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Abstract
Isolation and culture of primary hepatocytes are 
key steps for establishment of the in vitro cellular 
model of HBV infection and clinical application 
of bioartificial liver. Over the past decade, nu-
merous studies have been performed on the iso-
lation and culture of hepatocytes. In this article, 
we will review the advantages and disadvan-
tages of various hepatocyte isolation and culture 
techniques developed so far and discuss future 
prospects in this field. 

Key Words: Primary hepatocyte; Hepatitis B virus; 
Bioartificial liver; Techniques for isolation and cul-
ture of hepatocytes

Mou HH, Hu KH. Recent advances in techniques for 

isolation and culture of primary hepatocytes. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2164-2170

摘要
原代肝细胞的分离和培养是建立体外HBV感
染的细胞模型和临床应用生物人工肝的关键
步骤, 许多学者对肝细胞分离和培养技术做了
大量探索. 本文就近年来建立的各种肝细胞分
离技术和培养技术的优缺点进行比较, 并对该
领域今后的发展前景作了展望.
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0  引言

乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)引起的严重危害人类健康的病毒性传染疾

病. 要对HBV的进入机制进行研究, 就需要具有

良好分化表型的原代肝细胞作为工具[1]. 而随着

生物人工肝在治疗急性肝衰竭领域的广泛应用, 
也需要具有较好生存能力和分化功能的原代肝

细胞作为生物材料. 因此, 肝细胞的分离、培养

技术受到了越来越多的关注. 近年来, 许多学者

在原代肝细胞分离和培养技术上做了大量的探

索, 为肝细胞分离、培养技术的实际应用提供

了大量的技术支持, 现将各种方法的优缺点作

一比较并对该领域的前景作概述性展望.

1  细胞的分离方法

体外培养肝细胞的关键是如何分离得到形态

完整、体外代谢活性高的肝细胞 .  自1953年
Anderson[2]首创剪切法从肝脏分离肝细胞以来, 
各实验室对肝细胞的分离方法进行了不断改进. 
在众多方法中, 主要分为非灌流的方法和灌流

的方法. 
1.1 采用非灌流的方法 早期的研究一般通过非

灌流这种简单的步骤分离肝细胞. 

®

■背景资料
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的世界性疾病. 由
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复制机制的研究
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选一直受到制约. 
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究、新药发现以
及生物人工肝应
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1.1.1 机械分离法: 机械分离法是利用机械剪切

及强力吹打等物理手段来分离肝细胞的方法[3]. 
张顶 et al [4]在分离树鼩肝细胞的过程中, 首先将

树鼩的肝脏剪成小块, 然后通过挤压、剪碎和

震荡等机械手段, 使肝细胞从肝组织上脱落, 从
而获得互相分离的肝细胞. 
1.1.2 胰酶消化法: 胰酶消化法是利用胰酶来破

坏肝细胞之间的桥连, 使肝细胞分离的一种方

法. Dulbecco et al [5]首次采用胰酶来分离猴肾细

胞、大鼠肝细胞, 并运用到体外细胞的研究和

培养中. 刘友平 et al [6]利用该方法分离肝细胞时, 
首先取出小鼠的肝组织用眼科剪剪碎至糊状, 
然后用缓冲液充分清洗并加入胰酶进行消化. 
待消化完全后用D-Hank's液清洗, 最后加入含有

