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　　提　要　目的: 探讨培养人肝细胞与肝非实质细胞用于体外生物人工肝支持系统 ( EBLSS)及其对暴发

性肝衰竭 ( FHF)进行支持治疗的可能性。方法: 首先将由简易体外两步灌流法分离获取的肝细胞、肝非实质

细胞进行限制贴壁条件下的混合培养。然后置空心纤维型生物反应器和辅助循环系统组成的 EBLSS,对无

肝模型犬进行人工肝支持。结果: 分离所得成活率高达 94%以上的肝细胞、肝非实质细胞经定时反复旋转振

荡后形成多细胞球形聚集体 ,浮游生长并保持良好的形态特征和白蛋白分泌功能。在约含 1× 108个肝细胞、

肝非实质细胞的 EBLSS支持下 ,无肝犬血氨浓度升高缓慢 ,与对照组差异显著 ( P < 0. 01)。 EBLSS循环过

程中 ,肝细胞及肝非实质细胞在 5 h内仍能保持较好的细胞活力。结论: 选择人肝细胞用高密度球形聚集培

养技术加以培养 ,可用于生物人工肝 ,对 FHF起到支持治疗作用。
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　　近年来 ,将培养肝细胞应用于人工肝支持系统

( EBLSS)所产生的新一代生物型人工肝正在迅速发

展。大量的实验研究证明 ,这种以培养肝细胞为主要材

料的生物人工肝系统 ,较以往非生物型人工肝更具解

毒代谢作用 ,同时兼有肝细胞特殊的生物合成功能 ,因

而可起到更满意的人工肝支持效果 [ 1, 2]。

　　目前国外应用于生物人工肝系统的细胞主要来源

于动物的肝细胞和肿瘤的细胞株 [3, 4 ]。从临床治疗肝衰

竭患者的角度分析 ,上述细胞显然不及同源人肝细胞

更为理想 [5 ]。然因受供体等因素的限制 ,迄今有关研究

及应用尚未见报道。作者选择人肝细胞及肝非实质细

胞为材料 ,经较长时间原代球形聚集培养后 ,进行了体

外生物人工肝支持系统 ( EBLSS)的初步研究。

1　材料和方法

1. 1　肝细胞、肝非实质细胞的分离
　　选择人肝细胞 ,肝组织来自非肝病死亡的供肝者 ,低温条

件下移入实验室 ,简易体外两步灌流法 [6]分离细胞 ,灌流液分

别为无 Ca2+ /M g2+ 的 Hanks液和 0. 05%的胶原酶液 ( Sigma产

品 ) ,消化细胞经差速离心后获肝细胞和肝非实质细胞。

1. 2　肝细胞、肝非实质细胞的混合聚集培养
　　培养方法在文献 [7 ]的基础上稍加改进。先将所得肝细胞、

肝非实质细胞按 2 1比例混合 ,在 37℃水浴中轻轻旋转振荡 1

h,再移入被覆聚羟乙基异丁烯酸的培养瓶 ,常规条件下继续定

时旋转振荡培养 ,以自然静置沉降法每 24 h换液 1次。

1. 3　 EBLSS的组成

　　由上述方法分离培养的肝细胞 -肝非实质细胞与生物反

应器、辅助循环装置三部分组成 EBLSS。其中生物反应器为空

心纤维型 ,其有效交换面积为 0. 34 m2 ,辅助循环装置由血液透

析仪改装而成。

1. 4　动物模型的建立
　　实验动物为犬 ,由本校实验动物中心提供 ,体重 11 kg～ 14

kg , 性别不限。戊巴比妥钠 ( 30 mg /kg )静脉麻醉后 ,常规方法

消毒、开腹、分离血管 ,行门静脉 -下腔静脉侧侧吻合术。吻合成

功后 ,结扎吻合口上方门静脉和肝动脉 ,形成“无肝”模型。

1. 5　 EBLSS实验方法

　　犬无肝模型建立之后 ,将 10只动物随机分为两组进行 E-

BLSS支持与空白对照实验 ,支持组使用 20 ml混合球形体细胞

悬液 (约 108个细胞 )。EBLSS用肝素液预冲后与犬股动、静脉插

管连接 ,形成闭路循环 ,血液循环 5 h,速度 ( 30～ 50) ml /min,循

环过程肝素抗凝量为 50 u kg- 1 h- 1 ,用犬血氨变化和支持过程

中肝细胞活力作为 EBLSS性能评价指标。

1. 6　观察指标
1. 6. 1　细胞存活率　　采用台盼蓝拒染试验。

1. 6. 2　细胞形态学观察　　分别采用 Olympus倒置相差生物

