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人胚胎发育中肝脏粒系造血祖细胞( C FU
一

引

与 T一淋巴细胞的动态研究

吴祖泽 费瑞高周淑珍 施斐曼 李春海 江宝珍
( 中国人民解放军军事医学科学院)

摘 要

在人的胚胎发育中
,

肝脏是一个重要的造血器官
.

本文测定了 2 4 个不同妊娠时

间胎儿中肝脏的重量和有核细胞总数
,

以及 22 个胎儿肝脏中粒系造血祖细胞 ( C F U -

c )
、

--T 淋巴细胞的含量
.

从胎肝发育的动态分析中可以看到
,

对于 妊娠 4一 5 个月

的肝脏
,

其中 C F U一 的产率与总量达到最高值 ;在妊娠 5 个月内
, T一淋巴细胞的含

量基本保 持在 1一 2多 左右
.

在人和动物的胚胎发育中
,

肝脏是一个重要的造血器官
,

而且以红系为主
.

随着胚胎月龄

的增长
,

肝脏的造血活动逐渐被骨髓所取代
.

出生后
,

骨髓成为主要的造血器官
.

我们已在文献【11 报告
,

胎肝中不仅存在着旺盛的生成红细胞活动
,

而且应用体内琼脂扩

散盒培养技术
,

证明了还存在着丰富的粒系祖细胞 ( c F u 一 )
,

反映了胎肝组织同时具有生成

粒细胞的潜力
〔IJ

.

此外
,

在胎肝中还存在着少量的巨核细胞和淋巴细胞
〔2]

.

这些事实说明
,

类

似小鼠的胚胎发育过程 3[J ,

在人的胎肝组织中也存在着多向性造血干细胞
,

这是胎肝移植治疗

婴儿免疫缺陷症及某些造血障碍等疾病
,

具有重建造血功能的主要的物质基础
〔4]

.

可惜
,

至今反映人多向性造血干细胞的测试技术仍然是一个没有解决的问题
.

但是
,

实验

血液学研究中的许多事实说明
,

多向性造血干细胞与粒系造血祖细胞 ( c F u 一 )
,

在一 些动力

学特性上具有较高的相关性田
,

因此
,

应用 c F u一 的测定结果来反映造血组织中多向性造血

干细胞的状况
,

在一定程度上是有意义的
.

为了造血干细胞移植在临床上的应用
,

人们不仅关心胚胎发育中造血干细胞的浓度与数

量的变化
,

同时也注意到其中淋巴细胞
,

尤其是 T一淋巴细胞数量的动态变化
.

本文对胎肝细

胞在体内琼脂扩散盒培养条件下所生成的细胞团作了形态学分析
,

并对不同月龄的胎儿肝脏

中 C F U一 以及 T 一淋巴细胞含量作了比较研究
.

一
、

材 料 与 方 法

胎肝的采集
: 在水囊引产后 斗小时内

,

从胎儿中取出肝脏
.

胎龄按胎儿身长的平方根值

本文 19 80 年 7月 31 日收到
.
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并结合临床检查估算
6 ] L.

胎肝细胞悬液的制备
:从胎儿中取 出肝脏

,

称重
,

取 1 克肝脏组织置于直径为 60 毫米的

培皿中
,

用眼科剪刀剪碎成泥状
,

加人 10 毫升含 20 多 马血清的 1 9 9 培养液
,

然后用不带针头

的 10 毫升注射器反复抽打
,

直至看不见明显的组织块为止
.

将细胞悬液通过滤血网
,

再经过

带 6 号和 斗号针头的注射器
,

制成单细胞悬液
.

胎肝细胞体内琼脂扩散盒培养技术
:
培养体 系 为 4 毫升含 20 多 马血清

、
0

.

33 多 琼脂和

Z X 10
`

个胎肝有核细胞的 1” 培养液
.

在每个内径为 11 毫米
、

厚为 2 毫米的单面扩散盒中加

人 0
.

2 毫升上述细胞悬液
.

扩散盒经石腊封 口后
,

植人经 7 50 拉德 了 线照射的小鼠腹腔中
.

体

内培养 9 天后
,

取 出扩散盒
,

揭去微孔滤膜
,

在显微镜下 ( 60 x ) 计数由多于 50 个细胞组成的

细胞团的数 目
.

酸性醋酶染色法 : 胎肝印片或细胞涂片经 甲醛蒸气固定 3一 5 分钟
,

自来水冲洗
,

约经 4 小

时自然凉干
.

经含有 。 一酷酸茶醋与副品红的染液作用与染色后
,

油镜计数 3 0 0 0一 5 0 0 0 个有

核细胞中醋酶阳性细胞的百分率
`7J .

E一玫瑰花结形成率的测定
:
胎 肝 细 胞 悬 液 ( < 1 x 10 7

) 中加人 0
.

