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·研究报告·

肝衰竭患者体外灌流血浆对C3A细胞生物转化功能影响的研究

张桓虎 高虹陈煜郑素军段钟平

【关键词】血液灌流，C3A细胞； 肝衰竭I生物转化

C3A细胞是培养于体外人工肝支

持装置(ELAD)系统的细胞株，来源于

人肝肿瘤细胞，是克隆化的建株细胞株，

其最大特点是来源稳定，能在短时闯内

大量培养增殖，因此可以满足生物型人

工肝装置对肝细胞数量上的需求}此外，

该细胞在培养中不需要培养载体，并具

有一些肝细胞的特异功能。外源化学物

的生物转化作用在肝脏的诸多功能中尤

为重要，并意义重大。人工肝的治疗多用

于肝衰竭患者，而流经生物反应器的肝

衰竭患者的血浆对C3A细胞功能影响

的研究尚少。本研究中对体外灌流处理

后肝衰竭患者的血浆对C3A细胞生物

转化功能的影响进行了观察，报告如下。

1材料与方法

1．1主要材料：珠海健帆HA330-I型

树脂血液灌流器；特优级胎牛血清购自

美国Hyclone公司，MEM培养基、胰蛋

白酶均为美国Gibco公司产品，地西泮

(安定)代谢试剂盒(美国康奈尔大学

TCC公司)。C3A细胞来源于首都医科

大学附属北京佑安医院人工肝细胞生物

研究中心。

1．2实验方法

1．2．1血浆来源及分组：肝衰竭患者的

血浆来自首都医科大学附属北京佑安医

院人工肝中心2005年5月至2006年

6月进行人工肝治疗的16例患者，丢弃

分离初始i00 ml血浆，取随后200 ml

血浆过滤除菌。实验分为体外灌流处理

的肝衰竭患者血浆(HPP)组和肝衰竭患
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裹1两组肝衰竭患者血浆内毒紊、C3A细胞活性及地西泮代谢量比较(；土5)

注：HPP；体外灌流处理的肝衰竭患者血浆，HFP：肝衰竭患者血浆}与HFP组比较，。P<

0．05

者血浆(HFP)组。

1．2．2体外灌流血浆的制备：取出灌流

器内的吸附材料，自然风干后称取2 g

置入50 ml离心管中；向离心管中注入

20 ml生理盐水，静置5 rain后抽出生理

盐水，再注入20 ml生理盐水，静置

5 rain，再抽出生理盐水；向离心管中注

入收集好的肝衰竭患者血浆12 ml，静置

30 rain后提取出血浆备用。

1．2．3 C3A细胞活性检测：用四甲基

偶氮唑盐(MTT)比色法。

1．2．4血浆内毒素定量检测：在测定管

内加100 pl血浆，空白管加100弘l无热

源水，各加200弘l高氯酸(PCA)，37℃

水浴20 rain；离心15 rain后取上清液

65肛l，加0．18 mol／L NaOH 95 m，加鲎

试剂75弘l；37℃水浴25 rain，加合成基

质50 m}37℃水浴8 rain，加亚硝酸钠

0．5肛l，10 rain；加氨基磺酸钠0．5 ml，室

温10 rain’加奈乙二胺0．5 ml，10 rain

后，于波长545 rim处测定吸光度(A)

值。内毒素(EU／m1)=A值×1．26。

1．2．5地西泮代谢功能检测

1．2．5．1试剂准备：据所需第二抗体

量，用第二抗体稀释液以1；2 500进行

稀释；将试剂盒中浓缩的磷酸盐缓冲液

(PBS)用去离子水20倍稀释；用去离子

水20倍稀释试剂盒中浓缩的工作洗液’

