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摘要： 迄今为止，重症肝炎、肝衰竭尚无特效治疗方法，病死率高达 70%，是国内外危重症中的治疗难点。肝移植术是目前

终末期肝病最有效的治疗方法，然而仅有 1%～2%的患者能够获得器官移植机会。生物型人工肝支持系统通过体外机械、

理化以及生物装置，清除患者体内蓄积的各种有害物质，代偿肝脏代谢功能，补充必需物质，改善内环境，帮助患者恢复肝

功能，度过危险期，亦为患者肝移植争取宝贵时间，因此被认为是治疗终末期肝病的重要方法之一。生物型人工肝的核心

要素是肝细胞，本综述总结了当前生物型人工肝主要的肝种子细胞来源、3D培养方法以及相应的生物反应器培养系统，期

望逐步实现肝细胞体外规模化制备，从而获得足够数量和质量的肝细胞这一临床应用亟待解决的核心问题。

关键词： 肝， 人工； 种子细胞； 培养技术

基金项目： 国家自然科学基金（82270635）； 上海市2020年度“科技创新行动计划”生物医药科技支撑专项（20S31906600）

Source and application of seed cells in bioartificial liver support system

ZHU Xuejing1， HUANG Weijian1，2， YAN Hexin1，2.  （1. Shanghai Celliver Biotechnology Co.， Ltd.， Shanghai 201210， China； 

2. Department of Anesthesiology and Critical Care Medicine， Renji Hospital， Shanghai Jiao Tong University School of Medicine， 

Shanghai 200127， China）

Corresponding author： YAN Hexin， hexinyw@163.com （ORCID： 0000-0001-8390-650X）

Abstract： So far， there are still no specific treatment methods for severe hepatitis and liver failure， resulting in a mortality rate of 
over 70%， and they are the difficulties in the treatment of critical illness in China and globally. Liver transplantation is currently the 
most effective treatment method for end-stage liver disease， but only 1% — 2% of patients can receive the opportunity for organ 
transplantation. The bioartificial liver support system utilizes external mechanical， physical， and biological devices to remove various 
harmful substances accumulated in the patient’s body， compensate for the metabolic functions of the liver， supplement necessary 
substances， improve internal environment， promote the recovery of liver function， help patients get through the critical period， and 
save time for liver transplantation， and therefore， it is considered one of the important methods for the treatment of end-stage liver 
disease. Since hepatocytes are the core element of bioartificial liver， this article summarizes the sources of liver seed cells， 3D culture 
methods， and corresponding bioreactor culture systems and hopes to gradually solve the core issue of large-scale in vitro preparation of 
hepatocytes to obtain hepatocytes with adequate quantity and quality， which urgently needs to be addressed in clinical application.
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肝衰竭是由多种原因引起的严重肝脏损伤，其病死

率极高［1］。肝移植术是目前唯一有效的治疗方法。但

供肝短缺、等待时间长、移植费用昂贵，故能够进行肝移

植治疗的患者数量非常有限［2-3］。人工肝支持系统简称
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人工肝，包括生物型和非生物型。非生物型人工肝可以

