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Abstract
Liver transplantation is the only established 
treatment for acute liver failure (ALF), one of the 
most challenging clinical syndromes; however, 
donor shortages remain problematic. Artificial 
livers as a bridge to liver transplantation are 
being considered worldwide. Non-bioarticifical 
liver (NBAL) have limitations in improving the 
survival rates. Therefore, a biological artificial 
liver (BAL) that has metabolic, detoxic,and 
synthetic function of hepatocytes is anticipated. 
Biological artificial livers are classified by cell 

source, types of culture system for hepatocytes, 
and types of bioreactor. This paper reviews 
the bioartificial liver devices that have been 
clinically tested to support ALF patients. Finally, 
we identify several improvements critical to 
bioartificial liver replacement therapy in the 
future. 
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摘要
急性肝功能衰竭是最具挑战性的一种临床综
合征, 肝移植是唯一可治愈急性肝功能衰竭的
方法, 但供体匮乏是肝移植的主要问题, 人工
肝可作为肝移植过渡支持手段. 非生物人工肝
在提高急性肝功能衰竭患者存活率方面作用
有限, 生物人工肝具有肝细胞的代谢、解毒和
合成功能, 典型的生物人工肝包括细胞来源、

细胞培养方式及生物反应器. 本文主要论述目
前进入临床试验的生物人工肝, 并对生物人工
肝替代治疗的将来作一展望.  

关键词: 急性肝功能衰竭; 生物人工肝; 肝脏支持

丁义涛, 江春平. 生物人工肝研究进展和应用前景.  世界华人消

化杂志  2008; 16(26): 2907-2915

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2907.asp

0  引言

人工肝支持系统(artificial liver support system, 
ALSS)简称人工肝, 是20世纪50年代逐渐发展

起来的用来为肝衰竭患者提供体外肝脏功能支

持的技术方法. 经过50余年的发展, 目前人工肝

治疗技术已逐渐成熟, 基本形成3大类: (1)非生

物型人工肝(non-bioartificial liver, NBAL): 指各

种以清除毒素功能为主的装置, 如血液透析、

血液滤过、全血/血浆灌流、血液置换、分子

吸附循环系统等; (2)生物型人工肝(bioartificial 
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■背景资料
生物型人工肝作
为肝移植过渡支
持手段的效果是
肯定的, 并且对严
重肝衰竭患者的
肝功能自然恢复
也起到重要作用, 
但至今仍存在许
多理论和临床实
践上迫切需要解
决的问题, 如最佳
细胞来源、体外
细胞细胞长期稳
定性和活性的提
高, 生物反应器重
建肝脏的三维结
构等, 活体肝脏结
构和功能的复杂
性远远超过了生
物型人工肝, 要想
在体外完全替代
肝脏的功能, 还有
很长的路要走. 只
有将生物工程和
临床研究紧密结
合, 才有可能在不
远的将来开发出
更符合临床需要
的BAL, 为人类健
康做贡献. 本文主
要就生物型人工
肝上述问题的研
究进展和应用前
景作一述评.

■同行评议者
邱双健 ,  副教授 , 
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山医院肝癌研究
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l iver, BAL): 一般专指人工培养的肝细胞为基

础构建的体外生物反应装置;  (3)混合生物型

人工肝(hybrid bioartificial liver support system, 
HBALSS): 由生物及非生物部分共同构成的人

工肝支持系统[1]. 
1963年No se教授等在成功通过血液透析

系统治疗肾功能衰竭50年后, 首次报道一种替

代肝脏合成和代谢功能的装置, 该装置含200 g
猪肝细胞, 滤过膜采用肾透析所用的50 kDa凝
胶纤维素膜, 这是生物人工肝早期雏型. 1986年
Demetrion教授首先提出BAL的概念, 即由肝细

胞和人工解毒装置共同组成的循环系统, 能发

挥肝细胞的作用[2]. 构建BAL三要素为细胞来

源、细胞培养方式及生物反应器, 这些一直是

人们研究的重点, 虽取得一些进展, 但至今仍存

在许多理论和临床实践上迫切需要解决的问题, 
如最佳细胞来源、体外细胞长期稳定性、活性

的提高和生物反应器重建肝脏的三维结构等, 
但生物型人工肝作为肝移植过渡支持手段的效

果是肯定的, 并且对严重肝衰竭患者肝功能自

然恢复也起到重要作用, 同时在肝移植供体匮

乏的当今时代, 生物性人工肝有可能成为替代

肝脏的一种方法[3-4]. 本文主要就上述BAL三要

素研究进展和应用前景作一述评. 