83 多 rT i s一N H 4cl 溶液

( l
: 2 0) 溶解红细胞

,

离心
,

分离出的有核细胞用 H a
kn 液制成单细胞悬液

,

然后应用聚蔗糖
一
泛

影葡胺 ( d ~ 1
.

07 7 克 /厘米 3) 分层液离心分离出单核样细胞
.

在 0
.

1毫升 单 核 样 细 胞 悬液

( 10
6

/毫升 )中加人 0
.

1毫升 2多 绵羊红细胞 ( S R cB ) 和 0
.

1毫升小牛血 清
.

37 ℃ 保温 5一 10

分钟后取出
,

用 2 00 克离心 , 分钟
,

然后置于 斗℃ 冰箱中 2一 12 小时
,

用滴管吸去多余上清液
,

对沉积在试管底部的细胞摇匀加入 1一 2 滴 0
.

8关戊二醛
,

固定 巧 分钟
,

最后加人 l一 2 滴姬姆

萨染液
,

染色 10 分钟
.

取出细胞悬液
,

在 高倍显微镜下计数 40 0 个有核细胞
,

观察其中结合 3

个 以上 S R现 的淋巴细胞数
,

求出 E一玫瑰花结的形成率
.

细胞超微结构的电子显微镜观察
:
胎肝细胞经体内琼脂扩散盒中培养 9 天后

,

取出单个

细胞团 (连同琼脂在一起 )
,

以 l 务 戊二醛磷酸缓冲液作前固定
,

经蔗糖磷酸缓冲液洗后
,

再以

饿酸作后固定
.

经系列脱水后
,

以 E p on 8 12 包埋
,

切成 0
.

5一 1微米的厚片
.

先用光学显微镜

定位
,

作超薄切片
,

醋酸铀
、

柠檬酸铅染色
,

应用 JE--M
6 C 电子显微镜观察细胞的超微结构

.

二
、

实 验 结 果

1
.

人胎肝细胞的体内琼脂扩散盒培养

人胎肝细胞经体内琼脂扩散盒培养 9 天后
,

可以生成由许多细胞组成的细胞团
,

我们把多

于 50 个细胞组成的细胞集落计为 1 个细胞团 ( c F U一 ) (图版 I一 1 )
.

体内培养 9 天后
,

可以

见到这些细胞团中的细胞大多由粒系细胞或单核
一
巨噬细胞组成

.

对培养后生成的细胞团
,

作

进一步细胞超微结构的电子显微镜观察显示 出
:
这些细胞一般只有一个细胞核

,

有的也可以

见到两个核
.

细胞核的形状有的近似圆形
、

稍带折陷或呈杆状
,

核染色质在核周边较深
.

胞浆

中普遍可以见到溶酶体样的特异性颗粒
,

但有的颗粒不明显
.

胞浆中一 般 含 有 ,一 7个线粒

体
,

还有由单膜围绕的空泡样结构
.

核糖核蛋白体比较丰富
.

此外
,

在有的细胞胞浆中可以见

到数量不等的嗜饿的深电子致密团块
.

根据以上分析
,

人胎肝细胞在小鼠体内琼脂扩散盒培

养条件下生长的是粒系和单核
一巨噬细胞系统 (图版 I一 2 )

.

体内琼脂扩散盒培养条件下
,

细胞团的生成量与最初种人扩散盒的胎肝有核细胞量成正
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比
,

相关系数 (
,
) 为 .0 99 5 (图 1)
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图 1 胎肝细胞经体内琼脂扩散盒中培养 9 天后
,

种入

的胎肝细胞量
,

与细胞团生成量之间的比例关系

(胎肝月龄为 5
·

5个月
,

每个实验点由 6 只扩散盒

组成
,

平均值土标准差
,

相关系数
犷 二 0

·

9 9 5 )

2
.

胚胎发育中肝脏 C F U
一

C 产率与总 t 的动态变化

随着胚胎的不断发育
,

胎儿肝脏的重量或每个肝脏中的有核细胞总数
,

都不断增长 (图 2
,

3 )
.

但是
,

在妊娠 1
.

5 个月时
, c F u一 产率 ( C F U一八 0 ,

) 极低
,

以后随着胎龄的增长
, c F u -

c 的产率或每个肝脏中 c F u一 的总量 ( c F U一 /肝脏 ) 都急剧增加
,

峰值出现在妊娠 4一 5

个月
.

以后
,

随着胎龄的增长
,

肝脏重量不断增加
,

但 c F u一 的产率或每个肝脏中 c F U一的

5 0
.

0
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图 2 胎肝重量 (克 )与妊娠月数的相

互关系 (
护 二 0

.

9 2 0 )

。

气气叼斗于宁怡弓
妊娠时间 (月)

图 3 月台肝中有核细胞总数与妊娠月数的

相互关系
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总量都急剧下降
.

妊娠 7个月以后
, c F u 一 产率或每个肝脏中的 c F u 一 总量都 降 低 到了

很低的水平
.

上述胎肝 C F u 一 数量与胎龄之间构成了一个明显的钟形分布的特征 (图 4 , 5 )
.

