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摘要

uPA/RAG-2小鼠的发现为异种肝细胞移植研究提供了一个

有效的动物模型. 在 uPA/RAG-2 转基因小鼠脾内注入大

鼠 土拨鼠 人肝细胞后 均能部分或完全取代小鼠肝细胞.

文章主要介绍了大鼠 土拨鼠 人肝细胞在uPA/RAG-2转

基因小鼠内的增生 对肝功能影响等情况 同时探讨了

该模型体系存在问题及应用前景.
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0   引言

异种肝细胞移植动物模型的成功建立对肝脏细胞生物

学理论的建立和发展具有重大推动作用 为肝炎病毒

感染动力学及病毒性肝炎的演变研究提供了坚实的技

术支持 也为异种肝细胞移植用于治疗重型肝炎肝衰

竭患者提供了理论基础 更为生物人工肝的肝细胞来

源提供了可靠的途径保障. 尽管动物模型对肝脏生物学

的理解和发展发挥了关键作用 然而并不是所有从动

物模型中获得的观察结果都可直接用于人类肝脏生物

学. 为了研究人类嗜肝病毒的黏附 复制和转录 研

究人员已经尝试使用组织培养系统. 不幸的是 人肝细

胞并不能像在肝脏原位的肝细胞一样维持相同的遗传

程序. 许多不同的功能 包括细胞色素基因表达和病毒

进入及复制等必要的功能在植入组织培养体系中短期内

都丢失了. 因此 培养人肝细胞通常还不能完全代替灵

长类大体动物. 研究中使用灵长类动物在伦理和经济上都

有许多限制. 缺乏可靠的观察人肝细胞行为的模型已经成

为人类病毒性肝炎 肝脏直接基因治疗 药物遗传学

和许多其他领域研究中的主要障碍. 继多年前Kamel-Reid

et al [1]和Lapidot et al [2]在多伦多儿童医院率先成功开展将

人造血细胞植入免疫缺陷小鼠建立了含大部分人骨髓

的嵌合鼠之后 肝脏学家也尝试将人肝细胞植入免疫

缺陷小鼠. 但直到最近 才有人肝细胞在小鼠体内成功

植入的报道. Alb-uPA(albumin urokinase-type plasmi-

nogen activator 白蛋白-尿激酶型血浆素原激活剂)转

基因小鼠的出现为肝细胞的异种移植提供了可能.

1   Alb-uPA转基因小鼠

Alb-uPA 转基因小鼠是将肝毒性基因Alb-uPA 转入

B6SJLF1/J 小鼠构建成转基因小鼠. 该小鼠大部分肝细

胞中含有Alb-uPA基因 该基因表达可导致肝细胞功

能缺陷 进行性死亡 小鼠凝血时间延长 血浆尿激酶

型血浆素原激活剂(PLAU)活动度增高 而少数不含

Alb-uPA基因肝细胞会发生慢性增生 形成少量 红

色结节 (red nodules).从大体观察 相应的肝脏组织呈

灰白色或接近白色 3-5周龄时红色结节直径从1 mm

到 1 cm 点缀在肝组织间; 8-12周龄时肝脏有较多红

色结节 最终不含Alb-uPA基因的正常肝细胞完全重

建肝脏 使整个肝脏呈现红色 同时凝血时间和血浆

PLAU活动度随着不含Alb-uPA基因肝细胞的大量增生

而逐步恢复 至1-2 月龄时达到完全正常[3]. 肝细胞移

植一般应用于10 天龄Alb-uPA 转基因小鼠 移植后

肝细胞经过12次以上的分裂增生 可占全肝细胞的80%

以上. 该品系小鼠来自Jaxson实验室  由宾夕凡尼亚大学

Brinster et al [4]构建 其基因型为半合子(Hemizygote)

分为 a A p Tyr c和Pde6b rdl 等类型. 喂以 NIH-

36%脂肪饮食(Lab Diet 5K52). 一般通过冷藏胚胎保

种 活体保种时通过将半合子携带者与B6SJLF1/J 小

鼠交配保种 子代中近50%的半合子后代于生后4 d

内死于出血 一般每窝小鼠中6-8只子鼠可存活至断

奶期 这些存活子鼠中仅部分是uPA基因半合子携带

者 3 wk 龄断奶 4 wk 龄确定基因型 5-6 wk 龄将

Alb-uPA基因型小鼠配对. 妊娠周期通常为18-21 d [5-6].