1  BAL的细胞来源

肝组织主要由两种类型细胞组成: 实质细胞和非

实质细胞. 肝实质细胞是肝脏主要功能细胞, 具
有非常复杂的代谢功能, 包括代谢、凝血、蛋白

合成和解毒. 非实质细胞如星状细胞、Kuppfer
细胞、内皮细胞、胆管内皮细胞等对维护肝脏

的结构和功能极其重要. 
目前, 所有临床实验的BAL都尝试着去模仿

肝细胞的功能, 从而来实现对患者的治疗作用. 
这些肝细胞获取方法大多是采用肝细胞外基质

释放的胶原蛋白酶经肝脏脉管系统灌注[5]. 
但是, 人体肝细胞是表皮细胞源性的, 需要

细胞与细胞之间的接触以及与非实质细胞的接

触才能发挥其生理功能[6]. 现有BAL装置大多缺

乏这一要求即微环境, 因此BAL中肝脏细胞多表

现为功能降低, 关键酶活性丧失以及最后导致繁

殖能力丧失[7]. 另外, 这些BAL系统大多采用常规

一层膜培养细胞技术, 其模拟代谢转化梯度和矢

量与体内相比较差. 因此, 理想的BAL细胞来源

是当前迫切需要解决的问题之一. 目前, BAL的
细胞来源主要有下列几种.
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1.1 人类原代肝细胞 较理想BAL细胞来源是自

体肝细胞. 自体肝细胞从分化起源上来讲, 有着

相同的免疫原性, 不会发生免疫排斥反应. 但临

床上终末期肝病患者其肝细胞胞的数量和质量

均不能满足BAL肝细胞的要求, 这些病态的肝细

胞一旦离开体内微环境会失去他们全部功能. 所
以人类自体细胞虽然有免疫方面的优势, 但不能

作为一种满意的细胞来源. 
同种异体肝细胞是另一个比较好的细胞来

源, 但异体肝细胞有三方面的因素限制了其使

用. 一是来源有限, 在临床上很难立刻获得足量

健康肝细胞; 二是同种异体存有免疫排斥; 三是

从人类组织中提取, 可能会传播一些疾病. 
为了克服上述不足, 有作者研究人类肝细胞

永生化技术, 即建立人类永生化肝细胞株, 其原

理是通过在细胞中导入含肿瘤基因的病毒/质粒, 
从而使细胞逃避M1衰老期, 再通过诱导端粒酶

保持端粒的长度, 从而使细胞逃避M2危机期, 最
终达到永生化. 目前主要使用SV40T和hTRET这
两种肿瘤基因. 这类细胞来源广, 免疫并发症少, 
但肝功能保留不全, 还存在致癌及病毒感染的风

险. 近年来, 有学者研究了一种可恢复性肝细胞

株, 他是在将肿瘤基因导入原代细胞获得永生化

后, 再以特异性位点重组技术切除该基因, 使细

胞恢复到永生化前的状态, 从而避免了其致癌性

及病毒感染, 但该技术仍处于基础研究阶段, 有
望使同种异体肝细胞作为BAL的最好的细胞来

源[8]. 
1.2 肝细胞株 在体外, 具有无限生长潜能的肝细

胞株被证实是BAL一个有希望的细胞来源. 这些

细胞大多是从人类肝脏肿瘤细胞分化而来, 而且

在体外培养时显示出了很好的耐受性. 
最常用于BAL研究的细胞株是HepG2-C3A

细胞株. 选择这一细胞株的原因是他具有正常

细胞的大多数功能, 包括白蛋白的合成, P450活
性和尿素的代谢, 由于他是肿瘤源性的, 可产生

AFP, 作为HepG2功能的一个标志. 由于这些细胞

是从恶性肿瘤分离而得到的, 有可能转移到免疫

妥协的患者身上[9]. 因此, 采用这些细胞作为细胞

来源的BAL, 常需要一个滤过系统来阻止细胞离

开生物反应器. 
肿瘤源性肝细胞包括C3A、HepG2等细胞

株, 来源充足, 增殖能力强, 且具有良好的合成功

能[10], 但目前只有C3A有应用于临床的报道, 这
可能是由于其代谢解毒功能较弱, 并存在潜在的

致癌性所致. 目前一个研究方向就是对这类细胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
BAL最佳的细胞
来源还没有确定, 
许多科研小组想
通过基因修饰改
造的方法来扩增
细 胞 数 目 ,  增 强
生物反应器中肝
细 胞 的 作 用 ,  如
SV40和Cre/loxp-
介导的基因敲除
诱导人类肝细胞
永生化等. 肝细胞
和非实质细胞的
共培养可以提高
细胞与细胞之间
的相互作用, 未来
的生物反应器可
能需要重建这种
微环境, 需要发展
一种称为三维立
体的制造技术, 来
重建肝脏三维立
体构象, 并能精确
定位细胞的位置, 
理想的BAL应该
是由可完全吸收
BAL植入性装置
来实现永久的肝
脏替代作用.
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株进行改良, 增加其代谢功能, 如Enosawa et al用
谷氨酰胺合成酶基因转染HepG2细胞, 转染后的

