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　　［摘　要］　目的　观察微囊化 ＨｅｐＧ２细胞腹腔移植治疗肝豆状核变性（ＨＬＤ）模型大鼠的疗效。方法　３月
龄 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠 １２０只随机分为ＨＬＤ模型组、裸 ＨｅｐＧ２细胞腹腔移植组和微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组，采用铜
负荷饮食法制作大鼠 ＨＬＤ模型。根据移植后标本采集时间分设 ３ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ、２８ｄ５个时间点，每时间点 ８
只大鼠；另取 ８只大鼠设为空白对照组。测定血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、白蛋白水平及血清铜、肝铜含量。结果　模型组、裸
ＨｅｐＧ２细胞腹腔移植组、微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠各时间点 ＡＬＴ、ＡＳＴ、血清铜、肝铜水平均较空白对照组升
高（Ｐ＜０．０５），合成白蛋白水平明显下降（除外微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组２８ｄ与空白组比较差异无统计学意义）。
在大部分时间点裸ＨｅｐＧ２细胞腹腔移植组、微囊化ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、血清铜、肝铜值水平较模型
组下降（Ｐ＜０．０５），而白蛋白水平则较模型组增加（Ｐ＜０．０５）。７～１４ｄ后微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、血清铜、肝铜水平较裸 ＨｅｐＧ２细胞腹腔移植组明显下降（Ｐ＜０．０５），而白蛋白则于 １４ｄ后高于裸 ＨｅｐＧ２细
胞腹腔移植组。结论　 ＨｅｐＧ２细胞微囊化腹腔移植可明显减轻 ＨＬＤ大鼠的肝损害，减少肝铜沉积，加速血清铜
的代谢，可成为一种细胞移植治疗 ＨＬＤ的新方法。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１２）：９５９－９６２］
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　　肝豆状核变性（ｈｅｐａｔｏｌｅｎｔｉｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，
ＨＬＤ）是以铜代谢障碍为特征的多脏器受累的遗传
病，于青少年期开始起病，肝脏往往首先受累［１］。

肝细胞移植目前已成为 ＨＬＤ的首选治疗方案之一，
其目的在于向受体内输入正常的游离肝细胞，使移

植的肝细胞在受体内存活并发挥正常肝细胞的功

能，为受体提供一定的肝功能支持。肝细胞微囊化

技术是一种利用高分子聚合物膜材料将肝细胞包裹

于其所形成的微囊内，从而使其达到了避免免疫排

斥的目的，使异体细胞移植成为可能，可有效延长肝

细胞的寿命［２］。本研究试通过微囊化 ＨｅｐＧ２细胞
腹腔移植来研究其对 ＨＬＤ大鼠治疗作用。

１　材料和方法

１．１　ＨｅｐＧ２细胞的培养
ＨｅｐＧ２细胞株（购自上海细胞研究所）由含

１０％胎牛血清、１％青链霉素的 ＤＭＥＭ完全培养基
培养，３～５ｄ后以 ０．２５％胰蛋白酶消化传代或备用
于微囊化。

１．２　细胞微囊的制备
采用海藻酸钠氯化钡一步微囊成形法［３］制备

微囊。离心收集肝细胞，加 １．５％ 的纯化海藻酸钠
溶液，混匀，转入自制的气流法微囊发生器，气体流

速为４Ｌ／ｍｉｎ，海藻酸钠溶液滴速为５０ｍＬ／ｈ，滴入
２５ｍｍｏｌ／ＬＢａＣｌ２溶液中。海藻酸钠与 Ｂａ

２＋交联成

囊，并静置１５ｍｉｎ。ＤＨａｎｋｓ液洗涤３次，以去除多
余的 ＢａＣｌ２，加入ＤＭＥＭ完全培养基后进行培养。
１．３　ＨＬＤ模型的建立及实验分组

采用铜负荷法［４］制作大鼠 ＨＬＤ模型。取 ３月
龄 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠 １２０只（由温州医学院动物实验
中心提供），随机分为模型组、裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组
和微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组，分设 ３ｄ、７ｄ、１４ｄ、
２１ｄ、２８ｄ等５个时间点（以铜负荷第 ９周起始为
０ｄ），每组每时间点 ８只大鼠，另取 ８只大鼠设为
空白对照组。所有大鼠均按标准饲养 １２周，模型
组、裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组和微囊化 ＨｅｐＧ２细胞组
均同时喂饲含硫酸铜 １ｇ／ｋｇ的饲料和 ０．１８５％ 硫
酸铜的水，共 １２周。于饲养第 ９周开始，取大鼠正
中腹腔 ５ｍｍ切口，以１２号针头按实验要求分别注
入０．９％生理盐水２ｍＬ、裸 ＨｅｐＧ２细胞、ＨｅｐＧ２细
胞微囊。裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组和微囊化 ＨｅｐＧ２细
胞移植组每只大鼠腹腔注入约 １×１０７个细胞。术
后严格消毒创口。

