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Abstract
AIM: To evaluate the biological features of C3A 
and L-02 hepatocytes undergoing subzero non-
freezing storage in University of Wisconsin (UW) 
solution for use in bioartificial liver support sys-

tems (BALSS). 

METHODS: C3A and L-02 hepatocytes were 
cultured, digested with 0.25% trypsin, prepared 
into a cell suspension, adjusted to a density of 2 
× 106/mL, and stored in UW solution. After 0, 
24, 48 and 72 h of hypothermic storage (-0.8 ℃), 
cell viability and apoptosis, LDH and AST re-
lease, and urea synthesis and albumin secretion 
were measured.

RESULTS: Hypothermic storage decreased cell 
viability, urea synthesis and albumin secretion, 
but increased apoptosis and AST and LDH re-
lease in both C3A and L-02 hepatocytes. After 
72 h of hypothermic storage, C3A hepatocytes 
had higher viability (86.49% ± 2.80% vs 70.17% 
± 2.82%, P < 0.001) and albumin secretion (2 060 
mg/L ± 220 mg/L vs 9.04 mg/L ± 0.53 mg/L, P 
< 0.001) but lower apoptosis rate (1.26% ± 0.84% 
vs 5.73% ± 1.68%, P < 0.001), LDH and AST re-
lease (4.61 U/L ± 0.43 U/L vs 6.22 U/L ± 0.65 
U/L, P < 0.001; 86.10 U/L ± 11.10 U/L vs 113.88 
U/L ± 5.64 U/L, P < 0.001) and urea synthesis 
(1.01 mmol/L ± 0.14 mmol/L vs 0.60 mmol/L ± 
0.06 mmol/L, P < 0.001) than L-02 hepatocytes.

CONCLUSION: Both C3A and L-02 hepatocytes 
could be stored for more than 72 h in UW solu-
tion. C3A hepatocytes are more probably suitable 
for BALSS for management of liver failure with 
hepatic encephalopathy, while L-02 hepatocytes 
are more probably suitable for BALSS for man-
agement of liver failure with low albuminemia.

Key Words: Bioartificial liver support system; Sub-
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摘要
目的: 比较UW液零下非结冰(-0.8 ℃)保存后
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■背景资料
目前肝功能衰竭
病死率高达80%
左 右 ,  现 有 病 因
治疗及支持治疗
疗 效 甚 微 .  肝 移
植被认为是最有
效 的 治 疗 手 段 , 
但存在供体严重
不足、终生免疫
治疗及费用昂贵
等 缺 点 .  生 物 人
工肝的发展为肝
衰竭的治疗提供
了新的途径.

■同行评议者
郑素军, 副主任医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院人工肝中心



C3A与L-02细胞的生物学特性, 探索其对生物
人工肝的应用价值.

方法: 贴壁培养C3A与L-02细胞, 0.25%胰酶消
化, 制备成细胞悬液, 细胞浓度调至2×109/L, 
分装至2 mL冻存管, UW液-0.8 ℃保存0、24、
48及72 h后, 分别测定细胞存活率与凋亡率、

AST与LDH释放、尿素合成功能及白蛋白分
泌功能.

结果: 随着低温保存时间的延长, 细胞存活率
逐渐下降, 但72 h C3A细胞存活率明显高于
L-02细胞(86.49%±2.80% vs  70.17%±2.82%, 
P <0.001); 细胞凋亡率亦逐渐上升, 但72 h 
C3A细胞凋亡率低于L-02细胞(1.26%±0.84% 
vs  5.73%±1.68%, P <0.001); AST及LDH的释
放量逐渐增加, 但72 h C3A细胞低于L-02细胞
(4.61 U/L±0.43 U/L vs  6.22 U/L±0.65 U/L, 
P <0.001; 86.10 U/L±11.10 U/L vs  113.88 U/L
±5.64 U/L, P <0.001). 尿素合成功能呈下降
的趋势, 但72 h L-02细胞明显优于C3A细胞
(1.01 mmol/L±0.14 mmol/L vs  0.60 mmol/L
±0.06 mmol/L, P <0.001). 白蛋白分泌功能逐
渐降低, 但72 h C3A细胞明显优于L-02细胞
(2.060 g/L±0.220 g/L vs  9.04 mg/L±0.53 mg/L, 
P <0.001).

结论: UW液-0.8 ℃保存C3A与L-02细胞72 h
仍然可以满足生物人工肝支持系统的需要. 以
L-02细胞为材料的人工肝可能更适用于肝衰
竭合并肝性脑病, 以C3A细胞为材料的人工肝
可能更适用于肝衰竭合并低白蛋白血症.

