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摘要　　介绍了一种新的肝病细胞治疗方法 , 即肝细胞微囊化移植.对其概念 、优缺点 、 安全性 、

时效性及其在国际医学界的使用和发展情况做一简要综述.
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　　肝脏是机体中重要的代谢器官 , 有 “化学工

厂” 之称.各种原因造成的肝细胞大量坏死引发的

肝功能衰竭 , 导致机体代谢的严重紊乱和毒性物质

的大量堆积;二者又反过来进一步加重肝损伤 , 影

响残存肝细胞的再生 , 从而形成肝功能衰竭的恶性

循环.我国是著名的肝病大国 , 临床上以重型肝炎

为代表的肝功能衰竭 , 尤其是急性肝功能衰竭

(ALF)十分常见.目前传统内科对症治疗很难奏

效 , 病情凶险 , 预后极差.原位肝移植(OLT)是目

前治疗 ALF 最有效的方法 , 但由于供体缺乏 , 很

多患者在等待移植供体期间死亡.及时有效的肝功

能支持和促进肝细胞再生 , 可能帮助肝衰竭患者无

须肝移植而自行恢复或者渡过等待移植的难关.

体外生物型人工肝为肝衰竭的治疗开辟了新途

径.虽然 , 近年来几种以培养肝细胞为基础的生物

型人工肝已进行Ⅰ —Ⅲ期临床试验 , 取得了令人鼓

舞的疗效
[ 1]
, 但这些系统要真正得到临床推广应

用 , 必须获得足够数量具有高度活性及良好功能的

肝细胞.这也成为限制其发展的最主要因素.目前

研究的焦点集中在利用肝细胞来替代肝功能 , 但免

疫排斥是其发展瓶颈.与传统的治疗肝病的方法相

比 , 近几年发展起来的微囊化包裹肝细胞技术具有

有效的免疫隔离屏障作用[ 2] , 并随着该技术的发

展 , 扩大了供肝细胞来源 , 解决了供体缺乏这一难

题.微囊化肝细胞移植在治疗各种肝病中的研究正

受到越来越多的关注 , 其临床效果也更加值得期待.

1　肝细胞微囊化技术

1.1　原理

肝细胞微囊化是一种采用无毒的高分子聚合物

膜材料包裹肝细胞形成直径数十微米至数百微米微

囊的技术.微囊由多聚物构成的超薄 、 半通透性细

胞膜样球形结构 , 能容纳组织或细胞 、 酶或其他生

理活性物质.微囊膜可提供细胞附着的基质 , 使囊

内细胞相互接触并形成一种三维结构 , 该结构通过

改善细胞间相互作用在维持肝细胞功能方面发挥着

重要作用.此外 , 微囊膜的多孔性结构允许白蛋

白 、营养物质及代谢物的自由弥散 , 肝细胞可以跨

膜获得养分 , 但又能阻止高分子量物质如免疫球蛋

白和补体通过 , 从而避免免疫细胞及免疫分子对囊

内细胞的损伤 , 起到免疫屏障作用 , 故囊内肝细胞

可不受宿主的免疫排斥影响而长期存活 , 发挥其生

物学功能 , 以达到治疗目的且不需使用免疫抑制
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剂.因此 , 该技术也为同种或异种细胞移植的发

展 , 提供独特的平台[ 3 , 4] .

1.2　囊膜材料

理想的微囊应该具备以下条件:(i)良好的生

物相容性;(ii)合理的机械强度;(iii)适当的孔

径.目前常用的微囊材料 , 按来源基本可分为 3

类:天然材料 、 半合成材料和合成材料 , 其中主要

包括海藻酸盐 、 壳聚糖 、 多聚赖氨酸 、羟乙基甲基

丙烯酸酯(HEMA)、 甲基丙二酸盐(MMA)、 2-甲

基丙烯酸(MAA)、 琼脂糖 、 聚丙烯胺及羟甲基纤

维素等
[ 5]
.最常用海藻酸盐(alginate , Alg)—聚赖

氨酸(polyly sine , Pll)—海藻酸盐微胶囊(APA 微

胶囊)包囊肝细胞.包裹细胞的 A PA 微胶囊呈圆球

形 , 表面光滑 , 直径 400 —700μm , 细胞悬浮于微

囊内 , 每个微囊约含 100—150 个细胞.APA 囊膜

可截留分子质量大于 110 ku 的物质 , 故分子质量

160 ku左右的抗体和免疫细胞不能进入微囊.该技

术首先被应用于胰岛移植.Lim , Sun 和 Chang 等

先期人工细胞工作为微囊化肝细胞移植作出贡献.