短期改善肝衰竭患者的肝脏代谢功能，但不能实现肝功

能恢复，对患者的整体生存率无显著性提高［2-6］。自

1987年肝细胞型人工肝治疗暴发性肝衰竭成功以来，生

物型人工肝被认为是具有较好治疗效果和应用前景的

新型治疗手段［7］。其不仅能够帮助肝衰竭患者清除体

内毒素，还具有合成及转化功能，从而达到缓解肝衰竭、

恢复肝功能的作用［8-9］。目前研究较多的生物型人工肝

主要包括美国的 ELAD、德国的 MELS以及荷兰的 AMC-

BAL。国内大部分处于临床前研究阶段［10］，截至目前，

上海微知卓、苏州瑞徕、广东乾晖先后获得国家药品监

督管理局药品审评中心临床批件，临床试验启动在即。

生物型人工肝通常由种子细胞、生物反应器和辅助

装置组成。生物反应器是储存细胞、实现物质交换的重

要场所，多以中空纤维反应器、微载体或纤维支架反应

器为主。辅助装置主要为人工肝提供动力、保温等作

用。种子细胞是生物型人工肝发挥作用的核心要素，其

应具备在体外代偿肝脏的合成与解毒、生物转化、分泌

等功能，并且可持续、规模化制备，达到一定的细胞数

量。因此，开发合适的种子细胞，解决细胞数量、提高肝

功能成为推动生物型人工肝发展的关键。本文就种子

细胞的研究进展综述如下。

1　种子细胞来源

目前，生物型人工肝种子细胞主要来源于猪肝细

胞、人原代肝细胞、肝前体细胞、永生化肝细胞、肿瘤来

源细胞、干细胞或胎肝细胞以及重编程的肝样细胞

等［4］（图1）。

1. 1　人原代肝细胞　人原代肝细胞理论上是最好的种

子细胞，不存在跨种属问题，也无致瘤和感染风险。邓宏

魁团队［10］利用 5C 化学小分子调控信号通路，解决了原

代肝细胞体外功能稳定的难题。日本研究团队［11］利用

“YAPC”小分子组合发现原代肝细胞 CYP450 酶活性可

在体外维持达 40天。此外，肝细胞与非实质肝细胞的共

培养对于保持原代人肝细胞的功能非常重要。其中共培

养中常用的非实质肝细胞包括人脐静脉内皮细胞、血窦

内皮细胞以及骨髓来源的间充质干细胞（mesenchymal 
stem cell， MSC）等［12］。然而，人原代肝细胞的体外增殖

能力较差，导致其不能满足生物型人工肝对种子细胞数

量和功能的要求［13-14］。
1. 2　人肝前体细胞　当肝脏持续暴露于慢性损伤时，

肝细胞自我更新功能严重受损，可去分化为肝前体细胞

以逃避损伤，并在损伤病因去除后成为再生修复的重要

细胞来源［15-16］。笔者团队［17-18］利用小分子重编程技术

模拟体内肝再生微环境，将人原代肝细胞在特殊培养体

系下，去分化为可体外增殖的肝前体样细胞（hepatocyte-

derived liver progenitor-like cell， HepLPC），并可在特定

条件下重新分化为成熟肝细胞，成功在体外模拟了肝细

胞再生过程。惠利健团队［19］通过筛选条件培养液将人

原代肝细胞在低氧环境下去分化为一种介于肝细胞和

肝前体细胞的状态，实现了其体外扩增 10 000 倍的能

力。胡惠丽团队［20］通过类器官技术实现人胚胎肝细胞

体外培养及功能维持。虽然研究人员在人原代肝细胞

体外扩增与功能维持方面取得了一定的进展，但依然受

供肝的质量及数量限制，是否可作为生物型人工肝的种

子细胞仍需要更深入的技术研究。

1. 3　永生化肝细胞　外源永生化基因插入原代肝细胞

可以使肝细胞获得长期增殖能力。早期有研究者将

SV40LT 联合端粒逆转录酶转染肝细胞，建立了 IHH 永

生化肝细胞［21］。高毅团队［22-23］利用慢病毒载体对原代

肝细胞稳定转染了人端粒酶逆转录酶基因（H-TERT）和

抑制Caspase-3表达的 siRNA，建立了与原代肝细胞类似

形态和生物学功能的 HepGL。笔者团队［24］在肝细胞来

源的 HepLPC 中过表达 E6E7 基因，建立了具有良好合

成、分泌、代谢功能的永生化肝前体样细胞（iHepLPC），

结合“液-气”交互式反应器构建 Aliver 生物型人工肝支

持系统，将肝衰竭模型猪的生存率提高至 83. 3%，未来

应用前景较好。但如何维持永生化细胞基因组的稳定

图1　生物型人工肝种子细胞来源
Figure 1　Cell sources for bioartificial livers
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性，保证临床应用的安全性，是永生化细胞面临的主要

问题。

1. 4　干细胞/转分化来源的肝细胞　不同类型分化细胞

之间的转化不会在自然条件下自发发生，随着细胞生物

学和再生医学的发展，目前可以利用技术手段在体外改

变细胞分化的进程，从而实现细胞类型的转化，这种方

法称为“重编程”。“重编程”技术的发展为肝细胞来源提

供了新的研究思路［25］。以干细胞为基础的人胚胎干细

胞、诱导性多能干细胞、多潜能间充质干细胞均能够诱

导分化为肝样细胞。这些细胞具有多向分化潜能、来源

稳定、无伦理问题、功能接近于原代肝细胞，在细胞治疗

领域具有巨大的研究价值和应用前景［26］。但目前诱导

为肝样细胞技术尚不成熟，其分化效率差、诱导周期长、

工艺复杂、成本高，且存在致瘤的风险，安全性在研究过

程中备受关注。

惠利健团队［27］通过插入转录因子，在特殊培养体系

下，将新生儿皮肤成纤维细胞直接转分化为人源性肝样

细胞 hiHep，应用于生物型人工肝系统，成功救治了肝衰

竭模型猪。谢欣团队［28］在小鼠成纤维细胞体外插入

1个转录因子，联合特定培养体系即实现了定向肝样细

胞转分化。该转分化条件更为简便，移植后的肝样细胞

可以挽救肝衰竭小鼠的生命。但转分化来源的肝样细

胞同样存在残留宿主细胞安全性风险、转分化效率不确

定、缺少统一标准等问题，仍需进一步研究。

1. 5　肿瘤来源肝细胞　肿瘤细胞来源广泛、易获得，体外

扩增能力强，从数量上可以满足人工肝的需求。HepG2、
C3A 是最常用于生物型人工肝研究的肿瘤细胞［29-30］。
美国 ELAD系统自 20世纪 90年代开始研制生物型人工

