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Abstract
AIM: To observe the viability of neonatal 
mini-porcine hepatocytes in extracorporeal 
circulation.  

METHODS: A hepatocyte circulation system 
was constructed with Cello artificial capillary 
culture equipment and freshly isolated hepato-
cyte suspensions were circulated at 50 mL/min 
in vitro. The viability, function and morphologi-
cal characteristics of hepatocytes were examined 
within 8 hours. 

RESULTS: After 4 hours circulation, the vi-
ability and adherence ratio of hepatocytes were 
76.1% ± 1.4% and 62.8% ± 1.8%, respectively, 
and the ratio of amino clearance was about 
62.7% ± 14.6% of that in the control group. How-
ever, with time, many fragments of hepatocytes 
were observed in the circulating suspensions, as 

well as a significant increase in lactate dehydro-
genase and aspartate aminotransferase (P < 0.01). 
The cell viability and adherence ratio, synthesis 
of urea and albumin, and the clearance rate of 
ammonia also decreased significantly (P < 0.05). 

CONCLUSION: Porcine hepatocyte suspensions 
can be applied to BAL system in a circulation 
condition in order to strengthen the mass ex-
change. However, these cells need to be changed 
regularly to maintain cellular viability and the 
supporting effects of BAL. 
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摘要
目的: 观察体外循环状态下新生小型猪肝细
胞的活性变化. 

方法: 利用Cello培养循环式人工毛细管培养
装置构建肝细胞循环系统, 以50 mL/min的流
速循环乳猪肝细胞悬液, 分别观察循环8 h内
肝细胞形态、活力和功能等的变化. 

结果: 循环4 h后, 乳猪肝细胞的活力和贴壁率
下降, 分别为76.1%±1.4%、62.8%±1.8%, 氨
清除率是对照组的62.7%±14.6%, 继续观察
发现, 随着循环时间的延长, 悬液中细胞碎片
增多, LDH和AST显著升高(P <0.01), 细胞活
力、贴壁率、白蛋白和尿素合成率、氨清除
率等均显著下降(P <0.05). 

结论: 乳猪肝细胞悬液循环模式可用于生物
人工肝BAL系统. 
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■背景资料
肝功能衰竭是各
种严重肝病的终
末期表现, 在我国
以十分常见的重
型肝炎为其典型
代表 ,  病情凶险 , 
预后极差 ,  病死
率高达60%-80%. 
原位肝移植或部
分肝移植是治疗
肝功能衰竭公认
的最有效的治疗
手段 .  但由于健
康供肝的短缺、
昂贵的价格及需
要终生应用免疫
抑制剂等诸多原
因 ,  大大地限制
了原位肝移植在
临床上的广泛应
用. 因此, 多年来, 
国外学者长期致
力于生物人工肝
(BAL)的研究, 以
期为肝功能衰竭
患者等待肝移植
或通过自身肝再
生恢复提供过渡
的“桥梁”. 



0  引言

保持生物反应器内大量肝细胞的高活性和充

分的物质交换是生物人工肝(BAL)治疗肝功能

衰竭的关键之一[1-3]. 目前研究较多并已应用于

BAL临床研究的普通中空纤维型反应器[4-7], 通
过微囊包裹、被覆生物基质等方法能够承担大

量培养和维持肝细胞高活性的重任[7-13], 但同时

增加营养物质弥散到肝细胞的阻力, 使肝细胞

与肝功能衰竭患者血液之间物质交换受限. 有
研究报道, 根据流体力学和生物流变学的原理, 
肝细胞沿中空纤维管长轴流动, 可与相向流动

的患者血浆进行充分的物质交换, 从而有效地

提高物质交换效率[14]. 但肝细胞不像红细胞那样

可以任意变形流动, 循环对肝细胞形态和功能

的影响尚需进一步观察. 我们利用Cello培养循

环式人工毛细管培养系统构建肝细胞循环培养

系统, 检测循环状态下肝细胞的形态和功能的

变化, 评价循环对肝细胞的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 中国实验小型猪4只, 新生1-7 d, 雌雄