关键词: 生物人工肝; 零下非结冰; 细胞凋亡
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0  引言

生物人工肝支持系统(bioartificial liver support 
system, BALSS)为肝衰竭的治疗开辟了新的途

径[1], 而功能好的肝细胞是BALSS的核心, 所以

探索出一种可靠的肝细胞低温保存方法, 建立

一个(ready to use)肝细胞库是BALSS推广的基

础[2]. 温度是影响保存效果的关键因素, 温度越

低, 细胞代谢活性越低, 一般而言保存时间就越

长[3]. 零下非结冰温度(subzero nonfreezing tem-
perature, SZNFT)是指0 ℃到溶液冰点之间的温

度范围, 可使代谢降至最低同时避免“冰晶形
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成”冻存损伤[4], 保存效果优于常规4 ℃及0 ℃
低温保存[5]. C3A细胞是一种人源性高分化肝肿

瘤细胞, 具备氨基清除和白蛋白分泌等功能, 以
C3A作为生物材料的体外肝辅助装置(extracor-
poreal liver-assist device, ELAD)系统已经进入Ⅲ

期临床试验[6]. L-02细胞是国内构建的一种永生

化肝细胞株, 具备增殖迅速、传代稳定和氨基

清除等功能, 已有学者用其进行BALSS的基础

研究[7,8]. 有关C3A与L-02肝细胞零下非结冰保存

后细胞功能变化及细胞功能差异尚不明确. 因
此, 我们用UW液(冰点-1 ℃)-0.8 ℃保存C3A与

L-02肝细胞, 以比较低温保存后C3A与L-02细胞

的生物学特性及其BALSS应用倾向性. 

1  材料和方法

1.1 材料 C3A肝细胞株(ATCC, 美国), L-02永生

化肝细胞株(中国医学科学院); DMEM/F-12培
养基、优级胎牛血清(FBS)、青霉素/链霉素溶

液(100×)、0.25%胰酶及PBS缓冲液(Invitrogen, 
美国); UW液(Bristol-Myers Squibb); 50 mL培养

瓶、2 mL冻存管及6孔培养板(Costar Corning); 
氯化铵(Sigma); 人白蛋白ELISA试剂盒(R&D, 
美国), Mode1450型酶标仪(Bio-Rad, 美国); CK2
型倒置显微镜(Olympus, 日本); Annexin V-FITC
凋亡试剂盒(南京凯基); DXC800型全自动生

化仪及FACScan型流式细胞仪(Beckman coul-
ter, 美国); MIR-151型微电脑程控低温培养箱

[(-10 ℃至60 ℃)±0.1 ℃]及MCO-175型二氧化

碳培养箱(SANYO, 日本); 海尔智能温度记录仪

[(-100 ℃至120 ℃)±0.1 ℃]. 超净工作台(北京

昌平长城空气净化工程公司).
1.2 方法 
1.2.1分组: 实验分2组, C3A肝细胞组和L-02肝细

胞组. 
1.2.2 冰点测定: 1 mL蒸馏水(或者UW液)置于2 
mL冻存管中, 将智能温度计电极插入溶液中(避
免与管壁接触), 然后将冻存管置于-10 ℃程控低

温培养箱内, 每1 min记录1次温度值, 绘制成时

间温度曲线(-10 ℃至10 ℃). 
1 .2 .3  细胞培养及制备 :  所用基础培养液为

DMEM/F-12, 添加青霉素: 10 kU/L, 链霉素: 10 
g/L, 100 mL/L FBS. 于37 ℃, 50 mL/L CO2, 100%
湿度的培养箱内培养. 内壁长满后, 0.25%胰酶消

化, 制备成细胞悬液, 血细胞计数板计数, 最终将

细胞浓度调至2×109/L, 分装至2 mL冻存管中.
1.2.4 低温保存及复温: 冻存管内培养液置换为

www.wjgnet.com

■相关报道
C a l l i g a r i s 等 用
UW液4 ℃保存鼠
肝细胞72 h, 发现
低温保存的肝细
胞氨基清除能力
和尿素合成能力
同新鲜细胞无明
显差异.
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UW液, 保存0、24、48及72 h后每组取6个标本, 
放入37 ℃水浴中震荡l-2 min. 复温后将UW液置

换为培养液2 mL, 培养箱内培养30 min. 
1.2.5 复温后指标测定: 取l mL细胞悬液, 加到1 
mL含4 mmol/L氯化铵培养液的6孔培养板中, 培
养箱内培养24 h后, 取上清, 2 000 r/min, 离心20 
min, 测定尿素的浓度、AST、LDH及人白蛋白

含量. 另l mL细胞悬液, 1 000 r/min, 离心2 min, 
沉淀细胞于流式细胞仪定量测定细胞存活率、

凋亡率及死亡率.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件. 计量

资料以mean±SD表示. 两组样本均数比较采用

完全随机样本的t检验, 以P <0.05为差异有意义.

