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应用SRY原位杂交技术检测肝脏干细胞移植肝内种植情况☆ 

李  铸1，陈  娟1，李学华1，刘志恒1，刘桂杰1，张学利1，高延超1，孙会东1，纪丕友1，张金良1，李  立2 

 

 

文章亮点：应用雌雄性别交叉的方法，将受体来源的肝脏干细胞在肝移植过程中种植到供体肝脏内，移植后使用 Y

染色体原位杂交技术成功检测到种植在移植肝脏中的雄性肝脏干细胞及其分化细胞，客观分析了干细胞在移植肝脏

中的定位、分布、形态特征及细胞替代情况。 

关键词：肝移植；大鼠 ；肝脏干细胞；细胞种植；SRY原位杂交 

 

摘要 

 

背景：以往干细胞种植后的定植示踪技术有磁探针标记、荧光示踪标记法、慢病毒感染荧光标记法及性别交叉 Y染

色体原位杂交检测法，各有优缺点。 

目的：应用 SRY原位杂交技术观察受体来源肝脏干细胞(肝卵圆细胞)在移植肝内的定植情况。 

方法：二袖套法建立大鼠原位肝移植模型。供体为雌性 DA大鼠，受体为雌性 Lewis 大鼠，设受体大鼠 60只，肝卵

圆细胞为 Lewis 大鼠来源的雄性细胞，移植中供肝种植肝卵圆细胞悬液。应用 SRY原位杂交染色技术观察受体来源

的雄性肝卵圆细胞在雌性移植肝内的定植情况。 

结果与结论：经门静脉和肝动脉注射种植的肝卵圆细胞及其分化细胞主要定植在移植肝内中央静脉及汇管区周围，

应用 SRY原位杂交染色技术可以有效观察到受体来源肝脏干细胞在移植肝内的定植情况。 

 

 

Y-chromosome in situ hybridization technology for detection of transplanted hepatic stem 

cells in the liver graft 

 

Li Zhu1, Chen Juan1, Li Xue-hua1, Liu Zhi-heng1, Liu Gui-jie1, Zhang Xue-li1, Gao Yan-chao1, Sun Hui-dong1,  

Ji Pi-you1, Zhang Jin-liang1, Li Li2 

 

Abstract 

 

BACKGROUND: The colonization tracer technology after stem cells transplantation includes magnetic probe labeling, 

fluorescent tracer method, lentivirus infections fluorescent labeling and Y chromosome in situ hybridization technology, 

and each method has its own disadvantages and advantages.  

OBJECTIVE: To observe the transplantation conditions of hepatic stem cells (hepatic oval cells) in the liver graft by 

Y-chromosome in situ hybridization technology.  

METHODS: Rat orthotropic liver transplantation models were established by using Kamada two-cuff technique. Female 

DA rats served as donors, and 60 female Lewis rats were used as recipients. Hepatic oval cells was originated from male 

Lewis rats and implanted to the liver graft during liver transplantation. Y-chromosome in situ hybridization technology was 

used to detect hepatic stem cells transplantation conditions in the liver graft. 

RESULTS AND CONCLUSION: Hepatic oval cells and differentiated cells mainly distributed around central vein area 

and portal area in the liver graft. The transplantation conditions of recipient derived hepatic stem cells in the liver graft 

were effectively detected by Y-chromosome in situ hybridization technology. 

 

Li Z, Chen J, Li XH, Liu ZH, Liu GJ, Zhang XL, Gao YC, Sun HD, Ji PY, Zhang JL, Li L. Y-chromosome in situ 

hybridization technology for detection of transplanted hepatic stem cells in the liver graft. Zhongguo Zuzhi Gongcheng 

Yanjiu. 2012;16(53): 9881-9886.     
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0  引言 

 

