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文题释义： 

肝细胞移植：目前肝细胞移植作为原位肝移植的替代治疗方法之一，主要应用于终末期肝病以及肝脏代谢性

疾病治疗，能有效地提供近期或者远期肝功能支持，取得了一定的成功。更有人认为未来肝细胞移植可能取

代肝移植。 

急性肝衰竭：指各种原因引起肝细胞大面积坏死或严重肝功能损害。肝脏内的肝细胞呈一次性大面积坏死，

伴存活肝细胞严重变性，肝窦网状支架塌陷或非完全性塌陷，坏死组织释放各种酶及细胞内容物导致局部炎

症反应，同时正常肝细胞释放过量的细胞因子和炎症递质进一步破坏溶解肝细胞，最终导致肝脏内环境紊乱。

该病具有很高死亡率，目前治疗方法有肝移植、人工肝、肝细胞移植等。 

 

摘要 

背景：肝细胞移植在治疗代谢性疾病和急性肝衰竭的动物实验中取得了一定成功，然而肝细胞移植的临床疗

效却并没有动物实验理想。造成实验模型与临床疗效的差异可能与肝细胞移植途径有一定关系。 

目的：探讨经颈动脉途径脾动脉插管注射与脾脏直接注射两种方法行肝细胞移植治疗急性肝衰竭大鼠的疗效，

得出更加优化的移植方法。 

方法：在 Seglen 改良两步法的基础上稍加改进分离培养肝细胞。采用 D-氨基半乳糖诱导大鼠(重庆医科大学

实验动物中心提供)急性肝衰竭 24 h 后，65 只大鼠经颈动脉途径脾动脉插管，60 只插管成功后随机分为 3

组：脾脏直接注射组(n=20)大鼠经脾脏直接注射约 2×107个肝细胞、脾动脉注射 0.4 mL Hank’s 液；脾动脉

注射组(n=20)大鼠经脾脏直接注射 0.4 mL Hank’s 液、脾动脉注射 2×107个肝细胞；模型对照组(n=20)经脾脏

直接注射 0.4 mL Hank’s 液、脾动脉注射 0.4 mL Hank’s 液。移植后 14 d 内观察各组大鼠的生存率及肝功能

变化；移植后 7 d，荧光显微镜观察经脾动脉移植肝细胞的体内分布情况，苏木精-伊红染色观察移植肝细胞

在脾内的分布和增殖情况；移植后 14 d，免疫荧光染色观察白蛋白合成情况。 

结果与结论：①大鼠肝细胞分离存活率达 80%-90%；②3 组大鼠生存率的比较差异有显著性意义，脾脏直接

注射组 14 d 存活率显著高于脾动脉注射组, 脾动脉注射组 14 d 存活率高于模型对照组；③脾脏直接注射组、

脾动脉注射组大鼠肝功能均明显改善，尤其以脾脏直接注射组最为显著；④CFDA-SE 荧光标记的肝细胞经脾

动脉移植 7 d 后，受体大鼠脾脏和肝脏可以看到散在绿色荧光分布；⑤移植 14 d 后，脾脏直接注射组、脾动

脉注射组脾脏内有肝细胞白蛋白绿色荧光信号；⑥移植 7 d 后，脾脏直接注射组、脾动脉注射组肝细胞在脾

脏红髓中簇集在一起并定植下来；⑦结果表明，经大鼠颈动脉途径脾动脉插管移植肝细胞能提高急性肝衰竭

大鼠的存活率和改善其肝功能；脾脏直接注射法优于脾动脉途径注射法。 
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经大鼠脾动脉途径肝细胞移植治疗急性肝衰竭 

(1)D-氨基半乳糖
诱导急性肝衰
竭； 

(2)脾动脉插管； 

(3)随机分为 3 组。 

 

