较多、较好的一种降温程

序(一1℃／IIlin至～8℃，一6℃／min至一15℃并维

持10 min，一1℃／min至一30℃，一3℃／min至一80

℃)。从我们的实验结果来看，这一降温程序的确起

到了良好的效果。

冻存复苏后的肝细胞要想满足移植的要求，就

必须保持一定的活率和功能。在以往的研究中，对

肝细胞复苏后功能状况的测定多是以细胞形态学变

化和锥虫蓝拒染法为基础来评估肝细胞复苏后的活

率和状态。这些方法客观性差、不稳定，只是对细胞

膜完整性的检测，并不能客观反映肝细胞的代谢和

合成功能。新近发展起来的测定细胞活性的M，兀’

方法，灵敏、简便、客观，在淋巴细胞、肿瘤细胞的活

性判断中有广泛的应用。我们对原MTT方法进行

了改进，使其适合于测定代谢性偏低的肝细胞。线

粒体是肝细胞内的一个重要细胞器，对低温极为敏

感；因此MTT活性检测能较准确地反映冻存复苏后

肝细胞的损伤程度；有的细胞虽有细胞膜的损害，但

仍有酶的活性，仍属于“活细胞”。本研究结果为：双

层胶原+表皮生长因子组培养3 d内均保持较高的

MTT活性；双层胶原组、表皮生长因子组的M1Tr活

性较双层胶原+表皮生长因子组组低，但仍保持一

定水平；以上3组M，r11活性值均较对照组高(P<

0．05)。同时测定的蛋白质合成水平也有类同结果。

这些数据都可以说明胶原和表皮生长因子对冻存肝

细胞的保护作用。

当然即使采用合宜的冷冻贮存措施，复苏后的

肝细胞也可呈现出3种不同的发展趋势¨⋯：部分细

胞保持正常的形态与功能；部分组织细胞受到严重

伤害而死亡；部分细胞虽受到损伤，但是通过恢复培

养或者移植到宿主体内有些细胞可以恢复正常的结

构和功能。认识复苏后肝细胞的转归，并对其进行

适宜的培养，能一定程度地恢复肝细胞在冻存复苏

过程中受到的损伤。最近国外有文献报道TNF．a、

IL一6能促进冻存复苏后肝细胞的生长繁殖，值得我

们重视-1“。此外，随着人们对干细胞研究的深入，

干细胞(包括肝干细胞及胚胎干细胞)移植后在体内

定向转化为肝细胞引起了很多研究者的兴趣，这必

将对细胞移植起着根本的推动作用u 21”o。

总之，本实验只是初步探讨了表皮生长因子和

胶原蛋白对肝细胞短期培养及冻存复苏过程中的保

护作用，并证实了双层胶原+表皮生长因子体外培

养体系较常规培养体系的优越性。本实验虽然获得

了一定数量的复苏后肝细胞，但仍存在细胞数目的

减少，活率、功能下降等的问题。相信随着各种实验

条件的完善，必将会探索出一种较理想的肝细胞体

外培养体系，为肝细胞移植的深入发展提供最基本

的物质条件。
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消息 Info瑚ation·

中国东部第三届介入放射学学术交流会在山东烟台召开

中国东部第三届介入放射学学术交流会议于2005年6月10日～14日在山东烟台新闻中心举行，我国

著名的介入放射学家李麟荪、张金山、罗鹏飞、程永德、欧阳墉、王执民、王建华等40名参加会议。山东省放

射专业委员会主任委员武乐斌教授到会，并致开幕词，介入放射学杂志主编程永德教授对本次大会作了总结

发言。会议开始前，烟台市田副市长会见部分专家代表，烟台市政府宋秘书长出席开幕式，并发表了热情洋

溢的讲话，十余家厂商给予大会支持。中国东部省、市、自治区已成立介入学组的负责人参加了会议，会议取

得了圆满成功。

本次会议涉及范围较广，既有神经介入放射学的内容，又有心脏大血管介入放射学方面的内容，还有肿

瘤介入放射学及周围血管的内容。会议有三大特点：一是参会人数之多，涉及24个省市自治区，共有260余

人参会，二是内容广泛，会议形式多种多样，既有大会专题讲座，又有大会的专题讨论，参会人员人人都可以

提出问题，有专家进行解答或进行讨论，使广大参会人员受益匪浅。三是参会专家之多，达40余人，并且在

时间紧、会议多的情况下，都能按时参会。有些专家一直在会场，并对每个与会人员提出的问题进行详细解

答。因此，与会人员表示，参加这样的会议收获特大，今后还会继续参加。

经参会的各省、市、自治区介入学组负责人协商，中国东部第四届介入放射学学术会议由河北省承办。

(刘作勤供稿)
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1.期刊论文 王英杰.刘鸿凌.文红伟.刘俊.郭海涛 胶原凝胶固定培养大鼠肝细胞的功能与形态观察 -肝脏

