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Abstract
AIM: To investigate repopulation of human fetal 
hepatocytes in an animal model of nude mice 
with chimeric human liver following induction 
of mouse hepatocyte apoptosis using a mouse-
specific anti-Fas monoclonal antibody (Jo2 mAb) 
that does not engage xenogeneic fas.

METHODS: For experiment group, nude mice 
were transplanted with human fetal hepatocytes 
intrasplenically and treated with 0.2 mg/kg Jo2 
mAb intraperitoneally once a week for 12 weeks 
consistently. Nude mice in the control group 
were transplanted with human fetal hepatocytes 
but not administrated with Jo2 mAb. Liver sec-
tion from non-transplanted nude mice adminis-

tered with Jo2 mAb were analyzed using hema-
toxylin and eosin staining and terminal uridine 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end la-
beling (TUNEL) staining. Reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and S-P im-
munohistochemistry were used to detect human 
albumin mRNA, human albumin and specific 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in chi-
meric liver tissues. 

RESULTS: Liver sections from non-transplanted 
nude mice administered with Jo2 mAb showed 
hepatocyte death, massive apoptosis and hem-
orrhage. Nude mice in both experiment group 
and control group survived 24 weeks after trans-
plantation. Human albumin and specific human 
PCNA were detected from the week 2 to week 
20 after transplantation, but they could only 
be detected from the week 2 to week 12 in the 
controls. Human albumin mRNA (356 bp) was 
detected in mice livers from the week 4 to week 
16 after transplantation, but they could only be 
detected from the week 4 to week 8 in the con-
trols. The number of PCNA in experiment group 
is significantly higher than in the control group 
at 8, 12 wk (25.7% ± 8.5% vs 13.4% ± 7.8%, 29.4%
±  5.0% vs 8.5% ± 2.3%, both P < 0.05). 

CONCLUSION: Human fetal hepatocytes of 
xenogeneic graft can survive in nude mice. The 
repopulation of human fetal hepatocytes can be 
promoted and prolonged in  nude mouse model 
with chimeric human liver using mouse-specific 
anti-Fas antibody intraperitoneally. 
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摘要
目的: 探讨人胎肝细胞移植联合使用JO2抗体的
策略, 促进人胎肝细胞在小鼠肝内存活和增殖.

®

■背景资料
人肝细胞移植到
鼠体内能够长时
间存活并保持功
能是能够运用人
鼠嵌合肝作为理
想动物模型的首
要条件. 要使移植
肝细胞大量增殖, 
需赋予移植肝细
胞更强的生长或
生存优势 ,  和 /或
受体肝细胞增殖
受到抑制. 本文运
用Fas受体激动剂
JO2抗体能特异性
诱导小鼠肝细胞
凋亡的特性, 诱导
鼠肝细胞逐步凋
亡, 削弱其对植入
的人肝细胞的竟
争性抑制作用, 并
让出生长空间, 同
时也造成小鼠对
肝细胞的再生需
求, 使人肝细胞在
JO2处理的人鼠嵌
合肝中存活达20 
wk. 

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科; 赵桂鸣, 主
任医师, 天津市肝
病研究所天津市
传染病医院慢性
肝炎科
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方法: 裸鼠经脾移植1×106人胎肝细胞, 移植
后第1天ip JO2抗体, 剂量为0.2 mg/kg, 1次/wk, 
持续12 wk为实验组, 裸鼠经人胎肝细胞移植
后未给予JO2抗体为对照组, 建立人鼠嵌合肝
动物模型. 采用HE染色、原位末端标记方法
(TUNEL染色)观察未经人胎肝细胞移植而给
予JO2抗体24 h后处死的裸鼠肝脏组织. 免疫
组化、逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测不
同时相点实验组和对照组嵌合肝中肝组织人
白蛋白、特异人增殖细胞核抗原(PCNA)和人
白蛋白mRNA表达. 

