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　　摘要：目的　探讨一种新型微囊系统以体外培养原代肝细胞。方法　使用新型微囊系统体外培

养大鼠原代肝细胞，检测微囊系统各项特性，检测肝细胞的生存率、尿素合成和白蛋白合成功能。结

果　微囊具有良好的通透能力，白蛋白可自由通过，具有一定的机械稳定性，并具有良好的免疫保护

能力，分子量在 １５０ｋＤ以上的物质不能进入微囊，肝细胞在微囊内保持较高的活性和功能，其尿素合

成和白蛋白合成功能比对照组高 １～３倍。结论　此微囊具有良好的生物和机械特性，可以在生物

性人工肝和细胞移植中发挥重大作用。
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　　一台有效的生物性人工肝可以延长急性肝衰

竭患者的生命。人工肝的核心是生物反应器，在各

种类型的生物反应器中，微囊化肝细胞以其能满足

人工肝设计的多种条件而受到重视［１］。目前常用
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的微囊材料是海藻酸钠 －聚赖氨酸 －海藻酸钠，但
其制作过程复杂，海藻酸钠和钙离子对肝细胞具有

用［２］，伴随着中空型纤维半透膜出现，对微毒性作

囊的研究逐渐减少。但微囊本身具有肝细胞密集

生长、细胞生长呈三维结构、有利于肝细胞功能的

保持、微囊与外界接触面广泛、取用方便等优点，故

对微囊的改进一直没有中断。笔者设计了一种复

合凝集法形成的双层微囊系统，并研究检测此微囊

的物理学和生物学特性，探讨其是否可以适应体外

生物性人工肝的设计要求。报告如下。
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１　材料和方法

１．１　材料

２，２′ａｚｏｂｉｓｉｓｏｂｕｔｙｒｏｎｉｔｒｉｌｅ（ＡＩＢＮ），单 体 ＭＡＡ，

ＨＥＭＡ，和 ＭＭＡ均购置于 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。胶原

质 （Ｖｉｔｒｏｇｅｎ１００，）购于 ＰａｌｏＡｌｔｏ（加拿大）。胶原

酶，ＨＥＰＡＴＯＺＹＭＥ培养液 （无血清）购于 ＧＩＢＣＯＬａ

ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（美国）。ＣａｒｌＺｅｉｓｓ共轭焦显微镜 （ＬＳＭ

５１０）；尿素和成检测盒，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。直接

酶连免疫吸附法白蛋白含量检测试剂盒，Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司。恒温摇床（Ｍｏｄｅｌ４２０，ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，

ＵＳＡ）。低 温 离 心 机 （ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｆ，ｍｏｄｅｌＮｏ．５８０４

Ｒ），Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性体重 ２５０～３００ｇ，由新加坡国

立大学医学院动物室提供。

１．２　微囊的制备和培养

１．２．１　Ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ的合成　 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒｓ的合成采用

溶液自由基聚合，异丙醇为溶剂，２，２′ａｚｏｂｉｓｉｓｏｂｕｔｙ

ｒｏｎｉｔｒｉｌｅ（ＡＩＢＮ）为引发剂，单体 ＭＡＡ，ＨＥＭＡ，ａｎｄ

ＭＭＡ配比固定为 ５０∶２５∶２５，合成中通过改变反应

温度与引发剂用量调节 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ的分子量大小。

使用 胶 体 透 析 层 析 仪 以 四 氢 呋 喃 （ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ

ＴＨＦ）作为洗提液检测多聚物的分子量为１１３０００和

３７３０００之间。

１．２．２　胶原质的修饰　 通过侧链的羧基改性或

者氨基改性，将胶原质根据需要修饰成带负电荷或

者带正电荷两种。本实验通过侧链羧基甲基化使

胶原质带正电荷，以与 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ的负电荷匹配组合

成适合的微胶囊体系。将 ２０ｍＬ３ｍｇ／ｍＬ的 胶原质

首先置于 ４００ｍＬ；丙酮沉淀得到固体胶原质，然后

将沉淀的胶原质溶解于 ２００ｍＬ含有 ０．１ＨＣＬ的甲

醇中重新溶解。于 ４℃下持续搅拌 ６ｄ，反应液在

４℃蒸馏水中透析 ４ｄ，冷冻干燥得到白色固体修饰

胶原质。修饰后的固体胶原质可在 －２０℃下保持

６个月。修饰胶原质通过滴定进行检测 ｐＨ值在

７．２～７．４。全过程均在无菌条件下进行。

１．２．３　原代肝细胞的分离　 肝细胞游离采用传

统的两步酶灌注法并加以改进［３］，首先在大鼠门静

脉内置管并加以固定，然后迅速切断下腔静脉，接

着自门静脉以无钙灌注液灌注肝脏，速度为 ５０ｍＬ／

ｍｉｎ。经过约 １０～１５ｍｉｎ的无钙溶 液 灌 注，改 换

０．０５％ 胶原酶继续进行循环灌注，持续 １０ｍｉｎ，然

后剥离肝外膜，将肝细胞游离于清洗液中。细胞悬

液置于培养箱内培养 ３０ｍｉｎ后，使细胞恢复一段时

间。以 ６０μｍ孔径的滤网过滤肝细胞悬液，剩余的

肝细 胞 用 清 洗 液 清 洗 ２次，离 心 速 度 为 ２０ｇ×

２ｍｉｎ。收集细胞进行细胞计数和细胞存活率鉴定。

１．２．４　细胞计数和细胞存活率鉴定　 将新鲜肝

细胞悬浮于溶液内混合，取 １０～１５μＬ加入细胞计

数器，显微镜下计算细胞数据，依计数器比例计算

细胞浓度。细胞活性采用酚肽兰法鉴定，存活率在

９０％以上的肝细胞被采用进一步试验。

１．２．５　微胶囊的制备　 肝细胞微囊制备采用复

合凝集法制备，整个过程在室温无菌环境下进行。

（１）首先使用 １×ＰＢＳ溶液在无菌状态下溶解修饰

的胶原质，胶原质浓度为 １．５ｍｇ／ｍＬ；使用 １×ＰＢＳ

溶解 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ，浓度为 １０％（ｗ／ｖ）。（２）将新鲜

游离的肝细胞混悬于胶原质溶液内，细胞浓度为

２．５×１０６／ｍＬ，使用前将胶原质肝细胞悬液保存于

４ＯＣ防止胶原质胶化。（３）用 ３０Ｇ（新加坡标准）

注射针头将此肝细胞悬液滴入 １０％ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ溶液

中，由于修饰的胶原质和 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ之间电荷的作

用，在胶原质肝细胞液滴表面形成一层 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ外

膜，形成具有内外两层膜的微胶囊。（４）将微囊置

于培养箱内培养 １ｈ，待微囊形成完全后，离心收集

微囊，用 ＰＢＳ洗涤 ３次，即可进行进一步试验。

１．２．６　平面培养　 肝细胞使用无血清的 ＨＥＰＡ

ＴＯＺＹＭＥ培养液进行培养，培养液中添加 １０－７Ｍ 地

塞米松。以胶原质作为培养底物。首先取胶原质

８ｍＬ，加入 １ｍＬ０．１ＭＮａＯＨ、１ｍＬ１０×ＰＢＳ和 ６ｍＬ１

×ＰＢＳ，以中和酸性的胶原质使之达到中性，取０．５

ｍＬ中和后的胶原质平铺于培养皿中，在培养箱内

过夜，在中性条件下胶原质胶化，在培养皿表现形

成一层固态底物，薄膜封闭待用。

取新鲜分离肝细胞 ２．５×１０６平铺于 ３５ｍｍ聚

苯乙烯培养皿中，加入 １．５ｍｍ培养液，在 ３７℃，

５％ ＣＯ２培养箱中培养。培养液每隔 ２４ｈ更换新鲜

培养液，更换后的培养液离心，上清液标记备用，测

定白蛋白合成能力。离心沉淀为脱落死亡细胞，计

算细胞数，明确培养皿内实际存活细胞数目。

１．３　微囊各特性检测

１．３．１　微囊通透性测定　膜通透性能使用 ＦＩＴＣ

标记的 ＢＳＡ测定。在修饰的胶原质溶液 中加入

ＦＩＴＣ－右旋糖苷，形成 １％ ＦＩＴＣ－右旋糖苷，１．５

ｍｇ／ｍＬ胶原质的混合悬液。将微囊转移至含有同

６６３
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样浓度 ＦＩＴＣ－右旋糖苷的培养液中培养 ２ｈ以平衡