血清的培养液终止胰酶的作用, 得到消化彻底

的细胞悬液. 
1.1.3 胶原酶消化法: 胶原酶消化法是利用胶原

酶来破坏细胞间的纤维成分, 使肝细胞分离的

一种方法. 王琳 et al [7]在利用该方法分离新生小

鼠肝细胞时, 首先将新生小鼠的肝脏剪成1 mm3

组织块, 用无钙无镁的D-Hank's液反复冲洗后加

入胶原酶进行消化. 最后用DMEM液终止胶原

酶的作用, 得到肝细胞悬液. 
1.2 采用灌流的方法 虽然非灌流的方法以其简

单易行的特点得到了一定的应用, 但由于存在

消化不完全、分离得到的肝细胞中多细胞团块

存在的问题, 不能满足许多基础研究或临床应

用的要求. 1969年, Berry和Friend[8]引入了肝脏

灌流法, 灌流可以使消化液与肝组织更加充分

地接触, 不仅提高了分离效率, 还使分离所得肝

细胞的活力和数量大大提高. 
1.2.1 离体胶原酶灌流法: 离体胶原酶灌流法是

将离体灌注与胶原酶消化相结合的方法. 在使

用该方法分离肝细胞时, 首先将动物肝脏取出, 
于门静脉内置管或直接在获得的肝组织块的血

管或切口内置管, 用预热的无钙无镁的D-Hank's
液灌流. 然后换用胶原酶作持续灌流, 使肝细胞

与间质分离. 最后用培养液终止胶原酶的消化

作用, 过滤、离心、弃上清后得到肝细胞悬液[9]. 
1.2.2 Seglen两步灌流法(原位胶原酶灌注法): 
自从引入灌流法分离肝细胞以来, 许多学者根

据不同的应用条件对灌流法进行了改良. 其中

Seglen[10]经过一系列细致的研究, 创立了改良的

Seglen两步灌流法, 这一方法已成为应用至今的

标准的原代肝细胞分离方法. 两步灌流法主要

是通过门静脉先后用含EDTA或EGTA缓冲液和

胶原酶缓冲液进行灌注来分离肝细胞的方法. 
许多学者在具体操作中, 不断改进两步灌流法

的灌注条件, 目的在于进一步减少分离过程中

肝细胞的损伤, 提高肝细胞的活率[11-12]. 
1.2.3 半原位胶原酶灌流法: 半原位胶原酶灌

流法是我国学者彭齐容 et al [13]以Seglen法为基

础建立的肝细胞分离技术. 俞红 et al [14]在采用

该方法分离乳猪肝细胞时, 首先用无钙无镁的

D-Hank's液于门静脉进行原位灌注. 接着, 除保

留门静脉以外, 离断肝脏血管并将肝脏移入无

菌平皿中, 继续用胶原酶进行灌注使肝细胞与

间质细胞分离. 最后钝性撕裂组织, 过滤洗涤后

得到制备好的细胞悬液. 
1.2.4 下腔静脉插管的逆向胶原酶灌注法: 下腔

静脉插管的逆向胶原酶灌注法是在肝下腔静脉

插管, 并结合逆向胶原酶灌注来分离肝细胞的

方法[9]. 在采用该方法分离肝细胞时, 首先将灌

注针逆向插入下腔静脉后固定, 门静脉开放做

流出道. 接着用含EGTA或EDTA的灌注液进行

灌注, 一段时间后再用含有Ca2+的胶原酶进行充

分灌注. 灌流结束后, 将细胞过滤、清洗后得到

制备好的肝细胞悬液. 
1.2.5  Gerlach五步胶原酶灌流法: 在使用两步灌

流法分离大的肝组织块时, 仍存在消化不完全的

问题. 而Gerlach et al [15]在两步灌流法的基础上, 
创立了联合门静脉和肝动脉的五步胶原酶灌流

技术, 建立了一种高效的细胞分离方法(图1). 
刘应生 et al [16]在使用该方法分离细胞时, 采

用了无钙缓冲液进行开放灌注, 以去除器官内

血细胞, 这样可以得到纯度更高的肝细胞. 并且

用无Ca2+缓冲液洗掉Ca2+后再用含Ca2+缓冲液开

放灌注, 这样可以提前为胶原酶营造一个Ca2+环

境. 最后用4℃的培养液进行灌注, 低温的环境

可以减少操作过程对细胞造成的损害. 
不同的分离方法具有不同特点, 各方法的

优缺点对比见表1.

2  细胞的培养方法

自19世纪末以来, 鉴于肝脏代谢学、毒理学、

生物化学与分子生物学研究不断增长的需求, 
众多科学家都致力于肝细胞培养技术的不断探

索, 使该领域得到了较快的发展. 到目前为止, 
用于肝细胞培养的方法主要有以下几种, 现叙

述如下. 
2.1 组织块贴壁培养法 该法是用于培养肝细胞

的最原始的方法. 聂兴草 et al [23]在运用该方法培

■研发前沿
摸索最佳的分离
方法和培养条件, 
使分离培养得到
的原代肝细胞获
得足够的细胞数
量和最佳的生存
能力. 在众多科学
家的共同努力下, 
出现了许多更加
优化的分离条件
和新颖的细胞培
养系统.
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养肝细胞时, 首先将肝组织块用消化液短时间