结果: 未经人胎肝细胞移植而给予JO2抗体的
裸鼠病理组织切片发现肝组织出血、坏死和
细胞凋亡. 实验组和对照组裸鼠均能存活至
24 wk. 移植后嵌合鼠肝组织表达人白蛋白和
人PCNA阳性细胞的时间: 实验组2-20 wk, 对
照组2-12 wk; 白蛋白mRNA表达: 实验组4-16 
wk, 对照组4-8 wk; 实验组与对照组移植后
8、12 wk PCNA表达差异有显著性(25.7%±

8.5% vs  13.4%±7.8%, 29.4%±5.0% vs  8.5%
±2.3%, 均P <0.05).

结论: 人肝细胞异种移植于裸鼠体内能够存
活, 经小剂量JO2抗体ip裸鼠，使人鼠嵌合肝
中人肝细胞得以增殖, 存活时间延长.

关键词: Fas抗体; 人肝细胞; 移植; 人鼠嵌合肝; 增殖
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0  引言

将异种肝组织移植于小鼠体内可用于研究遗传

毒性 [1]、基因治疗 [2]、肝再生 [3]以及肝炎病毒

的感染[4-6], 而将人肝细胞定植到鼠的肝脏构建

“人鼠嵌合肝”动物模型, 不但解决肝炎病毒

感染的种属特异性问题, 而且可用于已知和未

知病毒感染的研究, 为病毒性肝炎及相关领域

提供一种强有力的工具. 不过, 移植于鼠体内的

人肝细胞能够长时间存活并保持功能是能够运

用人鼠嵌合肝作为理想动物模型的首要条件. 
要想使肝细胞在移植后大量增殖, 需赋予移植

肝细胞更强的生长或生存优势, 和/或受体肝细

胞增殖受到抑制[7-9]. Fas是一种细胞表面信号分

子, 属于肿瘤坏死因子受体超家族成员[10]. 当与

Fas配体或特异性抗体(如JO2)结合后, Fas启动

细胞凋亡[11]. JO2是从仓鼠体内衍生而制的针对

鼠特异性致凋亡的抗体[12-14], 且具有明显的嗜肝

性, 肝细胞对JO2抗体所诱导的细胞凋亡非常敏

感, 给小鼠注射小剂量的JO2不会引起肝外组织

器官明显损伤, 却可造成肝细胞大面积的凋亡, 
引起动物出现爆发性肝衰竭症状和死亡[15-16]. 因
此, 采用小剂量JO2抗体多次注射裸鼠腹腔内, 
诱导鼠肝细胞损伤, 使移植到裸鼠的人胎肝细

胞具有增殖优势, 这种方便易行的利于异种细

胞移植的方法国内尚无报道, 为建立人鼠嵌合

肝探索一种新的策略. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/C-nu/nu的♂无胸腺裸鼠65只购

自北京实验动物中心, 本校实验室SPF级动物房

饲养. 选择鼠龄6 wk, 体质量15-20 g为实验对象.
1.2 方法 
1.2.1 人胎肝细胞移植: 经西南医院伦理委员会

同意, 并由产妇签署知情同意书. 选择孕期20 wk
死胎. 采用体外两步灌注法[17]分离人胎肝细胞, 
并用液氮罐保存以备用. 试验时取出冻存的人

胎肝细胞, 移入离心管, 缓慢加入4℃培养液等

倍稀释, 30 r/min离心3 min, 弃上清液, 重复2次; 
重新混悬于培养液中. 于倒置相差显微镜(日本

Olympus公司)下用血细胞计数板计算肝细胞的

数量, 台盼蓝拒染法计算胎肝细胞的存活率, 超
过80%的用于实验(其中90%为胎肝实质细胞). 戊
巴比妥钠肌注麻醉, 小鼠腹白线逐层剪开, 暴露

脾, 自脾系膜缘进针, 向脾体和脾尾方向, 将100 
μL人胎肝细胞培养液(含1×106个细胞)缓慢注入, 
轻压注射点, 退针处用吸收性海绵明胶止血. 
1.2.2 JO2抗体给药方式和标本采集: 30只经人胎

