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Abstract
AIM: To generate a new cell strain that could be 
used in the bioartificial liver support system. 

METHODS: The C3A cell line was transfected 
with the recombinant plasmid pBudCE4.1-CYP 
3A4-GST A1, which expresses both cytochrome 
P450 3A4 (CYP 3A4) and glutathione-S-transfer-
ase A1 (GSTA1), and cultured in MEM containing 
400 mg/L Zeocin for 2 wk. The obtained cell line 
was named C3A-Unoptimized. The expression of 
CYP 3A4 and GSTA1 in C3A-Unoptimized cells 
was detected by qRT-PCR, and the function of the 
C3A-Unoptimized cell line was evaluated.

RESULTS: The C3A-Unoptimized cell line 
stably expressed both CYP 3A4 and GST A1. 
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■背景资料
生物型和混合型
生物人工肝由于
引入肝细胞, 在一
定程度上能够替
代肝脏的合成、
解毒和代谢功能, 
而受到广泛关注. 
但迄今为止尚未
出现一种肝细胞
能够完全满足生
物人工肝的需要.

The expression levels of CYP 3A4 and GSTA1 
were higher in C3A-Unoptimized cells than in 
non-transfected C3A cells. Chromatogram as-
say showed that the activity of CYP 3A4 could 
be detected in C3A-Unoptimized cells but was 
undetectable in non-transfected C3A cells. Im-
munohistochemical staining indicated higher 
expression of GSTA1 in C3A-Unoptimized cells 
than in non-transfected C3A cells. The ability to 
metabolize lidocaine for C3A-Unoptimized cells 
was enhanced compared to non-transfected C3A 
cells (62.5% vs 30%). 

CONCLUSION: The function of the C3A-Unop-
timized cell line has been improved, and this cell 
line might be used in the bioartificial liver sup-
port system.

Key Words: Cytochrome P450 3A4; Glutathione-S-
transferase A1; Drug metabolism; Bioartificial liver 
support system
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摘要
目的: 获得一株适合用于生物人工肝支持系
统的细胞材料. 

方法: 用已构建好的重组质粒pBudCE4.1-CYP 
3A4-GST A1转染肝脏肿瘤细胞系C3A, 用
Zeocin筛选, 所得细胞系命名为C3A-未优势
化; 通过qRT-PCR方法检测目的基因表达情况; 
对转染重组质粒的肝脏肿瘤细胞系C3A的合
成、代谢、解毒等功能及性状进行综合评价. 

结果: 成功构建了转染重组质粒pBudCE4.1-
CYP 3A4-GST A1的细胞系; 构建好的C3A-未
优势化细胞系通过qRT-PCR方法检测其目的
基因CYP 3A4和GST A1的表达量较正常C3A
细胞系高; 通过色谱法证明CYP 3A4活性较正
常C3A细胞系高; 用免疫组织化学实验证实目
的基因GST A1的表达较正常C3A细胞系多; 

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
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另外, 对利多卡因的代谢能力亦高于正常C3A
细胞. 

结论: 构建的C3A-未优势化细胞系功能有所
改善, 有望成为生物人工肝系统的细胞材料. 

关键词: 细胞色素P450 3A4; 谷胱甘肽硫转移酶A1; 

药物代谢; 生物人工肝支持系统
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0  引言

肝脏疾病时肝功能受损的患者, 药物代谢功能

会受到不同程度的影响, 从而使得药物的不良

反应增加, 疗效下降. 大多数药物是先经Ⅰ相反

应再经Ⅱ相反应后消除, 少数药物只经过Ⅰ相

反应或Ⅱ相反应后消除, 最终由非极性化合物转

变为极性化合物排出体外. 肝脏中含量最丰富

和最重要的Ⅰ相药物代谢酶和Ⅱ相药物代谢酶

分别是细胞色素P450 3A4(cytochrome P450 3A4, 
CYP 3A4)和谷胱甘肽硫转移酶A1(glutathione-S-
transferase A1, GST A1). 本试验旨在用已构建好

的重组质粒pBudCE4.1-CYP 3A4-GST A1转染肝

脏肿瘤细胞系C3A, 并对其合成、代谢、解毒等

功能及性状进行综合评价, 以期获得一株适合用

于生物人工肝支持系统的细胞材料. 