处理, 然后直接贴于培养瓶内壁, 加入培养液后

置于37℃、50 mL/L CO2条件下进行培养. 
2.2 肝细胞-非实质细胞混合培养法 研究表明, 
肝非实质细胞在肝细胞特性及生物学功能的维

持中发挥着举足轻重的作用[24]. Bhatia et al [25]认

为, 肝非实质细胞能够通过生成HGF等生长因

子来促进肝细胞的增殖, 并使肝细胞维持其生

物学特性. 王英杰 et al [26]在使用该方法培养肝细

胞时, 将所得肝细胞、肝非实质细胞按2∶1的
比例混合, 在37℃条件下旋转培养1 h, 使两类细

胞形成球形聚集体后移入被覆聚羟乙基异丁烯

酸的培养瓶中, 在常规条件下继续旋转培养. 
2.3 单层胶原培养法 由于肝细胞属上皮细胞类

型, 所以细胞所处的微环境对于细胞生存能力

和分化特性的维持发挥着至关重要的作用[27]. 而
加入到培养体系中的胶原可以为细胞提供一个

类似于体内环境的微环境, 有利于细胞生长状

态和分化特性的维持. 在使用该方法培养肝细

胞时, 首先将分离得到的肝细胞接种在胶原涂

层的平面载体上, 然后加入培养液在37℃、50 
mL/L CO2的条件下进行培养. 
2.4 双层胶夹层培养法 双层胶夹层培养法也称

胶原三明治培养法, 是较为常用的三维细胞培

养方法[28]. 胶原夹层的制备方法是: 首先在培养

器皿中加入适量胶原, 放置过夜, 使胶原在培

养器皿底部均匀地铺上一层. 将多余的胶原吸

出后加入分离好的细胞悬液, 在37℃、50 mL/L 
CO2的环境中培养一定时间, 使肝细胞能够黏附

到胶原表面. 最后再在细胞悬液上加入胶原, 待
胶原形成均匀的一层胶原膜后, 加入培养液继

续培养. 
2.5 微载体黏附培养法 微载体黏附培养法是将

分离得到的肝细胞与微载体一起加到培养介质

中, 利用肝细胞具有贴壁生长的特性, 通过振动

或其他手段, 使肝细胞附着到微载体表面, 形成

以微载体为中心的肝细胞聚集体而进行培养的

一种方法[29]. 为了更有利于肝细胞的大规模培

养, 许多学者优化了常规微载体制备的反应条

表  1  迄今发展的各种肝细胞分离方法的优缺点对比

     
分离方法	             最适对象	                             优点	                                    缺点	                          参考文献

机械分离法 小型动物及肝

组织块

操作简单; 不需要复杂仪器和昂贵的胶

原酶; 分离得到细胞的膜蛋白的成分和

性质不易发生改变 

所得细胞的收获量和成活率很低 [3], [4] 

胰酶消化法 操作简单; 酶价格便宜 胰酶易造成肝细胞死亡, 使细胞活

率低 

[17], [18]

胶原酶消化法 肝脏体积小的

动物

操作简单; 细胞产率高、损伤小, 且细

胞维持特异功能时间较长 

胶原酶价格昂贵; 获得的肝细胞悬

液多细胞团块存在 

[7], [18]

离体胶原酶灌

流法

该法具有较好的细胞收率 需要较高的操作水平; 需要摸索最

适酶浓度和作用时间; 所得细胞活

率低

[9], [19]

半原位胶原酶

灌流法

适用于大规模

的肝细胞分离

不需要特殊设备; 半原位灌注使胶原酶

的用量仅为原位灌注的1/4 

操作技巧要求高; 易发生污染; 细

胞易发生灌注再损伤而具有较低

的生存能力

[14], [18]

Seglen两步灌

流法

主要适用于中

等大小动物 

所得肝细胞较纯, 细胞存活率高; 可分

离肝实质细胞及肝非实质细胞 

操作过程复杂, 影响因素多, 细胞

易污染; 需要恒流灌注装置, 胶原

酶消耗量大

[18], [20], [21]

下腔静脉插管

的逆向胶原酶

灌注法

灌注效率高, 细胞收率高; 分离得到的

细胞纯度高、生存能力强; 节省胶原

酶; 细胞不易发生污染 

该方法要求较高的操作技巧 [9], [22]