3
.

胚胎发育 中肝脏 --T 淋巴细胞含 t 的动态变化

随着胚胎的不断发育
,

肝脏中淋巴细胞总量逐渐增加
.

我们采用酸性醋酶染色法 或 E一玫

瑰花反应
,

重点观察了胎肝发育中 T一淋巴细胞数量的动态变化
.

在妊娠 , 个月内
,

随着肝脏

2 3奄
牛
O

才又
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图 4 胎肝 C FU
一

C 产率与妊娠月数的相互关系

妊派时间 (月 )

图 多 胎肝中 C F U刃 总量与妊娠月数的相互关系

重量或有核细胞总数的增长
, T 一淋巴细胞百分率大约维持在 1一 2多 (表 1 )

,

反映了在上述妊

娠期间
,

肝脏中 T一淋巴细胞的含量是比较低的
.

表 1 胎肝中 T 一淋巴细胞含量与妊娠月数的关系 (% )
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三
、

讨 论

胚胎造血最早起源在卵黄囊的血岛上
.

妊娠 40 天后
,

卵黄囊造血衰退
,

然后肝脏进人了

活跃的造血活动
.

在肝脏造血的最盛期
,

90 多 的血细胞为有核红细胞
.

妊娠 斗个月以后
,

肝

脏造血逐渐减弱
「SJ .

从胎肝造血活动变化的总的趋势来看
,

与我们所观察到的肝脏 c F u一 动
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一一一
—态变化的特征是一致的

,

反映了肝脏的造血活动是造血干细胞增殖和分化的表现
.

最近
,

D er sc h 等即应用体外琼脂培养技术
,

观察了人胎肝细胞生成 c F U { 的产 率受妊

娠时间长短的影响
,

妊娠 4 个月的胎肝细胞生成 c F u一 的产率最高
,

为6 20 c F U一 2/ x 10’.

但是
,

从他们的实验数据还不能得到整个胎肝中 c F U￡ 总量以及动态变化的规律性认识
。

与

D er sct h 等人制备肝脏细胞悬液相似
,

我们在前文中也曾对肝脏细胞悬液先作非连续密度梯度

离心
,

分离收集单核样细胞
,

然后作体内琼脂扩散盒培养
,

这样可以得到比较高的 c F U一 的

生成率
,

但是会影响全胎肝中 C F U￡ 总量估计的正确性
.

从图 1 可见
,

胎肝细胞悬液不经非

连续密度梯度离心
,

直接作体内琼脂扩散盒培养
,

接种的细胞量与培养 9 天后生成的细胞团数

之间
,

同样呈现 良好的线性关系
.

因此
,

根据培养后 C F U一 的产率与胎肝中的有核细胞总

数
,

可以计算不同胎龄的整个肝脏中 c F u 一 的总量
.

应用造血细胞或造血干细胞移植治疗某些造血障碍疾病的研究
,

已有相当长的历史
.

其中

造血干细胞的来源和异体移植后可能发生的免疫反应是造血干细胞移植研究中的二个重要间

题
.

人服用大剂量肿瘤化疗药物或放射性事故中受到大剂量射线照射后
,

造血机能受到严重

的破坏
.

在这种情况下
,

为了实现造血机能的重建
,

需要输人的正常孪生骨髓细胞中造血祖

细胞的含量
,

大约为 2
.

7 x 1 0 6 C F U一
1[ 的

.

我们从胚胎发育中肝脏 C F u一 含量的动态变化可

以看到
,

妊娠 4一 5 个月的肝脏约含有 3一 6 火 1 0 6 c F u --c
.

因此胎肝是造血干细胞移植研究

中一个值得重视的干细胞来源
.

然而
,

胎肝造血细胞移植属于同种造血细胞移植
,

其 中同种抗

力的程度 以及如何提高受体对移植细胞的免疫耐受性等问题
,

都是有待进一步研究的问题
.

随着胚胎的发育
,

肝脏中淋巴细胞的数量逐渐增多
.

O g ur
。圆报告妊娠 31 周后

,

肝脏中淋巴

细胞含量明显地增加到 21 一 51 务
.

在胎龄为 2
.

5一 5 个月的肝脏中应用酸性醋酶染色法测定的

T 一淋 巴细胞浓度在 0
.

2一 1
.

1多之间
.

这与 E一玫瑰花结形成率的测 定结果大致相似
.

与外周

血或骨髓相比
,

胎肝组织中 --T 淋巴细胞的含量是比较低的
〔11 一 l3] ,

这是异体胎肝移植中发生免

疫反应比较轻的一个重要原因
「.1]

.

但是
,

不同月龄胎肝组织中存在 T一淋巴细胞的事实
,

可能

是导致胎肝移植后出现继发病的一个原因
.

因此
,

分离除去胎肝细胞中的免疫活性细胞以及

与造血无关的肝细胞等
,

也是进一步提高胎肝造血干细胞移植效果的一个值得重视的课题
.
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