1  材料和方法

1.1 材料 C3A细胞(中国人民解放军第302医院

病毒研究室惠赠); pBudCE4.1-CYP 3A4-GST 
A1重组质粒(已构建完成); Zeoc in(母液浓度

100 g/L)、lipofectamine 2000、HQ高纯度质粒

抽提试剂盒、TRIzol、逆转录试剂盒、RNase 
H(Invitrogen公司); MTT试剂盒(碧云天C0009); 
PV-9000二步法免疫组织化学检测试剂(中杉金

桥); 鼠抗人GST A1单抗(美国Santa Cruz). 荧光

定量PCR仪(BIO-RAD); 荧光显微镜、相差倒

置显微镜伴摄像装置(日本Nikon); 全自动生化

仪器AU5400(日本OLYMPUS公司); 液-质联用

仪(Agilent LC-MSD VL, 配有Agilent 1100泵, 分
析软件为Agilent Chemical Rev. B. 01. 03 [204]); 
Micro CL 21R高速冷冻离心机(Thermo Electron 
Corporation).       
1.2 方法

1.2.1 肝脏肿瘤细胞系C3A对Zeocin敏感度试验

(Kill Curves): 将生长状态良好, 处于对数生长期

的C3A细胞, 按照密度比1∶10接种到24孔板中. 
细胞铺板24 h后, 可以加入抗生素Zeocin进行筛

选, Zeocin的筛选浓度为150-600 mg/L. 根据抗生

素的剂量范围和相关靶细胞的筛选信息设定合

适的筛选剂量梯度, 每个梯度设置2个复孔. 持续

观察并记录细胞的生长情况, 每3 d换1次培养基, 
加入抗生素继续筛选. 靶细胞抗生素最佳筛选剂

量为可在3 d内导致大量的细胞死亡, 并在2 wk内
杀死所有细胞的浓度. 
1.2.2 质粒瞬时共转染靶细胞: 用HQ高纯度质粒

抽提试剂盒制备重组质粒pBudCE4.1-CYP 3A4-
GST A1. 将状态良好、处于对数生长期的C3A细

胞用0.25%胰酶消化, 用MEM培养液悬浮成单细

胞悬液, 细胞计数后, 按照每孔5×105个细胞接

种于6孔板的每个孔中. 在细胞覆盖率80%左右

时, 用lipofectamine 2000进行转染实验. 在37 ℃, 
50 mL/L的CO2的培养箱中培养4-6 h后, 换上

MEM培养液(不含抗生素), 放置在37 ℃, 50 mL/L
的CO2的培养箱中继续培养过夜; 24 h后, 消化

细胞, 待稳转株筛选; 48 h后, 收集样品用于qRT-
PCR. 转染重组质粒pBudCE4.1-CYP 3A4-GST 
A1的细胞系命名为C3A-未优势化, 未转染重组

质粒的细胞系(空白对照)命名为C3A-空白. 
1.2.3 稳转株的筛选: 细胞转染24 h后, 消化细胞, 
按照1∶30将细胞接种到5个10 cm的细胞培养

皿中(空白对照细胞留1个皿即可). 待细胞贴壁

后, 加入Kill curve实验中筛选出的抗生素剂量 
400 mg/L. 持续观察细胞的筛选情况, 每3 d换1次
含有抗生素Zeocin 400 mg/L的MEM培养液. 待
空白对照皿中的C3A细胞已经全部死亡, C3A-未
优势化各皿中细胞克隆已经形成, 将所有细胞消