１．４　指标测定
１．４．１　血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、白蛋白（ＡＬＢ）测定　　分
别取各时间点的大鼠血清标本，全自动生化分析仪

测定 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＢ值。
１．４．２　血清铜、肝铜含量测定　　血清铜检测以待
测血清用去离子水 １∶１０稀释后混匀，采用原子吸
收分光光度法测量。肝铜测定采用肝组织 ５００ｍｇ，
先用０．９％生理盐水反复洗净，再用干净滤纸吸干，用
浓硝酸（分析纯）１０ｍＬ低温加热进行消化，等组织完
全溶解至黄色澄清透明后，用原子吸收法测铜含量。

１．５　统计学分析
数据处理及统计学分析采用ＳＰＳＳ１６．０统计软

件包，所有计量资料均用均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，
样本比较采用单因素方差分析以及 ＳＮＫ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血清ＡＬＴ、ＡＳＴ及 ＡＬＢ变化
模型组、裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组和微囊化ＨｅｐＧ２

细胞移植组大鼠各时间点 ＡＬＴ、ＡＳＴ均较空白对照
组大鼠明显升高（Ｐ＜０．０５），合成 ＡＬＢ水平明显下
降（Ｐ＜０．０５）（除外微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组
２８ｄ）。模型组大鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平随时间推移逐渐
升高，而 ＡＬＢ水平则逐渐下降。裸 ＨｅｐＧ２细胞移
植组大鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＢ水平与相应时间点模型组
大鼠相比差异有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５）。裸
ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠ＡＬＴ在７ｄ时达最低点１２０±
１９Ｕ／Ｌ（与同组其他时间点相比，Ｐ＜０．０５），而 ＡＬＢ
水平亦在７ｄ时达最高峰 ３３．８±１．５ｇ／Ｌ。微囊化
ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠于３ｄ时与裸ＨｅｐＧ２细胞移
植组相比，ＡＬＴ差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＡＳＴ
水平高于裸ＨｅｐＧ２细胞移植组（Ｐ＜０．０５），ＡＬＢ水平
则低于裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组（Ｐ＜０．０５）。７ｄ时微囊
化 ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平较裸
ＨｅｐＧ２细胞移植组明显下降（Ｐ＜０．０５），并随时间的
延长进行性下降，而 ＡＬＢ水平合成水平则呈现逐渐
上升趋势，于２８ｄ时达到４１．２±１．５ｇ／Ｌ，与对照组相
比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。
２．２　血清铜、肝铜含量测定的变化

模型组、裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组和微囊化 ＨｅｐＧ２
细胞移植组大鼠各时间点血清铜、肝铜水平均较空

白对照组大鼠明显升高（Ｐ＜０．０５）。模型组大鼠
血清铜、肝铜含量随时间点逐渐升高。裸 ＨｅｐＧ２细
胞移植组大鼠血清铜值与模型组相应时间点相比均
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降低（Ｐ＜０．０５），而肝铜含量则在７ｄ、１４ｄ、２８ｄ时
低于模型组（Ｐ＜０．０５）。裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组血清
铜值在７ｄ后逐渐升高，而肝铜值亦在７ｄ后逐渐呈
上升趋势。微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠血清铜
于３ｄ时高于裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组（Ｐ＜０．０５），但
７ｄ后均低于裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组（Ｐ＜０．０５），２８ｄ
最低至 ２．１８±０．１８μｇ／ｍＬ，已接近空白对照组水
平。微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠肝铜含量则在
３ｄ时高于裸ＨｅｐＧ２细胞移植组（Ｐ＜０．０５），而 ７ｄ
时与裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组相比差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），但在１４ｄ后则明显下降（Ｐ＜０．０５），最
低２８ｄ至２１．３４±３．２５μｇ／ｇ，仍显著高于空白对照
组水平（Ｐ＜０．０５）。见表２。