Gerlach五步

胶原酶灌流法

主要用于大规

模肝细胞分离

分离效率高, 所得细胞纯度高; 灌注的

同时分离肝脏, 可避免污染; 所得细胞

具有较强的生存能力和分化特性 

操作过程复杂; 该方法的分离效果

易受到不同的胶原酶浓度、动物

体质量和月龄的影响

[16]

■相关报道
对于肝细胞的培
养 ,  三 维 细 胞 培
养技术受到了越
来 越 多 的 关 注 . 
许多研究者正致
力于对最佳培养
方 式 的 探 索 ,  除
了 球 状 体 培 养
法、微通道培养
法以及生物反应
器培养法等方法
外 ,  印 制 阵 列 培
养法也受到了关
注 ,  是 一 种 具 有
较大应用前景的
肝细胞培养方法.

图  1  Gerlach五步胶原酶灌流法流程.

(1)用无Ca2+缓冲液灌注
(2)含Ca2+缓冲液灌注
(3)用含Ca2+和胶原酶的消化液进行灌注
(4)4℃的培养液灌注

灌注同时分离肝脏

EDTA缓冲液灌注
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件, 希望能进行肝细胞的大规模培养[30-33]. 
2.6 微囊培养法 微囊培养法是将肝细胞悬浮

在多聚赖氨酸与海藻酸反应形成的囊内, 形成

微囊化的肝细胞[34]. 细胞生存所需要的营养物

质、氧气、代谢产物及其分泌的生物活性物质

能通过囊膜出入, 而宿主免疫细胞、免疫球蛋

白、补体等则不能通过半透膜. 微囊既作为免

疫隔离屏障又具有良好的通透性, 使囊内肝细

胞保持良好的生存能力和生物学特性, 并且能

够不受宿主的免疫排斥而长期存活[35]. 
2.7 球形聚集体培养法 提高培养细胞的密度、

维持肝细胞的体外活性和分化特性, 一直是现有

细胞培养方法亟待解决的问题. 而培养方法的改

进目前主要集中在两个方面, 即提高培养细胞的

密度、维持较高的生存能力和分化特性[36]. 
球形聚集体培养法是根据新分离的肝细胞

具有相互聚集的特性, 通过一定的手段抑制肝

细胞单层贴壁生长, 使肝细胞聚集成多细胞球

状体来进行培养的方法. 
最初, 人们主要采用肝细胞球形聚集体回

旋培养法, 该方法是通过转动培养烧瓶来促使

肝细胞的聚集. 由于该方法在维持培养体系中

肝细胞分化特性方面所具有的优势, 使其在抗

肿瘤新药筛选领域得到了一定应用[37]. 但研究发

现, 通过回旋的方式来促进肝细胞球状体的形

成需较长时间, 而球状体形成的推迟会使肝细

胞较快失去分化表型和发生死亡, 所以该方法

一直未得到十分广泛的应用. 而Brophy et al [38]采

用振荡的方式来促进球形聚集体的形成, 并且

研究发现, 球状体振荡培养法是一种比单层培

养系统乃至球状体回旋培养法更加快速、高效

的肝细胞培养方法, 是一种可用于原代肝细胞

培养的三维细胞培养法. 
2.8 微流体通道培养法 微流体通道培养法是采

用软蚀刻技术, 以聚二甲基硅氧烷(polydimethyl 

siloxane, PDMS)为材料制成微小腔室来进行原代

肝细胞培养的方法[39]. 
在制作微通道时, 首先将负性光致抗蚀剂

以旋转的方式铺到硼硅酸盐玻璃表面. 然后将

玻璃片置于热平板上, 分别于65℃烘烤5 min和
95℃烘烤20 min. 接着, 在制作的光蚀胶上面放

上铬模具, 用紫外线进行照射. 再将照射后的

光蚀胶置于热平板上, 分别于65℃烘烤1 min和
95℃烘烤10 min. 用显影剂显影后用异丙醇清

洗, 得到了制作微通道的模板. 把制作好的模板

置于培养皿中, 将与固化剂以10∶1的比例配制

成的PDMS倾倒到制作好的模具上, 脱气除去气

泡, 置于80℃的对流箱中固化1 h. 之后将膜取出, 
冷却到室温后, 将PDMS膜从模具上剥下, 切成

适合大小并用细的不锈钢管在每条通道的两头

钻孔. 最后, 将PDMS膜直接放到培养皿中待用. 
制作过程和得到的装置见图2. 