肝细胞移植的裸鼠于第2天, 给予JO2抗体(BD, 
pharmingen)ip, 剂量为 0.2 mg/kg, 1 次/wk, 共12 
wk为实验组; 30只经人胎肝细胞移植后未ip JO2
抗体为对照组; 5只裸鼠未经人胎肝细胞移植而

用JO2抗体, 0.2 mg/kg, ip后24 h处死肝组织病理

切片观察. 实验组和对照组从2 wk开始, 后4、
8、12、16、20、24 wk各处死4只小鼠, 进行组

织学观察. 
1.2.3 JO2抗体: ip后肝组织HE染色和原位末端

标记方法检测细胞凋亡(TUNEL染色): 40 g/L多
聚甲醛固定肝组织, 经石蜡包埋、切片, 苏木精

和伊红染色(HE染色), 光镜下常规病理检查. 按
照TUNEL试剂盒(Roche)说明书操作, 最后常规

DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶封固可在显微

镜下观察细胞核中棕黄着色的凋亡细胞.

■相关报道
Wilson et al 将大
鼠肝细胞移植到
小鼠体内, 经JO2
抗体重复诱导, 可
使大鼠肝细胞重
构小鼠肝脏超过
50%.
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1.2.4 免疫组织化学检测嵌合鼠肝组织人白蛋

白(albumin, ALB)表达: 采用链酶菌亲生物素蛋

白-过氧化酶法免疫组织化学染色(S-P试剂盒, 
Maixin公司), 获取新鲜鼠肝组织用40 g/L多聚甲

醛固定, 石蜡包埋后切片, 常规脱蜡、洗涤、过

氧化氢阻断10 min. 加鼠抗人ALB mAb为一抗

(Sigma公司, 滴度1∶200)4℃过夜. PBS替代一抗

作阴性对照. 然后滴加生物素标记二抗, 底物用

DAB. 最后以苏木精复染, 中性树胶封片, 光镜

下观察染色情况. 
1.2.5 免疫组织化学检测嵌合鼠肝组织特异人

增殖细胞核抗原(PCNA)表达: 采用S-P法染色, 
方法同上 ,  一抗为特异性人增殖细胞核抗原

mAb(DAKO公司, 滴度1∶100), 光镜观察结果. 
PCNA以细胞核呈界限清楚的棕色反应为阳性

结果判定标准. 每张切片随机选取5个高倍视野, 
半定量计算每个高倍视野下100个细胞内的阳

性细胞数, 取均值, 以百分数表示细胞增殖指数. 
1.2.6 RT-PCR检测肝组织人ALB mRNA: 按照

Tripure RNA提取试剂(Roche公司)操作说明抽

提大鼠肝组织总RNA, 采用Promega一步法RT-
PCR试剂盒(Promega公司)进行逆转录扩增.引物

由上海Sangon公司合成. 人ALB mRNA引物, 正
向引物Hs: 5'-GTAATCGGTTGGCAGCCAATG-
3', 逆向引物Ha: 5'-GGTAGAAGTGATTTGTCA
C-3', 扩增目的片断为358 bp[18]. 扩增引物序列经

Pub-Med上比对与小鼠未发现同源性. PCR扩增

条件: 48℃逆转录45 min, 95℃变性2 min, 而后

94℃变性1 min; 55℃退火1 min; 72℃延伸1 min; 
共35个循环, 最后72℃延伸10 min. 采用未加入

AMV反转录酶的扩增作为阴性对照以排除假阳

性的可能. 产物经150 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化

乙锭染色后于凝胶成像仪上获取图像.
统计学处理 SPSS统计软件包对实验结果

进行统计分析. 检测指标以mean±SD表示, 各
时间点两组间比较采用t检验, P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 JO2抗体ip后肝组织HE染色和TUNEL染色 
裸鼠未经人胎肝细胞移植而用JO2抗体ip后, 出
现不同程度的懒动、倦怠、厌食, 24 h后处死. 
取肝组织HE染色显示肝脏汇管区单核细胞浸

