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Abstract
AIM: To investigate whether human L02 hepa-
tocytes can survive after implantation to the 
normal, immunocompetent rats.

METHODS: Human L02 hepatocytes were in-
jected into the peritoneal cavities of fetal Sprague 
Dawley rats to induce immune tolerance to hu-
man L02 hepatocytes. After DiI staining, the 
hepatocytes were implanted to the 2-week rats 
via the spleen. Immuno-fl uorescent staining, SP 
immunohistochemistry, and DiI staining were 
used to detect human albumin and specifi c pro-
liferating cell nuclear antigen (PCNA) in the rat 
liver. The distribution of human L02 hepatocytes 
was observed under fl uorescent microscope.

RESULTS: Dynamic distribution of human L02 
hepatocytes in the rat livers was observed from 

1st to 10th week after implantation. Human albu-
min was detected at 2, 4, 6, and 8 wk, and the 
most content appeared at 4 wk. Specifi c human 
PCNA was detected in the rat livers from the 2nd 
to 6th week after implantation. There were the 
most PCNA positive cells at the 4th week.

CONCLUSION: Human L02 hepatocytes can 
survive for 10 wk and proliferate after implanta-
tion to the normal, immunocompetent rats.
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摘要
目的: 研究L02细胞移植到具有正常免疫活性
的大鼠肝内的存活情况. 

方法:  S D大鼠出生前宫内腹腔注射正常人
L02肝细胞, 诱导胎鼠对人L02肝细胞产生免
疫耐受, 出生2 wk时经脾移植DiI染色后的人
L02肝细胞, 建立人鼠嵌合肝动物模型. 采用
免疫荧光、SP免疫组化、DiI荧光示踪等方
法, 分别检测人白蛋白、特异性人增殖细胞核
抗原PCNA(proliferating cell nuclear antigen)以
及在荧光显微镜下观察人L02肝细胞在鼠肝
内的分布. 

结果: 于移植后1, 2, 4, 6, 8, 10 wk在荧光显微
镜下观察到人L02肝细胞在鼠肝内的动态分
布; 移植后2, 4, 6, 8 wk大鼠均检测出人白蛋
白, 4 wk时分泌最多; 移植后2, 4, 6 wk检测出
特异性人增殖细胞核抗原PCNA, 以4 wk发现
PCNA阳性细胞最多.

结论: 移植的人L02肝细胞在具有正常免疫活
性的免疫耐受鼠体内能够存活、增殖, 并产生
人白蛋白. 

关键词: 嵌合肝; L02肝细胞; 动物模型; 大鼠
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■背景资料
动物模型在了解
和发展肝病学中
发挥重要作用. 人
HBV的易感宿主
只局限于人及黑
猩猩等高级灵长
类动物. 黑猩猩、

猕猴、长臂猿、

树鼩等动物由于
各种原因而受限. 
由于肝细胞移植
的迅速发展, 人鼠
嵌合肝动物模型
日益成为热点. 其
受体可为免疫缺
陷鼠或诱导免疫
耐受鼠, 免疫缺陷
鼠因不能应用于
机体和病毒作用
机制的研究而受
限, 所以, 建立在
正常免疫系统上
的人鼠嵌合肝模
型备受关注.
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0  引言

肝炎病毒感染具有明显的种属特异性, 其易感

宿主局限于人及黑猩猩等高级灵长类动物, 黑
猩猩、猕猴、树鼩以及一些转基因动物模型等

因为各种原因而限制了其应用[1]. 肝细胞移植是

当前最热门的研究课题, 包括自体肝细胞、同

种异体和异种肝细胞移植, 相关技术发展迅速. 
人鼠嵌合肝是利用人肝细胞异种移植到受体鼠

肝内建立的新型动物模型, 解决了肝炎病毒感

染的种属特异性问题, 可应用于已知和未知肝

炎病毒感染的研究. 其受体可分为免疫缺陷小

鼠[2]或诱导免疫耐受大鼠[3]. 我们采用宫内注射

人L02肝细胞, 诱导胎鼠对人L02肝细胞产生免

疫耐受, 出生后移植人L02肝细胞, 从而建立人

鼠嵌合肝动物模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 生育期SD大鼠6只, 购自第三军医大学

实验动物中心. 交配后孕鼠单独关养. 选择SD大

鼠孕龄15-17 d, 体质量250-300 g者为实验对象. 
SD孕鼠随机分2组, 所产胎鼠各约30只: 实验组

胎鼠出生前经L02细胞诱导耐受, 出生2 wk移植

L02细胞; 对照组胎鼠出生前经L02细胞诱导耐

受, 出生2 wk未移植L02肝细胞, 以及正常生产

的大鼠. 人L02细胞属于人正常肝细胞, 购自中

国科学院上海细胞生物学研究所, 液氮保存. 实
验前置于RPMI 1640培养液, 加入胰酶酶解, 移
入离心管, 加入PBS, 1 100 r/min, 离心3 min, 重
复2次; 重新混悬于培养液. 于倒置相差显微镜