2003,8(1)
    目的探索混合胶原凝胶培养肝细胞的方法,观察培养鼠肝细胞的功能与形态特征.方法两步法分离大鼠肝细胞,与I型鼠尾胶原溶液混合接种于培养瓶

,待胶原液形成凝胶后,加培养液常规培养,观察培养鼠肝细胞的形态学特征和尿素合成及酶漏出量.结果成功将大鼠肝细胞混合固定于胶原中,形成凝胶状

进行培养.培养期间,始终能检测出鼠肝细胞合成分泌的尿素,而肝细胞乳酸脱氢酶漏出量较少,倒置相差显微镜下观察到典型的形态特征.结论混合胶原凝

胶培养方法能为肝细胞提供更接近体内的培养环境,可能适用于生物人工肝研究.
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2.学位论文 戚红丹 川芎嗪对大鼠肝纤维化胶原干预及肝细胞基因谱影响的研究 2007
    目的：本实验采用的源于生物发酵的川芎嗪提取物晶体由上海爱普香料有限公司提供，观察了川芎嗪对CCl<,4>诱导的大鼠肝纤维化Ⅰ、Ⅲ型胶原的

干预作用及肝细胞基因谱的影响，以探讨川芎嗪抗肝纤维化的作用机制。

    方法：

    1．实验动物

    健康SD雄性大鼠72只，体重180-220g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

    2．动物分组

    实验动物随机分为12组。

    对照组：腹腔注射精制橄榄油0.2ml/只，3次/周。

    模型组：参照并改进Hemandez-Munoz法建立肝纤维化动物模型，腹腔注射0.2mlCCl<,4>(精制橄榄油1：6稀释)/只， 3次/周。

    药物组：腹腔注射川芎嗪混合液0.2ml/只，3次/周。

    每组再分为2周、4周、6周、8周四个不同的时相。

    3．试剂及仪器

    Van Gieson染色液，PBS缓冲液，胃蛋白酶消化液，兔抗大鼠Ⅰ型胶原单克隆抗体、兔抗大鼠Ⅲ型胶原单克隆抗体和抗原修复液，Power

VisionTMTwo-Step Histostaining Reagent(PV-6001)兔二抗试剂盒和DAB试剂盒，Ⅳ型胶原酶、TRIzol，杂交芯片，DMEM合成培养基和胎牛血清

，DEPC处理的生理盐水，图像分析仪：美国Tractor Northern Co．产品，TN-8502 Image Analysis System，酶标仪，UVP杂交炉，Agilent扫描仪

，Agilent 2100 Bioanalyzer，分析软件：Genespring和Cluster，倒置相差显微镜，CO<,2>培养箱，台式低温离心机，恒温水浴锅，蠕动泵。

    4．实验步骤

    4.1复制大鼠肝纤维化模型，制备各组肝组织切片；

    4.2肝组织进行Van Gieson和H-E染色，显示胶原纤维的增生程度和肝组织病理改变程度；

    4.3肝组织进行免疫组织化学方法检测Ⅰ、Ⅲ型胶原表达情况，利用图像分析仪分析结果；

    4.4制备各组肝脏血清，检测ALT、AST，显示肝功的改变和肝细胞坏死程度；

    4.5分离各组肝细胞，培养贴壁，提取RNA，制备基因芯片，对结果进行分析。

    结果：

    1．Van Gieson胶原纤维染色结果显示：模型组肝脏内主要由胶原纤维组成的纤维间隔正在或已经形成，并破坏界板结构，分割、包绕肝小叶，部分

标本可见假小叶形成。川芎嗪组胶原纤维增生程度明显较模型组低，未见假小叶形成。

    2．H-E染色不同时相肝组织病理改变镜下观察可见：正常组肝小叶结构完整，中央静脉周围呈放射状排列的肝细胞索，彼此连接成网状；肝细胞体

积较大，呈多边形，界限清楚。模型组肝小叶边界不清，结构紊乱，肝细胞索排列紊乱，门管区纤维组织增生显著排列密集，中央静脉周围纤维组织增

生并向肝细胞索间延伸，部分形成假小叶，肝细胞普遍浊肿，空泡变性，部分肝细胞坏死，肝窦变窄，门管区及中央静脉可见炎细胞浸润。药物组肝小

叶结构清晰，肝细胞轻度肿胀、变性，少见肝细胞坏死。

    3．本实验肝功能结果可见造模4周之前ALT呈增高趋势，4周后又趋于下降，AST在造模的整个过程中都呈升高趋势，表明肝脏损伤程度加重；4周、

6周和8周时药物组的ALT和AST均比模型组低，表明川芎嗪可明显降低ALT和AST活性，从而保护肝细胞，减轻肝细胞损伤及肝纤维化发展。

    4．川芎嗪对肝纤维化Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的影响

    本实验采用免疫组织化学和图像分析技术方法，从整体观察川芎嗪对CCl<,4>损伤大鼠肝脏Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的影响，结果表明，肝纤维化模型组大