采用该方法进行细胞培养时, 首先将微通

道灭菌, 然后放置到用胶原涂层的组织培养皿

上, PDMS的界面性质会使他可逆地黏附到培养

皿的底部. 接着用PBS浸润微通道, 将要培养的

细胞接种到微通道中并加入培养液进行培养. 
此外, 在PDMS膜的外围要倒入一定量的培养

液, 以防止微通道中培养液的汽化. 
2.9 生物反应器培养系统 生物反应器是生物人

工肝(bioartificial liver, BAL)系统的核心部件, 承
担着大量培养肝细胞和维持其功能的任务. 设
计合理的生物反应器能够为培养其中的肝细胞

提供充足的营养, 排除代谢产物, 维持其正常的

生长状态和生化指标[40-41]. 目前已有的生物反应

器包括: (1)中空纤维生物反应器; (2)平板单层生

物反应器; (3)灌注床或支架生物反应器; (4)包被

悬浮生物反应器. 其中研究和应用较多的是中

空纤维反应器.
在使用该系统进行细胞培养时, 首先将分

■创新盘点
本文除总结近年
来出现的肝细胞
的分离和培养技
术, 还对这些方法
的优缺点进行了
详细的对比. 对于
新出现的一些方
法, 文中也有较详
细的论述.

图  2  微流体通道制作过程以及成品图示.
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离得到的生长状态良好的肝细胞悬浮于胶原凝

胶中并接种于中空纤维管外间隙. 然后通过中

空纤维管内间隙, 将培养液加入到循环体系中, 
最后将整个中空纤维管置于培养箱中进行培养. 
培养于该系统中的肝细胞通过管壁上的微孔与

培养液中的营养物质进行物质交换, 来维持较

好的生长状态[42]. 
在研究与应用过程中, 许多科学家对该系统

进行了改进, 如Jasmund et al [43]将肝细胞接种于

中空纤维的外腔, 而灌流液亦灌注于外腔, 纤维

内腔则专门用于供氧及控制培养温度. 这样可

以保证系统中的细胞具有良好的营养供应, 并
且能够在更加适宜的温度和气体环境下生长. 
而何礼荣 et al [44]设计的编织型中空纤维管生物

反应器, 改进了普通反应器中肝细胞易沉积到

基底部的缺点, 使培养的细胞具有较好的生存

能力和生长特性. 另外, Chia et al [45]将肝细胞附

着在微载体表面或包裹在微囊中, 然后接种到

生物反应器中, 这样可以为细胞提供一个类似

于体内的微环境, 使培养于其中的肝细胞能够

更好地维持其分化状态和功能. 
迄今发展的各种肝细胞培养方法各具优缺

点, 对比见表2.

3  讨论与应用前景展望

在过去的几十年里, 肝细胞的体外培养技术在

众多科学家的共同努力下得到了迅猛的发展, 
出现了能满足各种实验要求的细胞分离与培养

方法, 促进了以肝细胞分离、培养为基础的各

项研究的进程. 
3.1 利用已知成分的化学培养液实现肝细胞的

可控培养 在探索过程中, 除了对肝细胞的分

离、培养技术进行研究外, 还有人对用于肝细

胞培养的培养液成分进行了摸索[56]. 最初, 人们

在培养液中加入一定量的胎牛血清, 使培养的

肝细胞能够在较长时间内维持生存能力, 但这

样并不利于肝细胞分化特性的维持. 失去分化

表型的肝细胞无法被HBV感染, 故使用该培养

液培养得到的肝细胞不能作为细胞模型应用到

对HBV感染的研究当中. 有人发现, 门静脉血中

含有一定成分, 能促进肝细胞分化. 但从不同动

物血管中收集得到的门静脉血成分所具有的不

均一性, 阻碍了该培养液的广泛的应用. 近年来, 
随着人们对肝细胞生长、分化相关细胞因子研

表  2  各种肝细胞培养方法的优缺点对比

     
培养方法	       最适对象		  优点				    缺点	                          参考文献

组织块贴壁

培养法

操作简便, 流程短, 成本低 所培养的细胞数量有限、且细胞成

分不纯; 细胞生长状态较差

[6]

肝细胞-非

实质细胞混

合培养法

细胞具有良好的生长状态和分化特性; 提

高培养细胞的密度 

需较高的细胞分离技术; 培养条件

要求高

[26], [46]

单层胶原培

养法

操作简单; 细胞能在较长时间内维持正常

形态和生理功能, 有一定的增殖能力. 