分组干预： 
(1)脾脏直接注射组(n=20)：

脾脏穿刺 2×10
7
肝细胞+

脾动脉 0.4 mL Hank’s 液； 

(2)脾动脉注射组(n=20)：脾
脏穿刺 0.4 mL Hank’s 液+

脾动脉 2×10
7
肝细胞； 

(3)模型对照组(n=20)：脾脏
穿刺 0.4 mL Hank’s 液+脾
动脉 0.4 mL Hank’s 液。 

 

观察指标： 
(1)3 组大鼠 14 d 生存率； 

(2)1，3，7，14 d 3 组大鼠肝
功能； 

(3)荧光标记的肝细胞通过脾
动脉移植后在体内分布； 

(4)脾内肝细胞增殖情况； 

(5)脾内肝细胞白蛋白合成情
况。 

结论： 
(1)经大鼠颈动脉途径脾动脉插管移植肝细胞，能提高急性肝衰竭大鼠的存活率，改善肝功能； 

(2)脾脏直接注射法优于脾动脉途径注射法。 

60 只 大鼠 
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Abstract 

BACKGROUND: Hepatocyte transplantation has achieved some success in animal experiments for the treatment of metabolic diseases and 

acute liver failure. However, the clinical efficacy of hepatocyte transplantation is unsatisfactory. The difference between the experimental 

results and the clinical efficacy may be related to the hepatocyte transplantation approach. 

OBJECTIVE: To evaluate the therapeutic effects of hepatocyte transplantation by the intubation via the intubation of the splenic artery and 

intrasplenic injection in rats with acute hepatic failure, providing more optimal transplantation approaches and methods. 

METHODS: Hepatocytes were isolated and cultured by the modified Seglen’s method (two-step). Acute hepatic failure was induced by D-gal 

in Sprague-Dawley rats (provided by the Experimental Animal Center of Chongqing Medical University in China). After 24 hours, an intubation 

tube was inserted into the splenic artery in 65 rats with acute hepatic failure, which was successful in 60 rats. Then these 60 rat models were 

randomly divided into three groups (n=20 per group). Intrasplenic injection group received about 2×10
7
 hepatocytes through intrasplenic 

injection and 0.4 mL of Hank’s solution through the splenic artery. Splenic artery group received 0.4 mL of Hank’s solution through intrasplenic 

injection and 2×10
7
 hepatocytes through the splenic artery. Model group received 0.4 mL of Hank’s solution through intrasplenic injection and 

0.4 mL of Hank’s solution through the splenic artery. Survival rate and liver function of the rats was observed within 14 days after 

transplantation. The distribution of CFDA-SE-labeled hepatocytes transplanted via the splenic artery was observed under fluorescence 

microscope at 7 days after transplantation, and meanwhile, the distribution and proliferation of transplanted hepatocytes in the spleen were 

observed using hematoxylin-eosin staining. Synthesis of albumin in the spleen was observed by immunofluorescence staining. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) 80%-90% hepatocytes survived after isolation. (2) At 14 days after transplantation, the survival rates of 

rats in the three groups were significantly different: intrasplenic injection group > splenic artery group > model group. (3) The liver function of 

rats was significantly improved in the intrasplenic injection group and the splenic artery group, especially in the former group. (4) 

CFDA-SE-labeled hepatocytes (green fluorescence) were scattered in the rat spleen and liver at 7 days after transplantation via the splenic 

artery. (5) At 14 days after transplantation, immunofluorescent staining of albumin demonstrated some positive cells in the rat spleen in the 

intrasplenic injection group and splenic artery group. (6) At 7 days after transplantation, transplanted hepatocytes were concentrated and 

colonized in the red pulp of the spleen. In conclusion, hepatocyte transplantation through catheterization of the splenic artery via carotid route 

can improve the survival of rats with acute hepatic failure and ameliorate the hepatic function, but intrasplenic injection is significantly superior 

to the injection via the splenic artery. 