　　表 １　各组不同时间点 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＢ值变化　
（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组　别 时间 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＢ（ｇ／Ｌ）

对照 ３４±１１ ４９±１２ ４２．８±２．７
模型 ３ｄ １４５±１９ａ ３３０±７５ａ ２９．５±１．２ａ

７ｄ １５４±１４ａ ３７６±４７ａ ２９．３±１．３ａ

１４ｄ １５２±１２ａ ５３３±６６ａ ２７．９±１．１ａ

２１ｄ １６３±１５ａ ５５６±７２ａ ２７．１±１．７ａ

２８ｄ １７９±１９ａ ６４３±５７ａ ２４．６±１．２ａ

裸ＨｅｐＧ２移植 ３ｄ １１７±１４ａ，ｂ ２１３±２０ａ，ｂ ３３．５±１．２ａ，ｂ

７ｄ １２０±１９ａ，ｂ ２７７±２２ａ，ｂ ３３．８±１．５ａ，ｂ

１４ｄ １３３±１０ａ，ｂ ２８３±３７ａ，ｂ ３０．５±１．５ａ，ｂ

２１ｄ １３５±９ａ，ｂ ３４８±３２ａ，ｂ ２８．５±１．０ａ，ｂ

２８ｄ １４９±１５ａ，ｂ ３８８±３１ａ，ｂ ２８．３±１．５ａ，ｂ

微囊化ＨｅｐＧ２移植 ３ｄ １３８±１３ａ，ｃ ２７５±２６ａ，ｂ，ｃ ２９．３±０．９ａ，ｃ

７ｄ １１０±１０ａ，ｂ，ｃ １８４±２３ａ，ｂ，ｃ ３３．３±１．４ａ，ｂ

１４ｄ ９７±９ａ，ｂ，ｃ １０２±１１ａ，ｂ，ｃ ３６．４±１．７ａ，ｂ，ｃ

２１ｄ ８５±７ａ，ｂ，ｃ ８７±１３ａ，ｂ，ｃ ３８．４±１．５ａ，ｂ，ｃ

２８ｄ ６５±６ａ，ｂ，ｃ ７７±１１ａ，ｂ，ｃ ４１．２±１．５ｂ，ｃ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同

时间点裸ＨｅｐＧ２移植组比较，Ｐ＜０．０５

　　表２　各组不同时间点血清铜、肝铜值变化　（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组　别 时间 血清铜 （μｇ／ｍＬ） 肝铜 （μｇ／ｇ）

对照 １．９３±０．１３ ６．０７±０．８１
模型 ３ｄ ３．５８±０．３１ａ ４１．６０±５．０２ａ

７ｄ ３．８９±０．２１ａ ４１．９５±３．２８ａ

１４ｄ ３．７７±０．３６ａ ４５．０８±４．２７ａ

２１ｄ ４．０９±０．２１ａ ４６．８０±６．５６ａ

２８ｄ ４．０３±０．３６ａ ５２．８３±６．６８ａ

裸ＨｅｐＧ２移植 ３ｄ ３．０４±０．４３ａ，ｂ ３６．７０±４．０５ａ

７ｄ ２．８９±０．２９ａ，ｂ ３４．３８±４．４０ａ，ｂ

１４ｄ ３．１２±０．４６ａ，ｂ ３７．７６±５．４２ａ，ｂ

２１ｄ ３．１６±０．２１ａ，ｂ ４３．７０±５．２３ａ

２８ｄ ３．５０±０．３９ａ，ｂ ４５．２１±５．０８ａ，ｂ

微囊化ＨｅｐＧ２移植 ３ｄ ３．８５±０．４３ａ，ｃ ４２．６２±４．８８ａ，ｃ

７ｄ ３．４４±０．３７ａ，ｂ，ｃ ３５．５５±３．４９ａ，ｂ

１４ｄ ２．６０±０．３７ａ，ｂ，ｃ ２８．７０±４．５４ａ，ｂ，ｃ

２１ｄ ２．２７±０．２１ａ，ｂ，ｃ ２５．１６±４．０７ａ，ｂ，ｃ

２８ｄ ２．１８±０．１８ａ，ｂ，ｃ ２１．３４±３．２５ａ，ｂ，ｃ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同