但是 , 其生物相容性一直颇受争议.2003年 , King

等
[ 6]
采用酶修饰来改善海藻酸钠的生物相容性 , 这

种酶可以将海藻酸钠中的 M 向 G 转化 , 从而产生

高G 的海藻酸钠.

聚乙二醇(PEG)同海藻酸钠相比 , 也是聚阴离

子聚合物 , 但它的生物相容性可显著改善 , 目前已

用于制备微囊并申请专利.有些学者使用聚鸟氨酸

(PLO)或壳聚糖(chitosan)来取代 PLL 改善微囊的

生物相容性 , 而且壳聚糖来源广泛 、 易于加工且价

格低廉.中国科学院大连化学物理研究所生物医用

材料工程组通过筛选改性 , 获得了可用于细胞微囊

化的壳聚糖.将制备的海藻酸-壳聚糖-海藻酸

(ACA)微囊移植入小鼠腹腔 , 8个月后微囊不但成

功回收 , 而且小鼠腹腔内无炎症等免疫排斥现象 ,

初步证明了 ACA 微囊具有良好的生物相容性
[ 7]
.

1.3　微囊化肝细胞中的种子细胞

肝细胞微囊化研究中备选的种子细胞包括:直

接分离得到的成熟肝细胞 、 肝细胞系 、 肝干细胞 、

骨髓源干细胞 、 胚胎干细胞等.通过原位胶原酶灌

注可以获得原代肝细胞 , 由于是终末性细胞 , 很难

传代培养.原代细胞研究较多的是猪肝细胞 , 并已

构建了体外人工肝装置用于临床试验.例如 , De-

sille[ 8]等分析了体外 BA L (整个人工肝系统包括 1

只恒温反应箱 、 1 个血浆分离器 、 1 个血浆循环池

以及 1个流化床式生物反应器 , 内含海藻酸盐包裹

的肝细胞)治疗 A LF 猪的疗效.结果表明 , 微囊化

猪肝细胞 BA L 治疗组能很好地清除肝细胞坏死释

放的毒性物质 , 显著改善 ALF 猪的肝性脑病症状.

Sun[ 9]等将肝衰竭大鼠的血浆以 1—2mL/ min 的速

度流入具有填充床的生物反应器(内置微囊化肝细

胞数目是 1.15×108 —2×108 个), 血液灌流在肝衰

竭诱导 5 h 后开始并持续 7 h , 其生存时间和代谢指

标如血氨 、 总胆红素都有明显的改善.由于遗传背

景显著不同可能引发严重的免疫排斥反应 , 以及人

畜之间病原体的传播等风险 , 使得动物细胞很难直

接应用于人体内.已建系的肝细胞株 , 如 Hep G2/

C3A 或 SV40 T ag , 虽然能在体外大量长期培养 ,

且具有一定肝细胞的功能 , 但是这些细胞来源于肿

瘤 , 所以亦不能直接用于体内[ 10] .

与上述种子细胞相比 , 干细胞是一类具有自我

更新 、 长期产生各种分化细胞能力的细胞.经过多

年的努力 , 学者们在实验中观察到有可能转化为肝

细胞的干细胞包括:(1)肝脏干细胞(hepatic stem

cel l , HSC), 包括: (i)肝卵圆细胞(hepatic oval

cel l , HOC); (ii)小肝细胞(small hepato cy te);

(2)胚胎干细胞(embryonic stem cell , ESC);