不限, 无病原体感染, 由第三军医大学实验动物

中心提供. 实验前4 h断乳, 清洁皮毛后备用. Ⅳ
型胶原酶和台盼蓝由Sigma公司提供; 培养瓶、

培养板和离心管为Nuculon公司产品; 小牛血

清(NCS)和RPMI1640培养液购于Hyclone公司; 
Cello培养循环式人工毛细管培养系统购于美国

Spectrum公司; 猪白蛋白ELISA检测试剂盒购自

美国Bythyl公司, 尿素和氨检测试剂盒购自英国

Randox公司.
1.2 方法 
1.2.1 消化分离肝细胞: 戊巴比妥钠(30 mg/kg)麻
醉新生中国实验小型猪. 常规方法皮肤消毒, 开
腹, 暴露门静脉并注入肝素钠100-150 U. 游离肝

脏, 于肝门处剪下取出, 先用前灌流液(含EDTA、

无Ca2+、Mg2+的Hanks液)以80-100 mL/min的速度

灌流10-15 min, 再用浓度0.5 g/L胶原酶液以50- 
70 mL/min的速度灌流10 min. 两种灌流液均保

持在37℃-38℃. 灌流结束后, 用剪刀划破肝包

膜, 剔除大块纤维结缔组织, 收集细胞悬液, 酌
情再置37℃消化10-15 min. 用RPMI-1640培养液

终止消化, 3层纱布过滤, 50 g、3 min离心, 洗涤

肝细胞3-4次, 获得肝细胞. 台盼蓝拒染实验判断

细胞活率>90%者用于实验.
1.2.2 观察肝细胞形态、活力、贴壁率、LDH、

A S T和细胞功能 :  将新分离的肝细胞制成浓

度1×109 /L的肝细胞悬液, 并装入循环细胞池
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中, 置37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度条件下,  
50 mL/min循环8 h. 在0 h、2 h、4 h、6 h、8 h
时相点, 取细胞悬液, 其中0 h为循环前为对照

组. 将各组细胞悬液, 稀释1倍分别接种6孔培

养板, 置37℃培养箱培养8 h后, 在倒置相差显

微镜(Olympus Ⅸ-70)下观察肝细胞形态变化. 
同时将细胞悬液制成透射电镜标本, 在Phi l ip 
TECNAI-10型透射电镜下观察肝细胞超微结构

的变化. 将各组细胞悬液用台盼蓝拒染实验检

测肝细胞活力. 同时接种6孔培养板, 置37℃培

养箱培养4 h, 吸弃细胞培养液, 用胰酶消化贴壁

细胞制成单个细胞悬液, 用血球计数板分别计

数接种细胞数和贴壁细胞数. 根据以下公式计

算细胞贴壁率: 细胞贴壁率(%) = (贴壁细胞数

/接种细胞数)×100%. 取2 mL细胞悬液, 离心取

上清, 在日立-7020型全自动生化分析仪上检测

各组肝细胞培养上清液中草酰乙酸氨基转移酶

(AST)和乳酸脱氢酶(LDH)的水平. 循环肝细胞

功能的检测: (1)用特异猪白蛋白抗体ELISA法

和脲酶-波氏比色法分别检测收集上清中猪白

蛋白和尿素含量. (2)用含5 mmol/L氯化铵无血

清RPMI-1640培养液循环肝细胞悬液. 在循环的

0 h、2 h、4 h、6 h、8 h后, 从循环系统中取出2 
mL细胞悬液, 离心取上清, 用谷氨酸脱氢酶-紫
外法检测上清中氨的浓度. 
统计学处理 计量资料使用E x c e l2000和

SPSS12.0统计学软件处理, 以mean±SD表示, 并
进行均数t检验或μ检验, 以P <0.05为差异有显著

性, P <0.01为差异有非常显著性.

