
文章编号:1000-5404(2003)06-0469-03　 论著

新型中空纤维编织型生物人工肝反应器的初步构建

王英杰 ,郭海涛 ,刘鸿凌 ,刘　俊 ,王宇明　　(第三军医大学附属西南医院全军感染病研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　为体外生物人工肝支持系统构建一种新型中空纤维编织型生物反应器 , 提高传统中空纤维生物反应

器的性能。方法　采用中空纤维编织方法 ,制作三维立体型生物反应器 ,对反应器进行物质传输试验后 ,将分离的新生实

验小型猪肝细胞接种于中空纤维支架上 , 用培养液循环式人工毛细管培养系统进行培养 ,检测生物反应器的生物功能 , 观

察培养猪肝细胞的酶漏出量。结果　传输试验显示 , 中空纤维编织型反应器的半透膜能快速传输含人白蛋白和酚红的

RPMI 1640培养液。加入肝细胞并培养后 , 用 SDS/ PAGE 可从生物反应器内检测出猪肝细胞分泌的白蛋白 , 生物反应器内

的猪肝细胞有效地将氯化铵转换成尿素。反应器实验中 , 肝细胞仅释放了少量的 ALT、LDH。结论　初步研制出一种新

的 、符合生物人工肝基本要求的实验型生物反应器 , 该反应器内培养的肝细胞保持较好的细胞活力 , 具有生物合成与转

换功能。
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Preliminary design of a novel bioreactor with woven hollow fibers
WANG Ying-jie , GUO Hai-tao , LIU Hong-ling , LU Jun , WANG Yu-ming(Research Institute of Infectious Disease , Southwest Hospi-

tal , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To design a novel 3-D network bioreactor of extracorporeal bioartificial liver support sys-

tem with woven hollow fibers so as to improve the functions of traditional hollow fiber bioreactor.Methods　3-D net-

work bioreactor was made of hollow fibers by a weave method.After the transmission test , the hepatocytes isolated

from experimental suckling minipigs were seeded onto the hollow fiber scaffold of bioreactor and cultured with an arti-

ficial capillary cell culture system.Both the biological function and enzyme release of the bioreactor and hepatocytes

were examined.Results　Transmission test revealed that the woven hollow fibers could transmit the RPMI 1640

medium containing human albumin and phenol red at high speed.After the cells were seeded and cultured , porcine

albumin could be estimated by SDS/PAGE in the culture media of the bioreactor.The bioreactor and porcine hepato-

cytes could transform ammonia chloride into urea effectively.During the experiment , only a little of ALT and LDH

was released from the cultured hepatocytes into the medium.Conclusion　A novel experimental bioreactor that meets

the needs of bioartificial liver has been preliminarily designed.The porcine hepatocytes in the bioreactor can maintain

viability and keep the functions of biosynthesis and biotransformation.
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　　生物反应器是以培养肝细胞为基础的体外生物人

工肝支持系统的核心 ,既承担着大量培养和维持肝细

胞功能的重任 ,又要实现肝细胞与肝衰竭患者血液之

间的双向物质交换与作用
[ 1]
。因此 ,研制性能优良的

生物反应器一直是体外生物人工肝系统研究的重要内

容。目前研究较多 ,并已应用于生物人工肝临床研究

的普通中空纤维型反应器虽具备上述生物反应器的
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两大基本功能 ,但在实际应用中仍存在一定的缺陷 ,如

肝细胞数量欠足 ,不易高活性培养 ,物质交换有限 。鉴

于此 ,本研究采用中空纤维编织技术 ,初步设计并研制

了一种三维立体中空纤维型纤维反应器 ,以期更有利

于肝细胞的生存和功能的发挥 ,提高传统中空纤维反

应器的性能。

1　材料与方法

1.1　反应器的设计与制作
　　采用中空纤维编织技术研制三维立体型生物反应器。 中

空纤维半透膜材料为聚醚酯 , 半透膜微孔直径 0.15～ 0.18 μm ,

将中空纤维半透膜交叉编织成三维立体结构 , 其间用数层 100
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目尼龙膜相隔 ,共同对肝细胞立体培养起支撑作用。纤维编织

