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利用海藻酸水凝胶构建仿肝板肝组织三维共培养模型"
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"摘要#

!

目的
!

利用海藻酸水凝胶构建一种新的肝细胞三维共培养模型%方法
!

利用海藻酸钠&微流控芯片!以及肝细胞

3'4

和脐静脉内皮细胞
54&6

7

(1)

制备出海藻酸钠水凝胶微纤维!实验组为仿肝板组!同时制备出混合无序水凝胶微纤维作为对

照组%利用活细胞双荧光标记验证微纤维内两种细胞排列结构!将微纤维培养
$

周!每天观察微纤维形态!检测肝细胞活力及清

蛋白"

489

$&丙氨酸氨基转移酶"

4:;

$&天冬氨酸氨基转移酶"

4<;

$&乳酸脱氢酶"

:=>.:

$&

!

$

抗胰蛋白酶"

!

$4;

$&凝血因子
"

"

?

"

$&谷胱甘肽
<

转移酶
!

$

"

@<;

!

$

$&细胞色素
A02%

氧化酶
$41

"

3BA$41

$的水平%结果
!

仿肝板组水凝胶内
3'4

细胞在中

间!有
1

#

'

排!
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(1)

细胞位于
3'4

细胞两侧!呈现肝板结构排布'对照组水凝胶内两种细胞则混杂在一起呈无序状态'大约

'!

肝组织条索形成'两组水凝胶微纤维直径随时间变化差异无统计学意义"

!

$

%&%2

$'仿肝板组肝细胞活力在第
2

天达到最大

值!对照组在第
)

天达到最大值!两组除第
$

天较接近外!其余各天仿肝板组均高于对照组'两组清蛋白分泌水平变化趋势基本相

同!在第
'

天达到最大值!第
0

天开始下降'仿肝板组
4:;

&

4<;

&

:=>.:

在第
'

天下降到最小值!第
0

天以后变化趋势和对照组

相同'两组
!

$4;

除第
2

天外其余各时间点比较差异均有统计学意义"

!

%

%&%2

$'两组
@<;

!

$

分泌量随时间持续上升!仿肝板组

各时间点明显高于对照组"

!

%

%&%2

$'仿肝板组
?

"

分泌量前
-!

逐渐升高!对照组于第
1

天持续下降!仿肝板组第
'

天开始明显

高于对照组"

!

%

%&%2

$'对照组细胞内
3BA$41

水平随时间变化不明显!仿肝板组从第
0

天开始明显高于对照组"

!

%

%&%2

$%

结论
!

成功构建出一种仿肝板肝组织三维共培养模型!肝细胞功能有望得到长时间维持%
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目前肝移植是治疗肝衰竭的有效方法#然而世界各国的器

官移植面临着严重的来源短缺问题&

$

'

)为此#以实现肝脏功能

修复*替代*重建为目标的人工肝技术和肝组织工程为肝衰竭

治疗提供了新的选择&

1.'

'

)本文通过结合肝组织工程与生物人

工肝技术#模拟正常肝脏基本结构#提出仿肝板结构肝组织三

维培养技术的研究)借助当前微流控*水凝胶*软光刻等技术#

采用人源性肝细胞*内皮细胞共培养#构建出仿肝板样组织结

构#以期提高体外肝细胞功能)同时#这种仿肝板结构三维培

养的肝组织也有望成为药物开发和检测的有效评价工具)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

主要实验仪器设备*耗材
!

微流控芯片$中国科学院上

海微系统与信息技术研究所%*微量注射泵$美国
>HFOHF!4

M

.

M

HFHEG+

%*电子分析天平$上海佑科仪器仪表有限公司%*

3V

1

培

养箱$美国
<6I8:H9

%*磁力搅拌器$海门市其林贝尔仪器制造

有限公司%*培养板$美国
3"F,#,

N

%*玻底培养皿$无锡耐思生物

科技有限公司%*倒置相差显微镜$

3W.1

#美国
V8

7

K

M

G+

%*激光

共聚焦显微镜$美国
V8

7

K

M

G+

%*酶标仪$美国
T#";IQ

%*全自动

生化仪$美国
4IF"+IE
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主要试剂
!