2  结果

2.1 肝细胞形态 倒置相差显微镜观察, 循环2 h的
肝细胞贴壁后的形态与对照组即未循环的肝细

胞基本相同, 细胞碎片较对照组多, 可见少许漂

浮细胞; 循环4 h的肝细胞有较多细胞贴壁, 但漂

浮细胞开始增多, 细胞碎片变小; 循环6 h的肝细

胞仍有较多细胞贴壁并呈集落状, 漂浮细胞明

显增多, 细胞碎片小而多(图1A-D).
透射电镜观察, 对照组的肝细胞膜完整, 微

绒毛丰富, 细胞内糖原颗粒丰富, 线粒体机构完

整, 可见较多粗面内质网, 较少溶酶体(图2A-B); 
循环4 h后细胞膜完整, 微绒毛丰富, 胞内糖原颗

粒减少, 线粒体结构完整, 溶酶体增多, 部分细

胞肿胀变性或开始蜕变(图2C-D); 循环8 h后正

常细胞减少, 仍有较多完整的细胞, 胞膜基本完

整, 微绒毛较少, 胞内普遍出现空泡且变大, 胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝细胞是BAL的
核心原材料, BAL
对肝功能衰竭患
者的肝支持作用
几乎完全依赖于
所用肝细胞的生
物学功能 .  用于
BAL的肝细胞要
求以大量、高活
性、高密度培养, 
并且容易获得, 能
有效的发挥肝支
持作用. 目前, 生
物人工肝治疗肝
衰竭过程中的最
大困难是人工肝
支持治疗时间受
限, 一般实施时间
为6-8 h, 为了给肝
衰竭患者提供更
强有力的肝支持, 
希望生物人工肝
治疗时间愈长愈
好. 因此, 研究提
供高活性和可随
时更换肝细胞的
方法已成为生物
人工肝研究的热
点. 



张世昌, 等. 体外循环状态下新生小型猪肝细胞的活性                                                                                                    3789

www.wjgnet.com

质中有溶解灶, 糖原颗粒少见, 见部分线粒体

肿胀, 溶酶体增多, 出现蜕变坏死的肝细胞(图
2E-F).
2.2 肝细胞活力和贴壁率 循环2 h、4 h、6 h、
8 h的肝细胞活力和贴壁率与对照组肝细胞相

比有显著降低(P <0.01), 并随着循环时间的延长

而加剧, 8 h循环结束肝细胞的活力和贴壁率约

50%左右(图3).
2.3 肝细胞LDH和AST漏出量 循环过程中肝细

胞LDH和AST漏出量随着循环时间的延长而迅

速升高, 循环2 h、4 h、6 h、8 h的肝细胞LDH
和AST漏出量与循环前肝细胞相比有显著差异

(P <0.01), 在8 h循环结束时肝细胞LDH和AST漏
出量高达循环前的3倍以上(图4). 
2.4 肝细胞功能 与对照组的肝细胞相比, 循环肝

细胞白蛋白和尿素合成率显著降低(P <0.05), 循
环时间越长下降的幅度越大, 循环4 h后肝细胞

白蛋白和尿素合成率约为循环前的30%, 循环

8 h结束后, 白蛋白和尿素合成率降至循环前的

10%以下. 循环2 h后的肝细胞氨清除率与对照

组无显著差异, 循环4 h、6 h、8 h后的肝细胞氨

清除率较对照组显著降低, 其中循环4 h后肝细

胞氨清除率可达循环前的60%, 在循环8 h结束

时仅为对照组的10%(表1).

3  讨论

双向物质传输是BAL必须具备的重要特征, 也
是治疗肝功能衰竭患者的必备条件[15]. 双向物质

传输功能的欠缺, 将无法实现肝细胞对肝功能

衰竭患者的人工肝支持治疗, 同样也不能对培

养肝细胞进行营养补充以及保障其活性和功能. 
目前, 已用于临床研究的BAL大多将肝细胞与

肝功能衰竭患者血液通过半透膜加以阻隔[16-19], 
以增加临床应用的安全性. 从免疫阻隔的角度

考虑, 这无疑是最佳的方式, 但对双向物质传输

而言, 则会增加液体弥散的阻力, 使一些重要物

■相关报道
大多数研究表面
单层培养肝细胞
的功能随着培养
时间延长逐渐下
降, 特别是培养肝
细胞的CYP活性
和mRNA表达下
降更为显著. 最近
研究认为由于培
养肝细胞为了恢
复分离过程对肝
细胞的损伤并适
应新的微环境, 使
编码细胞骨架和
细胞外基质的基
因表达上调, 而与
之相应的编码代
谢酶的基因表达
下调 ,  导致培养
肝细胞功能降低, 
提示不贴壁的肝
细胞悬液有可能
具有更好的功能. 
Blanchard et al的
研究认为肝细胞
悬液在6 h内比单
层培养的肝细胞
具有更好地生物
转化功能.

表  1  循环过程中肝细胞功能变化

     
项目	                                     对照

	                                                    循环时间(h)

		                                                  2	                          4	                   6	          8

ALB(ng/106cells•h)	         436.8±49.7	 292.9±106.2a      154.6±46.5a       51.6±42.7a	 27.9±6.3a

BUN(umol/106cells•h)       367.1±88.5	 187.3±79.3a        133.4±37.6a       26.7±25.9a	 32.5±24.7a

AMM(umol/106cells•h)     185.7±27.9	 181.1±67.1         116.3±27.2a       37.0±23.7a	 19.5±13.0a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  循环肝细胞培养8 h的细胞形态(×200). A: 对照组; B: 循环2 h; C: 循环4 h; D: 循环6 h.