化合并在1个6孔板中培养. 扩增并冻存细胞, 并
准备细胞进行基因和蛋白水平的检测. 
1.2.4 qRT-PCR检测目的基因表达: 分别提取

C3A-未优势化和C3A-空白细胞系的总RNA, 并
反转录cDNA, 保存在-20 ℃备用. 通过qRT-PCR
检测细胞样品中目的基因和内参基因GAPDH的

表达量, 根据qRT-PCR反应曲线得到各样品目的

基因和内参基因的Ct值, 采用∆∆Ct的方法进行

相对定量. 使用空白的C3A样品作为对照样品, 
检测各组样品目的基因的表达情况. 

∆∆Ct = (待测样品的目的基因的Ct平均值-待
测样品的内参基因的Ct平均值)-(对照样品的目

的基因的Ct平均值-对照样品的内参基因的Ct
平均值), 基因的表达量F = 2-∆∆Ct. 目的基因的检

■研发前沿
最理想的生物人
工肝反应器中的
细胞材料应该具
备成熟肝细胞的
所有生物合成、
代谢解毒功能, 但
迄今为止尚未出
现一种肝细胞能
够完全满足生物
人工肝的需要.
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测用引物序列(5'-3'): homo未优势化GSTA1-F: 
CTGAGCCGGGCTGACATTC, homo未优势化

GSTA1-R: GGGCTGCCAGGCTGTAGAA; homo
未优势化CYP3A4-F: CACCCACCTATGATACT-
GTGCTAC, homo未优势化CYP3A4-R: TCTAT-
GTTGTCCTTGTTCTTCTTGC; 内参GAPDH-
F(bp114): GAAGGTCGGAGTCAACGGATT, 内
参GAPDH-R(bp341C): CGCTCCTGGAAGATG-
GTGAT.

PCR反应体系为: 10×PCR Buffer 2.5 µL, 
25 mmol/L Mg2+ 2 µL, 25 mmol/L dNTPs 0.2 µL, 
上下游引物各0.5 µL, 50×SYBR Mix 0.5 µL, 
Taq酶0.3 µL, 模板1.2 µL, ddH2O补齐至25 µL; 
PCR反应程序: 95 ℃预变性2 min; 95 ℃变性 
10 s, 60 ℃退火30 s, 70 ℃延伸45 s, 40个循环; 熔
解温度70 ℃-95 ℃.
1.2.5 MTT法检测重组质粒pBudCE4.1-CYP 3A4-
GST A1转染前后肝细胞系的增殖: 将生长状态

良好, 处于对数生长期的细胞, 按照每100 μL 
6 000个细胞接种至96孔板中, 每个检测时间点

的C3A-空白和C3A-未优势化细胞分别接种3个
孔, 空白孔各加入100 μL PBS. 分别于细胞贴壁

24、48、72、96 h后进行MTT实验. 在570 nm测

定吸光度(A)值, 根据数值绘制细胞增殖曲线. 
1.2.6 生化指标的检测: 细胞培养上清液中前白

蛋白、胆碱酯酶、甲胎蛋白、葡萄糖、肌酐的

测定: 用5 mL培养瓶, 每瓶各加入不同株细胞约

5×105个, 加入含100 mL/L FBS的MEM培养液 
5 mL, 每日更换培养液, 约72 h待细胞长成单层

后, 取培养液在OLYMPUS AU5400全自动生化

仪器上检测细胞培养上清液中前白蛋白、胆碱

酯酶、葡萄糖及肌酐; 用免疫比浊法检测甲胎

蛋白. 
1.2.7 细胞色素P450 3A4活性的测定: (1)液相

条件: 色谱柱为Capcell PAK C18 90303 column 
(2.0×100 mm ID, 5 µm, Shiseido, Japan); 流动

相为70∶30的水(含0.1%甲酸、5 m m o l/L甲
酸铵), 乙腈(含0.1%甲酸), 流速为0.2 mL/min; 
(2)质谱条件 :  以E S I源正离子检测方式 :  毛
细管温度350 ℃ ,  碰撞能量150, 毛细管电压