显微镜、 AM RAY-1000B型扫描电镜 (常规方法制样 )对细胞的

形态进行动态观察。

1. 6. 3　培养细胞的白蛋白合成能力　　以溴甲酚绿法在 CX-

7 Beckman全自动生化分析仪上测定白蛋白含量。

1. 6. 4　球形聚集细胞贴壁能力　　定期吸取少量聚集细胞 ,

于被覆胶原的 24孔培养板静置培养 24 h ,相差显微镜下随机计
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数视野内贴壁球体所占比例。

2　结果

2. 1　分离细胞的产量和存活率
　　采用体外灌流法对肝组织标本进行细胞分离 ,以每 100 g

体重活细胞量计 ,所得肝细胞、肝非实质细胞的混合产量为

( 13. 6～ 14. 7)× 107 /100 g ,总产量分别为 1. 9× 109和 3. 4× 109

个。分离细胞的即时存活率达 94% 。

2. 2　多细胞球形聚集培养及其形态特征
　　肝细胞、肝非实质细胞混合置于 50 ml离心管内 ,在 37℃水

浴中轻轻旋转振荡 1 h后 ,分离的两类细胞出现明显的聚集粘

连倾向 ,呈大小不等的斑片状或串珠状细胞聚集体 ,悬浮于培

养液中。移入被覆贴壁抑制剂的玻璃培养瓶内定时旋转振荡培

养 4 h～ 48 h,细胞间的粘附聚集逐步紧密 ,形态由细胞团块渐

过渡至典型的多细胞球形聚集体 ,见附图。在以后培养的 3周时

间内 ,一直保持完整的多细胞混合聚集特征 ,悬浮生长。

附图　肝细胞-肝非实质细胞多细胞球形聚集体　 A:相差显微镜 (× 200)　 B: 扫描电镜 (× 1300)

Fig　 Multicellular spheroid aggregates of human hepatocytes and non-parenchymal liver cells

A: Pha se-contra st micro scope(× 200)　 B: SEM (× 1300)

2. 3　混合聚集培养肝细胞的白蛋白合成
　　混合肝细胞聚集培养开始后 ,培养上清中白蛋白含量逐日

增加 ,至培养 1周～ 2周时达到高峰 ,第 3周开始有所减少。

2. 4　实验犬血氨浓度比较
　　支持组与对照组经 EBLSS循环 5 h后 ,对照组犬血氨浓度

明显高于支持组 ( 382. 6± 79. 5 μmo l /L ) ,二者差异显著 ( P <

0. 01)。

2. 5　 EBLSS循环过程肝细胞活力变化
　　动态观察 EBLSS循环 5 h内混合肝细胞 -肝非实质细胞的

细胞活力 ,结果显示 ,细胞存活率和球形体贴壁率仍保持较高

水平 ,仅在 3 h后有一定的下降趋势。

3　讨论

　　迄今 ,有关肝细胞的选择为生物人工肝研究和应

用所面临的重要问题。已有的研究主要集中在动物肝

细胞和肿瘤来源的肝细胞株 ,前者 ,如鼠、猪、狗等肝细

胞 ,具有来源广泛 ,分离简便等优点 ,且因 FHF时机体

免疫功能降低 ,动物实验尚未发现明显的副反应 [3 ]。但

在临床应用中 ,动物肝细胞所产生的蛋白、酶产物等不

可避免地会进到患者血液中 ,故异性蛋白及酶反应有

可能发生。此外 ,肝衰竭病人所需的白蛋白根本不可能

由动物肝细胞为材料的人工肝提供
[5 ]

。肝细胞株生长、

培养条件要求不甚严格 ,易达到人工肝支持所需的数

量。但其特异功能常与肝组织不同 ,尽管已有成功支持

FHF病人的个例报道
[8 ]

,但这些细胞必竟源于肝肿瘤

或经病毒感染转化而成 ,其远期副作用尚未可知。故在

对 FHF患者的临床支持治疗中 ,同源的人肝细胞是理

想的选择。本研究借助我国人肝组织来源相对较广的

有利条件 ,优先选择人肝细胞为材料 ,探讨其用于生物

人工肝的可能性。研究结果显示 ,分离所得肝细胞及肝

非实质细胞活力好 ,数量大 ,能满足 EBLSS的要求 ,并

已发挥出较好的人工肝支持效果 ,具有一定的临床应

用价值。

　　近年广泛应用于生物人工肝研究的微载体培养技

术 ,较圆满地解决了生物人工肝的细胞培养问题
[9 ]

