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中国人肝细胞系1运用于生物人工肝的生物代谢功能*★

饶小惠，简国登，张 志，汪 艳，潘明新，高 毅

南方医科大学珠江医院肝胆二科，广东省广州市 510280

文章亮点：

1 以全接触灌流型生物反应器接种微载体微重力中国人肝细胞系 1细胞建立的人源细胞混合型生物人

工肝对肝衰食蟹猴模型进行治疗。

2 动态监测实验组及对照组肝衰食蟹猴模型的血清生化指标的变化，间接反应中国人肝细胞系 1细胞的

生物代谢功能。

3 实验创新之处是将中国人肝细胞系 1细胞运用于动物实验，能够更加客观的探索其生物代谢功能，但

缺少对中国人肝细胞系 1细胞的药物代谢功能检测。

关键词：
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摘要

背景：前期研究发现，中国人肝细胞系 1细胞分化程度高且生物代谢功能良好, 并且中国人肝细胞系 1
细胞组织学上来源于正常肝组织，较其他来源于肿瘤源性的肝细胞系更为安全。

目的：探讨中国人肝细胞系中国人肝细胞系 1细胞在混合型生物人工肝中的生物代谢功能。

方法：15只食蟹猴随机分成对照组(n=5)和治疗组(n=10)，均建立急性肝功能衰竭模型，治疗组接受以

全接触灌流型生物反应器接种微载体微重力中国人肝细胞系1细胞建立的人源细胞混合型生物人工肝进

行治疗。

结果与结论：急性肝功能衰竭食蟹猴血清谷氨酸转氨酶、总胆红素、总胆汁酸、尿素氮、肌酐、血氨均

明显上升，而白蛋白、Fischer指数则显著下降；人源细胞混合型生物人工肝治疗后，急性肝功能衰竭

食蟹猴血清谷氨酸转氨酶、总胆红素、总胆汁酸、尿素氮、肌酐、血氨和白蛋白均恢复。提示中国人肝

细胞系 1细胞在混合型生物人工肝中生物代谢功能良好，表现出良好的肝特异性生物合成及生物代谢功

能。

Biological metabolic function of the human liver cell line-1 used in bioartificial
liver

Rao Xiao-hui, Jian Guo-deng, Zhang Zhi, Wang Yan, Pan Ming-xin, Gao Yi

Second Department of Hepatology, Zhujang Hospital of Southern Medical University, Guangzhou
510280, Guangdong Province, China

Abstract

BACKGROUND: Our preliminary study found that Chinese human liver cell line-1 has high differentiation
ability and good biological metabolic functions, and the human liver cell lines are separated from normal liver
tissue on a cell histology which are safer than the tumor-derived liver cell line.

OBJECTIVE: To investigate the biological metabolic functions of Chinese human liver cell line-1 cells in a
hybrid bioartificial liver.

METHODS: Fifteen cynomolgus monkeys were randomly divided into the control group (n=5) and the
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treatment group (n=10), and all the monkeys were used to establish the acute liver failure models. The models in
the treatment group were implanted with Chinese human liver cell line-1 established hybrid bioartificial liver
through the contact perfusion bioreactor inoculation under micro carrier microgravity.

RESULTS AND CONCLUSION: The serum alanine aminotransferase, total bilirubin, total bile acid, urea nitrogen,
creatinine and blood ammonia levels of the cynomolgus monkeys with acute liver failure were increased, while
the albumin level and Fischer index were decreased; after treated with hybrid bioartificial liver, serum alanine
aminotransferase, total bilirubin, total bile acid, urea nitrogen, creatinine and blood ammonia levels of the
cynomolgus monkeys with acute liver failure were recovered to the normal levels. It suggests that Chinese human
liver cell line-1 cells in hybrid bioartificial liver have good biological metabolic function with good liver-specific
biosynthesis and biological metabolic functions.