(3)骨髓细胞 , 包括:(i)造血干细胞(hema topoi-

etic stem cell , HSC);(ii)间充质干细胞(mesen-

chymal stem cell , MSC);(4)胰腺干细胞(pancre-

atic stem cell);(5)胎肝干细胞(fetal hepatic stem

cel l).这并不意味着上述所有类型干细胞均能运用

于临床进行干细胞移植从而治疗肝病[ 11 , 12] .例如 ,

由于胰腺 、 成熟或胚胎肝细胞的来源及数量有限 ,

其在体内外的增殖能力较差 , 移植后免疫排斥问题

不可避免 , 使得其应用受到极大限制;胚胎干细胞

的应用存在着伦理冲突 、 免疫排斥 、 其扩增和定向

分化较难控制而存在致瘤性等问题尚难解决;永生

化肝细胞也同样存在致瘤的风险[ 13 , 14] .相比较而

言 , 骨髓来源的干细胞不仅具有高度增殖 、 多向性

分化的特性和体外操作的可行性 , 更重要的是它来

源于同种或自体 , 可避免排斥反应.骨髓来源的干

细胞不仅可以为肝细胞移植提供细胞供体 , 也可以
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为微囊化肝细胞提供细胞来源 , 使其成为目前最有

希望的种子细胞.但是 , 现阶段对于这些干细胞转

化为肝细胞所需的条件尚知之不全 , 涉及病理 、 生

理 、 信号传导 、 细胞因子及组织微环境等各个方面

的机制.在探讨这些调控机制的同时 , 也有尝试运

用某种类型干细胞移植治疗动物模型肝病 , 以从另

一个角度阐明机制.虽然这与我们运用这些细胞治

愈人类各种肝脏疾病的最终目标还相差甚远 , 但终

究是迈出了可喜的一步.

为满足微囊化肝细胞移植的需要 , 除了选择适

宜的肝细胞来源 , 还要考虑如何在体外扩增得到足

够数量的功能细胞.因此 , 肝细胞的体外培养必须

重视与强调如下几个问题.第一 , 肝细胞在体外培

养过程中的去分化问题.显然 , 为维持肝细胞的正

常生理功能 , 肝细胞不能去分化.第二 , 细胞间 、

细胞与支持物之间的通讯问题.细胞连接 、 间隙连

接 、 化学信号和细胞外基质(ECM)信号等都会影

响到细胞的生长 、 分化 、 功能和凋亡.尤其是细胞

与 ECM 间的通讯 , 直接决定了细胞的活性 、 细胞

结构 、黏附 、生长 、 分化 、极性 、 迁移 、 自组织与

形态发生[ 15] .应当指出的是细胞在体外培养后可能

不完全具有和体内肝细胞相同的表型和功能 , 原因

在于体外培养环境不能完全模拟体内的生长环境 ,

同时也缺少其他细胞类型信号的影响.

为了解决上述问题 , 我室利用重组逆转录病毒

构建了高效 、 稳定表达肝细胞生长因子(hepatic

grow th factor , HGF)的肝星状细胞株 CFSC /

HGF
[ 16]
, 并证明其不仅对成熟肝细胞生物学功能

的发挥和寿命维持 , 而且对骨髓来源的 Thy-1+β2M -

细胞 (bone mar row derived Thy-1
+
β2 M

-
cell ,

BDTC)向肝细胞诱导分化都具有良好的支持作

用
[ 17]
.在此基础上 , 采用共微囊化技术混合包裹肝

细胞 、 CFSC /HGF 和/或大鼠骨髓干细胞 , 观察囊

内其他细胞对肝细胞寿命和功能维持的支持作用 ,

并将其植入急性肝衰竭大鼠腹腔内 , 证实 CFSC/

HGF 和/或骨髓中的干/祖细胞存在能通过维持移

植的微囊内肝细胞的功能 , 明显促进肝衰竭大鼠的

肝再生 , 从而有利于大鼠的长期存活.另外 , 本实

验异体间应用微囊化技术 , 免疫隔离作用肯定 , 有

利于移植物血管化.观察微囊化肝细胞及微囊化混

合肝细胞对肝衰竭大鼠肝功能恢复的促进作用 , 为

肝细胞移植及生物人工肝等提供新的途径.