润, 肝细胞点、灶状坏死灶, 并可见中央小静

脉、肝窦和叶间静脉扩张, 出血, 肝细胞结构模

糊, 有凋亡小体及弥漫性炎细胞浸润. TUNEL染
色可见观察组肝组织大量细胞核被棕黄色深染

的凋亡细胞(图1A-D). 而实验组和对照组小鼠外

观、活动无异常, 存活超过24 wk. 实验组经JO2
抗体4 wk处理, HE染色显示肝组织只见少量充

血, 管腔无明显扩张, 肝组织结构完整, 无明显

坏死灶(图1E).
2.2 免疫组化检测嵌合鼠肝组织中人ALB 移植

后2 wk处死的实验组和对照组鼠肝组织中即能

检测到人ALB阳性细胞的表达, 主要位于肝细

胞的胞质中, 呈棕黄色. 不过, 实验组鼠肝组织

人ALB的表达可持续到移植后20 wk, 高峰期出

现在12 wk, 而未用JO2抗体处理的对照组鼠肝

组织人ALB的表达只持续到12 wk, 高峰期出现

在4 wk. 比较实验组和对照组移植后8 wk的病理

切片, 可见前者人ALB的阳性细胞表达明显多

于后者(图2).
2.3 免疫组化检测嵌合鼠肝组织中特异性人

PCNA 特异性人PCNA阳性细胞核经DAB显色

后为棕色. 移植后2 wk处死的实验组和对照组鼠

肝组织中即能检测到特异性人PCNA阳性细胞

的表达. 实验组阳性细胞表达可持续到移植后20 
wk, 12 wk表达最多, 而未用JO2抗体处理的对照

组鼠肝组织只持续到12 wk, 4 wk表达最多(图3). 
实验组与对照组移植后8、12 wk PCNA表达差

异有显著性(P <0.05, 表1).
2.4 RT-PCR检测肝组织人ALB mRNA 移植后4 
wk实验组和对照组肝组织中即可检测到人ALB 
mRNA, 实验组持续到16 wk, 而对照组仅持续到

8 wk. 采用人ALB mRNA引物作RT-PCR时, 可在

表  1  肝移植小鼠肝组织人PCNA的表达变化 (mean±SD, %)

     
	                                                                   人肝细胞移植后PCNA(wk)

                           2		  4                          8	                     12	             16	                      20	      24

实验组	 18.3±1.2	         20.6±4.9         25.7±8.5a         29.4±5.0a         24.1±3.6         19.2±8.1          0

对照组	 14.6±9.4	         15.4±2.7         13.4±7.8            8.5±2.3             0                         0                   0

aP<0.05 vs  同时对照组.

分组 

■创新盘点
本文建立人鼠嵌
合肝模型, 着重探
讨诱导受体小鼠
肝损伤而使移植
的人肝细胞得以
增殖和存活的可
行性, 以期获得建
立该实验动物模
型较为理想的方
法和途径. 
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嵌合鼠肝组织中检测到相应的人ALB mRNA条

带(图4).

3  讨论

将人肝细胞移植到动物体内, 形成"嵌合肝", 甚
至在动物体内重建人类肝组织, 以期获得理想

的实验动物模型, 是当前肝病研究的一个重要

方向. 对啮齿类动物的研究结果表明, 外源肝

细胞移植到动物体内定植的基本条件有: 一是

对外源肝细胞无免疫排斥 ;  二是必须削弱原

有“土著”肝细胞对外源肝细胞生长的抑制

作用; 三是需出现肝实质损害, 造成肝再生需

图  2  免疫组化检测人肝细胞移植后8 wk嵌合鼠肝组织人ALB的表达(S-P×200). A: 实验组; B: 对照组..

