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清蛋白分泌$

C_7

'

分组 尿素合成%

##/&

$

;

& 清蛋白分泌%

R

$

;

&

f?

液组
+-),_+-** *-IF_+-,(

<0

液组
+-)*_+-+( *-I)_+-,*

[1c

液组
+-D,_+-+)

%$

*-,+_+-*I

%$

""

%

"

!

#

+-+)

!与同时间点
f?

液组比较'

$

"

!

#

+-+)

!与同时间点

<0

液组比较#

C-D

"

不同组低温保存
I,O

后细胞尿素合成功能及清蛋白分

泌功能
"

新鲜细胞尿素合成是%

+-FF_+-,+

&

##/&

$

;

!清蛋白

分泌是%

,-,D_+-DD

&

R

$

;

#低温保存
I,O

后!细胞尿素合成功

F6J,
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期



能下降!但
f?

液组尿素合成功能优于
[1c

液组%

!`

+-++,

&!同
<0

液组无差别%

!`+-F*I

&'细胞清蛋白分泌功能

下降!但
f?

液组清蛋白分泌优于
[1c

液组%

!

#

+-+*

&!同

<0

液组无差异%

! +̀-I,6

&#见表
D

#

D

"

讨
""

论

:2;00

要代替肝脏!除细胞材料必须具有肝脏特异性功

能外!还需要大量肝细胞!即约
*+

F 个数量级才有临床意义#

为了满足临床对肝细胞数量的需求!传统上采取传代培养或者

微载体高密度培养的方法!但其工作量大(易污染(费用高且肝

细胞经多次传代后活性下降#所以探索一种可靠的肝细胞低

温保存方法!建立一个肝细胞库以克服肝细胞多次传代培养的

缺点!是短期内获得大量肝细胞的较好方法)

)

*

#本文分别采用

f?

液(

<0

液和
[1c

液
6 ]

常规低温保存生物人工肝用

<D2

细胞
I,O

!使用流式细胞仪分析发现
f?

液组细胞存活

率显著高于
[1c

液组!细胞死亡率则相反'同时发现
f?

液

组的反应细胞损伤程度的
2;1

释放及反应低温代谢水平的

乳酸释放显著低于
[1c

液组'

f?

液组的肝细胞尿素合成功

能和清蛋白分泌功能优于
[1c

液组!但同
<0

液组相比无差

别!具体可能的原因分析如下#

D-B

"

从渗透压成分分析
f?

液中添加了羟乙基淀粉(密三糖

和乳糖醛酸等非渗透性保护剂!而
<0

液和
[1c

液以甘露醇

为非渗透性保护剂!另外
<L&H%/M

液含有乳糖醛酸#羟乙基淀

粉(低分子右旋糖酐和甘露醇等是比较常用的非渗透性保护

剂!具体保护机制目前仍然不明确!可能是与冻存过程中减少

细胞内冰晶形成及复苏时减轻由于渗透压改变引起的细胞肿

胀有关#另外大量的研究显示低温保存液中添加膜稳定剂糖

类物质可提高复温后肝细胞存活率"%

*

&

A%

'

$#/3/

等)

(

*发现在

冻存介质中添加葡萄糖%单糖&(海藻糖%双糖&(麦芽糖%三糖&

或者长链糖均可明显提高复温后肝细胞的存活率!减轻肝细胞

冻存损伤#%

,

&海藻糖是一种双糖!

c$3L5d

等)

I

*在
*+Y

二甲基

亚砜%

8A07

&基础上添加不同浓度的海藻糖
\*)(]

冻存原

代人肝细胞
IE

#结果显示!同单用
*+Y8A07

相比!添加海

藻糖可以明显提高复苏后肝细胞存活率)%

(,-F_*D

&

Y

!%

6(-F

_**

&

Y

!

!

#

+-+*

*!更好的维持清蛋白分泌(尿素合成能力及

'

相(

(

相细胞代谢能力!降低
;8[

(

201

释放'海藻糖的最

合适浓度是
+-,##/&

$

;

#%

D

&

;%#$

'

L

和
c$&L

)

J

*在
*+Y8A07

基础上分别添加海藻糖和抗氧化剂过氧化氢酶于
\J+]

或者

\*F(]

冻存人胎肝细胞发现!海藻糖和过氧化氢酶均明显提

高了冻存复苏后肝细胞的存活率及生物转化功能!而且两者于

\*F(]

可产生协同作用!

\J+]

未观察到协同效应#综上!

f?

液中联合应用羟乙基淀粉(密三糖和乳糖醛酸等非渗透性

保护剂及同
<0

液和
[1c

液相比!可能更适合肝细胞的低温

保存#

D-C

"

从缓冲系统分析
f?

液以磷酸盐为缓冲系统防止细胞

酸中毒!

f?

液的
S

[

值为
I-6

'而
[1c

液则加入了强有力的

酸碱缓冲系统
"

组氨酸缓冲系统!其中
<0

液的组氨酸含量较低

同时含有
7[

\以防止细胞内酸中毒!