肝，将 C3A 培养于中空纤维反应器内，早期临床中取得

了较好的效果［31］。但 2015年 8月由于Ⅲ期临床试验未

达到评价终点而宣布失败［32］。C3A 虽然具有一定的分

泌、合成功能，并接近正常肝细胞，但代谢解毒功能差是

其最大缺点，也可能是ELAD临床试验失败的原因之一。

HepaRG 细胞来源于人肝祖细胞系，因为其保留了肝细

胞代谢酶、药物转运蛋白、核受体相关基因，在有或无

DMSO的条件下均可分化为成熟肝细胞。但是，HepaRG
体外扩增能力差，分化条件复杂，尚无法获得大批量细

胞用于临床前研究［33-34］。另外，肿瘤来源的肝细胞具有

较大的安全风险，在临床应用中若发生细胞泄露，将有

致癌的风险。

1. 6　动物源猪肝脏细胞　猪肝细胞由于易获得、高功

能活性，是最常用于人工肝研究的种子细胞。美国

Mayo Clinic 医学中心［35-37］将新鲜的猪肝细胞分离后，制

备成悬浮肝细胞球，用于救治猪肝衰竭模型。四川大学

华西医院实验室［38］利用猪肝细胞与内皮细胞混合成球

培养，用于猴肝衰竭模型治疗。BLSS 系统［39］是将猪原

代细胞与胶原蛋白混合接种于中空纤维反应器内构建

的人工肝系统。将患者血浆先经过氧合器和加热器，再

与猪肝细胞进行物质交换后回输到患者体内，实现治疗

的目的。HepatAssist 2000 系统［40-41］是目前临床研究最

多的人工肝系统。通过体外循环装置将患者的血液经

过置换，再将有毒的血浆通过含有猪肝细胞的中空纤维

管，进一步清除有毒物质，同时猪肝细胞分泌合成的细

胞因子、蛋白等回到患者体内，实现代偿肝功能的作用。

早在 1999年已开展了基于HepatAssist 2000系统的Ⅰ期

多中心临床研究［40］，研究者对 39 例急性肝衰竭患者进

行了治疗，其中 35例患者生存期超过 30天，6例患者在

不需要移植物的情况下恢复正常。然而随后的 4年随机

对照试验［41］显示，该系统可显著降低血清总胆红素的含

量，但生存率与对照组无显著性差异（71% vs 62%）。目

前该系统仍处于Ⅲ期临床试验阶段，暂时没有数据表明

患者感染异种病毒。然而，猪源肝细胞存在跨物种的免

疫反应、潜在的猪内源性逆转录病毒（PERV）感染的风

险［42］，欧洲部分国家已禁止使用原代猪肝细胞用于生物

型人工肝［7］，美国食品药品监督管理局也未予以批准，

其应用前景受到限制。

2　种子细胞培养方式

通常认为生物型人工肝需要装载至少等同于 1/10
成年人肝脏大小的细胞数量才能发挥其体外代偿肝功

能的作用。肝细胞贴壁生长依赖于培养面积，传统的2D
培养模式很难实现肝细胞规模化制备。目前，生物型人

工肝种子细胞扩增多采用生物反应器，通过构筑 3D 培

养环境，模拟肝细胞在体内生长的微环境，实现肝细胞

高密度培养的同时，增强肝细胞合成及代谢功能。3D肝

细胞培养方式主要分为 2 种，即支架结构培养和悬浮

培养。

2. 1　支架结构培养　3D 支架结构生物反应器能够为

肝细胞提供接近三维静态生长环境，可有效降低细胞所

受剪切力，减少细胞机械损伤，代表性反应器为中空纤

维结构。中空纤维生物反应器通过将成束的中空纤维

进行封装，细胞可贴附在纤维管内、纤维管外等不同空

间生长。高毅团队［43］利用中空纤维生物反应器将 MSC
扩增至临床应用数量级，并成功应用于肝衰竭大动物模
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型的救治实验，实现有效抑制全身炎症反应，将 7天生存