2  结果

2.1 低温下不同保存时间C3A细胞与L-02细胞存

活率、凋亡率的比较 随低温保存时间的延长, 
细胞存活率呈下降趋势, 细胞凋亡率呈上升趋

势, 低温保存72 h, 细胞存活率较48 h明显下降. 
但是, 各时间点C3A细胞存活率均高于L-02细

胞, C3A细胞凋亡率均低于L-02细胞(均P <0.01, 
表1, 图1). 
2.2 低温下不同保存时间C3A细胞与L-02细胞释

放LDH、AST的比较 随着低温下保存时间的延

长, 反应细胞损伤程度的AST、LDH释放量呈上

升的趋势. 但是, 各时间点C3A细胞释放LDH、

AST均低于L-02细胞(均P <0.05, 表2). 
2.3 低温下不同保存时间C3A细胞与L-02细胞尿

素合成、白蛋白分泌的比较 随低温保存时间的

延长, 反应细胞功能的尿素合成与白蛋白分泌

呈下降的趋势. 各时间点L-02细胞的尿素合成功

能均明显优于C3A细胞, 而白蛋白分泌功能C3A
细胞则明显优于L-02(表3, 4).

3  讨论

BALSS要代替肝脏, 除细胞材料必须具有肝脏

特异性功能外, 还需要大量肝细胞, 即约109个数

量级才有临床意义. 为了满足临床对肝细胞数

量的需求, 传统上采取传代培养或者微载体高

密度培养的方法, 但其工作量大、易污染、费

表  1  低温下不同保存时间C3A细胞与L-02细胞存活率、凋亡率的比较 (%)

     
分组

               细胞存活率              细胞凋亡率

         0 h         24 h         48 h         72 h        0 h       24 h        48 h       72 h

C3A细胞组 95.26±0.45 94.23±0.74 90.24±1.48 86.49±2.80   0.70±0.18   0.81±0.21   1.05±0.57   1.26±0.84

L-02细胞组 86.95±1.43 84.53±1.38 82.00±1.57 70.17±2.82   1.73±0.20   3.22±1.24   4.53±0.83   5.73±1.68

t值 15.61 17.07 10.06 10.76 10.31   5.46   9.32   6.59

P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表  2  低温下不同保存时间C3A细胞与L-02细胞释放LDH、AST的比较

     
分组

               LDH释放(U/L)                                 AST释放(U/L)

         0 h         24 h         48 h         72 h       0 h        24 h        48 h        72 h

C3A细胞组 30.59±6.24 43.26±4.23 61.39±9.85   86.10±11.10 3.26±0.37   3.44±0.31   4.04±0.35   4.61±0.43

L-02细胞组 49.52±5.57 53.97±4.50 84.80±6.84 113.88±5.64 3.83±0.48   5.38±1.15   5.85±0.90   6.22±0.65

t值   5.87   4.02   4.97     5.57 2.52   4.61   5.22   5.60

P值 <0.001   0.008 <0.001  <0.001 0.030 <0.001 <0.001 <0.001

表  3  低温下不同保存时间C3A细胞与L-02细胞尿素合成比较 (mmol/L)

     
分组          0 h         24 h         48 h         72 h

C3A细胞组   1.07±0.05   0.99±0.11   0.88±0.10   0.60±0.06

L-02细胞组   2.63±0.46   2.02±0.44   1.58±0.24   1.01±0.14

t值   9.12   5.66   6.78   7.34

P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

■创新盘点
本文首次用UW液
零下非结冰保存
C3A与L-02肝细
胞, 并比较了低温
保存后C3A与L-02
细胞的生物学特
性及其BALSS应
用倾向性.
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用高且肝细胞经多次传代后活性下降. 因此探

索出一种可靠的肝细胞低温保存方法, 建立一

个(ready to use)肝细胞库, 可以克服肝细胞多次

传代培养的缺点, 这是短期内获得大量肝细胞

图  1  流式细胞仪在低温下不同保存时间测定C3A与L-02细胞细胞存活率、凋亡率. A, C, E, G: C3A细胞0、24、48和72 h; 