+4 000 V; 咪达唑仑(M D Z)m/z 326(M+1)、
羟-咪达唑仑(O H-M D Z) m/z 342(M+1)、内

标普萘洛尔(P R O)m/z 260(M+1); (3)按照每

孔约 5× 1 0 5个细胞将C 3 A -空白和C 3 A -未
优势化细胞接种于 6孔板中 ,  每种细胞 3个
孔, 每孔加入含100 mL/L FBS的MEM培养液 

2 mL, 置37 ℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度的培养箱

中过夜培养. 取出6孔板, 用无血清的MEM培养

液清洗细胞2次; 用无血清的MEM培养液配置咪

达唑仑(药物初始浓度1 g/L), 终浓度为1 mg/L, 室
温孵育数分钟. 将配置好的含有咪达唑仑的培

养液加入6孔板中, 每孔2 mL, 置37 ℃、50 mL/L 
CO2, 饱和湿度的培养箱中培养1 h. 取出6孔板, 
从每孔中取出100 μL培养液于干净的微离心管

中, 加入300 μL含PRO 100 μg/L的终止液终止反

应; (4)随行标准曲线及质控样品制备: 取1 g/L 
MDZ母液用细胞培养液缓冲液稀释成10、20、
50、200、500、1 000 μg/L标准曲线工作液. 加
入3倍标准溶液体积的含PRO 100 μg/L的终止液

混合, 涡旋涡旋2 min, 混匀后14 000 r/min离心 
10 min, 取上清10 μL进样至LC-MS检测. 
1.2.8 C3A-空白及C3A-未优化细胞系代谢功能的

检测(利多卡因转化试验): 按照每孔约5×104个

细胞将C3A-空白和C3A-未优势化细胞接种于24
孔板中, 每组细胞12个孔, 每孔中加入含100 mL/L 
FBS的MEM培养液和含浓度为400 μg/L Zeocin, 
100 mL/L FBS的MEM培养液1 mL, 置37 ℃、 
50 mL/L CO2, 饱和湿度的培养箱中过夜培养. 
将浓度为20 g/L的盐酸利多卡因溶液分别用含 
100 mL/L FBS的MEM培养液和含浓度为400 μg/L 
Zeocin, 100 mL/L FBS的MEM培养液稀释至浓度

为80 mg/L. 弃去24孔板中培养液, 将配置好的浓

度为80 mg/L利多卡因溶液分别加入24孔板中的

相应细胞中, 每孔约1 mL, 按照2、8、12、24 h留
取培养液标本, 每次留取约500 μL, 4 ℃保存. 留
取的培养液标本送公安部物证鉴定中心用微流

控毒物快速检测仪测定利多卡因浓度. 

2  结果

2.1 肝脏肿瘤细胞系C3A对zeocin敏感度试验   用
浓度为150-600 mg/L的Zeocin对C3A细胞进行敏

感度试验, 结果确定最佳筛选剂量为400 mg/L, 
加入该浓度抗生素筛选2 wk后, 细胞几乎全部死

亡, 存活的个别细胞形态也发生了极大的变异, 
符合Zeocin说明书中描述(图1). 
2.2 qRT-PCR
2.2.1 CYP 3A4的表达: CYP 3A4在C3A-未优势

化瞬时转染细胞中的表达量是在C3A-空白细胞

中的45467531.15倍, 在C3A-未优势化稳转细胞

中的表达量是在C3A-空白细胞中的256452.7175
倍(图2A). 
2.2.2 GST A1的表达: GST A1在C3A-未优势化

■相关报道
来源于HepG2的
C3A细胞具有良
好的肝细胞特异
功能, 如分泌白蛋
白和甲胎蛋白, 参
与尿素合成和糖
原合成, 分泌肝脏
特异的凝血因子, 
表达高水平的细
胞色素酶P450活
性等, 而且致瘤性
较低.
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瞬时转染细胞中的表达量是在C3A-空白细胞中