率从 17% 提升到 87. 5%。作为首个干细胞型生物人工

肝药械组合产品，“血液净化用MSC”正式获得国家药品

监督管理局临床试验批件，未来有望为肝衰竭患者提供

新的治疗手段。中空纤维生物反应器用于细胞体外培

养的概念最早于 1972 年被提出［44-45］，但同时存在氧合

能力较差的缺陷，即使配合目前较完备的氧合装置与持

续培养基灌注系统，也仅适合特定的细胞类型，如适应

低氧环境、对液体剪切力不敏感的MSC［45-46］。
2. 2　载体悬浮培养　肝细胞载体悬浮培养，是将肝细

胞自聚集或者贴附载体形成肝细胞团，通过不同方式悬

浮分布于生物器内。悬浮培养能充分利用生物反应器

内空间，增加肝细胞生长表面积、提高物质交换效率，从

而达到规模化培养的目的。肝细胞球技术是利用非黏

附板培养细胞，促进肝细胞聚集成多细胞小球。南京大

学鼓楼医院将一定数量的肝细胞球置于自主开发的多

层板生物反应器，克服了细胞球沉降聚集，在肝衰竭猪

模型实验中取得了显著疗效［47］。Lu等［48］利用人成纤维

细胞直接重编程得到肝细胞样细胞和人肝非实质细胞，

并制作肝细胞球类器官结构，由于肝细胞球本身具有模

拟肝脏生理微环境、促进肝功能表达等优点，在生物型

人工肝等方面受到越来越多的关注与研究。

采用水凝胶包被的方式将肝细胞制成微囊包裹，是

悬浮高密度培养肝细胞的重要方法。笔者团队［49］利用

可生物降解的海藻酸盐包裹 iHepLPC 与内皮细胞形成

共培养 3D 结构，实现异种肝样细胞动物体内存活和肝

功能维持的作用，有效治疗化学诱导剂引起的小鼠急性

肝损伤模型。但肝细胞球体积不易控制、中央区域营养

物质传输受限、中心细胞容易坏死，影响肝细胞球发挥

作用的效率。为了解决上述缺点，笔者团队以网织纤维

载体结合“液-气交互式”动力装置构建新型生物反应

器，为 iHepLPC提供 3D结构培养的固定场所，实现了血

浆与细胞之间的高效物质交换，使得生物型人工肝性能

大幅提升，并成功在大动物模型中验证了有效性［24］。由

此可见，下一步应当通过优化生物反应器的结构设计，

以适配不同细胞的生物学特性，从而达到增强肝细胞活

性，提高生物型人工肝疗效的目的。

3　生物反应器培养系统

生物反应器培养系统是指以生物反应器为核心，通

过载体悬浮或者支架贴壁的方式在生物反应器内构建

3D培养环境，采用工程技术手段对生物反应器内的环境

参数实时在线测控，并辅以循环或连续灌注的手段，加

强营养传输和物质交换，从而构建适合肝细胞生长、增

殖的培养条件［50］。肝细胞作为生物型人工肝的活性成

分，按药品的质量要求进行生产，而培养过程的动态监

测与控制是细胞治疗行业发展的监管趋势。只有构建

多参数（pH 值、溶解氧浓度、温度以及关键生化指标如

葡萄糖、乳酸和铵离子等）实时在线检测、协同控制的生

物反应器系统，才能保证培养过程可控，获得可靠的预

期结果。以最早实现实时在线监测和反馈控制的 pH值

和溶解氧浓度为例，电化学传感器仍然是理想的选择。

得益于早期电化学传感器的发展及其在生物发酵工业

中的应用，电化学传感器可直接安装在生物反应器内实

现原位监测，具有数据即时、检测可靠稳定、精度高、响

应时间短等优点［51-52］。在连续监测葡萄糖的乳酸浓度

方面，Renneberg 等［53］首次通过接入测量葡萄糖和乳酸

浓度的酶传感器，建立动物细胞培养过程中葡萄糖和乳

酸实时在线测量装置。搭载不同的电化学和酶传感器

可实现细胞外环境参数实时在线监测和反馈控制，笔者

开发的贴壁细胞工业化大规模、自动化生产设备，实现

了研发至下游应用的全流程、封闭式、自动化、模块化、

可扩展的智能制造系统。细胞生产的智能制造和智慧

工厂，为生物型人工肝的产业转化和行业发展提供了硬

件基础。

4　小结

综上所述，生物型人工肝作为新技术具有广泛而确

切的应用前景。在日益完善的集成化、智慧型制造系统

支持下，生物型人工肝种子细胞体外大规模扩增技术也

日渐成熟。然而，如何获取理想的种子细胞并维持其肝

功能的稳定、可靠、持续，满足在临床长时间使用过程中

的活性与效力不丢失，仍是研究者们亟需解决的难题。
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