B, D, F, H: L-02细胞0、24、48和72 h. Annexin V-FITC/PI双染, 获得4个象限的直方图. B1: (An-PI+)表示操作过程中损伤

的细胞; B2: (An+PI+)表示晚期凋亡或者死亡细胞; B3: (An-PI-)表示正常细胞; B4: (An+PI-)表示早期凋亡细胞.
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■应用要点
零下非结冰不同
于深低温冻存和
常规低温保存, 是
一种比较新的有
效的肝细胞低温
保 存 方 法 .  零 下
非结冰保存L-02
细胞与C3A细胞
72 h仍然可以满
足 B A L S S 的 需
要, 且两种细胞的
BLASS的临床应
用倾向性不同. 
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的较好方法[9]. 低温保存是基于低温可以延缓细

胞代谢速率、阻止细胞能量枯竭从而长时间保

存细胞. 为获得较高的细胞存活率及延长低温

保存时间, 许多学者对多种冻存保护剂进行了

研究, 但是“细胞内冰晶”、“渗透性休克”

是深低温冻存无法逾越的障碍[4]. 4 ℃常规低温

保存肝细胞48 h后细胞存活率明显下降, 因此

研究者[10,11]开始把肝细胞低温保存转向SZNFT
保存. 不同溶液的冰点与SZNFT不同[5], 为了避

免低温保存过程中冰晶形成, 我们用UW液于

-0.8 ℃低温保存C3A细胞, 缓慢降温(4 ℃降至

-0.8 ℃时间约60 min). 
BALSS所用肝细胞的来源至今尚未得到满

意解决. 理论上原代肝细胞最理想, 但原代肝细

胞因来源有限、体外培养和扩增困难等而难以

作为BALSS的细胞材料. 人胎肝细胞具有一定

的增殖活性, 但其分化不成熟, 功能不完善, 并
涉及伦理学问题也难以广泛应用[12]. 猪肝细胞是

BALSS比较常用的细胞, 但猪肝细胞存在免疫

排斥及异种病毒感染等安全隐患[13]. 人源性永生

化肝细胞可以有效地克服上述细胞不足, 以其

为材料的BALSS是目前研究的热点. C3A是一种

人源性永生化肿瘤细胞, 具有良好的增殖活性

及肝细胞特异功能, 如分泌ALB, 参与尿素合成

与糖原合成等[6]. L-02肝细胞是国内使用正常人

肝细胞构建的一种永生化肝细胞株, 具备氨基

清除及分泌白蛋白等功能, 增殖迅速且传代稳

定[7,8]. 因此, 我们使用C3A细胞和L-02细胞进行

相关研究. 
细胞膜及细胞内细胞器质膜的完整性程度

是影响细胞功能的重要因素[14]. 我们用Annexin 
V-FITC/PI双染法, 使用流式细胞仪测定细胞

存活率及凋亡率发现, 随低温保存时间的延长, 
C3A细胞与L-02细胞存活率呈下降的趋势, 但是

各时间点C3A细胞的存活率高于L-02细胞, 可能

是C3A系高分化肿瘤细胞, 对低温损伤的耐受性

强于L-02细胞. 尽管细胞存活率较新鲜时明显下

降, 但是SZNFT下保存72 h后C3A及L-02细胞的

存活率分别可达到86.49%±2.80%和70.17%±

2.82%, 仍然可以满足生物人工肝的需要. 
作为BALSS生物材料体外培养的肝细胞, 

应具备体内肝细胞氨基清除功能(氯化铵转化实

验)及白蛋白分泌等主要功能. 而低温保存对不

同种属肝细胞氨基清除能力及白蛋白分泌的影

响可能不同: Calligaris等[15]用UW液4 ℃保存鼠

肝细胞72 h, 发现低温保存的肝细胞氨基清除能

力和尿素合成能力同新鲜细胞无明显差异. 我
们用-0.8 ℃保存C3A细胞及L-02细胞, 其氨基清

除能力及白蛋白分泌随时间延长呈下降的趋势, 
可能系两者为人源性永生化细胞, 其相关酶系

分化不完全, 同原代鼠肝细胞相比, 易于因低温

而造成细胞损伤. 
总之, L-02细胞与C3A细胞是比较合适的

BALSS细胞材料. UW液-0.8 ℃保存L-02细胞

与C3A细胞72 h仍然可以满足BALSS的需要. 
以L-02细胞为材料的BALSS可能更适用于肝

功能衰竭合并肝性脑病, 以C3A细胞为材料的

BALSS更适用于肝功能衰竭合并低白蛋白血症. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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