Subject headings: Liver Failure, Acute; Hepatocytes; Spleen; Splenic Artery; Tissue Engineering 

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81470898 (to LDW) 

 

0  引言  Introduction 

急性肝衰竭是指各种原因引起肝细胞大面积坏死或严

重肝功能损害，该病具有很高死亡率，目前临床上最为有

效的治疗方法为肝移植[1]。然而肝移植面临供者紧缺、长

期使用免疫药物、手术创伤大、高昂费用等缺点，限制其

在临床上广泛运用[2-3]。目前短暂替代治疗急性肝衰竭的方

法有人工肝和肝细胞移植，人工肝主要是通过血液透析的

方法改善肝功能，而无法完成肝脏代谢功能[4-5]。肝细胞移

植作为一种桥梁作用，帮助肝功能衰竭患者渡过肝衰竭  

期[6-7]。肝细胞移植与原位肝移植相比有以下优势：①一肝

多用，很大程度上缓解了供肝的紧缺；②手术创伤小；③

肝细胞可以低温保存(-140 ℃)，可以随时为肝衰竭患者提

供治疗；④排斥反应小。与原位肝移植比较，肝细胞移植

免疫原性较小，不需要大量服用免疫性药物；⑤费用低，

有利于肝细胞移植广泛运用等；⑥基因修饰，可以将基因

修饰的肝细胞移植到基因缺陷体内，达到治疗的目的[8]。

Zern
[9]认为未来肝细胞移植可能取代肝移植。 

肝细胞移植在治疗代谢性疾病和急性肝衰竭的动物实

验中取得了一定成功[10]，然而肝细胞移植的临床疗效却并

没有动物实验理想[11-12]。肝细胞移植部位较多，包括肝脏、

脾脏、腹膜后、肠系膜等，其中脾脏是肝细胞移植运用较

多、最为成熟的部位之一[13-14]。目前脾脏内移植途径主要

包括脾动脉注射法和直接脾内注射法两种[13]。大多数动物

模型选择脾脏直接注射法移植治疗急性肝衰竭，而临床治

疗则选择脾动脉途径进行移植[11-12]。造成实验模型与临床

疗效的差异可能与肝细胞移植途径有一定关系[12]。为此，

该实验通过比较经颈动脉途径脾动脉插管注射与脾脏直接

注射肝细胞治疗急性肝衰竭大鼠的疗效，为临床提供一种

更为优化的移植途径和方法。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  动物实验观察。 

1.2  时间及地点  于2011年6月至2014年7月在重庆医科

大学附属第一医院神经内科重点实验室完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  供体：SD大鼠20只，6-8周龄，雌雄各

半，体质量(200±25) g；受体：SD大鼠65只，6-8周龄，

雌雄各半，体质量(200±25) g，均由重庆医科大学动物实



冯渊，李德卫，杨均均. 脾内两种途径肝细胞移植治疗急性肝衰竭大鼠的效果评价[J]. 

中国组织工程研究，2019，23(9):1422-1427. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.1624 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 1424 

验中心提供，实验动物许可证号：SCXK(渝)2007-0001，

饲养条件：20-25 ℃，充足的水和食物，12 h昼夜交换。 

1.3.2  实验试剂  D-氨基半乳糖(重庆医科大学化学教研

室)；兔抗大鼠白蛋白单克隆抗体(美国Abcam公司)；CFDA 

SE荧光染料(上海碧云天生物公司)；多聚赖氨酸(武汉博士

德生物工程公司)；多聚甲醛、水合氯醛(重庆川东化工集

团公司)；硬膜外导管(重庆医科大学附属第一医院麻醉科)；

甘油(美国Sigma公司)；枸橼酸盐缓冲液(上海碧云天生物

公司)；PBS(美国Sigma公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  肝细胞分离  20只SD大鼠作为肝细胞移植的供

体。肝细胞的分离是在Seglen改良两步法的基础上稍加改

进[15-16]：①通过门静脉插管灌注D-Hank’s液；②换用含

0.05%胶原酶Ⅳ的Hank’s液灌注。将分离出的肝细胞制成

肝细胞悬液，通过锥虫蓝染色，观察肝细胞的活性。 

1.4.2  肝细胞荧光标记  使用荧光标记物CFDA-SE对肝

细胞进行绿色荧光标记。在10 mL肝细胞悬液(1×10
9
 L

-1
)