A B

图  1   JO2抗体ip后肝组织HE和TUNEL染色. A-D: 未经人胎肝细胞移植而用JO2抗体ip 24 h后处死的裸鼠肝组织. A: 肝组织

出血、坏死(HE×40); B: 黑色箭头为凋亡细胞 (HE×200); C: 裸鼠肝组织(TUNEL×40); D: 黑色箭头为凋亡细胞(TUNEL×

200). E: 实验组移植后4 wk肝组织. 只见肝组织结构完整, 管腔无明显扩张, 少量充血, 无明显坏死灶(HE×40).

A B

C D

E

■应用要点
人胎肝细胞移植
及联合使用JO2抗
体, 能延长人胎肝
细胞在人鼠嵌合
肝中的存活时间, 
提高增殖能力, 有
望获得稳定的持
续性的动物模型.
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求. 为解决免疫排斥的问题, 各国研究者多使用

免疫缺陷小鼠, 如裸鼠(nu/nu)、RAG-2基因敲

除小鼠(recombinase activing 2 gene, RAG-2)、
SCID(severe combined immunodeficiency)小鼠

以及为解决原有“土著”鼠肝细胞对进入的外

源肝细胞增殖的竟争性抑制问题及造成肝再生

需求, 采用的白蛋白-尿激酶型血浆素原激活剂

转基因小鼠(albumin urokinase-type plasminogen 
activator, Alb-uPA)[19-21]. 同时, 如何使移植的细胞