鼠肝内有大量Ⅰ、Ⅲ型胶原沉积，而川芎嗪治疗组肝内胶原沉积较模型组少。

    5．川芎嗪对肝纤维化肝细胞基因谱表达的影响

    本实验采用基因芯片技术，从离体角度观察肝纤维化肝细胞和药物干预后肝细胞差异表达的基因，这些基因包括原癌和抑癌基因、离子通道和运输

蛋白基因、细胞周期相关基因、细胞骨架和运动蛋白基因、凋亡相关蛋白基因、DNA转录和修复相关基因、细胞信号转导蛋白基因及代谢和发育相关基因

等，其中与胶原有关的主要是基质金属蛋白酶(MMP)、Ⅲ型胶原(Col Ⅲ)、瘦素受体(Leptin r)、金属蛋白酶组织抑制因子(TIMP)和转化生长因子(TGF-

β)mRNA，而川芎嗪可以下调肝细胞Leptin r、TIMP和TGF-βmRNA的表达，从而减轻肝纤维化时肝脏胶原基因的表达。

    结论：

    1．川芎嗪可明显减轻大鼠肝纤维化发展过程中Ⅰ型和Ⅲ型胶原的表达，提示川芎嗪对CCl<,4>诱导的大鼠肝纤维化胶原纤维增生有一定的防治作用

。

    2．川芎嗪对肝细胞胶原基因表达并无明显的直接干预作用，但对与胶原有关的Leptin r、 TIMP和TGF-β的基因表达具有下调作用，提示通过下调

与胶原有关的基因表达，以减少胶原的增生途径可能是川芎嗪发挥防治肝纤维化作用机制之一。

3.期刊论文 刘鸿凌.王慧芬.王英杰.郭海涛.于乐成.王宇明 冻存乳猪肝细胞的胶原凝胶培养研究 -解放军医学杂

志2004,29(11)
    目的探索乳猪肝细胞的冻存以及培养条件和方法.方法采用两步法分离乳猪肝细胞,液氮冻存4个月后复苏,与鼠尾胶原液混合后接种培养,或将肝细胞

接种于胶原被覆的培养瓶中,然后被覆上第2层胶原培养,观察培养细胞的形态、白蛋白mRNA的表达、尿素合成及天冬氨酸氨基转移酶(AST)的漏出量等.结

果冻存肝细胞的活性维持较好,并成功地被固定于混合凝胶或三明治形凝胶中,较好地保持了尿素合成以及白蛋白mRNA表达能力.结论此冻存条件适合于猪

肝细胞的长期保存,胶原凝胶可为肝细胞提供更接近体内的培养环境,较好地维持了肝细胞的功能和形态学特征.

4.学位论文 胡颖 钙拮抗剂和生长因子在肝细胞胶原合成及前胶原基因表达中的作用 1996
    该文应用酶液灌流分离肝细胞(Hepatocyte,HC);方法简单、快速,产量多,活率高.原代培养的HC在正常培养条件下能够合成胶原,但合成胶原的能力

较低.血小板衍生生长因子Platelet-derived  growth  factor,PDGF)能够明显促进HC胶原的合成和Ⅰ,Ⅲ型前胶原mRNAR的表达,这种作用可能与PDGF升

高细胞内Ca<'2+>浓度有关.钙拮抗剂(Calcium  antagonists,Ca-A)具有抑制PDGF增高HC前胶原基因表达的作用.

5.期刊论文 夏雪雁.彭仁琇.王君 胶原夹心培养大鼠肝细胞及其细胞色素P450酶活性的测定 -中国药理学通报

2004,20(3)
    目的自制大鼠尾腱Ⅰ型胶原培养原代大鼠肝细胞,测定肝细胞中细胞色素P450(cytochrome P450, CYP)酶活性.方法制备无菌大鼠尾腱Ⅰ型胶原,比较

单层胶原铺底法(collagen coated, CC)及胶原夹心法(collagen sandwich system, CSS)培养大鼠肝细胞的生长及功能维持情况.CSS法培养肝细胞,分别

加入泼尼松龙(100 μmol·L-1,3 d)、尼莫地平(50 μmol·L-1,2 d)和利福平(50 μmol·L-1,2 d),测定CYP1A、CYP2E1及CYP3A酶活性.结果 CSS法培

养6 d后,肝细胞生长良好.CC法培养3 d后细胞开始脱落,此后持续增多;6 d后,培养上清液中ALT、AST与LDH活性升高,均高于同期CSS法培养细胞上清液中

的水平.加入经CYP3A代谢药物,CSS培养肝细胞CYP1A活性无明显改变;尼莫地平使CYP3A活性升高33%,而CYP2E1活性下降45%(P<0.05);利福平使CYP3A活性

升高为对照组的1.94倍(P<0.05),对CYP2E1活性无作用.结论同为CYP3A底物,泼尼松龙、尼莫地平和利福平对CYP亚型的影响不同,但不改变肝细胞CYP1A对

致癌物的活化.CSS培养法可作为体外模型用于药物代谢研究.