下用血细胞记数板计算肝细胞的数量, 台盼蓝

拒染法计算胎肝细胞的存活率, 超过80%的用于

实验.
1.2 方法 诱导胎鼠免疫耐受. 对孕龄15-17 d的
SD大鼠进行乙醚吸入麻醉. 碘复消毒皮肤, 铺
巾, 自孕鼠腹白线逐层依次剪开, 暴露子宫. 用
1 mL注射器将50 μL人L02细胞培养液(含1×
108个细胞)缓慢经孕鼠子宫壁注射到胎鼠腹腔

内, 逐层缝合孕鼠腹腔. 至孕鼠自然生产. DiI荧
光染色: 用无水乙醇溶解DiI使浓度为1 mmoL/L; 
用0.22 μm的一次性过滤器过滤后, 室温密闭

避光保存; 用时在1 mL细胞悬液中, 加入5 μL 
DiI 溶液, 置37℃ 50 mL/L CO2孵箱内孵育标记

40 min; 将标记细胞进行离心, 1 100 r/min×
3 min, 共3次, 弃去上清, 每次均用37℃预温PBS
液重悬; 经4 g/L台盼蓝染色计数后, 用PBS液调

整细胞浓度为1.0×1012/L; 于荧光显微镜诺丹

明滤片下进行荧光观察并照相后送移植. 出生

2 wk的实验组胎鼠, 乙醚吸入麻醉, 碘复消毒皮

肤, 铺巾, 自孕鼠腹白线逐层依次剪开, 暴露脾, 
自脾系膜缘进针, 向脾体和脾尾方向, 将100 μL
经DiI染色的L02细胞培养液缓慢注入, 轻压注射

点, 防止出血和渗液. L02细胞移植后1 wk取标

本, 2 wk开始每2 wk取1次标本, 每次每组取4只
大鼠收集标本. 大鼠在乙醚吸入麻醉下行肝部分

切除术, 新鲜肝组织送冰冻切片, 在荧光显微镜

诺丹明滤片下观察; 部分组织用40 g/L中性福尔

马林固定, 送石蜡包埋切片做免疫组化染色. 术
后大鼠继续喂养.
1.2.1 DiI荧光示踪法 用DiI染色L02肝细胞后, 移
植前于荧光显微镜诺丹明滤片下观察; L02细胞

移植后, 大鼠取新鲜肝组织送冰冻切片, 在荧光

显微镜下观察.
1.2.2 免疫荧光检测肝组织人白蛋白 肝部分切

除术获取新鲜肝组织, 用冰冻切片4-8 μm, 室温

放置30 min后, 入4℃丙酮固定10 min, 37℃下

100 mL/L封闭血清孵育20 min以阻断非特异染

色, 滴加鼠抗人白蛋白单克隆抗体(Sigma公司, 
滴度1∶400), 37℃孵育60 min或4℃过夜, 然后

加荧光标记二抗(FITC标记山羊抗大鼠IgG, 滴
度1∶100), 37℃暗室下孵育45 min. 以上每步均

用PBS洗涤. 用900 mL/L缓冲甘油封片, 荧光显

微镜下用蓝色滤光片观察. PBS替代一抗作阴性

对照.
1.2.3 检测肝组织特异性人PCNA 采用链霉菌亲

生物素-过氧化酶法(S P法)免疫组织化学染色

(PV-9000试剂盒, 中山公司). 肝部分切除术获

取新鲜肝组织, 用40 g/L中性福尔马林固定, 石
蜡包埋后切片, 60℃烤箱中烤1-2 h, 脱蜡至水, 
加入含0.5 g/L的Triton×100的PBS室温下孵育

5 min对细胞打孔, 37℃下30 mL/L过氧化氢孵

育20 min阻断内源性过氧化物酶, 特异性人增

殖细胞核抗原单克隆抗体(Chemicon公司)4℃过

夜, 然后加聚合物辅助剂和辣根酶标记羊抗鼠

IgG多聚体. 底物用DAB显色, 苏木素复染, 中性

树胶封片, 光镜下观察. PBS替代一抗作阴性对照. 