1.4　微囊化肝细胞的冻存

冻存游离肝细胞的操作过程比较烦琐 , 而且冻

存过程中易形成冰晶 , 从而导致肝细胞损伤.Dixi t

等[ 18] 把冻存的微囊化肝细胞复苏后对高胆红素血症

的 Gunn大鼠进行腹腔内移植 , 发现鼠体内的血清

总胆红素值在 30 d 内保持在较低水平.Canaple

等
[ 19]
将微囊化小鼠肝细胞经液氮冻存 4个月后 , 发

现微囊化的肝细胞依然保持尿素合成和蛋白分泌等

特异性功能.Mahler 等[ 20] 比较了不同条件下微囊

对小鼠肝细胞的保护作用 , 发现在 4℃环境中悬浮

肝细胞活性 24 h 后下降 13%, 48 h 后下降 33%,

液氮冻存下降 19%, 而微囊化肝细胞活性依次为

4%, 15%和 9%;并且微囊化肝细胞乙氧基-9-羟基

异吩唑酮-邻-去乙基酶(EROD)和谷胱甘肽-S-转移

酶活性都明显高于悬浮的肝细胞;另外 , 微囊化肝

细胞的 caspase-3在低温尤其是液氮冻存时活性较

低 , 这说明微囊可有效保护肝细胞 , 减轻因低温条

件下诱导的肝细胞凋亡 , 进而促进肝细胞活性和功

能的维持.

2　微囊化肝细胞移植的临床研究进展

2.1　微囊化肝细胞植入途径

2.1.1　门静脉和肝实质途径 　从理论上讲 , 肝脏

本身的微环境及门静脉血含丰富营养成分的解剖生

理结构特点 , 对植入的肝细胞有利 , 门静脉途径和

肝实质应为肝细胞移植的理想场所.然而经门静脉

途径可导致广泛肝坏死 , 严重门静脉高压和肺动脉

高压 , 可能因植入肝细胞在远端门静脉分支 、 窦状

隙和中央静脉细胞聚集 , 直接阻碍受体肝脏供血所

致.这就限制了植入肝细胞的数量 , 进而降低其代

谢支持功能.

2.1.2　腹膜腔途径　该途径由于简单易行 , 对受

体动物创伤小 , 可反复多次进行 , 在进行肝细胞移

植时常首先被选用.先期腹腔内肝细胞移植显示出

令人鼓舞的短期效果.但大多因肝细胞没有可充分

黏附的腹膜环境 , 游离肝细胞寿命短暂.随着微囊

和微载体技术的发展 , 这一途径取得进展 , 微囊技
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术可延长腹腔内肝细胞的寿命.

2.1.3　经脾途径　Ebata[ 21] 等首先报告将肝细胞悬

液注入同系动物脾脏 , 移植 1 年后出现 “肝化脾” ,

脾内移植肝细胞 1 年后功能活跃 , 可明显纠正

Gunn 鼠先天性葡萄糖醛酸转移酶缺陷所致高胆红

素血症.经脾移植时游离的肝细胞悬液注入脾髓 ,

继而黏附并生长于红脾髓 , 形成肝索和窦状隙 , 脾

白髓不利于植入肝细胞的增殖.如非同系肝细胞移

植 , 则需使用免疫抑制剂.另外 , 脾脏仅能容纳不

超过 3%的正常肝组织 , 这些不足以支持严重肝衰

动物 , 在 Ebata
[ 21]
等的研究中 , “肝化脾” 需很长

时间 , 大约 1年.经脾肝细胞移植不易复制 , 且移

植肝细胞常栓塞肝脏或进入循环而失活.因此 , 从

治疗观点看 , 经脾肝细胞移植不能成为人工肝支持

的实用方法.

2.1.4　其他部位　经皮下组织 、 背部脂肪垫囊内 、

肌肉 、 肺等部位移植者少见成功报告.