细胞(GS-HepG2)具有良好的氨清除能力. 但是这

些系统在临床上广泛使用之前需要更多的临床

试验. 
1.3 异种肝细胞 由于人肝细胞的短缺, 很多异种

动物肝细胞成为BAL的细胞来源, 包括猪、犬、

兔、鼠等哺乳动物. 异种肝细胞是从其他物种肝

脏分离出来的. 使用这些细胞的优势在于他们

有足够多的数量, 而且他们的生产可以被严密

的控制. 
其中, 猪肝细胞非常有吸引力, 因为他们显

示出了诸如尿素合成, 白蛋白合成以及P450活
性等功能与人类肝细胞相似. 这些细胞可以耐受

大部分的操作步骤来变得容易获得和储存几个

月以备使用. 故目前应用较多, 很多进入临床的

BAL应用的就是猪肝细胞. 异种细胞的使用需要

关注的是动物源性传染病传播, 特别是猪内源性

逆转录病毒. 在20世纪90年代中期, 来自英国的

两篇报道提出了关于动物传染性疾病在体外传

播, 结果导致了欧洲异种肝细胞的临床使用完全

被禁止. 而在美国, 异种细胞的使用法律法规要

求进行预筛选, 没有动物性传染病的优先使用, 
而且需长期监视异种细胞植入后的患者. 

但他也存在着缺点 ,  比如猪逆转录病毒

(PERV)的感染问题, 虽然目前临床应用的人工

肝还没有发现1例感染该病毒, 这可能与人血浆

中的补体通过经典途径灭活PERV以及异源性抗

Gal-a-1, 3Gal抗体可以在体外阻止PERV感染人

等有关[11-12]. 但动物试验证实培养液中还是能检

测到该病毒的存在, 2003年SARS的流行引起人

们对人兽共患疾病更加关注. 另外异种肝细胞还

能出现免疫排斥反应, 而且其生物合成功能也不

能完全代替人肝细胞, 上述因素大大限制了猪肝

细胞在BAL中的应用. 因此, 随着其他组细胞来

源关键性技术的突破可能会逐步淘汰异种细胞

来源的使用. 
1.4 干细胞 干细胞是另一类很有希望的BAL细
胞来源, 在去分化状态下无限增值, 而且具有良

好的分化能力, 多种起源的干细胞在组织动员方

面显示有一定的前景, 特别是在BAL, 包括胚胎

干细胞、祖细胞、造血干细胞、骨髓干细胞以

及转分化干细胞. 但是, 这些细胞还没有正式用

于BAL. 而且应用于BAL的干细胞还处于未成熟

阶段. 其存在的问题是还没有一种完全有效的纯

化和鉴别干细胞的方法, 而且目前尚无法使干细

胞在体外扩增至107数量级, 这是其临床应用最

大的“瓶颈”[13].