Nicolet et al [7]报道了应用组织学和免疫组织化学方法研

究uPA 和非转基因小鼠的肝再生差异 以5- 溴 -2

脱氧尿苷(BrdU)和增生细胞核抗原(PCNA)为细胞增生标

志. 结果第14 d即可见增生结节 之后结节继续生长 融

合 至第8 wk完全构成整个肝脏. 第 7 d时半定量显示

BrdU和PCNA达最大量. 结节出现时 60-80%的增生

细胞呈现BrdU和PCNA标志 之后增生下降 uPA小

鼠肝增生可持续到第56 d 明显长于非转基小鼠(28 d)

且增生细胞比例高于非转基因小鼠. Currier et al [8]报道

了血浆素原在肝损伤和修复过程中引导uPA产生多向

性效应 即肝损伤效应和修复特性. Locaputo et al [9]报

道了尿激酶转基因小鼠肝再生过程中基因表达的带状

调节. uPA小鼠肝脏出现的再生结节与病变周围的再生

不同 肝细胞再生因子(HGF)mRNA表达则明显低于



病变周围部分 但肝再生反而更丰富 疾病周围的肝

再生抑制因子明显增高 细胞表现为凋亡. 结论是肝损

伤时基因表达呈带状特异性调节 病变微环境对再生

过程中肝细胞的命运起重要作用. Weglarz et al [10]报道了

用建立的uPA小鼠研究移植肝细胞重新入住的过程. 结

果经脾注入的肝细胞平均21%灌输到肝实质 灌入肝

脏的肝细胞约1/3 增生 增生点的移植细胞倍增时间

为28 h 平均持续增生12个细胞倍增时间. 从幼龄和

老龄鼠分离的肝细胞有相似的重新入住动力学. 重新入

住肝实质的程度在受体鼠一生中保持稳定 四倍体和

八倍体肝细胞支持克隆增生.

2   异种肝细胞移植进展

肝脏学工作者多年来尝试着将人肝细胞植入免疫缺陷

小鼠以构建含人肝细胞的人鼠嵌合肝动物模型. 早期将

人肝细胞通过脾内注射 使注入的人肝细胞通过门静

脉进入肝脏而植入免疫缺陷小鼠肝内 可能由于人与小

鼠肝脏微环境不同 未能成功. 改变植入位置从小鼠肾囊

内进行移植 部分肝细胞存活. 继 uPA转基因小鼠出现

后 通过将uPA小鼠与nu/nu小鼠或RAG-2(recombinase

activating 2 gene 重组激活因子2)敲除小鼠交配后构

建出既有uPA转基因表达又有免疫缺陷小鼠模型 先后

将大鼠或北美土拨鼠等与小鼠亲缘关系较近的异种肝细

胞移植入该小鼠模型 获得成功. Funkhouser et al [11]报

道了用人互补于 α1- 抗胰蛋白酶基因为引物的 实
时 PCR方法检测人肝细胞移植入免疫耐受RAG-1 -/-

小鼠的灌输入效应. PCR循环与人细胞百分比呈线性关

系. 结果稳定. 可检出10 000个鼠细胞中的1个 100 ng

DNA样本的人肝细胞. 人肝细胞移植入RAG-1 -/- 小鼠

脾脏的百分比在移植后1 d为0.23 %. Guo et al [12]报道了

用逆千里光碱和四氯化碳处置小鼠进行细胞移植后的

肝重新入住. 结果发现移植后1-7 mo内肝细胞重新入住

率平均为20% 而只用一次剂量四氯化碳处置小鼠的

肝细胞重新入住率仅为10% 单用逆千里光碱或四氯

化碳处置小鼠的肝细胞重新入住率则分别为0.5% 和

1% 对照组小鼠则仅有0.05%.结论是细胞周期抑制剂

和化学性肝损伤为移植细胞提供了增生优势.最近将人

肝细胞植入该小鼠模型构建人鼠嵌合肝动物模型已取

得初步成功.

2.1 大鼠肝细胞植入小鼠体内  1995-05 Rhim et al [13]

首次报道了将大鼠肝细胞移植至Alb-uPA nu/nu小鼠肝

内获得成功 Alb-uPA nu/nu 小鼠表达Alb-uPA基因

肝细胞出现功能减退并呈进行性死亡 表达nu基因而

具有免疫耐受性 结果植入的大鼠肝细胞增生并完全

重建了小鼠肝脏 大鼠源性肝细胞基因表达高达100%.

植入的大鼠肝细胞的表面蛋白能够对Alb-uPA小鼠肝

脏微环境(如相似的可溶性小鼠因子 细胞外基质和其

他小鼠肝细胞表面蛋白等)产生反应 其生成的大-小

鼠嵌合肝与小鼠对照组肝脏大小相似 大-小鼠嵌合

肝小鼠和纯合子转基因小鼠的肝功能均正常 大小鼠

嵌合肝动物总血清蛋白和血清白蛋白水平与小鼠对照

组相似 提示了大小鼠嵌合肝其他重要的肝细胞功能

如介导代谢 器官废物的解毒均能发挥正常作用 大鼠

肝细胞分泌的蛋白在小鼠体内也能发挥其功能. 该实验

证明移植异种肝细胞可以建立功能性肝脏 提示Alb-

uPA小鼠肝脏可以用于广泛物种肝细胞的重建 也为

人肝细胞进行小鼠嵌合肝脏动物模型构建提供了有力

的实验依据.