2.2　微囊化肝细胞的功能与活性的评价

在研究微囊化肝细胞移植治疗肝病的过程中 ,

各研究机构所使用的微囊化肝细胞材料不尽相同 ,

其功能与活性的测定过程较复杂 , 目前国际上并无

此方面的标准.根据不同文献报道 , 将微囊材料及

部分研究结果整理如表 1.

表 1　微囊化肝细胞的功能与活性的评价

研究者 微囊化肝细胞的材料 研究内容及结果

Khalil等[ 22] 海藻酸钠分别包裹 H epG2 和 HHY41

培养 20 d后两种细胞均保持增殖能力 , 释放白蛋白 、凝血因
子 、纤维蛋白原 、α1-糖蛋白和抗胰蛋白酶 ,培养 8—10 d 时上

述蛋白分泌达顶峰;电子显微镜观察肝细胞聚集成球形 ,微绒

毛丰富 , 细胞间可见紧密连接 , 表明微囊化 H epG2 和

HHY41的蛋白合成及解毒功能增强.

Rahman等[ 23] 海藻酸钠包裹 H epG2

微囊化 H epG2 保持其生物功能 ,白蛋白 、α1-抗胰蛋白酶 、纤
维蛋白原 、凝血酶原及α1-酸性糖蛋白等水平明显高于平板培

养者.微囊化 H epG2 继续培养至 15 d后依然可见细胞增殖 ,
但细胞功能消失 ,提示海藻酸钠包裹的肝细胞难以长期维持

特异性功能.

Yang 等[24] 半乳糖残基修饰海藻酸钠包裹 ICR小鼠原代肝细胞

肝细胞贴壁率随着半乳糖残基修饰海藻酸钠浓度的增高而增

加.细胞功能检查发现半乳糖残基修饰海藻酸钠微囊内肝细
胞培养 20d 后依然保持较高水平.提示半乳糖残基可提供细

胞肝细胞锚定位点 ,促进微囊化肝细胞形成聚集体并维持较
强功能.

Chia 等[ 25 , 26]

双层聚合物膜包裹大鼠肝细胞;微囊外膜由 25%HEM A ,
25%MMA 及 50%MAA 三聚体组成 , 厚度 2—3μm ,内膜由

带正电荷的修饰胶原组成.

Ⅰ型微囊平均直径 400μm , 由修饰胶原外被覆 HEMA-

MMA-MAA 三聚体组成 ,膜厚度为 2—5μm ,包裹原代猪肝
细胞.

Ⅱ型微囊是用另外一层 HEM A-MM A-MAA 三聚体包裹 Ⅰ

型微囊而成 ,两层三聚物之间增加一厚度 5μm 左右的胶原
层 ,包裹原代猪肝细胞.

Ⅲ型微囊由氧化铝溶胶包裹Ⅰ 型微囊 , 包裹原代猪肝细胞而

成.

Ⅳ型微囊是以 HEMA-MMA-MAA 三聚体包裹Ⅲ型微囊 , 包

裹原代猪肝细胞而成.

与单层微囊相比 ,双层微囊内肝细胞功能增强 3倍.

Ⅰ型微囊具有较好的物质通透性 ,微囊化猪肝细胞功能明显
增强 ,但其免疫隔离作用远比Ⅱ型微囊差 ,仅适用于不需要免

疫隔离的生物型人工肝 ,而 Ⅲ 、Ⅳ微囊具有较强的机械稳定

性 ,则适用于高流体动力的生物反应器[ 25] .

Quek等[ 27]

应用光交联材料 4-苯基异丁烯酸与 HEMA , M MA , MAA 合

成阴离子四聚体包裹大鼠肝细胞 ,囊内壁为修饰胶原 ,外壁为

光交联四聚体.