时间点裸ＨｅｐＧ２移植组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＨＬＤ也称Ｗｉｌｓｏｎ病，是一种遗传性铜代谢障碍
所致的肝硬化和以基底节为主的脑部变性的常染色

体隐性遗传性疾病。儿童期主要表现为肝脏的损

害，是儿童时期肝硬化的主要原因。外科手术治疗

特别是肝移植的开展，使 ＨＬＤ成为可以治愈的代谢
性疾病之一。但是，活体肝移植由于受到由于供体

肝来源的限制及手术难度大，并不能广泛开展。肝

细胞移植是原位肝移植（ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ
ｔｉｏｎ，ＯＬＴ）的一种过渡替代疗法，由于细胞来源广
（如永生化肝细胞），且移植径路可行性高，同样可

以重建体内铜代谢平衡，逆转 ＨＬＤ进程［５］。但不

论是活体肝还是肝细胞移植，免疫排斥问题以及异

体细胞存活时间仍是影响移植技术发展的两大重要

因素。近几年发展起来的微囊化肝细胞具有有效的

免疫隔离屏障，在细胞移植中的研究正受到越来越

多的关注。微囊化肝细胞是将肝细胞用具有选择性

的半透膜包裹或隔离，细胞生存所需要的营养物质、

氧气、代谢产物及其分泌的生物活性物质能通过半

透膜出入，而宿主免疫细胞、免疫球蛋白、补体等则

不能通过半透膜，故囊内肝细胞可不受宿主的免疫

排斥而长期存活，发挥其生物学功能，达到治疗目

的［６］。同时，由于永生化肝瘤细胞株（如 ＨｅｐＧ２细
胞）具有无限增殖及存活能力强的特点，已经在很

大程度上替代了原代肝细胞在微囊化研究中的应

用［７］。肝细胞脾脏移植由于能使外源性肝细胞整

合入肝组织的优点，成为了目前 ＨＬＤ细胞移植治疗
的首选路径［８］。但由于 ＨｅｐＧ２细胞涉及癌基因的
表达，同时肝细胞微囊化后受限于微囊的大小

（３００μｍ左右），脾脏移植显然不具操作性，因此本
次研究选择采用腹腔移植的方式进行。

铜负荷模型是目前最常见的 ＨＬＤ动物模型，可
以较好地反映类似 ＨＬＤ肝脏铜损伤的情况［９］。在

本研究中，大鼠在给予长达 １２周的高浓度铜喂养
后，血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ及 ＡＬＢ水平出现了类似肝炎甚
至肝功能不全的表现，这符合 ＨＬＤ铜沉积后的肝脏
损害表现［１０］。肝铜及血清铜水平是肝脏铜沉积并

导致肝脏不同损害程度的直接体现，同时，监测肝铜

及血清铜水平有利于了解肝细胞移植治疗的疗效。

本研究中，治疗组（裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组和微囊化
ＨｅｐＧ２细胞移植组）大鼠的肝酶水平在移植后均比
铜负荷大鼠模型组有下降，肝铜及血清铜水平亦呈

下降趋势，且肝脏合成 ＡＬＢ水平也有提升。但是，
·１６９·
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裸 ＨｅｐＧ２细胞移植组大鼠不论是肝酶、肝铜及血清
铜的下降水平还是 ＡＬＢ合成的回升程度，以及疗效
巩固时间，与微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植组相比存在显
著性差异，这可能是由于裸 ＨｅｐＧ２细胞不能耐受宿
主的免疫排斥反应。在本研究中，裸 ＨｅｐＧ２细胞移
植组肝酶水平、铜水平的下降程度均在 ７ｄ左右最
低，而１４ｄ时即已明显加重，提示移植肝细胞的功
能难以持续超过 １周。而微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植
组大鼠的肝酶、血清铜、肝铜水平则明显低于裸

ＨｅｐＧ２细胞移植组，呈持续下降趋势，同时 ＡＬＢ合
成水平显著提高，同时延长了疗效的维持时间。综

合本研究结果，微囊化 ＨｅｐＧ２细胞移植可改善
ＨＬＤ大鼠的铜代谢水平，减轻肝铜沉积，加速血清
铜的代谢，改善肝功能，提示其在肝细胞移植治疗

ＨＬＤ中具有一定的研究前景。但由于 ＨＬＤ属慢性
疾病，如何进一步提高移植肝细胞功能的维持时间

将是接下去研究工作的重点。
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