的47893725.72倍, 在C3A-未优势化稳转细胞中

的表达量是在C3A-空白细胞中的13493.71523倍
(图2B). 
2.3 MTT检测C3A-空白和C3A-未优势化细胞

系的生长情况 转染重组质粒pBudCE4.1-CYP 
3A4-GST A1的细胞系C3A-未优势化生长速率

低于未转染质粒的C3A-空白细胞系, 提示CYP 
3A4和/或GST A1的表达量增加可能会导致细胞

生长受到抑制(图3). 
2.4 C3A-未优势化肝细胞系的合成功能

2.4.1 前白蛋白、胆碱酯酶、甲胎蛋白、葡萄

糖、肌酐的检测: 在C3A细胞转染重组质粒前后

前白蛋白、胆碱酯酶、葡萄糖的检测结果比较

无统计学差异, 而甲胎蛋白的检测结果比较存

在统计学差异, C3A-未优势化细胞培养液中的

AFP明显高于C3A-空白细胞(表1). 
2.4.2 细胞培养上清液中人白蛋白的ELISA检测: 
根据标准曲线测得待测标本的ALB含量(mg/L, 
图4); ELISA法检测C3A细胞在转染重组质粒前

后细胞培养上清液中人白蛋白的含量变化, 分
别为1.166±0.123、1.119±0.086, 二者无统计学

差异. 
2.5 C3A-空白和C3A-未优势化细胞系的细胞

色素P450 3A4活性的测定 色谱法测定结果提

图  1  浓度为400 mg/L的Zeocin对C3A细胞进行敏感度试验
2 wk时的细胞生长情况.
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图  2  C3A-空白、C3A-未优势化瞬时和稳转细胞目的基因
的qRT-PCR检测. A: 目的基因CYP 3A4; B: 目的基因GST A1.
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图  3  C3A-空白和C3A-未优势化细胞系的生长情况.
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表  1  C3A-空白和C3A-未优势化上清培养液中的各种
生化指标的检测

     
检测指标       C3A-空白    C3A-未优势化

白蛋白(g/L)     1.67±0.58     1.33±0.58

前白蛋白(mg/L)     3.33±0.58             3

胆碱酯酶(U/L)   20.67±18.77   21.67±31.5

 甲胎蛋白(μg/L) 114.33±2.08 398.67±10.69b

葡萄糖(mmol/L)       2.1±0.1     1.52±0.39

bP<0.01 vs C3A-空白.

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

均
值

0    5    10   15  20   25   30   35  40  45   50

浓度(mg/L)

图  4  根据标准品浓度与A 值绘制出的标准曲线.

■创新盘点
构建双表达重组
质粒pBudCE4.1-
CYP 3A4-GST A1
转染肝脏肿瘤细
胞系C3A, 并对其
合成、代谢、解
毒等功能及性状
进行综合评价.
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示, C3A-空白细胞株加入MDZ孵育1 h后无羟化

MDZ的形成, 而C3A-未优势化细胞株加入MDZ
孵育1 h后有2种羟化MDZ的形成, 说明C3A-未
优势化细胞系的细胞色素P450 3A4存在活性, 
而C3A-空白细胞系的细胞色素P450 3A4活性较

低, 检测不出(图5, 6). 
2.6 免疫组织化学检测GST A1在C3A-未优势化

和C3A-空白肝细胞系中的表达 GST A1在C3A-
未优势化细胞系中表达较好, 而在C3A-空白肝

细胞系表达量较低, 检测不到(图7). 

2.7 C3A-空白及C3A-未势优化细胞系的利多卡

因转化试验 C3A-空白及C3A-未优势化细胞系

在不同时间对利多卡因的代谢存在差异, 转染质

粒的C3A-未优势化细胞系较未转染质粒的C3A-
空白细胞系对利多卡因的代谢能力强, 代谢率为

62.5%(表2). 