肝脏干细胞是体内存在的一种具有自我更

新能力和多向分化潜能的成体干细胞，可分化

为肝细胞及胆管上皮细胞等多种细胞，肝脏干

细胞在肝内的表现形式为肝卵圆细胞,目前这个

观点得到了普遍认可
[1-3]
。肝卵圆细胞的发现最

早要追溯到1956年，Farber在研究大鼠肝细胞

癌变机制时，观察到一类体积较小，核浆比例

大，核呈卵圆形的细胞，将该类细胞命名为卵

圆细胞
[4]
。近些年随着肝卵圆细胞增殖、分离及

培养技术的不断成熟，细胞分子生物学的快速

发展，肝卵圆细胞的研究在多方面取得了突   

破
[5-7]
，并且可以预见将会有越来越多的研究涉

及到肝卵圆细胞。 

应用干细胞治疗疾病是当前比较热门的研

究方向
[8-9]
，研究已经证实，在受损的肝脏内种

植干细胞，可以促进受损肝脏的肝细胞再生和

肝脏修复，所涉及的干细胞多为骨髓间质干细

胞、脐血造血干细胞等
[10-12]

，也有少量应用肝

脏干细胞对受损肝脏种植的报道
[13]
，但肝脏干

细胞应用到肝移植领域的研究报道少见
[14-15]

。 

在干细胞种植的基础和临床研究中，最关

键、最困难的问题是客观准确地追踪目的细胞在

种植区域的定植、增殖及分化情况
[16-17]

。以往的

示踪技术有磁探针标记、荧光示踪标记法、慢病

毒感染荧光标记法及性别交叉Y染色体原位杂交

检测法，前3种方法具有操作复杂、标记物衰减

等缺点，只有性染色体具备长期稳定传代的优

点，检测方法简单易行，可靠性高
[16-17]

。性别交

叉方案可以详细阐述为：应用雄性细胞种植到雌

性个体中，再应用Y染色体染色技术(sry原位杂

交技术)明确鉴定出组织内种植后的雄性细胞，

该项技术可以客观显示细胞种植后的组织内分

布、分化情况
[18]
。实验拟将雄性受体来源的肝卵

圆细胞种植到雌性的移植肝内，再应用SRY原位

杂交技术检测肝脏干细胞移植肝内种植情况，为

后续研究做好关键技术准备。 

 

1  材料和方法 

 

设计：单一样本，重复测量实验。 

时间及地点：实验于2009年1月至2010年6

月在昆明医学院口腔重点实验室完成。 

材料： 

实验动物：健康、成年、SPF级雌性DA大鼠

60只购于哈尔滨医科大学实验动物中心，体质

量200-250 g。健康、成年、SPF级雌性Lewis

大鼠60只购于北京维通利华实验动物公司，实

验动物许可证号：SCXK(京)2007-001，体质量

250-300 g。所有动物在层流动物室普通饲料喂

养，室内温度波动于22-25 ℃，在实验前12 h

禁食，不禁水。实验过程中对动物的处置参照

国家科学技术部2006年发布的《关于善待实验

动物的指导性意见》
[19]
。 

细胞、药品、试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

大鼠原位肝移植模型的建立：应用二袖套法建

立大鼠原位肝移植模型
[21]
，供体为雌性DA大

鼠，受体为雌性Lewis大鼠，设受体大鼠60只。

肝移植中供肝经门静脉和肝动脉分别注射

1×10
9 

L
-1
肝卵圆细胞 ( 第 4-10代 )悬液各      

1 mL
[22]
。受体大鼠均给予治疗剂量的他克莫司     

(0.05 mg/kg，灌胃，2次/d，连续8 d，移植前

1d开始，移植后第8天开始每日半量减药，第

13天停止给药)
[23]
。将受体鼠置于室温控制在

24-27 ℃的层流动物饲养间，单笼恒温饲养，

注意保持笼舍清洁，垫料干燥。移植后1 h后即

恢复自由饮食葡萄糖水，24 h后恢复进食，移

植后当天肌注10
4
U青霉素，移植后不再给予静

脉补液，除他克莫司外不使用其他药物。 

取材：移植后7，14，21，28，35及42 d按

时点处死大鼠，经门静脉灌注体积分数10%中

性甲醛液，至移植肝脏变成土黄色及质地变硬，

获取移植肝脏肝组织1 cm×1 cm×0.5 cm，继续

用体积分数10%中性甲醛液保存标本。各时点

处死活力较强大鼠数量小于5只，在两时点间因 

细胞、药品、试剂及仪器   来源 

雄性 Lewis 大鼠肝卵圆细胞                                   

他克莫司胶囊(0.5 mg/1.0 mg)                                  