2  结果

若实验鼠太小, 无法活体取肝组织且不易继续

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝细胞移植研究
是当前最热门的
研究课题, 包括自
体肝细胞、同种
异体和异种肝细
胞移植, 相关技术
发展迅速. 肝细胞
移植后会产生不
同程度的排斥反
应, 异种肝细胞移
植到有免疫活性
的动物体内会因
宿主免疫系统的
T 淋 巴 细 胞 激 活
和迟发性超敏反
应而排斥供体细
胞. 动物在胚胎发
育时期免疫系统
尚未成熟, 接触到
外来抗原时, 可能
由于“T淋巴细胞
克隆消除”的原
因, 会逐渐对这些
抗原产生耐受, 因
此, 先用人胎肝细
胞诱导胎鼠对人
肝细胞产生免疫
耐受, 再把人肝细
胞移植到正常大
鼠肝内, 从而建立
针对移植物耐受
的动物模型.
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喂养, 故在实验鼠出生2 wk时经脾移植L02细胞. 
实验组1只大鼠因麻醉过量死亡; 对照组2只大

鼠因麻醉过量死亡. 其余大鼠营养及生长状况

良好.
D i I染色的阳性细胞在绿色滤光片下显示

红色荧光, 细胞均匀着色呈圆形或椭圆形, 不能

区分胞核与胞质. 实验组的4只实验大鼠1, 2, 4, 
6, 8 wk均可检测出(图1), 10 wk有2只大鼠可

见较微弱的荧光细胞, 其他2只均阴性, 4只大鼠

12 wk均未再检出. DiI荧光示踪显示荧光细胞

移植到大鼠肝后, 数目逐渐减少, 亮度逐渐减弱. 
移植后1 wk的DiI荧光显示: 荧光染色区域较多, 

有的区域密集分布, 荧光亮度大, 提示移植的

L02肝细胞较多; 有的区域散在分布, 提示移植

的L02肝细胞相对较少. 移植后2 wk和4 wk的DiI
荧光显示: 荧光染色区域较多, 未见密集分布, 
可见荧光散在分布. 移植后8 wk的DiI荧光显示: 
荧光细胞较少, 可见少量荧光点状分布, 荧光亮

度明显减弱. 对照组大鼠未见荧光L02细胞.
2.1 鼠肝组织中人白蛋白 FITC标记荧光二抗, 阳
性细胞在蓝色滤光片下显示为绿色荧光. 与周

围大鼠肝细胞界限清楚, 胞核未着色. 移植L02
细胞后2 wk的大鼠肝组织中即能检测到合成人

白蛋白的L02细胞; 实验组的4只实验大鼠2, 4, 
6 wk均可检测出合成人白蛋白的L02细胞, 以
4 wk发现绿色荧光细胞最多(图2); 8 wk有3只
大鼠可见绿色荧光细胞, 1只为阴性. 4只大鼠10 
wk均未再检出. 对照组的大鼠未能发现绿色荧

光的L02细胞.
2.2 特异性人PCNA 特异性人PCNA阳性的细胞

核DAB显色后为棕色. 移植L02细胞后2 wk的大

鼠肝组织中能检测到特异性人PCNA; 实验组的

4只实验大鼠2, 4, 6 wk均可连续检测出特异性

人PCNA, 以4 wk发现PCNA阳性细胞最多(图3). 
4只大鼠8 wk均未再检出. 对照组的大鼠未能发

现细胞核为棕色的特异性人PCNA.

3  讨论

肝细胞移植后会产生不同程度的排斥反应, 异
种肝细胞移植到有免疫活性的动物体内会因宿

主免疫系统的T淋巴细胞激活和迟发性超敏反

应而排斥供体细胞[4], 为建立长期有效的动物模

型, 可选用免疫缺陷鼠, 或在正常免疫系统上诱

导针对移植物特异耐受的老鼠. 但是, 因免疫系

www.wjgnet.com
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图 1 DiI染色L02细胞荧光图象 (×200). A: 培养皿中; B: 移植1 wk; C: 移植2 wk; D: 移植4 wk; E: 移植6 wk; F: 移植8 wk.