物放置于立方形有机玻璃壳内 , 聚氨酯封各端纤维口 , 安装中

空纤维腔流入 、流出接头 , 见图 1。制作的反应器由中空纤维分

隔出三个腔。其中 ,编织中空纤维与玻璃外壳之间为反应器外

腔 ,用于三维立体培养肝细胞;中空纤维内部自然构成两个独

立的反应器内腔 ,分别用于循环培养液和血液。 用 PBS 反复循

环冲洗后用于实验。

图 1　设计与制作的纤维编织型生物反应器

Fig 1　Woven hollow fiber bioreactor

1.2　猪肝细胞的分离
　　腹腔注射戊巴比妥钠(30 mg/kg), 麻醉 1 周龄的中国实验

小型猪(由本校实验动物中心提供), 无菌条件下取肝(取肝前

门静脉注入肝素钠 100 ～ 150 U), 置自制的体外灌流装置进行

整体肝两步循环灌流[ 2] 。灌流结束后 , 划破肝包膜 , 剔除纤维

结缔组织 , 收集细胞悬液 , 酬情再置 37 ℃条件下消化 10 ～ 15

min。用 RPMI 1640 培养液终止消化 ,三层纱布过滤 , 50 g 反复

离心洗涤肝细胞。台盼蓝拒染试验判断细胞活率>95%者用

于生物反应器的制备。

1.3　生物反应器的制备
　　将刚分离的总量约 1×109的肝细胞接种于反应器外腔 , 编

织中空纤维以及 100目尼龙膜为肝细胞的大规模 、高密度培养

提供附壁生长支架 ,反应器内腔(中空纤维内腔)开口通过氧和

二氧化碳弥散管 、培养液贮池与 Cellco 培养液循环式人工毛细

管培养系统(Spectrum 公司提供)连接 , 见图 2。培养液主要含

10 μl/ L地塞米松 、30 μl/ L胰岛素 、10 μl/ L胰高血糖素 、30 mg/ L

卡那霉素的无血清 DMEM 培养液。 在 37 ℃、95%O2、5%CO2条

件下 ,以 30 ml/min 的速度循环培养液对反应器内的肝细胞进

行培养。每 24 h 换液一次 , 72 h 后结束实验。

1.4　生物反应器的性能检测
1.4.1　物质传输　　用含 10%人白蛋白和酚红的 RPMI 1640

培养液 , 反复循环于反应器内腔 , 同时观察培养液由反应器内

腔向外腔弥散的情况和培养液的色泽变化 , 并用生化分析仪检

测反应器内 、外腔的总蛋白浓度。

1.4.2　合成功能　　吸取反应器外腔液 , 在丙烯酰胺终浓度

为12%的 SDS-PAGE(SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳)中分离出猪白

蛋白条带 ,经 0.5%考马斯亮蓝染色 , 凝胶成像仪上获取图像。

图 2　猪肝细胞的生物反应器培养

Fig 2　Porcine hepatocytes cultured in fiber woven bioreactor

connected with artificial capillary cell culture system

1.4.3　氯化铵转化　在反应器培养液中加入 4 mmol/L 氯化

铵 ,于 0、2、6、12 h 分别用生化分析仪检测尿素量。

1.4.4　肝酶释放　用全自动生化分析仪动态检测培养液中转

氨酶(ALT)、乳酸脱氢酶(LDH)含量。

1.5　统计学处理
　　应用 SPSS10.0 系统软件包 ,进行 t 检验。

2　结果

2.1　反应器的传输
　　未培养肝细胞的编织中空纤维型反应器能很好的通透

RPMI 1640培养液。实验中 , 反应器内腔的培养液开始循环后 ,

立即向外腔快速渗透 , 其速率与培养液循环速度成正比 , 约 20

min即使反应器外腔充满培养液 ,且内外腔培养液的色泽几近

一致。抽取试验 1 h的内外腔培养液 , 检测总蛋白含量已基本

相同。提示的反应器所用半透膜通透与传输性能较好。

2.2　猪肝细胞的白蛋白分泌
　　反应器内加入并培养肝细胞 24 、48、72 h , 均可通过 SDS-

PAGE电泳检测到猪肝细胞合成分泌的白蛋白。其中 ,实验 72

h 的白蛋白检测结果如图 3 所示。

M:protein molecular weight markers;A:cultured supernatant of 72 h

图 3　猪白蛋白的检测

Fig 3　Porcine albumin by SDS-PAGE
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　　反应器内的肝细胞对氯化铵有较高的转换能力。动态检