2  BAL的细胞培养

B A L所需肝细胞数量应相当于受体肝质量的

1/10-1/5, 即1-2×1010, 如此大规模的体外细胞培

养是BAL应用的一个挑战. 为了尽可能的保持

细胞的活性及功能, 人们不断改进细胞的培养

方法, 包括细胞悬液培养、单层贴壁培养、微

载体培养、微囊化培养、反应器培养及共培养

等多种模式, 下面对其中主要的几种进行介绍. 
2.1 微载体培养 微载体是指直径在60-250 μm的

由天然葡聚糖或其他聚合物组成的微球, 目前

最常用的是Cytodex-3. 该方法是将肝细胞黏附

于微载体表面生长, 由于微载体具有较大的表

面积与体积比, 可以在有限的培养空间培养更

多的细胞, 而细胞聚集后相互间紧密的接触, 也
可以增强肝细胞的功能表达[14]. 
2.2 微囊化培养 微囊实质上是一种半透膜, 其分

子截留量一般为75-100 kDa, 用这种半透膜做成

的微囊包被肝细胞, 既具有良好的通透性, 又能

起到免疫隔离屏障的作用. 目前常用的海藻酸

钠-聚赖氨酸-海藻酸钠(APA)微囊已被证实具有

良好的生物相容性和通透性, 从而得到广泛的

应用[15]. 
2.3 球形聚集培养 该方法是通过被覆培养瓶、

旋转培养箱、液喷流槽等多种方法, 限制肝细

胞的贴壁生长, 从而使新分离的肝细胞聚集成

球. 研究表明, 该聚集体为肝细胞提供了一个类

似于体内的三维生长环境, 其内可见细胞间胆

小管、细胞连接等结构, 可促进肝细胞的生长

和代谢功能. 但由于聚集体中心的细胞处于不

良的营养和缺氧环境, 容易衰老死亡, 所以必须

控制形成的球形聚集体的直径(<15 μm). 
2.4 生物反应器培养 将肝细胞培养于各种生物

反应器中, 通过培养液在反应器中不断循环, 供
给细胞生长所需营养, 培养液按一定速度更换, 
另外还有氧气供应装置、pH检测及温度调节装

置, 以尽可能模拟肝细胞在体内的微环境, 提高

其活性和功能. 目前该方法已广泛应用于BAL
支持系统的研究, 如何改进生物反应器, 以更好

的改善细胞的生存环境, 是目前BAL的一个研

究热点. 
2.5 共培养 共培养是指将肝细胞和肝非实质细

胞或其他非肝细胞在一起培养, 这些细胞主要

有肝星状细胞、骨髓干细胞、窦状隙内皮细

■应用要点
未来的生物反应
器需要建立正常
肝脏氧气和营养
物质的浓度梯度
微环境, 这个梯度
是随肝细胞与门
静脉的距离而改
变的, 正是由于存
在这一梯度, 肝细
胞显示了不同的
功能. 未来的生物
反应器还应该最
大化转化营养物
质和氧气, 这就需
要发展一种称为
三维立体的制造
技术, 来重建肝脏
三维立体构象, 并
能精确定位细胞
的位置. 最终理想
的BAL应该是由
可完全吸收BAL
植入性装置来实
现永久的肝脏替
代作用.
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胞、胰岛细胞等. 肝细胞与以上不同类型的细

胞相互作用, 可以形成有利的细胞微环境, 保持

细胞间直接的相互接触, 抑制肝细胞的凋亡. 已
有研究证明, 共培养可以延长肝细胞生存时间, 
促进肝细胞的合成分泌代谢功能, 因此, 共培养

将是今后BAL的一个发展趋势[16]. 
    此外, 为了最大程度的模拟体内环境, 保持细

胞活性, 人们对培养液的成分不断地进行改进, 
目前培养液中加入的成分主要有以下几种: (1)
激素: 胰岛素、胰高血糖素、氢化可的松、转

铁蛋白等; (2)胞外基质: Matrigel、胶原凝胶等; 
(3)细胞生长因子: 包括EGF、HGF、NGF等; (4)
氨基酸及营养物质; (5)诱导剂: 如戊巴比妥; (6)
抗生素. 

3  BAL的生物反应器

生物反应器是整个BAL的核心部分. 目前研究

及应用的生物反应器主要有以下几种.
3.1 中空纤维型生物反应器 是目前应用最多的

一类反应器. 中空纤维管分为内腔和外腔, 目前

一般将肝细胞黏附生长于外腔, 内腔用来通血

浆或氧气. 可根据不同来源的细胞选择合适分

子截留量的生物膜. 该反应器最大的优点是巨

大的表面积与体积比, 便于代谢物的转运, 且保

持最小的死腔. 但由于肝细胞在反应器中分布

不均, 也易造成细胞活力的下降. 
3.2 平板单层生物反应器 该反应器是将肝细胞

直接种植于平板上, 他的优点是细胞分布均匀, 
微环境一致, 但表面积与体积之比下降. Shi to  
et al [17]设计了一种带有内膜氧合器的平板单层

生物反应器, 研究结果表明: 带有氧合器的反应

器中肝细胞活性更稳定, 功能更强. 
3.3 灌注床/支架生物反应器 该生物反应器是将

肝细胞种植在灌注床或支架上, 该反应器使血

浆与细胞直接接触, 增加了物质的转运, 三维支

架也促进了肝细胞三维结构的形成, 同时也容

易扩大细胞容量, 其缺点是灌注不均一, 易堵塞. 
3.4 包被悬浮生物反应器 该生物反应器是将肝

细胞用一种半透膜材料包裹, 制成多孔微囊, 然
后进行灌注培养. 其优点是所有细胞有相同的

微环境, 有大量细胞培养的空间, 减少免疫反应

的发生. 缺点是细胞稳定性差, 物质交换能力受

限[18-19].