A B

C D
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■应用要点
本文提示, 循环8 h
的肝细胞仍具有
较强的细胞功能, 
说明将其应用于
生物人工肝中发
挥高效地双向物
质转运的优势, 同
时可以随时更换
新的肝细胞悬液, 
有利提高BAL的
肝支持时间和支
持效果. 

质的双向转运受到限制[20-22]. Shi et al [14]从流体力

学及血液流变学的角度提出, 患者血液与生物

反应器内肝细胞隔半透膜而流动最有利于双向

物质传输. 但循环肝细胞悬液有可能使细胞受

到较大的剪切力以及与管壁的机械摩擦及碰撞, 
从而使细胞受损、功能下降. 

正常肝脏有窦状间隙的内皮细胞和细胞外

基质的保护, 肝细胞能够免受血液的剪切力作

用, 而体外循环的肝细胞必须经受剪切力的作

用. 剪切力对不同的细胞作用效果不同[23-24], 高
剪切力可使中性粒细胞形成DNA碎片、细胞

膜磷脂酰丝氨酸暴露、功能下降, 导致中性粒

细胞凋亡[25], 而对内皮细胞抑制细胞凋亡并刺

激细胞表面分子的表达[26]. 本研究表明循环4 h
后肝细胞仍具有一定的活力和功能, 乳猪肝细

图  2  循环肝细胞的超微结构(A, C, E×2100; B, D, F×10 000). A-B: 对照组; C-D: 循环4 h; E-F: 循环8 h.
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图  3  循环对肝细胞活力和贴壁率的影响. 
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图  4  循环过程中肝细胞LDH和AST的变化. 
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■名词解释
生 物 人 工 肝
(BAL): 将培养肝
细胞置于体外循
环装置(生物反应
器)中 ,  当患者血
液/血浆流过生物
反应器, 通过半透
膜或直接接触, 与
培养肝细胞进行
物质交换, 为肝功
能衰竭患者提供
肝脏支持功能.

胞悬液循环模式可用于BAL系统, 以加强肝功

能衰竭患者血浆与肝细胞的物质交换. 继续观

察发现, 随着循环时间的延长, 细胞碎片增多, 
LDH和AST显著升高, 细胞活力、贴壁率、白蛋

白和尿素合成率、氨清除率显著下降, 表明长

时间循环对肝细胞有较大的损伤, 需定期更换

肝细胞悬液, 以保持细胞活性和BAL的肝支持

效果. Tilles et al [27]的研究结果显示, 高剪切力作

用下肝细胞功能迅速下降(这一点与本实验结果

基本一致), 低剪切力作用下肝细胞功能维持稳

定, 并显著高于高剪切力下肝细胞功能. 从中可

以推测肝细胞损伤的主要原因可能是本研究中

为了使肝细胞悬液能够循环, 使用了较高的循

环速度, 产生较高的剪切力所致, 另一方面是循

环的肝细胞与管壁的机械碰撞摩擦作用以及肝

细胞通过脉冲泵受到的挤压作用, 共同造成肝

细胞的机械损伤, 从而使有完整细胞功能的数

量减少. 
本研究发现, 循环8 h后存活的肝细胞大部

分呈球形聚集, 提示在循环状态下, 肝细胞球形

体有可能更有利于抵抗循环的损伤. 有研究报

道认为, 在培养液流动产生低剪切力的条件下

培养肝细胞, 可促使肝细胞聚集形成球形体, 并
具有稳定的功能[28]. Kan et al [29]研究也证实, 剪
切力可以通过激活非实质肝细胞诱导细胞连接

和分泌细胞外基质, 促进肝细胞相互聚集形成

三维结构, 有利于抵抗剪切力的作用. 根据Fiegel 
et al [30]的研究结果: 在流速为15 mL/min条件下, 
可维持肝细胞数量的稳定并使肝细胞功能显著

提高, 提示减慢循环速度可以减轻肝细胞数量

和功能的丢失. 同时亦有研究显示适当持续的

剪切力有利于保护肝组织的功能[31]. 因此, 也许

通过采用球形体循环和进一步降低循环培养的

速度, 减少细胞的损伤, 发挥高效地双向物质转

运的优势, 有利于更好地维持循环培养肝细胞

活性和BAL的肝支持效果.
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