6.学位论文 张斌 抗纤复方影响大鼠肝贮脂细胞、肝细胞胶原表达和贮脂细胞自分泌TGFβ<,1>的实验研究 1998
    该文从在体实验和体外实验两个方面观察了抗纤复方对大鼠肝贮脂细胞、肝细胞生成胶原和贮脂细胞自分泌转化生长因子β<,1>(TGFβ<,1>)的影响

,探讨抗  复方抗肝纤维化的机理.体外实验采用血清药学方法制备抗纤复方药血清,以秋水仙碱药物血清和抗纤复方药液为对照.

7.期刊论文 胡颖.陆汉明.李定国.程枫 细胞生长因子和维拉帕米在肝细胞胶原合成和前胶原基因表达中的作用 -
临床与实验病理学杂志1999,15(2)
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    目的:探索肝细胞在肝纤维化形成中的可能作用.方法:用核酸原位分子杂交方法和3H-脯氨酸掺入法,观察原代培养大鼠肝细胞在血小板衍生生长因子

(PDGF)刺激前后胶原合成和Ⅰ、Ⅲ型前胶原mRNA的表达及钙拮抗剂维拉帕米对此作用的影响.结果:肝细胞培养一定时间后能够合成胶原,能够表达Ⅰ、

Ⅲ型前胶原基因.PDGF能促进肝细胞的胶原合成和前胶原基因表达.但此刺激作用为维拉帕米所抑制.结论:这些研究为肝细胞参与肝纤维化形成提供了实

验依据.

8.期刊论文 赵云山.徐迎新.张博峰.吴欣.刘巨超.张兰.唐利安.黄志强.ZHAO Yun-shan.XU Ying-xin.ZHANG Bo-

feng.WU Xin.LIU Ju-chao.ZHANG Lan.TANG Li-an.HANG Zhi-qiang 以胶原凝胶为支架构建可植入工程化肝组织的

实验研究 -中华医学杂志2007,87(29)
    目的 探讨肝细胞与液态Ⅰ型胶原复合构建可植入的工程化肝组织的可行性.方法 SD大鼠肝细胞与液态Ⅰ型胶原及DMEM复合,形成肝细胞/胶原凝胶复

合物.该复合物被接种在培养板中培养,采用相差显微镜和HE染色方法对培养肝细胞形态特征进行观察,并采用MTT法和免疫组化染色方法分别对肝细胞的

活性和功能进行检测.肝细胞/胶原复合物同时被植入皮下腔中观察肝细胞的分化及工程化肝组织的形成情况,采用HE染色和免疫组织化学染色方法对植入

的工程化肝组织进行评价.结果 肝细胞与液态Ⅰ型胶原复合后形成凝胶状复合物,可见肝细胞均匀分布在整个复合物中,呈三维立体生长.在整个体外培养

过程中,肝细胞始终保持圆形的形态;肝细胞在培养初期活性稍有下降,直至第7天时仍然保持活性的87%,之后随培养时间延长而活性逐渐降低.经过2周培

养,肝细胞仍具有白蛋白的合成功能.皮下植入后1周,肝细胞/胶原复合物形成工程化灶性肝组织,免疫组化染色证实这种工程化的肝组织具有白蛋白的合

成功能.结论 采用胶原凝胶作为肝细胞生长和分化的支架可在体内构建类肝样的工程化肝组织.这种可植入的工程化肝组织提供了一种基于肝细胞治疗的

新途径,并有望用于损伤肝组织修复和重建.

9.学位论文 季光 扶正化瘀方对纤维肝肝细胞生成胶原及白蛋白的影响 1997
10.期刊论文 殷海涛.滕皋军.刘宝瑞.Yin Haitao.TENG Gaojun.LIU Baorui 夹层胶原"三明治"法短期体外培养肝

细胞 -江苏医药2005,31(1)
    目的研究胶原、表皮生长因子对新鲜分离SD大鼠肝细胞活率、形态和功能的影响.方法采用胶原酶二步原位循环肝脏灌注法分离SD大鼠肝细胞,测定

不同条件培养后各组肝细胞的活性及功能.结果双层胶原及双层胶原+表皮生长因子组培养后细胞活性、细胞DNA含量及细胞功能均优于普通培养组

(P＜0.05).结论双层胶原体外培养体系提供了稳定的三维立体生长环境,有利于细胞在体外长期保存.
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