4  BAL的临床应用

4.1 HepatAssist 2000肝脏支持系统 是一个体外

利用猪肝细胞作为基础的BAL系统, 由Cedars-
Sinai医疗中心发明, Arbios Inc.waltham, MA制

造. 这一装置含有4部分组成: 含有7×107猪肝细

胞的纤维空心反应器, 2个木炭过滤网, 1个膜冲

氧器和1个泵. 生物反应器中生物反应膜能阻止

整个肝细胞通过, 但可以让水溶性和蛋白结合

的毒物以及大分子质量的蛋白质自由通过. 这
些物质在肝细胞之间通过内部毛细管相互交换, 
而血浆则是在空心管的内部流动. 一开始, 患者

的血液在血浆置换装置中被分成血浆和细胞成

分, 两个活性炭过滤装置可以清除血液中的有

毒物质, 其原理如同血液透析系统. 在解毒作用

后, 血浆通过含有肝细胞的空心纤维管, 进一步

去除血氨、乳酸盐、胆汁酸, 生成分泌白蛋白

和葡萄糖, 而净化血浆. 净化血浆与细胞部分混

合, 重新回输给患者. 氧气发生器和加热器, 位
于活性炭过滤和肝细胞反应器之间, 保持血浆

和肝细胞处于体温状态下. HepatAssist 2000肝
脏支持系统是体外细胞基础肝脏支持系统中研

究最多的一个. 这一系统在体内和体外经过一

系列严格临床评估, 在改善患者神经系统方面

是肯定的[20]. 
1997年, 该系统通过Ⅰ、Ⅱ期试验并被证

实了他的安全性, 是终末期肝病患者通向肝移

植手术的桥梁. 随后, 该系统进行了为期4年的

随机对照试验, 通过来自美国和欧洲的20个临

床医疗中心的171例患者的使用, 证实其能够提

高爆发性肝衰竭患者的生存率. 但是, 该系统尚

在进行Ⅲ期临床试验, 其临床应用前景尚不容

乐观[20-21]. 
4.2 E L A D体外肝脏支持系统 体外肝辅助装

置(extracorporeal liver assist device, ELAD)是
由Baylar设计, Vital治疗公司(San Diego, CA, 
USA)研制开发. 其在概念上与辅助肝脏相似, 但
ELAD运用HepC3A肝细胞, 而不是猪肝细胞, 包
括四个中空纤维透析生物反应器. 使用之前, 在
每个反应器里放入少量的肝细胞, 经过3 wk的成

熟期, 细胞复制, 每个反应器含有大约200 g的肝

细胞, 通过静脉-静脉血滤机形成超过滤(400-900 
mL/h). 这个过滤设计有一个显著的优点, 就是

他可以连续工作10 d而不间断. 超过滤只允许直

径1 μm的物质通过, 从而保证没有HepG2细胞再

回输到患者体内. 
两个临床试验中心24例患者通过该系统进

行治疗, 通过监测平均动脉压, 心脏指数等来评

价其安全性. 结果24例患者神经系统症状与对

■名词解释
1  非生物型人工
肝(NBAL): 指各
种以清除毒素功
能为主的装置, 如
血液透析、血液
滤 过 、 全 血 / 血
浆灌流、血液置
换、分子吸附循
环系统等.
2  生物型人工肝
(BAL): 一般专指
人工培养的肝细
胞为基础构建的
体外生物反应装
置. 
3  混合生物型人
工肝(HBALSS): 
由生物及非生物
部分共同构成的
人工肝支持系统. 
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照组相比明显改善. 在其Ⅰ、Ⅱ期临床试验中, 
12个医疗中心的44位患者的治疗, 证实了ELAD
系统的安全性 .  临床数据显示与对照组相比 , 
ELAD治疗组患者生存率明显提高, 大多患者能

安全过度至肝移植. 近来, Enosawa et al通过谷

氨酰胺合成酶转染方法明显提高HepG2-C3A细

胞株的氨清除能力. 唯一缺陷是ELAD系统易发

生阻塞, 因此需要使用大量肝素, 导致凝血时间

从200 s延长到250 s[22]. 
ELAD的临床试验已于去年在我国正式启

动, 这是ELAD重要临床试验准备阶段的最后一

个步骤, Vital治疗公司计划借助临床试验确定

ELAD的安全性和功效, 并以此为基础获得我国

有关部门的批准, 从而在我国市场正式推出此

产品. 如获批准, ELAD将成为全球首个基于人

类细胞的体外人工肝辅助装置. 
4.3 BLSS肝脏支持系统 BLSS是由匹兹堡大学与

Mc Gowan研究所设计的, 采用猪肝细胞的一种

中空纤维反应器. 反应器包含了70-100 g的猪肝

细胞[23]. 血液通过热交换器和充氧器, 然后通过

中空纤维管反应器, 纤维膜阻止患者的血液直

接接触猪肝细胞, 但是却允许毒素的弥散. 在通

过BLSS后的净化血液再次泵回患者体中. BLSS
的治疗时间大约36 h, 其中包括12 h的监测阶段, 
12 h的灌注时间以及12 h的灌注后监测阶段. 