中加入荧光示踪剂CFDA-SE溶液10 μL，充分摇匀，10 min

后4 ℃离心3 min(300×g)，去除上清液，避光，反复2次。

通过荧光显微镜观察肝细胞标记情况。    

1.4.3  动物造模及实验分组  65只SD大鼠一次性腹腔注

射D-氨基半乳糖(剂量为0.8 g/kg)诱导急性肝衰竭24 h后，

进行颈动脉途径脾动脉插管，具体操作方法参照文献[17]：

①分离左侧颈动脉；②分离腹腔干；③插管。插管成功60

只，失败5只。将插管成功的60只大鼠随机分为3组：脾脏

直接注射组、脾动脉注射组、模型对照组，每组20只。 

1.4.4  肝细胞移植  插管成功后，临时阻断腹腔干的肝总

动脉、胃左动脉分支，保持腹腔干与脾动脉形成唯一通路[11]。

脾脏直接注射组 (n=20)大鼠脾尾直接注射肝细胞悬液  

0.4 mL(含2×10
7个肝细胞)、通过导管注射0.4 mL Hank’s

液；脾动脉注射组(n=20)大鼠脾尾直接注射0.4 mL Hank’s

液、通过导管注射肝细胞悬液0.4 mL(含2×10
7个肝细胞)；

模型对照组(n=20)脾尾直接注射0.4 mL Hank’s液、通过导

管注射0.4 mL Hank’s液。注射完毕后退出导管，结扎左侧

颈动脉，2 min后解除各血管梗阻(恢复肝总动脉、胃左动

脉畅通)，缝合皮肤。 

1.5  主要观察指标  

1.5.1  肝细胞存活和荧光标记情况  使用锥虫蓝染色观

察肝细胞存活情况，荧光显微镜观察CFDA-SE标记的肝细

胞染色情况。 

1.5.2  大鼠存活情况  观察14 d内3组急性肝衰竭大鼠存

活情况。 

1.5.3  肝功能  各组大鼠分别在移植后0，1，3，7，14 d

经尾静脉采血。用赖氏法检测谷丙转氨酶活性，溴甲酚绿

法检测总胆红素水平。 

1.5.4  荧光标记检测肝细胞在体内分布  在移植后7 d，取

下脾动脉注射组2只荧光标记受体大鼠的脾脏、肝脏、肺送

快速冰冻，6 μm厚度连续切片，60%甘油封固，通过荧光

显微镜观察经脾动脉途径移植的肝细胞在体内分布情况。 

1.5.5  苏木精-伊红染色观察脾脏组织形态  移植后7 d，

取各组1只大鼠脾脏，经40 g/L多聚甲醛固定24 h后，石蜡

包埋、切片，苏木精-伊红染色观察移植肝细胞在脾内的分

布和增殖情况。 

1.5.6  免疫荧光检测白蛋白表达  移植后14 d，取各组2

只大鼠脾脏组织送快速冰冻，6 μm厚度连续切片，40 g/L

多聚甲醛室温固定15-30 min，PBS水化组织2次，每次  

10 min，3%BSA室温封闭30 min，加入兔抗大鼠白蛋白单

克隆抗体避光孵育2 h，PBS水化组织2次，每次10 min，

60%甘油封固，共聚焦荧光显微镜观察荧光信号。 

1.6  统计学分析  计量资料均以x
_

±s表示，3组14 d生存率

比较采用χ2检验，3组之间两两比较时用            校

正检验水准；谷丙转氨酶和总胆红素水平差异采用单因素

方差分析且用SNK检验进行两两对比。所有数据均采用

SPSS 22.0统计软件分析。 

 