乙醚分析纯                                                

大鼠  SRY DNA 生物素标记

(POD)原位杂交双染色系统

试剂盒     

APIAS-1000 高清晰度彩色病理

图文报告分析系统 

由前期实验提供[20] 

日本藤泽药厂 

常熟杨圆化工有限公司 

天津灏洋生物技术公司 

 

 

深圳华海电子有限公司 
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濒临死亡而处死大鼠所获取的标本计入后时点，在靠后

的时点(如术后35 d和42 d)若该组大鼠已全部死亡，则

按数据缺失处理，不进行该时点统计学处理。 

基因组sry DNA Bio(POD)探针染色过程：①石蜡切片的

复水，梯度乙醇复水，用纯水配制体积分数95%-80%- 

60%-30%的梯度乙醇(3-5 min/次)完成。②滴加3% 

H2O2去离子水室温10 min；滴加SRY试剂B(复合消化工

作液 )，覆盖组织表面，37 ℃ 10 min，pH 7.8，        

0.1 mol TBS，洗 3-5次，洗涤 5 min/次。③95-        

100 ℃ 0.1 mol (pH 8.9)TBS溶液孵育20 min，迅速以

0.1 mol冷TBS冲洗3次，5 min/次，0.2XSSC洗1次，    

5 min/次，0 ℃洗涤。④滴加SRY试剂A(杂交工作液)覆

盖组织37 ℃湿盒孵育4-8 h。⑤杂交后的洗涤，2Xssc  

37 ℃洗3次，洗涤3 min/次，0.2×ssc 37 ℃洗3次，洗涤

3 min/次，0.1 mol pH 7.8 TBS 37 ℃洗3-5 次，洗涤    

2 min/次。⑥滴加SRY试剂C (POD转化剂)覆盖组织，

37 ℃ 45 min，0.01 mol PBS冲洗3次，洗涤5 min/次。

⑦SRY试剂F(DAB)显色,光学显微镜下观察至细胞内胞

浆阳性颜色与细胞外背景颜色对比度反差明显时蒸馏

水洗终止反应(显色时间10-20 min)，细胞浆及细胞核显

棕黄色颗粒为阳性反应。⑧苏木精复染。⑨体积分数

80%、90%乙醇、无水乙醇及二甲苯脱水，每步须3-    

5 min，中性树胶封固保留。⑩200×视野下观察SRY染

色阳性细胞，并采图，每张切片分区域随机采图10次，

计算SRY染色阳性细胞所占百分率。×100视野下观察

SRY染色阳性细胞大致分布区域，×400及×1 000视野下

观察SRY染色阳性细胞形态特征、局部定位及其与周围

细胞之间的关系。 

主要观察指标：①SRY阳性肝卵圆细胞种植后染色

结果。②受体来源肝卵圆细胞在移植肝脏中的细胞替代

结果。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选用受体大鼠60只，实

验过程中受体大鼠发生自发死亡6只，进入结果分析54

只。 

2.2  SRY阳性肝卵圆细胞种植后染色结果  SRY原位

杂交染色可见阳性细胞为细胞核及细胞浆中有棕色颗

粒出现，染色阴性细胞胞浆、胞膜及细胞核均无棕染颗

粒出现，选取雌性大鼠卵巢组织和肝脏组织作阴性对

照，见图1，2，选取雄性Lewis大鼠肾脏作SRY染色阳

性对照，见图3。同时对雌性Lewis大鼠脾脏进行SRY阳

性肝卵圆细胞局灶注射，1周后取脾脏组织行SRY染色

见SRY阳性细胞形态不规则，核大，胞浆较少，核浆比

例大，有局灶性增生的表现，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4  Male rat hepatic oval cells proliferated in female rat 
spleen (×200)     

图 4  雄性大鼠来源肝卵圆细胞在雌性大鼠脾脏中的增殖
(×200)     

 

Figure 3  SRY staining of male Lewis rat kidney was positive 
(×100)      

图 3  雄性 Lewis 大鼠肾脏 SRY染色阳性(×100)      
 

Figure 2  SRY staining of female Lewis rat liver was negative 
(×200)       

图 2  雄性大鼠来源雌性 Lewis 大鼠肝脏 SRY 染色阴性
(×200)      

 

Figure 1  SRY staining of female Lewis rat ovary was 
negative (×100)         