标准品为标准品浓缩液t甲醇水溶液；

PBS以1；1；8均匀混合，阴性对照用

PBS代替标准品。

1．2．5．2标本准备及检测：将处于分裂

周期的C3A细胞以2×105／孔的密度接

种于6孔板中，待细胞完全贴壁后，分别

更换为含100％HPP、100％HFP各2 ml

的培养基，同时每孔中加入地西泮纯品

10腿(o．5 pg／m)，于COz加湿孵箱中

培养；72 h后收集各孔培养基180 m

分别加入小离心管(EP管)中，各管中

加入180肛l碳酸盐缓冲液(15 mmol／L

Na2C03+35 mmol／L NaHC03，pH值

9．5)和240弘l醋酸乙酯，振荡5 rain，离

心5 m_in，于各EP管中取30肚l有机相，

分批置于干燥蒸发仪内，80℃下于通风

橱中蒸干，再分别加入甲醇水溶液和

PBS，取50肛l样品直接加到微孔中，用

酶标仪检测。

1．3统计学处理：采用SPSS 11．5统计

软件，计量资料以均数±标准差(z士s)

表示，采用t检验，P<0．05为差异有统

计学意义。

2结果

2．1内毒素含量(表1)：HPP组内毒紊

含量较HFP组明显减少，差异有统计学

意义O=15．29，P<O．05)。

2．2 C3A细胞活性(表1)：HPP组

C3A细胞活性明显低于耶P组，差异
有统计学意义0=6．096，P<O．05)。

2．3 C3A细胞中地西泮代谢量(表1)：

C3A细胞在HFP和经血液灌流器处理

的HPP中连续生长72 h后，HPP中细

胞的地西泮代谢量明显大于HFP中，差

异有统计学意义(t=20．034，P<O．05)。

3讨论

在肝脏的诸多功能中，生物转化功

能尤为重要，肝衰竭时此功能受损严重，

应用组合型人工肝支持系统可改善患者

存活率，其中C3A细胞的功能状态直接

影响临床治疗效果⋯。

本实验显示，HFP组中的细胞增殖

能力大于HPP组，说明血液灌流在有效

清除内毒素的同时，也清除了一部分有

益于肝脏再生的因素。而内毒素是参与

肝细胞坏死过程的主要分子[2]，同时与
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体外循环后全身炎症反应关系密切[3]。

地西泮主要通过细胞色素P450酶

(cYP)氧化后进行代谢。肝衰竭时，CYP

的功能、活性会遭受破坏，整个肝脏的

CYP含量会显著下降[4]。CYP基因受很

多内源性因子的影响，如白细胞介素一1

(IL一1)、肿瘤坏死因子一Ⅱ(TNF一口)、干扰

紊一8等因子在体内可以抑制CYP的功

能[51；而只有IL一1的抑制作用是直接

的[6]，通过抑制肝细胞CYP的基因转录

而下调其功能【，]。也有实验表明，胆汁酸

可以降低原代大鼠肝细胞P450的活

性[8]。本研究结果显示，与培养在HFP

中的C3A细胞相比，HPP中的C3A细

胞地西泮代谢能力得到改善，可能与之

前进行血液灌流清除了IL一1、TNF、胆

汁酸有关。清除内毒紊后延缓发生随后

的级联反应也有助于地西泮代谢能力的

改善。有研究发现，慢性重型肝炎患者的

血浆能抑制C3A细胞的生物转化功能，

细胞内还原型谷胱甘肽(GSH)消耗也明

显增加，导致其解毒功能下降凹1；血液灌

流可能减少了GSH的损耗，但这也是

HPP中细胞地西泮代谢能力改善的原

因之一。

本实验提示，为充分保障人工肝支

持系统生物反应器中细胞的功能活性，

在进行生物人工肝治疗之前要对患者进

行血液灌流治疗，滤除血浆中的内毒素、

IL—l及胆汁酸等毒性物质，消除了有毒

物质对肝细胞生物转化功能的不利影

响，可提高生物反应器内C3A细胞生物

转化能力，也就是提高了其解毒能力。
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