Key Words: organ transplantation; transplantation and artificial organs; human hepatocytes; artificial organs;
hybrid bioartificial liver; liver; liver-specific biosynthesis; cynomolgus monkeys; National 863 Project of China

Rao XH, Jian GD, Zhang Z, Wang Y, Pan MX, Gao Y. Biological metabolic function of the human liver cell line-1
used in bioartificial liver. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(18):3295-3302.

0 引言

肝脏作为人体最重要的器官之一，承担着合成、分泌、代谢、解毒等多种复杂的功能。

一旦由于某种原因造成肝细胞大量坏死，将会出现肝衰竭，进而导致机体代谢紊乱和毒性

物质堆积，而这反过来又造成肝细胞损伤加重，肝细胞再生受到影响，引起肝衰竭的恶性

循环[1]。人工肝治疗基于肝损伤的可逆性以及肝细胞的可再生性，通过体外辅助装置暂时替

代衰竭的肝脏功能，从而为肝移植或再生赢得时间[2]。混合型生物人工肝是目前国内外公认

最接近自然肝脏、功能也最全面的人工肝脏支持系统[3-6]。

肝细胞是混合型生物人工肝的核心原材料[7-8]。虽然近20年来对各种来源的肝细胞进行

了广泛而深入的研究，但生物人工肝细胞材料的来源问题至今未能得到满意解决。肝细胞

可能来源有同种肝细胞包括成人肝细胞和胎肝细胞、异种动物肝细胞、肝细胞株、肝干细

胞等[9-10]，但这些细胞都存在着不同的缺陷 [11]，而理论上人肝细胞是混合型生物人工肝最

为理想的来源，但成人供肝来源极其有限且主要用于肝移植，且成人肝细胞在体外培养中

很快就失去分化代谢能力，故大量获取成人肝细胞是不可能的[11-15]。胎肝的利用因涉及伦

理问题，亦难以推广应用 [16-17]。猪肝细胞对人来说是异种细胞，存在免疫反应，且合成的

蛋白质也有种属差异，同时猪体内普遍存在着内源性反转录病毒，而研究显示内源性反转

录病毒质粒可通过人与猪细胞的体外混合培养而进行转导，并且有在新的宿主细胞内复制

的可能性[18-21]。目前对于肝干细胞的研究，只证实其存在和可能来源，同时发现其强大再

生和分化功能，但尚未进入应用阶段[22-26]。而人肝细胞系中C3A细胞系虽已进入了Ⅰ-Ⅱ期

临床，其应用价值还有待进一步评价[5，27-28]，其他还有一些新建的肝细胞系的临床效果也

有待于进一步研究[4，29-30]，

作者所在课题组前期研究发现中国人肝细胞系1细胞分化程度高且生物代谢功能良好，

且中国人肝细胞系1细胞来源于正常肝组织，较其他来源于肿瘤源性的肝细胞系更为安全[31]，

但是目前尚未在生物人工肝对中国人肝细胞系1细胞进行生物代谢功能的研究。

实验以全接触灌流型生物反应器接种微载体微重力中国人肝细胞系1细胞，通过食蟹猴

急性肝功能衰竭模型进行救治，研究中国人肝细胞系1细胞在混合型生物人工肝中的生物代

谢功能。
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1 材料和方法

设计：细随机对照动物实验。

时间及地点：实验于2010年1月至8月在南方医科大

学再生医学研究所完成。

材料：

动物：清洁级雄性食蟹猴10只，猴龄七八岁，体质

量6.5-7.0 kg，购自广东省昆虫研究所华南灵长类研究

开发中心，合格证号SCXK(粤)2009-2010。所有动物均

分笼，专用颗粒饲料喂养。实验已通过南方医科大学动

物伦理委员会审核，实验过程中对动物的处置符合中华

人民共和国科学技术部2006年颁布的《关于善待实验动

物的指导性意见》标准[32]。

细胞：中国人肝细胞系1细胞系由中国医学科学院上

海细胞生物研究所提供。

生物人工肝生物代谢功能实验的主要试剂及仪器：

Main reagents and instruments:

方法：

实验动物分组：注射 D-氨基半乳糖 48 h后，全部食

蟹猴随机分成对照组(n=5)和治疗组(n=10)。

食蟹猴急性肝功能衰竭模型的制作：参考文献[33]，实

验猴术前禁食 12 h，不禁水。采用速眠新Ⅱ(0.1 mL/kg)

和氯胺酮(0.1 mL/kg)肌内注射联合麻醉，平卧位并妥善

固定，用体积分数 2.5%-3.0%的碘酒，体积分数 75%

的乙醇消毒局部皮肤，并铺好无菌小孔巾，于颈外侧中

段且与颈外静脉垂直处作 2.0-3.0 cm的横切口，切开

皮肤皮下组织，结扎出血点。用弯血管钳沿静脉方向分

离皮肤组织，将静脉游离 1.5-2.0 cm。从游离静脉深面

穿过 2根 1号丝线，暂时不结扎，留作牵引用。吸取已

配制好的 D-氨基半乳糖溶液，接上头皮针，并将液体

灌满管腔内。左手提起静脉远心端的 1号丝线，右手

准确地把头皮针插进颈外静脉，回抽注射器见回血后

收紧近心端的丝线，将头皮针与颈外静脉结扎在一起。

在 10 min 内把 D-氨基半乳糖溶液经颈外静脉一次性

输入实验猴体内，完成后拔出头皮针，结扎颈外静脉。

人肝细胞的制备：中国人肝细胞系 1细胞经方形培

养瓶扩增后，消化，锥虫蓝染色细胞活力大于 95%；

取 2×106个细胞，接种至 100 mg微载体，接种体积

25 mL。接种后于 37℃恒温，体积分数 5%CO2静置

12 h后补齐剩余的 25 mL培养基(DMEM高糖培养基

+体积分数 10%胎牛血清+30 mmol/L Hepes)，并开

始旋转微重力培养。每 24 h 更换培养上清液体

25 mL，接种后第 5天结束培养。肝细胞用于人工

肝前用乳酸钠林格液清洗细胞 15次，清除细胞培养

基中的胎牛血清成分，同时锥虫蓝染色检测肝细胞

活力。

人源细胞混合型生物人工肝治疗：普通肝素抗凝，首剂

为 180 U/kg，维持量为 30 U/(kg•h)。治疗参数设定：

血流量为 15 mL/min，血液经过膜型血浆分离器后，血

浆以 5 mL/min 的流速进入血液灌流器。生物部分以

5 mL/min的速度维持进出量，温度设定为 36.5℃。

治疗组食蟹猴先给予血浆灌流治疗，把双腔血液透析

导管的动、静脉端口连接于血液净化机管路的动、静脉端

口以建立循环通路。普通肝素抗凝，首剂为 180 U/kg，

维持量为 30 U/(kg•h)。引血速度为 15-20 mL/min，血

液经过膜型血浆分离器后，血浆以 5 mL/min的流速进

入血液灌流器进行树脂灌流治疗。

将通过Cytopore培养的 2.0×109中国人肝细胞系 1

细胞置于全接触灌流型生物反应器中，连接膜式氧合

器、膜型血浆分浆器，然后利用三通阀与血液净化机管

路连接起来。当血浆灌流治疗 2 h后，打开三通阀，以

5 mL/min的流速把血液净化机管路中的血浆引入全接

触灌流型生物反应器中，使其与中国人肝细胞系 1细胞

进行物质交换，联合治疗时间为 4 h。对照组食蟹猴不

予治疗。

动态检测食蟹猴血清生化指标变化：动态抽取食蟹猴

给药前、给药后 48 h及治疗后 6 h周围静脉血送实验

室，迅速分离出血清，-86 ℃冻存，用于检测天冬氨

酸转氨酶、白蛋白、总胆红素、总胆汁酸、尿素氮、

肌酐、血氨及计算 Fischer 指数。上述血清生化指标

由南方医科大学附属南方医院临床检验中心按常规方

法检测。

试剂及仪器 来源

MTT，Hepes
cytopore2微载体

DMEM高糖培养基，胎牛血清

20%人血白蛋白

D-氨基半乳糖盐酸盐

0.9%氯化钠注射液

羟乙基淀粉

肝素钠注射液

乳酸钠林格注射液

盐酸氯胺酮注射液

速眠新Ⅱ注射液