图 1  雌性 Lewis 大鼠卵巢 SRY染色阴性(×100)      
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SRY阳性肝卵圆细胞在肝移植时经门静脉和肝动

脉注射入移植肝内，术后其在肝内定位和形态表现为:①

主要围绕汇管区定植于汇管区周围的肝组织内，尚不能

排成规则的条索状，也可见散在分布于肝小叶内，但在

中央静脉周围未发现大量的SRY阳性细胞定植，部分

SRY阳性细胞残留在肝血窦内，已出现细胞凋亡或死

亡，未发现胆管上皮细胞中出现SRY阳性细胞，见图5，

图6。②SRY阳性细胞在肝内的细胞形态以短梭形和椭

圆形居多，多边形较规则细胞数量较少，核大，核浆比

较大，处于分裂状态的细胞少见，见图7。③SRY阳性

细胞之间连接稍疏松，SRY阳性细胞及其相邻的SRY阳

性细胞和SRY阴性细胞有变性坏死，局部偶见炎细胞浸

润，见图8-10。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  受体来源肝卵圆细胞在移植肝脏中的细胞替代结

果  见表1。    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1  移植后不同时段 SRY 阳性细胞比率 
Table 1  Ratio of SRY positive cells at different times after 

transplantation                           

Time after transplantation (d) Case number (n) Positive rate (x
_

±s, %) 

 

 7 

 

 8 

 

14.0±3.7 

14 10 18.1±3.4 

21  8 21.9±3.7 

28 11 29.0±5.5 

35  8 31.4±5.9 

42  9 30.6±3.8 

 

Figure 10  Inflammatory cells infiltrating could be seen around 
SRY positive cells after cell necrosis (×1 000) 

图 10  SRY阳性细胞变性坏死后周围出现炎细胞 
浸润(×1000) 

Figure 9  SRY positive cells showed degeneration and 
necrosis, while SRY negative cells did not show 
degeneration and necrosis (×1 000)       

图 9  SRY阳性细胞有变性坏死，其周围的 SRY 阴性细胞
变性坏死不明显(×1 000)    

 

Figure 8  Intercellular junctions between SRY positive cells 
and SRY negative cells were relatively loose    
(×1 000)       

图 8  SRY 阳性细胞之间及其与周围阴性细胞间的连接较
疏松(×1 000)    

 

Figure 7  Morphology of SRY positive cells (×1 000)          
图 7  SRY阳性细胞形态(×1 000)    

 

Figure 6  SRY positive cells distributed around portal area at 
21 d after male rat hepatic oval cells transplantation 
(×400)          

图 6  雄性大鼠来源肝卵圆细胞移植后 21d SRY 阳性细胞 
在汇管区周围定植(×400)    

 

Figure 5  SRY positive cells distributed around central vein  
area at 21 d after male rat hepatic oval cells  
transplantation (×200)      

图 5  雄性大鼠来源肝卵圆细胞移植后 21d SRY 阳性细胞
在中央静脉周围定植(×200)    
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实验在200×视野下随机计数实验组SRY阳性细胞

占所计数细胞的比率，获取各时点的均值，统计结果见

表1，从移植后7 d开始至实验结束时点即移植后42 d，

SRY阳性细胞所占百分率逐渐升高。至移植后35 d，

SRY阳性细胞比率达到了(31.4±5.9)%，至移植后42 d 

SRY阳性细胞替代率达仍大于30%。 

 

3  讨论 

 