2  结果  Results  

2.1  肝细胞存活和荧光标记情况  肝细胞成功分离为单

个细胞，锥虫蓝染色活力为80%-90%，存活肝细胞透亮不

被锥虫蓝着色，而细胞壁破坏的肝细胞则染成蓝色，见图

1A。肝细胞使用荧光示踪剂CFDA-SE标记后显绿色荧光，

见图1B。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  脾动脉插管情况  经颈动脉途径脾动脉插管成功后，

通过导管注射亚甲基蓝溶液，脾脏显蓝色，肝脏和胃未显

色，见图2。 
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图注：图中 A 为肝细胞锥虫蓝染色，细胞活力为 80%-90%(×100)；

B 为 CFDA-SE 标记的肝细胞，显示绿色荧光(×200)。 

图 1  SD 大鼠肝细胞存活和荧光标记情况 

Figure 1  Survival and labeling of hepatocytes from 

Sprague-Dawley rats 
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图注：图中 A 为正常肝脏；B 为肝动脉插管成功。箭头所示为亚甲基

蓝染色。 

图 2  SD 大鼠脾动脉插管情况 

Figure 2  Splenic artery intubation in the Sprague-Dawley rats 
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2.3  各组大鼠存活情况  移植后14 d内3组大鼠未见偏

瘫、脾脏和胃黏膜坏死等并发症发生。3组大鼠生存率的比

较差异有显著性意义，脾脏直接注射组14 d存活率显著高

于脾动脉注射组，脾动脉注射组14 d存活率高于模型对照

组；生存分析log-rank检验，差异有显著性意义(χ2
=7.220，

P=0.027< 0.05)，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  各组大鼠肝功能比较  移植前谷丙转氨酶、总胆红

素水平最高，移植后1 d谷丙转氨酶、总胆红素水平两两

比较差异无显著性意义(P > 0.05)。移植后3，7 d，脾脏

直接注射组大鼠谷丙转氨酶、总胆红素水平与脾动脉注射

组、模型对照组比较，差异均有显著性意义(P < 0.05)。

移植后14 d，3组存活大鼠肝功能基本恢复正常，见图4，

5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  肝细胞在体内分布情况  脾动脉注射组大鼠移植后 

7 d，将脾脏、肝脏、肺快速冰冻切片，通过荧光显微镜观

察发现脾脏、肝脏内有散在绿色荧光标记的肝细胞，肺部

未发现绿色荧光信号，见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  脾组织病理形态  正常脾脏进行苏木精-伊红染色，

脾细胞多为单核，无明显胞浆，细胞核较小，见图7A；移

植后7 d，脾脏直接注射组大鼠脾脏红髓中发现许多胞浆较

红的肝细胞，胞浆丰富，圆形或椭圆形核位于中央，还可

见双核，核膜清楚，核仁一两个，与脾细胞相比，肝细胞

核仁更大。肝细胞簇集在一起形成细胞群，排列整体，在

脾脏红髓内定植下来，见图7B；脾动脉注射组大鼠脾脏有

散在均匀肝细胞分布，肝细胞排列紊乱，见图7C。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图注：脾脏直接注射组(GⅠ)14 d存活率显著高于脾动脉注射组(GⅡ), 

脾动脉注射组 14 d 存活率高于模型对照组(GⅢ)。 

图 3  各组大鼠 14 d 生存曲线              

Figure 3  Survival curves of acute hepatic failure rats at 14 days 

after transplantation   

图注：移植后 1 d 谷丙转氨酶活性两两比较差异无显著性意义(P > 

0.05)。移植后 3，7 d，脾脏直接注射组大鼠谷丙转氨酶活性低于脾

动脉注射组、模型对照组，差异均有显著性意义(P < 0.05)。移植后

14 d，3 组存活大鼠谷丙转氨酶活性基本恢复正常。 

图 4  各组大鼠谷丙转氨酶活性变化 

Figure 4  Changes in the serum alanine aminotransferase level in 

acute hepatic failure rats after transplantation 

图注：移植后 1 d 总胆红素水平两两比较差异无显著性意义(P > 

0.05)。移植后 3，7 d，脾脏直接注射组大鼠总胆红素水平低于脾动

脉注射组、模型对照组，差异均有显著性意义(P < 0.05)。移植后 14 d，

3 组存活大鼠总胆红素水平恢复正常。 

图 5  各组大鼠总胆红素水平变化 

Figure 5  Changes of the serum bilirubin level in acute hepatic 

failure rats after transplantation 
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图注：图中 A 为脾脏内有散在绿色荧光标记的肝细胞；B 为肝脏内有