2.2 土拨鼠肝细胞植入小鼠体内  继大鼠肝细胞植入小

鼠肝脏成功后 1998-01 Petersen et al [14]成功地将

北美土拨鼠肝细胞植入uPA/RAG-2转基因小鼠肝脏内.

uPA/RAG-2转基因小鼠系Alb-uPA转基因小鼠与RAG-2

基因敲除小鼠杂交而成 uPA基因表达导致小鼠肝细

胞进行性死亡 形成肝细胞增生需求 RAG-2 基因

敲除导致不能启动V(D)J重排 小鼠体内不能形成成熟

的T细胞及B细胞 因而处于免疫缺陷状态 对异种细

胞不产生排斥反应.通过脾内注射北美土拨鼠肝细胞植

入受体小鼠 发现土拨鼠肝细胞在受体小鼠肝内以微型

结节克隆样生长 并能恢复成肝脏的正常索状结构 正

常成熟北美土拨鼠肝细胞增生并重建uPA/RAG-2小鼠

肝脏的90%. 用肝炎病毒(woodchuck hepatitis virus

WHV)感染已植入受体小鼠的正常北美土拨鼠肝细胞而

形成的嵌合肝小鼠显示WHV复制持续至少10mo 外

周血病毒浓度达1 1011病毒体/mL[15]; 用慢性携带WHV

的北美土拨鼠肝细胞植入受体小鼠而形成的嵌合肝小

鼠 经8-12 wk 病毒血症期后也能建立起持续感染动

物模型.

        通过将异种基因土拨鼠肝细胞移植入具有免疫耐受

性的uPA/RAG-2小鼠体内建立起肝炎病毒小鼠模型. 该

实验系统具有用于研究肝DNA病毒属感染和发病机制

动物模型的理想特征. 土拨鼠动物模型使我们可以在遗

传学上相对难达到的异种动物体内完全清除病毒的自

然宿主模式中进行WHV感染研究. 尽管转基因HBV小

鼠已经提供了关于病毒发病机制的重要新信息 但在

其肝细胞核内检测不到cccDNA 表明其已耐受HBV

编码抗原并且不能完全再现病毒生活周期.

       由于uPA/RAG-2嵌合小鼠是研究B和T细胞介导免

疫反应缺乏下自然宿主肝细胞内病毒持续存在机制的

惟一的模型 该模型的建立能够加深对肝DNA病毒复

制的了解 进行静止期和增生期肝细胞内肝DNA病毒

感染和复制动力学研究 为将来预防和治疗持续感染

提供依据.

2.3 人肝细胞植入小鼠体内  人体细胞异种移植已有很

多成功范例. 人体许多部位的细胞都能够稳定植入免疫

缺陷动物中. 多年来 一些研究小组一直尝试将人肝细

胞植入免疫缺陷小鼠肝内 但未取得成功 故不能将失

败原因归结为对人肝细胞的免疫排斥反应. 目前其他种

属如大鼠 北美土拨鼠均成功地开展肝细胞异种移
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植 推测失败原因可能和小鼠肝脏微环境与人肝细胞

间不相容相关. 已有研究者将人肝细胞植入微环境更适

于人肝细胞生长的肝外位置 1992年 Sacci et al [16]将

人肝细胞植入SCID(severe combined immunodeficiency 严

重联合免疫缺陷)小鼠肾囊中用于疟疾的研究; 1999年

Ilan et al [17]将人肝切片植入肾囊下也有肝细胞存活 进

而将感染乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)的人肝

组织碎片植入免疫缺陷小鼠肾囊内 1 mo后 85%的受

体小鼠体内有人肝细胞存活 这一模型目前用于HBV

复制研究; 2000年 Ohashi et al [18]将人肝细胞植入免疫缺

陷小鼠肾囊中获得少量肝细胞存活 用于丁型肝炎病毒

(HDV)生物学特性研究. 最近 将人肝细胞移植到异种动

物体内研究取得了实质性进展 2000年 Sierra et al [19]

报道了胎儿肝细胞移植入无白蛋白血症小鼠(突变影响

白蛋白mRNA)体内的肝基因表达和白蛋白合成增加. 移

植后24 h受体鼠脾脏红髓中仅有少量肝细胞簇 移植后

肝细胞立即移入肝脏 并可在门静脉分支中看到. 15 d后

受体鼠肝内即可检测到白蛋白mRNA 并在3 mo研究

期持续表达 未检测到AFP 细胞增生不明显 但增

生率有增加倾势. 结论是胎肝细胞移植入脾脏后可移行

到肝脏 并定植于肝脏 获得成年表型且没有恶性转化.