硫酸阿托品注射液

DX-10型血液净化机

美国 Sigma公司

美国 GE公司

美国 Gibco公司

奥地利 Bsxter AG公司

江苏省南京嘉源医药科技

有限公司

成都青山利康药业有限公司

北京费森尤斯卡比医药有限公司

南京新百药业有限公司

浙江济民制药有限公司

福建古田药业有限公司

解放军军需大学兽医研究所

河北天成药业有限公司

北京戴博瑞克技术发展有限公司
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主要观察指标：对照组及治疗组之间给药前、给药

后 48 h及治疗后 6 h，天冬氨酸转氨酶、白蛋白、总胆

红素、总胆汁酸、尿素氮、肌酐、血氨及计算 Fischer

指数的变化。

统计学分析：采用 SPSS 13.0统计学软件分析实

验数据，计量资料采用
_

x±s 表示。组间计量资料比较采

用 t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 10只进行救治的急性肝衰竭

食蟹猴在治疗过程中无死亡，均进入结果分析。

2.2 人源细胞混合型生物人工肝治疗降低急性肝功能

衰竭模型食蟹猴血清谷氨酸转氨酶水平 D-氨基半乳

糖注射48 h后，食蟹猴血清谷氨酸转氨酶水平较基线明

显升高(P < 0.05)；而人源细胞混合型生物人工肝治疗6 h

后，急性肝功能衰竭模型食蟹猴血清谷氨酸转氨酶水平显

著降低(P < 0.01)，见图1。

2.3 人源细胞混合型生物人工肝治疗提高急性肝功能

衰竭模型食蟹猴血清白蛋白水平 D-氨基半乳糖注射

48 h后，食蟹猴血清白蛋白水平较基线没有明显变化；

但人源细胞混合型生物人工肝治疗6 h后，急性肝功能

衰竭食蟹猴血清白蛋白水平显著增加，见图2。

2.4 人源细胞混合型生物人工肝治疗降低急性肝功能

衰竭模型食蟹猴血清总胆红素水平 D-氨基半乳糖注

射48 h后，食蟹猴血清总胆红素水平较基线明显升高

(P < 0.05)。人源细胞混合型生物人工肝治疗6 h后，急

性肝功能衰竭模型食蟹猴血清总胆红素水平降低(P <

0.01)，见图3。

2.5 人源细胞混合型生物人工肝治疗降低急性肝功能

衰竭模型食蟹猴血清总胆汁酸水平 D-氨基半乳糖注

图 1 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴血清谷氨酸转氨酶水平的影响

Figure 1 Effect of hybrid bioartificial liver on the serum
alanine aminotransferase level of cynomolgus
monkeys with acute liver failure
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注：D-氨基半乳糖注射 48 h后(治疗前)，食蟹猴血清谷氨酸转

氨酶水平升高；人源细胞混合型生物人工肝治疗后(治疗后)，急
性肝功能衰竭模型食蟹猴血清谷氨酸转氨酶水平降低。

图 2 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴血清白蛋白水平的影响

Figure 2 Effect of hybrid bioartificial liver on the albumin
level of cynomolgus monkeys with acute liver
failure
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与对照组相比，aP < 0.01。