BLSS和HepatAssist都是采用猪肝细胞作为

细胞来源, 他们的区别是BLSS能够允许全血直

接灌注入有网眼的中空纤维反应器. 与ELDA相

似, BLSS不使用活性炭吸附系统来解毒而是优

先注入反应器. 
第1个采用BLSS治疗是1例41岁的女性患

者, 该患者患有爆发性肝衰竭. 治疗后患者血

氨、乳酸盐浓度、总胆红素明显降低, 凝血功

能改善, 全部临床症状改善, 最终可以撤除人工

肝的治疗[24]. 
2001年Mazaregios评估4位急性肝衰竭患者

BLSS治疗安全性. 4位患者都能耐受治疗而且治

疗效果良好, 该方法安全性可靠, 但是在血液透

析过程可发生低血压, 血小板减少, 凝血障碍和

低血糖症[25]. 
2002年, Kuddus et al就PERV感染问题评

价了BLSS治疗的安全性. 对5位经过BLSS治疗

患者的生物反应器流出物一系列检查, 证实半

透膜孔径只允许100 kDa以内物质透过, 能防止

PERV感染. Kuddus et al为了评价猪肝细胞型生

物人工肝的安全性, 在实验室收集外腔培养液

(猪肝细胞位于内腔), 在临床上收集5例接受生

物人工肝治疗后的患者血液, 采用RT-PCR、SS-
PCR检测收集的标本, PERV均为阴性, 进一步把

培养液上清与HEK-293细胞一起培养, 未发现

PERV感染[26]. 
4.4 AMC-BAL(AMC-bioartificial liver) AMC-
B A L 是由荷兰阿姆斯特丹大学研究人员

Chamuleau et al开发, 是利用螺旋形、三维、非

编织聚酯纤维、高密度猪肝细胞与氧合器结合

构成的生物人工肝, 可聚集培养猪肝细胞10×
109个以上[26]. 采用高密度的肝细胞形成更符合

生理大小的聚合物. AMC-BAL与其他生物反应

器在结构上的最大不同在于没有中空纤维生物

半透膜, 而是一种氧发生器和肝细胞培养聚酯

罐合二为一的一体化生物反应器, 从而避免了

生物半透膜微孔因污物阻塞, 而不能发挥物质

交换的作用的缺点. AMC-BAL生物反应器完全

模拟正常肝脏的结构, 每个肝细胞都能获得良

好的灌流, 保证了最佳的物质交换效率. van de 
Kerknove et al报道, 这一装置在20世纪90年代

后期经过了许多动物实验, 完成了Ⅰ期试验. 在
意大利开始的Ⅰ期临床实验中, 对7例昏迷程度

Ⅲ或Ⅳ期的肝衰竭患者进行8-35 h的治疗, 所有

患者的神经系统功能改善, 而且胆红素和血氨

的浓度有所改善. 其中6例患者成功的过渡到原

位肝移植, 另1例接受两次治疗后肝功能恢复, 
不需要肝移植, 未发现不良反应[27]. 2004年, van 
de Kerkhove et al [18]再次报道1例通过采用AMC-
BLA治疗, 顺利过渡到肝移植的病例. 
4.5 混合型LSS-MELS系统(hybrid liver support 
system, LSS & modular extracorporeal liver 
support sys tem, MELS) 由德国柏林Chari te 
virchow教授研发, 其生物反应器设计独特, 由交

织的中空纤维膜组成, 产生三维架构, 肝细胞团

分布其上, 可改善细胞的供氧和物质交换. 生物

反应器内有3组中空纤维管, 2组由亲水的纤维

管构成, 血浆流经此中空纤维管, 与管腔外的肝

细胞接触; 另一组由疏水的纤维管构成, 是用来

产生氧气和去除二氧化碳的, 用于生物反应器

内的气体交换. 生物反应器可装填500-600 g的
肝细胞. 三个中空纤维管形成了一个三维毛细

管网, 具有高效率的营养物质和酶作用底物的

交换[28]. 
2002年, Mundt et al报道该系统采用猪肝细

胞与非实质细胞共培养而进行实验的, 生物反

应器存放180-550 g新鲜分离共同孵化的猪肝细

■同行评价
本文内容丰富, 能
紧跟研究前沿, 具
有一定的理论依
据及临床基础, 学
术价值较好.
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胞, 直到用于临床. 7例患者全部过渡到移植手