<0

液和
[1c

液的
S

[

值分别为
I-D

(

I-,

#尽管组氨酸有强大的缓冲能力!可以有效

地减轻
[

h的聚集!解除糖酵解的抑制!使
21C

和乳酸有较大

的生成率!但
:$OEL

等)

F

*发现使用
[1c

液低温保存鼠肝!复

温后因大量氧自由基产生!可引起大量肝细胞凋亡#而组氨酸

则增加肝细胞凋亡的发生!通过减少组氨酸含量!使用
9"

乙酰

组氨酸替代优化
[1c

液可明显减轻肝细胞的凋亡指数#从

抗氧化剂和能量底物分析!

f?

液含谷胱甘肽及别嘌呤醇等抗

氧化剂!

<0

液含谷胱甘肽!

[1c

液无抗氧化剂#大量研究发

现!在低温保存液添加生物抗氧化剂)

*+

*

%如还原性谷胱甘

肽)

**

*

(氮乙酰半胱氨酸)

*,

*

(过氧化氢酶)

J

*等&!可以提高冻存

肝细胞存活率!减轻低温保存复温后大量氧自由基生成引起的

细胞凋亡#综上!

[1c

液的强大酸碱缓冲系统
"

组氨酸缓冲系

统可能并不是很适宜肝细胞的低温保存!同时
f?

液(

<L&H%/M

液含有抗氧化的还原性谷胱甘肽可能是对肝细胞的低温保存

效果优于
[1c

液的原因#

总之!同
[1c

液相比!使用
f?

液或者
<0

液
6]

保存肝

细胞可明显的提高复温后
<D2

细胞存活率!降低低温损伤引

起的
2;1

释放和乳酸释放!有效的保护
<D2

肝细胞尿素合成

功能和清蛋白分泌功能#

f?

液或者
<L&H%/M

液
6]

保存
<D2

肝细胞仍然可以满足
:;200

的需要!但不宜超过
I,O

#
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较长时间的
21*B

阻断可能参与了
2B:H

组
21,B

表达的提

高(提前#

@$5

R

等)

F

*发现
21*B

表达在
>B

后立即增加!

21,B

并未受影响#

[/M%Q.O%

等)

)

*发现
2A>

后梗死区和非梗死区术

后
*E21,B

受体密度即增加!

IE

时更进一步上调#

D-D

"

21B

与心肌重塑
"'

型和
,

型胶原的合理比例对维护

间质网络的结构与功能完整具有重要的意义!也能较好地反映

心肌纤维化程度)

*+

*

#

2<!>

(

2B:H

药物干预的动物实验(大型

临床实验研究表明此二类药物对心脏的保护作用已经得到认

同)

**

*

#

>B

术后
25

R(

通过
21*B

介导了胶原的沉积(间质的

重塑!而当
21*B

被阻断后!反馈性升高的
25

R(

与
21,B

结

合抑制了
21*B

的心脏重塑作用#提示在整个心室重塑的进

展变化中!由于
21,B

表达的量及增加(衰减的变化规律!

21,B

在心室重塑中的作用是有限的(次要的'而促进胶原沉

积作用的
21*B

的持续被阻断才是在
2B:H

抑制心室重塑中

起主要作用#以至于在作者的实验中看到虽然
2B:H

组术后

*6

(

,JE

时
21,B

的表达已经衰减到难以检出的程度!

2B:H

组由于
21*B

的持续被阻断!

>B

后期心脏的重塑仍处于持续

被抑制状态!并不因可能具有抑制效应的
21,B

的衰减而开

始发生心室重塑#

21,B

可能具有与
21*B

相拮抗的生物学

功能)

*,

*

#另外!

>B

术前
21*B

的相对较长时间的阻断对于术

后胶原沉积的抑制作用是不可忽视的"缬沙坦在内的
2B:H

一

类药物相对起效较为缓慢!要达到
21*B

的充分阻断需要一

个体内代谢过程!故实验中
2B:H

组术后观察到的胶原沉积抑

制效应是与术前的持续
21*B

的阻断密不可分的!且
2B:H

逆

转已发生的重塑和抑制重塑是有区别的#本研究与大部分的

文献报道相一致#而
XQ

等)

*D

*发现"

A>

后心脏重塑!血动学!

心脏功能的病理生理中
21,B

不是重要的调节!

21,B

只是在

21*B

被阻断后才抑制心肌细胞肥大!成纤维细胞增生!而出

现心脏保护作用!

://d

等)

*6

*认为!心血管重塑与
21*B

(

21,B

的分布比例有关!甚至可能与性别相关)

*)

*

#因此可以推测"在

抑制间质重塑中!

21*B

的阻断起主要作用!

21,B

的激活起

辅助作用#

综上所述!

>B

术后
21,B

呈一过性表达#

21,B

定位于

心内膜下层的成纤维细胞膜(部分心肌细胞膜(心肌间质的成

纤维细胞膜#

21,B

可能对抗
21*B

的部分作用!在心肌间质

重塑中
21*B

的阻断起主要作用!

21,B

的激活可能起部分次

要作用#
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