胎牛血清$美国
@#9D"

%(胰蛋白酶*青链霉

素$美国
@I,O#IJ

%(磷酸盐缓冲液$

AT<

%购自吉诺生物医药技

术有限公司(高糖
=R5R

$美国
>

7

D8",I

%(海藻酸钠*氯化钡*

葡聚糖*牛血清清蛋白*氯化钠$美国
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N
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%(

3H8DI#,.4R
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*

33W./

$日本同仁化学

研究所%(人清蛋白酶联免疫吸附试验$
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%试剂盒$美国

R
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T#"<"GFDI
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抗胰蛋白酶$
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试剂盒$美国
H9.

DHK

%(谷胱甘肽
<

转移酶
!
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试剂盒*凝血因

子
"
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试剂盒*细胞色素
A02%

氧 化 酶
$41
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3BA$41

%

5:S<4

试剂盒$加拿大
T#"KHE#Q
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细胞
!

3'4

细胞株和
54&6

7

(1)

细胞株均购自美国标

准生物品收藏中心$

4;33
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方法
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微流控芯片设计制作与层流验证
!

微流控芯片的制作

工艺为传统软光刻和再铸模技术#制作材料为聚二甲基硅氧

烷#后期通过合作方$中国科学院上海微系统与信息技术研究

所%对芯片加工制作$图
$4

%)将
-

个
/KK

长度的
?5A

管$内

径为
%&2$KK

#外径为
$&2(KK

%#插入芯片注入口#再将
-

只

一次性静脉输液针的针头端剪去#与
?5A

管的另一端相接#接

口处采用瓦克胶进行封闭固定#即完成芯片制作$图
$T

%)前

期通过探索各通道流速条件#采用不同颜色染料进行流体层流

分析验证#镜下图像分析显示出
0

种液体的流速条件满足层流

条件$图
$3

%#通入细胞和溶液后芯片内实际层流状态见

图
$=

)
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主要溶液配制
!

完全培养基$

2%%K:=R5R

#

$%X

胎

牛血清#

$X

青链霉素%*海藻酸钠溶液&

%&-X
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J
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O

%海藻酸钠#

%&(XYH38

#

$XT<4
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$%KK"8
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'*胶凝液$
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制备单细胞悬液
!

常规单层培养
3'4

细胞和
54&

6

7

(1)

细胞#仿肝板组将消化获取的
)Z$%

- 个
3'4

细胞和
1Z

$%

- 个
54&6

7

(1)

细胞分别混悬于
1K:

海藻酸钠溶液中#制

备单细胞悬液#浓度分别为
'Z$%

-

"

K:

和
$Z$%

-

"

K:

)对照

组将获取的两种细胞混合均匀后混悬于
1K:

海藻酸钠溶液

中#制备单细胞悬液#总浓度为
0Z$%

-

"

K:

)

@&A&C

!

合成海藻酸钠水凝胶微纤维
!

连接微量注射泵#固定

芯片#将海藻酸钠
3'4

及
54&6

7

(1)

细胞溶液*缓冲液及胶凝

液通入芯片内)其中#先通入缓冲液$

$2

%

:

"

K#,

%#再通入海藻

酸钠
3'4

细胞溶液$

1%

%

:

"

K#,

%*海藻酸钠
54&6

7

(1)

细胞溶

液$

$%

%

:

"

K#,

%#最后通入胶凝液$

2/&'

%

:

"

K#,

%)由于通入芯

片内的液体流可达到层流状态#即肝细胞溶液在芯片主反应通

道中间流动#内皮细胞溶液在肝细胞溶液两边分布#然后内皮

细胞溶液外围是缓冲液#最外边的液体为胶凝液#肝细胞与内

皮细胞呈现肝板结构样排布#最终形成包裹肝板结构的水凝胶

$图
$5

%)对照组中间通道通入
3'4

和
54&6

7

(1)

混合细胞悬

液#中间通道两侧通入海藻酸钠溶液#其余通道通入液体种类

及各通道流速与仿肝板组均相同$图
$?

%)同时测定末端水凝

胶合成的速度约
2K

"

K#,

#约含
)Z$%

2 个肝细胞)收集一定

长度的水凝胶放入装有完全培养基的孔板中进行培养#每隔

106

换液)

@&A&D

!

活细胞双荧光标记
!

消化细胞前分别用
3H8DI#,.4R

和
R#E".CI!

标记
3'4

和
54&6

7

(1)

细胞#合成水凝胶微纤维

后在激光共聚焦显微镜下实时观察水凝胶内肝细胞和内皮细

胞排布结果$图
$@

*

$>

%)

!!