术, 在随后的两年随访中生存率达到100%. 通过

计算血氨的摄取和尿素的释放显示5/7个反应器

中血氨是净摄入, 6/7个反应器中尿素是持续释

放, 提示了肝功能的正常化. 
随后的Ⅰ期临床试验中证明了其安全性, 

没有一个患者有不良反应, 3-4年的随访中, 没有

发现PERV的感染病例[29-30]. 
LSS和MELS还是唯一利用废弃人体供肝

分离人肝细胞的系统. 2003年Gerlach et al报道

从废弃的人类肝脏移植中分离肝细胞和非实质

细胞作为MELS的细胞来源. 细胞在培养基中孵

化数周, 通过监测培养基的代谢活性, 尿素合成, 
氨的解毒, 半乳糖和葡糖醇摄取的数量来显示

其稳定的表现. 这一研究表明从废弃人体供肝

分离的人肝细胞可以从损伤中恢复过来, 若保

存于反应器中共同孵化, 可使这些细胞发展成

为临床可用的BAL细胞来源[31]. 但该系统还没有

通过Ⅲ期临床试验, 来进一步证明他的有效性. 
4.6 RFB反应器(radial flow bioreactor) 日本东京

大学的研究组和意大利Ferrara大学都各自开发

出了RFB[32]. 两个系统很相似, 区别主要是日本

系统采用人肝细胞作为细胞来源, 而意大利系

统采用的是新鲜分离的猪肝细胞. 意大利系统

在试验上更进一步, 简要介绍如下: 生物反应器

是1个灌注床构型, 采用6 mm厚的聚酯纤维膜, 
反应器中可加入200-230 g新鲜分离的肝细胞, 
加温氧合的血浆从纤维管的外周向中间通过, 
汇聚到收集腔中, 离开生物反应器之后与血液

重组回输给患者. 
2002年, Morisani et al报道采用意大利RFB

治疗7个多种病因引起的急性肝衰竭患者Ⅰ期

临床试验. 其中6例患者度过危险期, 顺利进入

肝移植阶段. 一个患者因多器官功能衰竭死亡. 
患者在治疗期间是被屏蔽的, 以免传播PERV, 随
访180天没有发现传染的迹象[33]. 虽然该系统在

Ⅰ期试验中表现不错, 但是欧洲系统的将来还

是不确定. 因为需要更进一步的临床试验和取

消当前禁止使用猪肝细胞禁令. 
4.7 混合型人工肝支持系统(hybrid atrifieial liver 
support system, HALSS) HALSS由中国的研究队

伍研发, 这一系统与HepatAssist 2000有很多相

似之处, 包括1个空心纤维管反应器, 1个充氧器

/加热器, 1个活性炭吸附操作杆. 唯一区别是前

者使用肝细胞悬浮液和生长因子, 细胞悬浮液

和营养液从中空纤维管反应器的外侧灌注, 与

管腔内的经过活性炭吸附治疗后血浆形成对流. 
每个生物反应器最大治疗时间达5-6 h, 而血浆

置换则需要2-3 L, 还有报道3.5-4 L的. 
2001年, Xue et al [34]采用TACE-HALSS治疗

了6例急性或慢性肝功能衰竭的患者, 结果很令

人振奋. 没有发生呼吸急促, 低血压或心跳过速

等事件. 而且所有患者的神经系统功能都有所

改善. 另外, 总胆红素、直接胆红素和血氨都趋

向于正常, 而凝血酶原时间也有所改善. 该作者

还报道了两个典型例子, 患者因肝性脑病而接

受HALSS治疗, 效果非常好, 以至于在患者8 d内
就出院. 

2003年, 笔者应用两步胶原酶法分离猪肝

细胞, 构建聚砜膜中空纤维管生物反应器(bioliv 
A3A reactor), 细胞数量1×1010个, 与非生物人

工肝同期或非同期使用, 对12例患者治疗14例
次, 每次支持时间为6 h, 治疗前后观察患者一

般状况, 并检测血氨、凝血酶原时间和部分肝

功能指标. 结果: 应用生物人工肝治疗后血氨、

凝血酶原时间和总胆红素均明显改善, 治疗2 d
后血氨为106±131 μmol/L, 与治疗前相比较

172±187 μmol/L差异有显著意义(P <0.05); 治
疗1 mo后, 同期生物人工肝治疗组死亡1例, 非
同期生物人工肝治疗组死亡2例, 患者总存活率

75%(9/12). 提示我们构建的新型生物人工肝可

支持急性肝功能衰竭患者的肝功能, 同期生物

人工肝治疗可能优于非同期生物人工肝[35-36]. 
与其他系统一样, HALSS系统仍需要经过

进一步非常严格的随机临床试验, 来评价其安

全性和疗效. 
4.8 其他生物人工肝 目前新型的尚未应用于临

床的BAL有很多种, 如: (1)LIVER×2000系统: 
该系统是将肝细胞悬浮于胶原凝胶内, 并注入

分子截留量为100 kDa的中空纤维管的内腔中, 
24 h后, 凝胶收缩, 在内腔中产生一个新的空间, 
用作灌流循环的培养基, 而纤维管的外腔是血

液灌流. (2)LIVERaid系统: 他是在HepatAssist系
统的基础上建立起来的. 该系统在中空纤维管

的外周又套了一个大的纤维管, 里面的纤维管

内腔循环流动活性炭, 两个管道之间的间隙灌

流血浆, 外面的纤维管表面生长肝细胞. 这个构

型将活性炭的解毒功能和肝细胞的治疗功能整

合到了一起. (3)Oxy-HFB系统: 该系统采用的中

空纤维管是热交换纤维, 肝细胞接种于纤维管

表面, 氧气和营养由纤维管内腔供应, 温度也可

以通过纤维管调节. 患者血浆在管道外直接和
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肝细胞接触[37]. (4)LLS系统: 由很多中空纤维管