A B C

D E F

A

B

图 2 正常鼠和嵌合鼠肝组织的免疫荧光 (×400). A: 正常鼠

肝组织; B: 移植4 wk嵌合鼠肝组织中胞质呈绿色的L02细胞.
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统在肝炎病毒的发病机制中占重要地位, 免疫

缺陷小鼠杂交的紊乱及新生SCID小鼠较高的死

亡率, 使其操作较困难[5], 所以, 免疫缺陷鼠因不

能应用于机体和病毒作用机制的研究而受限[6]. 
目前已有文献报道用宫内注射人造血干细胞的

方法建立小鼠、绵羊等嵌合肝动物模型[7-9], 这
类动物对于外源基因及其表达产物都产生了免

疫耐受[10-12]. 国外近期有报道称生前胚胎免疫耐

受的宿主可避免发生免疫排斥反应[13], 由于我们

的人鼠嵌合肝模型建立在正常免疫系统上, 嵌
合于鼠肝细胞中的是正常人肝细胞, 对多种肝

炎致病因子易感, 因此可利用人鼠嵌合肝模型

进行已知和未知肝炎致病因子的研究. 动物在

胚胎发育时期免疫系统尚未成熟, 接触到外来

抗原时, 可能由于“T淋巴细胞克隆消除”的原

因[14], 会逐渐对这些抗原产生耐受, 因此, 先用

人胎肝细胞诱导胎鼠对人肝细胞产生免疫耐受, 
再把人肝细胞移植到正常大鼠肝内, 从而建立

针对移植物耐受的动物模型[15]. Ouyang et al [16]

采用孕15-17 d大鼠宫内胚胎腹腔注射人胎肝细

胞, 出生后经脾移植人胎肝细胞, 首次建立了人

鼠嵌合肝模型, 发现人白蛋白阳性持续6 wk, 我
们的实验结果与其一致.

应用标记技术, 在荧光显微镜下移植肝细

胞与受体肝细胞较易区别, 能直观地监测移植

肝细胞的功能与转归、分布与存活. 国内较少

使用荧光染料DiI标记肝细胞进行示踪研究. DiI
是一种亲脂性碳花青荧光染料, 易嵌入生物质

膜内并在膜内作侧向扩散运动, 或者通过胞饮

作用进入胞质, 从而标记整个细胞[17]. DiI使用简

便, 染色速度快, 一般只需1-20 min就可以使活

体细胞均匀着色; 对活体细胞无毒性, 而且不从

已标记的细胞转移到未标记的细胞, 且荧光衰

减慢[18], 因此, DiI是一种可靠的荧光染料. 1986
年Honig et al [19]首先将DiI引入神经系统的研究, 
成功地显示了体外培养神经元的胞体和突起, 
此后, Di I被广泛应用于神经通路的发育研究. 
Soriano et al [20]首先发现DiI亦可标记肝细胞, 从
肝实质中辨别出被移植的肝细胞. 我们运用DiI
对SD大鼠进行脾内肝细胞移植示踪观察, 发现