3  讨论

肝脏是人体重要的合成、解毒和代谢器官. 在
严重肝脏疾病时, 由于在肝脏表达的药物代谢

A B
图   7   G S T  A 1 在
C3A-空白肝细胞
系及C3A-未优势
化 肝 细 胞 系 中 的
表达(×200 ) .  A: 

C3A-空白肝细胞

系; B: C3A-未优

势化肝细胞系.

图  5  C3A-空白细胞株加入MDZ(1 mg/L)孵育1 h后的色谱图. A：标准品；B：C3A-空白细胞.
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图  6  C3A-未优势化细胞株加入MDZ(1 mg/L)孵育1 h后的色谱图. A：标准品；B：C3A-空白细胞.
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■应用要点
构 建 好 的 C 3 A -
未优势化细胞系
表达CYP 3A4和
GST A1的含量和
活性均有所增加, 
功能亦有所改善, 
有望成为生物人
工肝系统的细胞
材料.
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酶含量及活性均受到影响, 因此肝脏的药物代

谢能力下降, 从而使得药效降低, 而不良反应增

加, 影响药物疗效, 并且会进一步损伤肝脏. 对
于此类患者, 在内科治疗效果不佳的情况下, 人
工肝不失为一种良好的治疗方法. 人工肝中的

生物型和混合型生物人工肝由于引入肝细胞, 
在一定程度上能够替代肝脏的合成、解毒和代

谢功能因而受到广泛关注. 最理想的生物人工

肝反应器中的细胞材料应该具备成熟肝细胞的

所有生物合成、代谢解毒功能[1,2], 但迄今为止

尚未出现一种肝细胞能够完全满足生物人工肝

的需要. 现用于临床研究的从HepG2细胞系中获

得的C3A细胞系, 被证实有一定的疗效[3,4]. 严重

肝脏疾病患者体内有大量毒性产物蓄积, 这些

毒性产物在被生物人工肝解除的同时, 亦会对

反应器中的肝细胞产生毒性作用. 本研究构建

了表达Ⅰ相药物代谢酶CYP 3A4和Ⅱ相药物代

谢酶GST-A1的C3A细胞系, 以期提高其对药物

的代谢能力, 并减轻毒性产物对肝细胞的毒性

损伤作用. 
细胞色素P450酶(CYP450)是药物代谢涉

及的主要酶, 因其CO结合物在450 nm处的光谱

吸收峰而命名, 存在于许多组织和器官中, 但是

含量在肝脏中最为丰富, 因此与肝脏疾病关系

密切[5]. CYP450能够催化大量内源性和外源性

复合物的代谢, 包括: 异生物质、药物、环境

毒物、类固醇和脂肪酸等, 其能够减轻药物毒

性, 使得通常的用药剂量能够被多数人以合理

的速率清除[6]. 真核细胞CYP450通常由480-560
个氨基酸组成, 绝大多数嵌入内质网或线粒体

膜中, 分别被称为微粒体型CYP450和线粒体型

CYP450[5]. 在57个人类CYP450中, 5个参与了

95%的药物代谢反应[7], 即: CYP 3A4、2C9、
2C19、2D6和1A2. 其中, CYP 3A4是人类最重

要、在肝脏中含量最丰富的药物代谢CYP450, 

占总肝脏CYP450的60%, 能够代谢120多种不同

种类的药物, 不同程度地参与60%的临床用药代

谢[5,8]. 肝脏疾病患者CYP 3A4蛋白的活性和表

达均有不同程度的减少[9-14]. 
GST由200-240个氨基酸组成, 其3级结构

为一种球状的二聚体蛋白 ,  以同源或异源二

聚体状态存在的GST具有催化活性[15], 被分为

Alpha(GSTA)、Kappa(GSTK)、Mu(GSTM)、
Pi(GSTP)、Sigma(GSTS)、Theta(GSTT)、
Zeta(GSTZ)和Omega(GSTO)等8个家族[16,17]. 
G S T是细胞防御多种内源性和环境产生的毒