具有增殖优势对于人鼠嵌合肝的建立也意义重

大: 在某些刺激增殖的信号存在时, 仅移植的细

胞作出反应而受体肝细胞则不, 如生物碱(具有

致癌性)[22], 可使受体肝细胞对刺激增殖信号变

得无应答; 还可以人为地产生一些刺激增殖的

信号, 能使移植的细胞优势生长, 如在移植前对

受体进行部分肝切除、再灌注损伤、诱导Fas介
导的肝细胞调亡等(均属于造成肝细胞损伤)和
给与肝细胞有丝分裂刺激物(生长因子和甲状腺

激素等)[23-25].  
研究表明, 胎肝细胞有较高增殖能力、较低

免疫原性和抵抗低温储存损伤等优点, 且易于

操作、可重复性强是细胞移植的理想选择[26]. 人

肝细胞可嵌入大/小鼠肝实质内, 形成“人鼠嵌

合肝”, 嵌入的人肝细胞形态及功能类似于人

体内肝细胞, 并可成功感染HBV及HCV等人类

嗜肝病毒[27-28]. 不过人胎肝细胞增殖能力虽然比

成熟机体肝细胞要强些, 但他毕竟是一种正常

细胞, 而且受宿主体内环境的影响, 不可能无限

增殖下去. 裸鼠虽缺乏有功能的T淋巴细胞, 但
仍有一定的自然杀伤细胞, 在我们未采取措施

时, 对照组经脾移植人肝细胞在裸鼠体内能够

存活, 人胎肝细胞分布稀疏, 数量较少, 嵌合鼠

肝组织表达人ALB和人PCNA阳性细胞时间为

2-12 wk, 检测到肝组织人ALB mRNA表达仅为

4-8 wk. 人肝细胞存活时间短, 提示机体对肝细

胞增殖的需求可能不足. 
我们结合JO2抗体诱导受体小鼠肝细胞凋

亡损伤的策略, 经人胎肝细胞脾脏移植裸鼠, 采
用免疫组化发现实验组移植后2-20 wk肝组织均

表达人ALB和PCNA阳性细胞, RT-PCR检测到鼠

肝组织人ALB mRNA的时间为移植后4-16 wk. 
肝脏是人体ALB唯一的合成器官, 蛋白质的合

成是个复杂的耗能过程, 包括氨基酸的跨膜转

运、多肽链的合成等. 因此, ALB的检测可代表

肝脏的合成和储备功能. 实验组和对照组中人

ALB的检测能够直观说明人肝细胞在小鼠肝组

织中不仅存活, 而且具有正常人肝细胞一定的

生物学功能. PCNA是一种与细胞周期相关的增

殖细胞核抗原, 常用来评估细胞的增殖活跃程

度, 他由261个氨基酸组成, 分子质量为36 kDa, 
仅着色于核浆中. 静止细胞中PCNA含量很少, 
其表达的多少与DNA复制和修复有关. 本研究

中, 实验组和对照组均在人肝细胞移植后2 wk发
现PCNA表达, 不过实验组PCNA的表达在不同

时相点均高于对照组, 肝细胞PCNA标记指数的

差异有统计学意义, 且表达时间明显延长, 提示

JO2诱导小鼠肝细胞凋亡损伤给移植物生长提

图  3  免疫组化检测人肝细胞移植后8wk鼠肝组织人PCNA的表达(S-P×400). A: 实验组; B: 对照组. 

A B

bp
1000
800
700
500
300
100

358 bp

M         1          2         3          4

图  4  RT-PCR检测肝组织人ALB mRNA. M: marker; 1: 正常

人肝组织; 2: 正常小鼠肝组织; 3: 观察组移植后4 wk肝组织; 

4: 实验组移植后4 wk肝组织.

■同行评价
本研究设计合理, 
方法得当, 结果较
为 理 想 ,  讨 论 充
分, 有望为人类嗜
肝病毒的研究提
供简便的“人鼠
嵌合肝”动模模
型 ,  具 有 现 实 意
义. 
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供了空间, 引发了移植人胎肝细胞持续增殖、

再生的需求, 而人胎肝细胞在受体肝损伤状态

下, 更有益于自身的定植生长、分化和存活.
另外, 我们用JO2抗体ip未移植人肝细胞的

裸鼠, 24 h后获取病理组织切片发现鼠肝组织的

严重出血、坏死损伤和细胞凋亡, 证实JO2抗体

致小鼠肝细胞凋亡特性. Fas抗原在心、肺也有

大量表达[29], 然而在我们试验中并未发现小剂

量的JO2反复注射足够引发肝外组织的凋亡, 即
使JO2抗体的使用达12 wk之久, 与文献报道一

致[30]. 
Fas是重要的诱导凋亡的受体, 肝脏的许多

细胞表达Fas, 小剂量JO2抗体特异性诱导体内

小鼠肝细胞凋亡这种特性在小鼠作为肝移植受

体的同种或异种基因移植中有重要的作用 [31]. 
Gilgenkrantz et al巧妙的把Fas和抗Fas诱导凋亡

的Bcl-2基因同应用于异源肝细胞移植: 首先使

用逆转录病毒载体将Bcl-2基因转入异源鼠肝细

胞中, 然后经过脾内注射途径植入正常的小鼠肝

内, 接着用亚致死量的JO2抗体iv, 1 次/wk, 重复

诱导10次, 并辅以一定量的免疫抑制剂[32-34]. 这
一方法的原理是用Bcl-2赋予异源肝细胞抗凋亡

的生存优势, 用亚致死剂量的JO2抗体逐步地凋

亡不具有抗凋亡能力的原有“土著”鼠肝细胞, 
一方面削弱了其对异源肝细胞的竟争性抑制作

用, 并让出生长空间. 另一方面机体在失去大量

原有肝细胞后产生了强烈的再生要求. 在这些多

因素的共同作用下, 转基因异源肝细胞得以增殖

而成为嵌合肝脏的主体细胞. 此外, Wilson et al
将大鼠肝细胞移植到小鼠体内过程中, 经JO2抗
体重复诱导, 使大鼠肝细胞重构小鼠肝脏超过

50%[23]. 这种诱导小鼠肝细胞Fas凋亡特性提高移

植物在嵌合肝中比例的实际效能, 在异体肝细胞

移植中发挥着重要作用, 可为相关研究提供一种

可靠、价廉、易用的动物模型.
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