3.1  SRY原位杂交染色技巧分析  在雌性肝脏组织内

找到SRY染色阳性的雄性细胞是本实验的关键环节，要

求熟练掌握SRY染色技术，在实验中成功实施了SRY原

位杂交染色技术，经验体会如下：①标本获取时不能按

照常规的方法直接切取带血液的肝脏组织，带血液的肝

脏组织在做后期原位杂交时肝血窦汇管区内的红细胞

会影响染色结果，造成假阳性染色，故在本实验中肝脏

标本获取前经门静脉注射中性甲醛溶液，驱除肝脏内的

血液，并保证肝脏内甲醛均匀分布，有利于组织标本的

较长时间保存。②原位杂交对石蜡切片厚度要求较高，

一般切片厚度应小于3 μm，若切片厚度大于5 μm则易

出现消化液对切片消化不完全，杂交工作液及显色剂不

能充分作用于重叠的细胞层，后期观察阳性细胞计数不

准确。③SRY原位杂交染色使用了DAB和苏木精复染，

DAB显色为胞浆和细胞核内出现棕褐色染色颗粒，而苏

木精将阴性细胞染成蓝色，两种颜色对比显色，便于确

认和计数SRY染色阳性细胞，但要求严格观察DAB染色

的程度，若出现胞内与细胞外背景色对比明显时，立即

用蒸馏水终止染色，否则将造成假阳性染色。④原位杂

交染色属于基因组染色，通常使用杂交液进行切片孵

育，要求严格控制孵育时间和温度。⑤原位杂交染色常

用DAB染色和荧光标记染色两种，由于荧光标记染色价

格昂贵、操作复杂及荧光显色会随时间延长而消失，本

实验采用DAB显色，操作类似于免疫组织化学染色，价

格较为低廉且可以长期有效显色，便于切片长期保存。 

3.2  受体来源肝脏干细胞在移植肝内定植情况分析  肝

卵圆细胞作为肝脏起源的肝脏干细胞，主要起源于

Hering管(终末胆管和细胞间胆管的过度部位)或胆小管

管壁的胚样细胞，具有无限增殖及分化为成熟肝细胞和

胆管上皮细胞的能力
[24-25]

。在前期实验中也证实肝卵圆

细胞体外培养能过分化为肝细胞和胆管上皮细胞
[20]
。在

实验中，经移植肝脏的肝动脉和门静脉注射肝卵圆细

胞，希望种子细胞能均匀分布于肝脏的门静脉系统和肝

内动脉系统，既分布到肝小叶又分布到毛细胆管周围，

对受损的肝细胞和胆管上皮细胞进行细胞替代修复。实

验结果显示，肝卵圆细胞经双途径进入肝脏后，主要分

布在汇管区和中央静脉周围，在胆管上皮细胞间未发现

染色阳性细胞，肝卵圆细胞及其分化细胞不能进入肝内

毛细胆管上皮层内可能跟毛细胆管的基底膜阻隔有关。 

Lewis大鼠个体之间的基因差别很小，属于同基因

大鼠
[26]
，应用受体来源的肝脏肝细胞对移植肝脏进行种

植，有助于干细胞在移植肝内增殖分化，而不会受到受

体对种子细胞的免疫攻击。实验过程中虽然建立了经典

的大鼠肝移植急性排斥反应模型
[27]

(DA大鼠做供体，

Lewis大鼠做受体)，但在围手术期对受体饲喂了治疗剂

量的他克莫司，抑制了受体对移植肝脏的急性排斥，使

术后大鼠能够顺利渡过围手术期，便于种子细胞在环境

稳定的移植肝脏内增殖和分化，进一步发挥其干扰排斥

和细胞替代的能力。 

从实验结果可以看出，肝脏干细胞及其分化细胞在

移植肝内能够和异基因的移植肝脏肝细胞共存，仅观察

到细胞之间的间隙较为疏松，种子细胞在肝小叶内也见

散在分布，未见明显破坏肝小叶的正常结构，肝脏干细

胞周围未出现异基因肝细胞的大片坏死。肝脏干细胞在

移植肝内主要分布在汇管区和中央静脉周围，并随着移

植后时间的延长，在这两个区域大量增殖分化(既有体积

较小的肝卵圆细胞，又有体积和形态与正常肝细胞类似

的分化细胞)，从不同时段的阳性细胞比率，也可以看出

肝卵圆细胞及其分化细胞在移植肝内持续增殖，进行有

效的细胞替代，将异基因的肝脏进行同基因化，阳性细

胞分布的两个区域也正是急性排斥反应过程中的受体

进行抗原识别及淋巴细胞浸润、免疫攻击的部位
[28-29]

，

大量的同基因细胞在该区域分布势必影响受体对异基

因移植肝脏的抗原识别，进而减轻排斥反应。 

总之，在本实验中应用SRY原位杂交染色技术成功

地观察到受体来源的雄性肝脏干细胞在雌性移植肝脏

内的定植分化情况，为后期研究受体来源肝脏干细胞对

移植肝脏的影响做好了关键技术准备。 
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