组成, 他们有规律的紧密排列, 其内灌流血浆或

营养液, 其作用类似于肝脏毛细血管. 肝细胞通

过离心力高密度的接种于纤维管表面, 如莲藕

般形成一个类器官结构, 并表达很多肝脏特异

的功能. (5)UCLA-BAL系统: 肝细胞置于生物相

容性的藻酸盐-多聚赖氨酸-藻酸盐(APA)半透膜

中, 再将微囊化的肝细胞置于体外空腔, 并将患

者血液直接灌注. 细胞可在微囊中相互接触, 又
可以和血浆的成分免疫隔离开来. 微囊有很大

的表面积, 很大的肝细胞载量及很高的膜半透

性, 这些保证了血浆和肝细胞间充分有效的物

质交换. (6)PUF-BAL系统: 该系统将肝细胞接种

在一个圆筒状的聚氨酯(PUF)泡沫支架上, 在聚

氨酯泡沫内三角形排列着很多毛细纤维管, 用
作灌流血浆或营养液. 每个毛细管的直径是1.5 
mm, 每个管之间间距3 mm. 接种于支架上的肝

细胞在24 h内形成一个100-150 μm直径的球聚

体[38]. (7)FMB-BAL系统: 是一种平板单层型生

物反应器, 由大量的可堆积的平板模型组成, 每
个平板都有一个供氧的表面区域. 该反应器先

在透氧膜的表面包被Ⅰ型胶原, 肝细胞种植依

附后, 再在细胞层表面覆盖第2层胶原, 这被称

为三明治培养技术, 是最稳定的肝细胞培养技

术, 平板最上层的空间留做血浆或营养液灌流.

5  结论

BAL的临床应用前景是令人鼓舞的, 但其广泛

应用仍需努力攻克许多难题, 如最佳细胞来源, 
体外细胞细胞长期稳定性和活性的提高, 生物

反应器重建肝脏的三维结构等. 今后研究方向

主要集中以下几点.
BAL最佳的细胞来源还没有确定, 最优化的

细胞扩增, 保存和共培养的问题仍然没有完全

解决. 近来, 许多科研小组想通过基因修饰改造

的方法来扩增细胞数目, 增强生物反应器中肝

细胞的作用, 比如通过谷胺酰合成酶基因修饰, 
使HepG2细胞改善氨的代谢; 基因转染猪肝细胞

膜上IL-1R拮抗剂来稀释解毒IL-1对急性肝功能

衰竭的毒副作用[39]; SV40和Cre/loxp-介导的基

因敲除诱导人类肝细胞永生化等. 
现有的生物反应器设计只能体现肝细胞实

质细胞和细胞外基质的相互作用, 而忽视了非

实质细胞的重要性. 共培养策略可能是一个比

较有前途的开拓领域[8], 特别是肝细胞和非实

质细胞的共培养可以提高细胞与细胞之间的相

互作用. 肝脏中的肝细胞面临着氧气和营养物

质的浓度梯度, 而这个梯度是随着他们与门静

脉的距离改变而改变的, 正是由于存在这一梯

度, 肝细胞显示了不同的功能, 为了肝细胞可以

继续发挥在正常肝脏中所有的功能, 未来的生

物反应器可能需要重建这种微环境. 所有上述

BAL系统, 都需要肝细胞与合成表面的接触, 他
们最终的功能可能会由更多的拟生态的酶作用

底物例如胶原来提高. 
随着生物工程技术的不断创新, 未来的生

物反应器应该最大化转化营养物质和氧气, 这
就需要发展一种称为三维立体的制造技术, 来
重建肝脏三维立体构象, 并能精确定位细胞的

位置[40]. 最终, 理想的BAL应该是由可完全吸收

BAL植入性装置来实现永久的肝脏替代作用[41]. 
总之, BAL无论是在细胞来源, 细胞培养方

式, 还是在生物反应器的设计上, 都取得了很大

的进展. 然而, 活体肝脏结构和功能的复杂性远

远超过了BAL, 要想在体外完全替代肝脏的功

能, 还有很长的路要走. 只有将生物工程和临床

研究紧密结合, 才有可能在不远的将来开发出

更符合临床需要的BAL, 为人类健康做贡献. 
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