。该

技术虽简便 ,但需要特殊的载体 ,用微载体最大限度地

粘附培养肝细胞尚属不易 ,加之载体本身粘性强 ,贴壁

后清洗不便。因此 ,我们选用另一种效同微载体法的聚

集球形体培养技术 ,经综合限制细胞贴壁、促进互相聚

集后 ,肝细胞与肝非实质细胞形成多细胞球形聚集体 ,

不仅显著提高了培养细胞的数量和密度 ,较长时间保

持白蛋白分泌功能 ,而且用于 EBLSS支持无肝动物 ,

使其血氨升高速度显著减缓 ,发挥出良好的细胞生物

功能。更为重要的是肝细胞与肝非实质细胞的混合球

形体培养 ,即维持了较好的正常肝细胞存在环境和立
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体结构 ,又可借助肝非实质细胞产生的大量肝细胞生

长因子 ,更好地发挥生物人工肝的生物合成作用 ,符合

Nyberg等
[8 ]
提出的理想的体外生物人工肝支持系统

是肝细胞-肝非实质细胞混合培养细胞的观点。

　　 (参加本工作的还有丁健、刘国栋、谭朝霞同志 ,本院肝胆

外科中心段恒春、董家鸿老师协助建立动物模型 ,特致谢意 )
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Application of cultured human liver cells in bioartif icial liver
*

Wang Ying jie, Li M engdong , Wang Yuming Nie Qinghe, Chen Guozheng , Gu Changhai , Wang Xiaohong,

Huang Yanping ( Depar tment of Infectious Disea se, Southw est Hospital, Third M ilitar y M edical Univ er sity , Chongqing ,

630038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the possibility of using cultur ed human h epato cytes and non-pa renchy-

mal liv er cells to establish an ex traco rpo real bioa rtificial liv e r suppo rt system ( EBLSS) to pr ovide a suppo rt

tr eatment fo r fulmina te h epatic failure ( FHF) . Methods: The tw o-stag e pe rfusion me thod was employed to

iso late and culture the h epato cytes and non-parenchymal liv er cells and then the agg regates w ere put into a

hollow fiber bio reacto r as the main par t of EBLSS. Their efficiency w as a ssessed by the changes of ammonia

in anhepa tic dog s. Resul ts: Hepato cytes and nonpa renchymal liv er cells w ith a v iability of 96% fo rmed multi-

cellular sphe roids w hich suspended in media by stir ring a t regular interva ls and re tained typical morpho lo gica l

appea rance and albumin secretion. After trea tment w ith EBLSS fo r 5 hours, anhepa tic dogs had significantly

low er serum ammonia as compa red w ith th e contro ls. M eanwhile, the cells still maintained a good viabili ty.

Conclusion: The human hepato cytes cultur ed w ith agg regate me thod can be used in bio ar tificia l liv er to pla y

an optima l suppo rting ro le in FHF.

　　 Key words　 cell culture; liv er cell; bioa rtificial liv e r

　* 　 This project w as suppor ted by National Natural Science Foundation of China No, 39370198

　　 (上接 193页 )

约 10 ml,逐层寻找颈 6～ 7平面 ,未发现异物。立即术中拍片 ,见

异物已上移至颈 5且变为纵向位。延长切口至颈 5平面反复查

找 ,未见异物 ,最后在颈内静脉内扪及缝针 ,缝针完全在静脉

内 ,将缝针刺破静脉壁 ,取出异物 ,缝合静脉壁。术后大剂量抗

菌素抗感染 , 7 d后拆缝线 ,伤口痊愈出院。

讨论

　　食道缝针异物具有游走性特点 [1]。本例异物最初位于食道

内 ,经手术刺激 ,吞咽及颈部肌群牵拉 ,使异物向外移位 ,最后

进入颈内静脉实属罕见 ,更增加了术中寻找异物的难度。复习

近年国内外文献 ,未见同类报道。回顾我科近 10年的经验 ,我们

认为食道缝针异物的患者应尽早在全麻下行食道镜检查 [2] ,取

出异物 ,必要时术中拍 X线片以准确定位。

　　关键词　异物游走 ;食管异物

　　中图法分类号　 R768. 22
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