经紫外线照射后 ,微囊机械张力和肝细胞功能增强 ,尤其是微

囊机械稳定性显著提高.
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3　微包囊肝细胞应用中存在的问题与展望

微囊技术已成功应用于微囊胰岛移植治疗链脲

霉素诱导大鼠糖尿病.微包囊肝细胞移植替代肝功

能的可行性已通过各种急性肝衰和先天性代谢性肝

疾病动物模型得到证实.在 D-氨基半乳糖诱导急性

肝衰鼠模型肝昏迷前期移植 , 可显著增加肝衰鼠生

存时间.Dixit等用微包囊肝细胞每月1 次重复移植

给Gunn 大鼠共 6 个月的研究 , 成功维持血胆红素

显著降低 , 并能耐受反复多次的腹膜腔移植.因

此 , 重复微囊化肝细胞移植可能改善先天性代谢性

肝疾病的肝功能.微囊肝细胞移植要成为慢性肝病

的治疗手段 , 须进一步改善肝细胞的长期活力.腹

腔内移植微囊肝细胞生理寿命 6个月 , 移植后 6 —8

周以内其功能尚可充分发挥 , 随后开始退化 , 最后

肝细胞变性坏死 , 微囊生理破溃.Dixi t等推测微囊

肝细胞退化(自溶)导致其微环境离子和 pH 改变 ,

进而通过改变微囊膜分子电荷 , 削弱微囊海藻酸多

聚赖氨酸复合多聚膜 , 反复微囊肝细胞移植能克服

这种肝细胞功能丢失.

无微囊包裹的肝细胞移植之所以活力有限 , 与

其失去特殊黏附有关.良好黏附基质胶(Ma-

t rig el TM), 是一种鼠肉瘤原性复合蛋白 , 与肝基质

膜蛋白极其相似 , 可显著改善移植微囊肝细胞功能

活力.联合培养技术(coculture)提供改善游离肝细

胞长期功能活力的有效手段.研究证实微囊肝细胞

移植与非微囊肝细胞在替代肝功缺陷 Gunn 鼠效能

相当 , 但微囊化肝细胞却在减少免疫反应与冻存方

面有明显的优势[ 28] .在新近体外模型研究中 , 肝细

胞以藻酸盐微囊化流动培养于生物反应器中 , 微囊

的三维结构为细胞提供了合适的微环境 , 使得细胞

的总蛋白和尿素合成功能得到有效保持.这种微囊

化和流动培养联合运用的技术加强了物质的传输和

微囊内细胞产物的释放 , 应用于 BA L 进行体外肝

支持的潜力极大.

综上所述 , 微囊化肝细胞制备及移植涉及以下

关键问题:(1)肝细胞是锚定依赖细胞 , 需要一种

不溶的细胞外基质获得生存 、 重组 、 增殖和发挥功

能 , 要求微囊内有适宜的基质物质存在;(2)肝细

胞是高代谢细胞 , 需要及时供给氧和营养 , 这对微

囊的通透性提出较高的要求;(3)肝细胞在体内受

肝营养因子刺激有极大再生能力 , 但是这些因子

(如 TNF 等)在人工肝应用中是否引起机体强烈的

反应尚不得而知;(4)肝细胞微囊化移植实验中 ,

大多出现了包裹了肝细胞的微囊移植 1 个月后表面

已出现纤维化反应的现象.这与实验对照组 , 即空

囊植入组相比呈现出明显的差异 , 提示囊外的纤维

化反应可能是因囊内肝细胞的抗原成分透过微囊引

起的 , 而非微囊本身所致
[ 29]
;(5)聚合物的标准化

问题 , 如它的理化性质 、 成分 、 纯度 、 反应时间和

来源的再生等方面均无统一标准 , 采用标准化的材

料制备微囊可以充分满足生物安全性的需求 , 并且

可以解决不同实验室结果多样性问题;(6)微囊化

肝细胞的大规模生产是一个主要挑战 , 同时也是微

包囊肝细胞移植技术应用于临床的关键环节.此

外 , 微囊回收 、 适当来源细胞的培养与扩增都有待

解决.所有问题的最终解决将不断改善细胞的寿命

和功能 , 从而建立一种永久性的细胞再生模式.随

着化学 、材料学 、生物物理学 、 生物化学 、 生物组

织工程学和医学等学科的不断交叉与融合 , 对微囊

甚至纳米囊的制备方法 、 应用环境的动态变化规

律 、膜内外物质传递规律 、 控制释放行为等的深入

认识 , 微囊化肝细胞移植技术的基础研究和实际应

用必然能够取得重大进展.
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