经DiI标记的肝细胞容易从宿主组织中辨认出

来, 荧光L02细胞移植到鼠肝后, 数目逐渐减少, 
亮度逐渐减弱, 移植8 wk的荧光亮度明显减弱, 
荧光点明显减少, 可能因为细胞分裂, 也可能意

味着细胞死亡或其碎片为吞噬细胞吞噬. DiI动
态显示了L02细胞的分布, 该荧光剂显示时间较

长, 较好显示了L02细胞整合后的存活情况. 同
时, 通过免疫组化观察发现, 植入肝细胞还表达

了合成白蛋白及增殖功能. 该实验显示了DiI标
记技术会因移植细胞增殖而造成荧光衰减, 并
在我所体外传代实验中证实, 故该标记技术有

待进行深入研究.
肝细胞的主要功能之一是合成白蛋白, 所

以白蛋白的合成是判断肝细胞功能非常敏感的

指标, 采用免疫组化技术从移植后2, 4, 6, 8 wk
大鼠肝组织中检测出人白蛋白, 而对照组大鼠

肝组织中无表达, 证明L02细胞不仅在大鼠肝组

织中存活, 而且具有正常人肝细胞一定的生物

学功能. 特异性人增殖期细胞核抗原PCNA又称

周期蛋白, 是DNA聚合酶δ的一个亚基, 在静止

期细胞中, 其量很少, G1晚期开始增加, S期达

到高峰, G2-M明显下降[21]. 一般认为他可作为

评价人移植肝细胞增殖状态的指标[22]. 我们从

移植后2, 4, 6 wk大鼠肝组织中检出细胞核为棕

色的PCNA阳性细胞, 表明此期间嵌合鼠体内有

处于增殖期的人肝细胞存在, 说明PCNA单克隆

抗体免疫组化研究方法简便, 阳性结果肯定, 用
PCNA评价细胞的增殖状态具有实用性和可行

性[23].
脾内肝细胞移植为效果比较确切的方法.  

肝细胞脾内植入后随即迁移到受体肝窦内, 但
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■创新盘点
诱导免疫耐受的
人鼠嵌合肝动物
模型在国内报道
较少. 本研究进一
步完善了对动物
模型的检测手段, 
DiI示踪法动态显
示了移植胎肝细
胞在受体大鼠体
内的生存及分布; 
P C N A 检 测 了 人
肝细胞在嵌合肝
中的增殖情况; 免
疫荧光对人肝组
织白蛋白的检测, 
以上方法证明了
L02细胞在具有正
常免疫活性的人
鼠嵌合肝内能够
存活、增殖, 并具
有一定的生物学
功能.

A

B

图 3 正常鼠肝组织与嵌合鼠肝组织中的L02细胞 (×400). 

A: 正常鼠肝组织; B: 移植4 wk嵌合鼠肝组织中胞核呈棕色

的L02细胞.
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■应用要点
构建在正常免疫
系统基础上的人
鼠嵌合肝动物模
型, 可用于已知和
未知肝炎致病因
子的研究, 为研究
病毒感染免疫应
答、致病机制、

抗病毒治疗和开
发强效疫苗提供
良好的平台.

大约70%被门静脉血内的巨噬细胞清除, 残留的

移植肝细胞在穿过肝窦内皮层时失去其细胞膜

缝隙连接, 这些细胞合成血管内皮生长因子及

获得细胞膜再生[24], 在移植5 d后可观察到移植

的肝细胞与宿主肝细胞间的缝隙连接及胆管样

结构的重构, 意味着移植细胞成功整合需要5 d
以上[25]. 移植肝细胞与宿主肝整合后, 可表达出

白蛋白、胆汁的代谢和酶等功能. 我们在第1周
未能测出人白蛋白及特异性人PCNA, 而荧光

示踪可见阳性, 提示移植L02细胞虽已转移并整

合至鼠肝内, 但尚未具备合成白蛋白和增殖的

功能. 我们证实用人L02细胞宫内诱导胎鼠产生

免疫耐受, 出生后移植到实验鼠肝内, 可成功建

立针对移植物耐受的动物模型. 移植的L02细胞

可以在嵌合鼠体内整合、增殖, 并具有一定的

生物学功能. 通过不同时相点对4只实验鼠的检

测, 发现人L02细胞在正常免疫活性的大鼠肝内

存活未超过10 wk, 而国外报道其存活时间超过

16 wk[26]. 为提高移植肝细胞在宿主肝内的生存

时间和比例, 有待进一步应用倒千里光碱[27-29]等

方法促进移植肝细胞的增殖, 从而建立长期有

效的动物模型. 构建在正常免疫系统基础上的

动物模型, 不再需要宿主的免疫缺陷或实施免

疫抑制, 避免了免疫排斥的发生, 能够模拟病毒

感染的全过程, 为进一步研究病毒性、代谢性

肝病的发病机制、治疗药物及疫苗开发提供新

的技术手段, 具有良好的前景与发展意义. 
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■名词解释
“人鼠嵌合肝”

是利用人肝细胞
异种移植方法建
立的新型动物模
型, 是人肝细胞移
植后在受体鼠体
内形成的含有人
和鼠两种肝细胞
及其立体结构的
混合肝. 目前成功
应用的是成年人
肝细胞或胚胎肝
细胞, 受体为免疫
缺陷小鼠或诱导
免疫耐受大鼠. 二
者均能初步建立
HBV感染的人鼠
嵌合肝动物模型. 
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛第一轮通知

本刊讯 第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

    在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与

会代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝

胆胰协会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到

会代表的一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

    第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展

趋势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员

积极投稿和报名参加.

    会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

    本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

    来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn，也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医

院肝胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.