注：D-氨基半乳糖注射 48 h后，食蟹猴血清白蛋白水平没有明

显变化；但人源细胞混合型生物人工肝治疗 6 h后，急性肝功

能衰竭食蟹猴血清白蛋白水平升高。

图 3 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴血清总胆红素水平的影响

Figure 3 Effect of hybrid bioartificial liver on the total bilirubin
level of cynomolgus monkeys with acute liver
failure
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与基线相比，aP < 0.05；与对照组相比，bP < 0.01。

注：D-氨基半乳糖注射后(治疗前)，食蟹猴总胆红素水平明显

升高；而人源细胞混合型生物人工肝治疗后(治疗后)，急性肝功

能衰竭模型食蟹猴总胆红素水平降低。
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射48 h后，食蟹猴血清总胆汁酸水平较基线明显升高

(P < 0.05)；而人源细胞混合型生物人工肝治疗6 h后，

急性肝功能衰竭食蟹猴血清总胆汁酸水平降低 (P <

0.01)，见图4。

2.6 人源细胞混合型生物人工肝治疗降低急性肝功能

衰竭模型食蟹猴血清尿素氮水平 见图5。

D-氨基半乳糖注射48 h后，食蟹猴血清尿素氮水平

较基线升高(P < 0.05)；而人源细胞混合型生物人工肝

治疗6 h后，急性肝功能衰竭食蟹猴尿素氮水平显著降

低(P < 0.01)。

2.7 人源细胞混合型生物人工肝治疗降低急性肝功能衰

竭模型食蟹猴血清肌酐水平 D-氨基半乳糖注射后，食

蟹猴血清肌酐水平较基线明显升高(P < 0.05)；生物人工

肝治疗6 h后，食蟹猴血清肌酐水平显著降低(P < 0.01)，

见图6。

2.8 人源细胞混合型生物人工肝治疗降低急性肝功能

衰竭模型食蟹猴血氨水平 见图7。

图 4 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴血清总胆汁酸水平的影响

Figure 4 Effect of hybrid bioartificial liver on the total bile
acid level of cynomolgus monkeys with acute liver
failure
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与基线相比，aP < 0.05；与对照组相比，bP < 0.01。

注：D-氨基半乳糖注射 48 h后(治疗前)，食蟹猴血清总胆汁酸

水平升高；人源细胞混合型生物人工肝治疗后(治疗后)，急性肝

功能衰竭模型食蟹猴血清总胆汁酸水平降低。

图 5 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴血清尿素氮水平的影响

Figure 5 Effect of hybrid bioartificial liver on the serum urea
nitrogen level of cynomolgus monkeys with acute
liver failure
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与基线相比，aP < 0.05；与对照组相比，bP < 0.01。

注：D-氨基半乳糖注射 48 h后(治疗前)，食蟹猴血清尿素氮水

平升高；人源细胞混合型生物人工肝治疗后(治疗后)，急性肝功

能衰竭模型食蟹猴血清尿素氮水平降低。

图 6 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴血清肌酐水平的影响

Figure 6 Effect of hybrid bioartificial liver on the serum
creatinine level of cynomolgus monkeys with
acute liver failure
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与基线相比，aP < 0.05；与对照组相比，bP < 0.01。

注：D-氨基半乳糖注射 48 h后(治疗前)，食蟹猴血清肌酐水平

升高；人源细胞混合型生物人工肝治疗后(治疗后)，急性肝功能

衰竭模型食蟹猴血清肌酐水平降低。

图 7 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴血氨水平的影响

Figure 7 Effect of hybrid bioartificial liver on the blood
ammonia level of cynomolgus monkeys with acute
liver failure
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人源细胞混合型生物人工肝治疗后(治疗后)，急性肝功能衰竭模

型食蟹猴血氨水平降低。
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D-氨基半乳糖注射48 h后，食蟹猴血氨水平较基线