4

!芯片实物图(

T

!芯片组装图(

3

!颜料层流验证图(

=

!仿肝板组细胞溶液实际层流图(

5

!仿肝板组水凝胶示意图(

?

!对照组水凝胶示意图(

@

!

仿肝板组双荧光验证图(

>

!对照组双荧光验证图)

图
$

!!

微流控芯片层流验证及两组水凝胶内双荧光验证图

)%'1

重庆医学
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年
)

月第
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卷第
$-
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@&A&E

!

主要指标检测
!

$

$

%观察水凝胶微纤维大体形态并测

量其直径($

1

%

33W./

检测肝细胞活力!收集
1%DK

长的水凝胶

微纤维于
10

孔板#每天每孔加入
33W./$%%

%

:

#

'

个复孔#在

孵箱孵育
161%K#,

后于
02%,K

处测量吸光度$

D4

%值($

'

%

丙氨酸氨基转移酶$

4:;

%*天冬氨酸氨基转移酶$

4<;

%*乳酸

盐脱氢酶$

:=>

%用全自动生化仪测定(清蛋白$

489

%*

!

$4;

*

@<;

!

$

*

?

"

*

3BA$41

用
5:S<4

试剂盒检测)

@&B

!

统计学处理
!

采用
<A<<1%&%

统计学软件进行数据处

理#计量资料采用
N[(

表示#两组样本数据采用重复测量的多

因素方差分析#组内各时间点相互比较采用单因素方差分析#

检验水准
!

\%&%2

#以
!

%

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

活细胞双荧光标记
!

此荧光标记表明#通过该微流控芯

片和相应的流速控制#可以制备出包裹肝板结构的水凝胶束)

仿肝板组水凝胶束内包裹着
3'4

细胞和
54&6

7

(1)

细胞#其

中
3'4

细胞在中间#有
1

#

'

排#

54&6

7

(1)

细胞位于
3'4

细

胞两侧#呈现肝板结构排布(对照组水凝胶束内
3'4

细胞和

54&6

7

(1)

细胞则混杂在一起呈无序状态)

表
$

!!

两组水凝胶微纤维直径随时间变化

!!!

统计表%

N[(

&

$\1%

&

%

K

'

组别
%! $! '! 2! -!

仿肝板组
$%$&([)&2 $%$&(['&/ $%1&0[0&1 $%'&0[0&$ $%1&$[0&)

对照组
$%%&'[$&( $%1&/[0&2 $%$&'[0&$ $%$&0['&0 $%%&-[1&(

A&A

!

微纤维形态观察与直径测量
!

水凝胶刚合成时内部细胞

比较松散#大约
'!

细胞逐渐接触融合形成肝组织条索#每天

测量水凝胶微纤维直径$表
$

%发现两组直径随时间变化不大#

微纤维直径约
$%%

%

K

#两组各时间点之间及各组各时间点之

间比较#差异无统计学意义$

!

$

%&%2

%)

A&B

!

肝细胞活力
!

仿肝板组在第
2

天达到最大值#对照组在

第
)

天达到最大值#两组肝细胞活力除第
$

天较接近外#其余

各天仿肝板组均高于对照组$图
1

%)

图
1

!!

两组肝细胞活力随时间变化图

A&C

!

肝细胞功能测定
!

两组清蛋白分泌水平变化趋势基本相

同#在第
'

天达到最大值#第
0

天开始下降并维持一定水平(仿

肝板组
4:;

*

4<;

*

:=>.:

在第
'

天下降到最小值#第
0

天以

后变化趋势和对照组基本相同(两组
!

$4;

前
)!

逐渐升高#

仿肝板组第
-

天继续上升#而对照组开始下降#两组
!

$4;

除

第
2

天外其余各时间点比较差异均有统计学意义$

!

%

%&%2

%(

两组
@<;

!

$

分泌量随时间持续上升#仿肝板组各时间点均高

于对照组#两组各时间点比较差异有统计学意义$

!

%

%&%2

%(

仿肝板组
?

"

分泌量前
-!

逐渐升高#对照组于第
1

天达最大

值后持续下降#除第
1

天外其余时间点比较差异有统计学意义

$

!

%

%&%2

%(对照组细胞内
3BA$41

水平随时间变化不明显#

仿肝板组从第
0

天开始明显高于对照组$

!

%

%&%2

%#见图
'

)

!!

"

!

%

%&%2

#

""

!

%

%&%$

#两组同时间比较)

图
'

!!

仿肝板组与对照组肝细胞功能指标随时间变化图

B

!