散在绿色荧光标记的肝细胞。 

图 6  移植肝细胞在脾动脉注射组大鼠体内分布情况(×200) 

Figure 6  Distribution of transplanted hepatocytes in the splenic 

artery group (×200) 
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图注：图中 A 为正常脾脏，脾细胞多为单核，无明显胞浆，细胞核较

小；B 为脾脏直接注射组，肝细胞簇集在一起形成细胞群，排列整齐，

在脾脏红髓内定植下来；C 为脾动脉注射组，脾脏内有散在均匀肝细

胞分布，肝细胞排列紊乱。箭头表示脾细胞。 

图 7  移植后 7 d 各组大鼠脾组织病理形态(苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 7  Pathological morphology of the rat spleen tissues in each 

group at 7 days after transplantation (hematoxylin-eosin staining, 

×400) 
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2.7  免疫荧光检测白蛋白表达  移植后14 d，免疫荧光发

现脾脏直接注射组、脾动脉注射组大鼠脾脏内有大量的绿

色荧光信号，表明肝细胞在脾脏内具有合成白蛋白的功能，

其中脾脏直接注射组绿色荧光信号明显强于脾动脉注射

组，见图8。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

肝脏具有独特的组织结构和非实质细胞的相互作用，

从生理环境和细胞环境来说，目前认为肝脏是肝细胞移植

最理想的植入部位之一[18-19]。临床上可以通过经皮门静脉

直接穿刺、颈静脉插管、脐静脉、脾静脉、股静脉等途径

进入门静脉移植肝细胞，易于操作，创伤小，可重复操    

作[18-19]。婴儿可能通过脐静脉插管途径移植肝细胞，成人

可能通过腹腔镜下门静脉直接注射移植肝细胞[20]。在治疗

代谢性肝病方面，门静脉途径是肝细胞移植的首选途径之

一[21-22]。在治疗肝硬化和急性肝衰竭方面，门静脉途径不

作为首选移植途径[23]。肝硬化病理结构提示肝脏纤维化和

假小叶形成，会影响移植的肝细胞进入肝窦，从而影响肝

细胞的增殖[24]；肝硬化常见的临床表现为门静脉高压，如

通过门静脉注射移植肝细胞，可能加重门静脉高压，甚至

出现门静脉栓塞[25]。急性肝衰竭的肝脏病理微环境会影响

植入的肝细胞，从而影响移植肝细胞在肝内增殖和发挥其

功能，经门静脉植入大量肝细胞还容易造成门静脉高压、

血栓栓塞、加重肝性脑病或者进入体循环引起肺栓塞等并

发症[26]，因此门静脉途径不做为肝细胞移植治疗急性肝衰

竭的首选途径[27]。 

Wang等[28]通过脾动脉途径移植肝细胞治疗急、慢性肝

衰竭患者，发现肝细胞能在脾脏髓质定植、增殖，能降低

患者的死亡率和改善其肝功能，并在脾脏肝细胞聚集地方

观察到胆管网状结构。脾脏是肝移植运用较多部位之一。

肝细胞移植包括脾内直接注射和脾动脉注射两种方法，在

动物模型中运用较多的是脾脏直接注射法，而临床上运用

较多的是脾动脉移植注射法[11-12]。Nagata等[12]研究猪脾动

脉和脾内注射两种移植途径对比发现，脾动脉移植容易造

成脾脏和胃黏膜坏死，影响移植效果，脾内直接注射优于