微囊内外的 ＦＩＴＣ－右旋糖苷浓度。收集微囊，用 １

×ＰＢＳ快速洗涤两遍，将微囊转至 １ｍＬ１×ＰＢＳ内，

并取出 ２０μｍ溶 液 作 为 起 始 液，其 后 在 ２ｈ内 每

５ｍｉｎ取出 ２０μＬ测定液，用微盘荧光测定仪测定起

始液、测定液以及 ＦＩＴＣ－右旋糖苷标准液的荧光强

度，通过不同时间培养液中的 ＦＩＴＣ－右旋糖苷浓度

计算从微囊中渗透到 ＰＢＳ的速度。

１．３．２　微囊化肝细胞功能检测

１．３．２．１　肝细胞的尿素合成功能　 使用 Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司的尿素合成检测盒检测。

１．３．２．２　白蛋白含量　 采用 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司

的直接酶连免疫吸附试验［４］，按试剂盒说明来进

行。

１．３．３　光镜和共轭焦显微镜的细胞形态学检查

　使用倒置相差显微镜（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ）观察细胞和微

囊形态并记录相片，使用血细胞记录板记录肝细胞

数目。使用 ＯｌｙｍｐｕｓＦＬＵＯＶＩＥＷ 共轭焦显微镜观察

微囊的形态和外膜厚度。

１．３．４　微胶囊机械性能检测　使用剪切力方法

检测。取 ２ｍＬＨＥＰＡＴＯＺＹＭＥ细胞培养液加入 １２孔

细胞培养板孔中，每孔中加入 ６０粒肝细胞微囊，

３７℃平衡 ２４ｈ，将细胞培养板固定在恒温摇床上，

转速为 ２５０／ｍｉｎ，温度设定在 ３７℃，振摇细胞培养

板。对培养液中未破微囊计数。由于肝细胞微囊

在固定转速与培养液条件下所受的剪切力相等，可

以通过微囊的破裂情况比较其机械性能。

２　结　果

２．１　微囊的形成

通过此方法形成的新型微囊直径为 ４００μｍ左

右，其内所含的细胞浓度为 ５×１０６／ｍＬ。微囊包裹

完整（图 １）。

图 １　 微囊形态（×２０）

不同浓度的 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ形成微囊外膜厚度不一

样（图 ２）。以 １０％的共聚物浓度能够使微囊形成

一层约 ２～３μｍ厚的外膜，效果最好，能够保持很

好的通透性。增加 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ的浓度，微囊外膜变

薄，很难进行操作，微囊也容易破裂。降低浓度，微

囊的外膜变厚，通透性降低，影响肝细胞的活性和

功能（图 ３）。

图 ２　 不同 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ浓度形成微囊外膜厚度不同（左边为

１０％，右边为 ５％）

图 ３　 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ浓度对细胞存活率的影响

２．２　微囊的免疫保护性和通透性

将分子量为 ＦＩＴＣ－右旋糖苷 （１５０ｋＤ）包裹于

微囊内后，未发现其从微囊内泄漏出来，这种情况

一直持续 ６ｄ，直到第 ７天才观察到有少量 ＦＩＴＣ－右

７６３



中国普通外科杂志　　　　　 　 　　　　　　　　　　　第１４卷

旋糖苷从微囊内泄漏出来。将白蛋白包裹于微囊

内，同时检测培养液中白蛋白泄漏情况，发现近

９０％的白蛋白在 １５ｍｉｎ之内从微囊内扩散出来（图

４）。

２．３　微囊的机械稳定性

将微囊置于摇床上摇动，以持续给微囊以剪切

力作用，发现在前 ４ｄ微囊几乎未发现破裂的情况，

从第 ５天开始微囊开始出现破裂的情况，并且这种

现象发展很快，在第 ７天时几乎所有的微囊都已破

裂（图 ５）。

图 ４　 微囊通透性检测 图 ５　 微囊机械稳定性测定

２．４　微囊中肝细胞的功能

微囊中的肝细胞显示出良好的细胞功能，在培

养的第 １天，微囊内的肝细胞尿素合成功能及白蛋

白合成功能均是平面培养的 ３倍左右，其后尿素合

成功能逐渐下降，在 ５ｄ以后基本与平面培养肝细

胞功能相同（图 ６）。相同的结果出现在肝细胞白

蛋白的检测上（图 ７）。

图 ６　 肝细胞尿素合成功能对比 图 ７　 肝细胞蛋白合成功能对比

３　讨　论