2001-01 Dandri et al [20]报道将成人肝细胞植入uPA/

RAG-2转基因小鼠脾脏内 2 mo后经免疫组化及人特

异性DNA基因组分析显示 植入的成人肝细胞已嵌合

入小鼠肝组织内 其数量占小鼠肝细胞的15% 形成

所谓 人鼠嵌合肝 . 这是高度分化的正常成人肝细胞

成功植入异种动物肝内的首次报道 也是迄今惟一的

研究报道. 该报道中人肝细胞能够嵌合入小鼠正常肝结

构中 说明细胞-细胞接触和解剖学定位功能是部分

保存的 这与人肝细胞移植入肝外位置和生长因子刺

激下构建动物模型有着显著差异. 资料中没有显示鼠肝

微环境与人肝细胞间存在着不相容性(incompatibility). 进

一步研究显示采用HBV阳性人血清感染该模型 植入

的人肝细胞能被人类HBV感染 该模型也能用于人类

嗜肝病毒致病机制研究. Cantz et al [21]通过定量实时逆转

录聚合酶链反应动态观察了植入uPA/RAG-2转基因小

鼠的胎肝祖细胞在体内向成熟肝细胞分化过程 进一

步了解了肝祖细胞分化的分子生物学机制.

3   应用前景和存在的问题

目前人肝细胞异种移植重组体的应用前景是广泛的: (1)

进行人类嗜肝病毒 病毒性肝炎研究 建立肝炎病毒

感染模型; (2)进行基因治疗研究 避免肝细胞种属不同

造成药效差异. 例如腺病毒5对小鼠肝细胞亲和性低于

对人肝细胞亲和性; (3)构建人类遗传性肝脏疾病转基因

动物模型 如将因UDP- 半乳糖基转移酶缺陷所致半

乳糖血症(galactosemia)或Z-等位基因α1 抗胰蛋白酶缺
陷患者肝细胞植入该种小鼠内; (4)比较人和啮齿类动物

肝细胞在代谢途径 速度 代谢产物上的差异 评估人

源性鼠肝的代谢状况; (5)研究药物代谢; (6)研究人类肝

干细胞的生物学 例如人造血干细胞向肝细胞转变.由

于在这种人鼠嵌合肝模型中 现在报道移植成功的肝

细胞比例最大为15% 我们需要进行的下一步工作是

提高嵌合肝中人肝细胞的比例 产生足够实验用的异

种肝内人肝细胞群.

       尽管相关研究工作取得了较大进展 但肝细胞移

植研究仍存在在诸多问题: (1)目前研究中采用人肝细胞

或肝组织块来源于成人肝脏 细胞处于高度分化状态

增生能力有限 移植成功率不高 移植成功者人肝细胞

数量在小鼠嵌合肝实质内所占比例不高; (2)在Alb-uPA

转基因小鼠肝脏内 部分肝细胞会发生转基因缺失

这些转基因缺失的小鼠肝细胞同样会增生 与植入的

异种肝细胞形成竞争性生长 客观上抑制了植入肝细

胞的生长优势; (3)在 人鼠嵌合肝 中仅有人类肝实

质细胞存在而无人类肝非实质细胞嵌入 后者对肝细

胞特异性功能表达是至关重要的.

       因此 利用肝干细胞替代成熟肝细胞进行肝细胞

移植工作似乎更有优势: (1)以成熟肝细胞重建肝脏 必

须有广泛肝损害 肝实质减少或自身肝细胞增生缺陷

从而使外来肝细胞处于优势地位 而不少肝病并不具

备此条件; (2)相对而言 肝干细胞植入体内后增生能力

更强; (3)动物实验证实 细胞移植后植入的成熟肝细胞

可长期(长达1 a)维持活性 但此结果尚未能在人类再

现; (4)将外源性基因导入成熟肝细胞较为困难 而利用

肝干细胞则较容易 经基因工程改造的肝细胞就可用

于纠正某些肝代谢缺陷疾病.

       总之 人鼠嵌合肝模型在肝脏学的许多方面具有

广泛应用前景 从该研究领域目前的发展水平看 改进

实验设计 提高人肝细胞在 人鼠嵌合肝 中的比例

甚至完全以人肝细胞在小鼠体内重建人肝组织将是今

后研究重点.
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