讨
!!

论

体内肝细胞是处于一种三维环境中#细胞间相互作用有助

于调节细胞的生长和功能分化&

0

'

)体外肝细胞培养面临的一

个重大问题是如何最大程度达到体内肝细胞的功能水平#体外

单层培养的肝细胞极性快速丢失#肝细胞功能迅速变差&

2

'

)基

于仿生学思维#国内外众多学者*研究机构开始探间功索如何

模拟重建肝细胞在肝脏内的三维培养模式#以实现肝细胞在体

外高质量*高密度*长时间功能维持的目标&

)

'

)为此#构建出多

种肝细胞三维培养和共培养模型#如三明治夹心培养&

-

'

*球形

聚集培养&

/

'

*微囊包裹培养&

(

'

*多层堆叠式培养&

$%

'

*细胞支架

相关培养&

$$

'

*微流控芯片培养&

$1

'

*

'=

生物打印&

$'

'等)海藻酸

钠是一种从棕色海藻细胞壁中提取的碳水化合物聚合物#具有

生物相容性)海藻酸钠与二价阳离子如钙离子*钡离子等在凝

胶化过程中#形成多孔基质)海藻酸钠水凝胶的机械性能可以

通过一些物理因素#如交联密度#交联剂类型#海藻酸钠分子量

分布和黏度#化学修饰来调整)海藻酸钠水凝胶孔隙也可以调

整到只容许小分子如气体*葡萄糖*清蛋白透过#不容许大分子

如
S

N

@

透过)海藻酸钠的生物相容性#为细胞包被提供了一个

水合基质#贴壁细胞不能在海藻酸钠表面吸附和扩展#从而限

制细胞与海藻酸钠水凝胶之间的生物学相互作用&

$0

'

)正是由

-%'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期



于海藻酸钠水凝胶优良的生物相容性#能够隔断免疫反应#众

多学者利用其进行细胞移植研究&

$2.$-

'及生物人工肝反应器&

$/

'

研究)

本文利用海藻酸钠及微流控*软光刻等先进技术#采用人

源性肝细胞
3'4

和内皮细胞
54&6

7

(1)

共培养#通过前期摸

索微流控条件成功构建出仿肝板样组织结构)同时对其进行

了短期的肝细胞功能检测)

489

基本由肝脏分泌#反映肝细胞

合成功能)转氨酶属细胞内功能酶#肝细胞坏死或肝细胞膜通

透性改变时#酶进入血液中#致使血清酶水平增加#成为肝细胞

损伤的标志酶#

4:;

和
4<;

是其中最重要的两种)仿肝板组

489

分泌量第
'

天达峰值#而
4:;

*

4<;

*

:=>.:

第
'

天达低

值#从侧面印证了镜下肝组织条索约于第
'

天形成)

!

$4;

主

要在肝脏合成#是血清中最主要蛋白酶抑制剂#

?

"

合成减少

是肝细胞蛋白质合成功能减退的早期诊断指标)

3BA$41

属

于肝细胞解毒功能
&

相酶#是
3BA02%

家族中最重要的种类之

一&

$(

'

#

@<;

!

$

属于肝细胞解毒功能
'

相酶&

1%

'

)虽然两组

!

$4;

分泌量每天比较差异无统计学意义$

!

$

%&%2

%#但仿肝

板组第
-

天继续上升#而对照组开始下降(

?

"

分泌量对照组

前
1!

均高于仿肝板组#但从第
'

天开始下降#而仿肝板组则

继续上升#提示仿肝板组肝细胞蛋白合成功能一周内逐渐增

强)

@<;

!

$

分泌量仿肝板组每天均高于对照组(仿肝板组

3BA$41

逐渐升高#而对照组变化不明显#说明仿肝板组肝细

胞代谢解毒功能一周内逐渐增强)综合分析#和对照组相比#

仿肝板组在多个肝功能指标上初步显示出优势#说明仿肝板肝

组织三维共培养能够提高体外培养肝细胞功能)下一步将延

长观测时间#增加其他三维共培养及普通平板共培养作为对照

组#进一步证明仿肝板肝组织共培养的优越性)

综上所述#本文成功构建出一种仿肝板肝组织三维共培养

模型#肝细胞功能有望得到长时间维持#为体外研究肝细胞提

供了一种新的方法)此模型还可以作为肝细胞药物毒性反应

模型#有望成为药物开发和检测的有效评价工具)
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