本研究制备的新型微囊系统来为肝细胞在体

外培养提供一个有利的环境，它由带负电荷的 ｔｅｒ

ｐｏｌｙｍｅｒ形成微囊的外膜，由带正电荷的胶原质组

成微囊的内层。两者借助正负电荷的相互作用凝

集形成微囊。Ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ由 ＨＥＭＡＭＭＡＭＡＡ三种

单体聚合而成，其中 ＨＥＭＡＭＭＡ提供 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ的

水溶性，而 ＭＭＡ则为微囊提供机械强度、韧度以

及弹性，同时 ＭＭＡ还为 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ提供负电荷，以

便与带正电荷的胶原质相凝集，ＭＭＡ也为微囊提

供水溶性，使得微囊可以在生理溶液内存在，不致
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引起其他不良反应。带正电荷的胶原质与带负电

荷的 ｔｅｒｐｏｌｙｍｅｒ之间的不 同比例决定着微囊的特

性，故可根据需要选择。

采用复合凝集技术，可以很容易就形成微囊，

方法简单，整个微囊形成时间短，细胞不与金属离

子和细胞毒性物质接触，有效的避免了微囊形成

过程中细胞的损失。通过控制细胞浓度和微囊形

成的速度，能很容易地控制微囊的大小和微囊内

的细胞数。微囊小，相对每个微囊内肝细胞的数

目也较少，使得每个细胞与外界接触面积增大，但

微囊内的肝细胞浓度并未减低，肝细胞在相互接

触的情况下更容易保持其活性和功能［５］。当微囊

直径为 ４００μｍ左右，细胞浓度为 ５×１０６／ｍＬ时微

囊内的肝细胞处于最佳状态，可保证微囊具有良

好的物质传递能力，保证微囊内的细胞具有良好

的功能。Ｗｅｌｌｓ等［６］报 道另外一种微囊制作系统

中，使用 ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｔｅ和表面技术（ｉｎｔｅｒｆａｃｉａｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉ

ｏｎ）来减少微囊与有机溶剂接触，以及控制微囊的

大小。报道的平均尺寸为 ４００～９００μｍ，这比我

们的最佳尺寸大了将近两倍，因而笔者相信本研

究所用的微囊在生物反应器中有较好的通透能

力。微囊系统为肝细胞在体外的培养提供了有利

的环境，在微囊中，肝细胞可以进行自由的物质交

换并增强肝细胞功能，本研究选择尿素合成能力

和白蛋白合成能力作为肝细胞代谢和合成功能的

代表［７］。试验显示微囊中的肝细胞比传统平面培

养其功能提高了 ３倍。

人工肝的生物反应器设计的另一要求是免疫

保护性和通透性。本研究将分子量为 ＦＩＴＣ－右旋

糖苷 （１５０ｋＤ）包裹于微囊内后未见有泄漏情况。

因为最小的免疫球蛋白的大小与此分子量的右旋

糖苷相当，因此有理由相信此微囊可以阻挡免疫

球蛋白进入微囊内，故不至于诱发免疫排斥反应，

可起到免疫保护作用。笔者将白蛋白包裹于微囊

内时，近 ９０％的白蛋白在 １５ｍｉｎ之内从微囊内扩

散出来，表明微囊在具有免疫保护性的同时又具

有良好的通透性，它可以允许营养物质和代谢物

质自由进出微囊的，同时能防止免疫球蛋白进入

微囊。

机械稳定性检测提示前 ４ｄ微囊均保持完整。

第 ５天才开始微囊才开始出现破裂的情况，这可

能与长时间培养在培养液中会导致外膜的水解有

关。但是微囊的此种强度已能足够短期使用的生

物性人工肝的需要。但是此微囊能够耐受的最大

流速还需要进一步精密仪器来检测。

综上所述，这种新型微囊系统可以为肝细胞的

体外培养提供近于生理状态的良好生长环境。此

微囊是半通透性的，它允许小分子量的物质自由

通透，但它又将大分子物质阻挡在微囊之外，起到

免疫隔离的作用。微囊内肝细胞生长情况良好。

而且此种微囊具有一定的强度，最少在形成的 ５ｄ

内适合人工肝系统的应用条件。此微囊系统有可

能在生物性人工肝和细胞移植中发挥作用，进一

步的工作需要根据不同的应用要求改进微囊不同

的特性。
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