性化合物的一部分, 保护大分子免受活性亲电

子物质的攻击[18]. GST的通常反应是将谷胱甘

肽(GSH)加至具有各种化学结构的亲电子物质

上, 促进其在细胞内降解清除和/或分泌至细胞

外. 重要的底物包括由Ⅰ相CYP450催化衍生出

的多环芳香族碳氢环氧化物, 多种氧化反应的

副产物、工业污染物和化学药品、化疗药物、

卤代溶剂等[19]. 此外, GST亦可作为转运蛋白转

运亲脂化合物, 如: 胆红素、胆酸、类固醇激素

和不同的外源性化合物, 并参与类固醇激素的

合成[20]. 通过酶促和非酶促反应, 解除化学诱变

剂、促癌剂以及脂质和DNA氢过氧化物的毒性, 
保护正常细胞免受致癌和促癌因素的影响, 在
抗诱变和抗肿瘤中起重要作用[21,22]. 其中GSTA
的活性和含量在人肝脏中占优势, 在肝细胞损

伤时被快速大量释放入血, 包括2个由单独基因

编码的免疫学不同的亚单位, GSTA1和GSTA2, 
从人类肝脏中纯化出同源二聚体G S TA1-1、
GSTA2-2和异源二聚体GSTA1-2. 某些GST同功

酶含有非硒依赖性谷胱甘肽过氧化酶(GPx)的活

性, 能清除脂类自由基, 有抗脂质过氧化的作用, 
GPx活性主要由GST-α展现, GSTA1-1是GST-α
家族中的主要成员, 对于脂质过氧化物有较高

的GPx活性. 
本研究用构建好的重组质粒pBudCE4.1-

CYP 3A4-GST A1转染C3A细胞系. 用MTT法
检测构建成功的转染未经优势化的重组质粒

pBudCE4.1-CYP 3A4-GST A1的C3A-未优势化

细胞系与作为对照的未转染质粒的C3A-空白的

肝细胞增殖情况, 发现C3A-未优势化细胞系生

长较C3A-空白缓慢, 从而得出结论CYP 3A4和
GST A1的表达量增加会导致细胞生长受到抑制. 
其原因可能为: 加入的筛选抗生素Zeocin细胞毒

性较大, GST在对抗其细胞毒性的过程中, 需消

耗GSH, 而GSH合成中的重要原料为谷氨酰胺, 

表  2  C3A-空白及C3A-未优化细胞系的利多卡因转化
试验

                          利多卡因浓度(mg/L)

           C3A-空白      C3A-未势优化

0 h                 80                80

2 h          2.53±8.48       39.99±10.83b

8 h        51.35±15.33       35.11±5.49d

12 h        50.21±7.46       35.08±2.25f

24 h        48.85±9.72       30.66±4.14h

bP<0.01; dP<0.01; fP<0.01; hP<0.01.

■名词解释
生物人工肝支持
系统: 借助体外机
械、化学或生物
装置、暂时替代
肝脏功能, 清除有
害物质, 补充生物
活性物质, 从而使
肝细胞得以再生
至自体肝脏功能
恢复或等待机会
进行肝移植的治
疗方法.
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是细胞培养液中的重要营养物质, 由于谷氨酰

胺的含量明显减少, 从而使得细胞的生长受到

抑制. 虽然C3A-未优势化细胞系的生长速度较

C3A-空白缓慢, 但通过qRT-PCR、CYP 3A4的活

性测定, GST A1的免疫组织化学以及利多卡因

转化试验等研究结果表明, C3A-未优势化细胞

系的CYP 3A4和GST A1的含量和活性均有所增

加, 功能亦有所改善, 有望成为生物人工肝系统

的细胞材料. 
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