明显升高(P < 0.05)；而人源细胞混合型生物人工肝治疗

6 h后，急性肝功能衰竭食蟹猴血氨水平显著降低 (P <

0.01)。

2.9 人源细胞混合型生物人工肝治疗对Fischer指数

的影响 D-氨基半乳糖注射48 h后，食蟹猴Fischer

指数较基线明显降低(P < 0.05)；而人源细胞混合型生

物人工肝治疗6 h后，急性肝功能衰竭食蟹猴Fischer

指数与未治疗食蟹猴差异无显著性意义(P > 0.05)，见

图8。

3 讨论

急性肝功能衰竭是临床急危重征之一，其患者病

情危重，进展迅速，预后凶险，尽管近年来内科综合

治疗措施取得了较大进展，患者病死率依然高达80%，

是临床亟待解决的难题 [34-37]。目前，惟一有效的治疗

是原位肝移植[38-44]，然而，供体的日益短缺、围手术

期成本高和手术复杂，使得绝大多数患者得不到最有

效的治疗[45-46]。基于此种前提下，生物人工肝能暂时替

代衰竭肝脏的部分功能，为肝脏再生创造条件，作为通

向肝移植的桥梁，从而降低患者病亡率。

肝细胞作为人源细胞混合型生物人工肝的其核心

原材料，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。

实验以中国人肝细胞系1为混合型生物人工肝的种

子细胞，对食蟹猴肝衰模型进行救治。结果显示，经过

人源细胞混合型生物人工肝治疗后可以降低急性肝功

能衰竭动物肝脏酶学中谷氨酸转氨酶、总胆红素、总胆

汁酸水平，提示生物反应器中的中国人肝细胞系1细胞

发挥了积极的解毒作用。同样地，混合型生物人工肝治

疗可以降低急性肝功能衰竭动物血氨及芳香族氨基酸

水平，提高Fischer指数。研究表明，血氨与芳香族氨基

酸的蓄积与肝性脑病密切相关[47-49]，血氨水平及Fischer

指数作为两个关键指标已被广泛应用于混合型生物人

工肝的评价。迅速降低的血氨提示生物反应器中的中国

人肝细胞系1细胞具有良好的氨清除和调节氨基酸平衡

的作用。结果显示白蛋白水平显著回升，提示经过混合

型生物人工肝的治疗，动物肝脏的白蛋白合成功能有所

改善，同时生物反应器中的中国人肝细胞系1细胞也有

一定量的白蛋白分泌，而且实验前使用人血白蛋白预充

生物反应器及其管路，也是白蛋白水平提升的一重要因

素。

虽然实验组食蟹猴肝衰模型经治疗后，相关肝功能

指标都得到一定改善，但是不能恢复到正常基线水平，

说明中国人肝细胞系1细胞与正常肝细胞功能上仍存在

一定差距。特别是肝细胞的药物代谢功能，药物进入体

内后的代谢是一个复杂的过程，包括吸收，分布，代谢

及排泄[50]，而这样一个过程主要是通过肝细胞来完成，

肝细胞含有各种药物代谢酶[51]，主要是P450酶，也是

中国人肝细胞系1细胞代谢功能的一项重要指标。因为

在肝衰竭的患者中，不可避免需要药物的维持治疗。因

此，中国人肝细胞系1细胞的药物代谢功能，还有待进

一步研究。

综上所述，中国人肝细胞系1细胞在混合型生物反

应器中的生物功能得到证实，因此，中国人肝细胞系1

细胞有成为混合型人工肝种子细胞的潜质，可进一步探

讨其有效性，有望用于各种动物实验研究及各期临床实

验研究。

基金资助：国家高技术发展计划 (863 计划 )(2006AA

02A141)，课题名称：人源细胞混合型生物人工肝的研制与开

发。

图 8 人源细胞混合型生物人工肝治疗对急性肝功能衰竭

模型食蟹猴 Fisher指数的影响

Figure 8 Effect of hybrid bioartificial liver on the Fischer
index of cynomolgus monkeys with acute liver
failure
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注：D-氨基半乳糖注射 48 h后(治疗前)，食蟹猴 Fischer指数
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引起急性肝功能衰竭模型食蟹猴 Fischer指数的变化。
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