测显示 ,加入氯化铵 12 h 内 , 培养液中尿素含量随时间延长而

明显增加 ,至 12 h 时尿素含量接近实验初的 2 倍。

2.3　反应器内肝细胞漏出量
　　动态检测循环液中的 ATL 、LDH 显示 , 在肝细胞接种培养伊

始, LDH 含量均<150 IU/ L。培养 24、48 h 时 ,肝细胞的 LDH 释放

量逐渐下降 ,至 72 h时 ,肝细胞的 LDH 释放量开始回升 , 但升高

值在 200 IU/ L以内 ,较前无显著差异(P>0.05)。与 LDH 相比 ,

ALT释放量更少,且变化较小,呈小幅逐日递减趋势 ,见图 4。

图 4　反应器内猪肝细胞 DH、ALT释放量

Fig 4　LDH and ALT changes of porcine hepatocytes in bioreactor

3　讨论

　　传统意义上的生物反应器是在细胞培养技术发展

及其产业化过程中 ,为满足越来越大的细胞培养规模

及其特殊需要而产生的细胞培养系统或培养装置 ,主

要应用于组织细胞的大量培养和提取制备重要的生物

活性物质 。在体外生物人工肝支持系统的研究过程

中 ,研究者借鉴了生物反应器的特殊功能和作用 ,使之

成为生物人工肝的核心装置。生物人工肝的反应器 ,

在细胞培养方面继承了传统生物反应器的方法和技

术 ,但由于其同时担负着进行体外血液循环 ,发挥反应

器及培养肝细胞对肝衰竭患者血液进行生物转化 、代

谢支持等作用 ,故在较大程度上有别于普遍生物反应

器 ,因其性能直接关系到人工肝支持的效率与效果 ,生

物人工肝反应器的设计与研制备受重视
[ 3]
。

　　双向物质传输是生物人工肝支持系统的重要特

征 ,也是生物反应器必备的条件
[ 4]
。反应器双向物质

传输功能欠缺 ,将无法实现肝细胞对急性肝衰竭患者

的人工肝支持治疗 ,同样也不能对培养肝细胞进行营

养补充以保障其活性和功能 。血液/血浆与肝细胞直

接接触式灌流型反应器的物质传输最直接和理想 ,但

使用时受到异种肝细胞的限制 。目前已用于临床研究

的反应器大多将肝细胞通过半透膜加以阻隔 ,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 ,使一些重要物质的双向转运受到限制。

本研究在生物反应器的设计上 ,采用分子截流量适中

的中空纤维 ,以期尽可能使物质传输与安全性这一矛

盾达到平衡 ,从传输试验和肝细胞生物功能实验的结

果可以看出 ,初步实现了这一设计理念 。

　　目前 ,生物人工肝尚不能为肝衰竭患者提供长时

间 、高效率的人工肝治疗 ,关键就在于生物反应器难以

维持肝细胞较高的活性和功能 。已往的生物反应器大

多较少考虑为肝细胞提供合适的微循环 ,缺少氧合作

用 ,也无不断循环更新培养液系统 。有研究显示[ 5] ,对

这种条件下的培养肝细胞持续性体外血浆灌流超过

20 h ,将引起培养细胞功能的下降和形态改变。提示

更好地保存肝细胞活力和功能 ,是生物人工肝细胞培

养与反应器设计中需要优先加以考虑的问题 。本研究

采用三维设计和 Cellco 培养液循环式人工毛细管培养

系统即是充分考虑为肝细胞提供合适的微循环 、氧合

作用及不断循环更新的培养液 ,实验结果证实该方法

能制备出性能良好的培养肝细胞型生物反应器。

　　此外 ,反应器由实验室进入临床 ,必须能放大到对

肝衰竭患者提供有效肝支持所需要的大小和体积
[ 6]
。

研究表明 ,对于维持生命必须有 10%～ 30%的正常肝

组织存在 ,相当于150 ～ 450 g 成人肝细胞。目前 ,普通

中空纤维型生物反应器的肝细胞数量有限 ,往往需要

采用多个反应器联合使用的方式实现对反应器的放

大。本研究研制的编织三维立体型中空纤维反应器 ,

不仅中空纤维数量多 、体积大 、肝细胞附着面积广 ,而

且可根据临床使用情况进一步放大 。因此 ,能够满足

反应器研制中易于放大的要求 。但由于受中空纤维材

料和编织技术的限制 ,本研究的反应器在放大的同时 ,

可能在一定程度上也增大了反应器的“死腔” ,如何通

过肝细胞培养技术克服这一不足 ,需进一步深入探讨。
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