脾动脉途径。  

实验结果显示，脾动脉注射组与模型对照组14 d存活

率差异有显著性意义，表明经脾动脉插管移植肝细胞能提

高急性肝衰竭大鼠存活率。移植后3，7 d，脾动脉注射组

大鼠谷丙转氨酶和总胆红素水平与模型对照组比较差异有

显著性意义，表明经脾动脉移植肝细胞能明显改善急性肝

衰竭大鼠的肝功能。脾脏直接注射组大鼠14 d存活率较脾

动脉注射组明显提高；移植后3，7 d，脾脏直接注射组大

鼠的谷丙转氨酶和总胆红素水平与脾动脉注射组、模型对

照组比较差异也有显著性意义；移植后7 d，苏木精-伊红

染色发现脾脏直接注射组、脾动脉注射组肝细胞在脾脏内

定植下来；移植后14 d脾脏直接注射组、脾动脉注射组大

鼠脾脏内有大量的绿色荧光信号，表明肝细胞在脾脏内具

有合成白蛋白的功能，其中脾脏直接注射组绿色荧光信号

明显强于脾动脉注射组。以上结果均能证实脾脏直接注射

法肝细胞移植能改善急性肝衰竭大鼠肝功能和提高存活

率，并在治疗急性肝衰竭方面更优于脾动脉途径。 

实验发现脾脏直接注射法在改变大鼠生存率和改善肝

功能方面明显优于脾动脉途径，造成这种原因可能有：①

Nordlinger等[29]研究经猪脾动脉途径移植肝细胞发现，脾

脏直接注射法效果明显优于脾动脉插管肝细胞移植，可能

原因是由于动脉途径的肝细胞更易于经血液进入肝脏、肺

部，甚至全身各部位。肝细胞在分离过程中，肝脏组织的

血管结构破坏，肝细胞周围的间质细胞和细胞因子丧失，

使进入肺部或其他部位的肝细胞失去其存活增殖的微环

境，仅有少部分肝细胞定植在脾脏和肝脏发挥作用[30]；②

脾动脉途径移植的肝细胞更有利于肝细胞定植于脾脏髓

质，有利于肝细胞的增殖和发挥其功能[30-31]。脾动脉移植

的肝细胞在血流冲击下，与脾脏直接注射相比，使更多的

肝细胞经脾静脉进入肝脏内，在肝脏内发现CFDA-SE标记

的肝细胞得到证实。然而D-氨基半乳糖诱导大鼠急性肝衰

竭后，肝脏内的肝细胞呈一次性大面积坏死，伴存活肝细

胞严重变性，肝窦网状支架塌陷或非完全性塌陷[32]；坏死

组织释放各种酶及细胞内容物导致局部炎症反应；同时正

常肝细胞释放过量的细胞因子和炎症递质进一步破坏溶解

肝细胞，最终导致肝脏内环境紊乱[33]。此时通过脾动脉移

植肝细胞治疗急性肝衰竭大鼠时，移植后的肝细胞在肝脏

内受到病理微环境的影响，只有少量的肝细胞能幸存下来，

发挥功能作用，所以影响肝细胞移植的效果[34]。 

结论：经大鼠颈动脉途径脾动脉插管肝细胞移植能提

高急性肝衰竭大鼠的存活率和改善其肝功能，脾脏直接注

射法更优于脾动脉途径。最近20年的肝细胞移植研究发现，

肝细胞移植具有短暂的有效性和安全性；未来的挑战是如

何提高移植肝细胞的有效性，寻求新的肝细胞供体，减少

移植后肝细胞免疫损伤，提高肝细胞的增殖能力，这也是

未来的研究方向。 
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图注：图中 A 为脾脏直接注射组；B 为脾动脉注射组。脾脏直接注射

组绿色荧光信号明显强于脾动脉注射组。箭头所示白蛋白绿色荧光表

达。 

图 8  免疫荧光检测各组大鼠脾脏中白蛋白表达(×400) 

Figure 8  Immunofluorescence detection of albumin expression in 

the spleen of rats in each group (×400) 
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