不能用于大规模细胞培养; 易使肝

细胞失去分化表型 

[47], [48], [49]

双层胶夹层

培养法

细胞生长状态好; 良好微环境有助于维持

肝细胞功能和分化特性

需要昂贵的胶原; 需要较高的技术

支持

[50], [51]

微载体黏附

培养法

动物细胞

和人肝细

胞系 

具有相对较大培养空间; 培养环境均一, 

避免发生接触抑制; 实现细胞可控生长; 

细胞易于黏附, 生长状态好; 培养可自动

化

细胞易失去正常形态和分化功能; 

剪切力、营养供给等因素会影响细

胞生存和分化; 存在使用安全性问

题

[30], [31], [32], 

[33], [49], [52]

微囊培养法 培养的细胞具良好代谢活性; 能为细胞提

供适宜的微环境; 细胞存活率高; 培养的

细胞可用于异种移植

存在生物相容性问题; 细胞培养的

效果受多种因素制约, 稳定性差

[34], [35], [53]

球形聚集体

培养法

适用于原

代细胞培

养

设备简单, 节省经费; 培养的细胞具有良

好的生长状态和分化特性; 不需特殊载

体; 实现了高密度细胞培养

需纯度较高的细胞来源; 需较高操

作水平

[36], [38], [54]

微流体通道

培养法

适用于微

量原代细

胞培养 

所需细胞数量和试剂量少; 能维持细胞良

好的生长和分化状态; 细胞能维持特异性

表型

需特殊技术、花费大; 细胞生长速

率慢、易感性低; 不能进行大规模

细胞培养

[39]

生物反应器

培养系统

大规模细

胞培养 

可进行大规模细胞培养; 可避免异种细胞

产物抑制细胞的生长、分化; 细胞生长状

态好

需高的技术和经济支持; 细胞活力

低; 肝细胞功能难以长期维持

[40], [41], [42], 

[44], [45], [55],

■应用要点
肝细胞的分离和
培养技术在HBV
感 染 模 型 的 建
立、生物人工肝
的运用以及许多
相关生命科学领
域的研究中发挥
着十分重要的作
用 .  本 文 对 于 肝
细胞分离和培养
技术作了较详尽
的 概 述 ,  这 对 于
实际应用具有指
导意义.
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究的深入, 不同生长因子在肝细胞生长、分化

的不同阶段所起作用也逐渐得到了阐明. 为了

能使肝细胞能在完全可控的条件下生长, 科学

家们多采用无血清的已知成分的化学培养液, 
然后再加入一定量的能促进肝细胞分化的生长

因子, 实现了肝细胞的可控培养. 
3.2 基于人工脉管的三维培养系统 有关原代肝

细胞培养, 科学家们最关心的还是处于培养体

系中的肝细胞能否在尽可能长的时间内维持其

分化表型, 使HBV能够在自然培养状态下成功

感染肝细胞, 进而鉴定HBV受体, 深入研究HBV
复制过程及致病机制, 并进行有效的抗病毒药

物筛选. 但到目前为止, 所有的培养方法都难以

达到此要求, 培养得到的细胞或者具有较低的

生存能力, 或者在培养过程中很快失去分化表

型. 所以, 缺乏模拟体内HBV感染过程的体外感

染细胞系统, 一直是进行HBV基础研究的一个

巨大的技术瓶颈. 胡康洪 et al [37,57-58]在研究肾小

管的发育和功能性成熟的过程中, 创建了一种

全新的基于人工脉管的三维培养系统(图3). 经
过详细研究处于培养体系中的组织外植体的微

环境后发现, 培养液体积远大于组织外植体的

体积(也称死角体积)是制约外植体分化的关键, 
而以人工脉管取代胶原作为生长支架的三维培

养系统可最大限度降低死角体积, 有助于在较

长时间内维持原代细胞的分化表型. 同时, 经过

筛选得到的聚酯羊毛人工脉管在加入培养液后

可模拟天然的毛细血管, 保证了组织表面均匀

的液体交换. 该培养系统不仅为细胞提供了某

种程度的机械保护, 也很好地模拟了体内微环

境, 使培养其中的细胞能在较长的时间内维持

良好的生长、分化状态. 
受到该思路的启发, 我们拟将该基于人工

脉管的三维培养系统运用到原代肝细胞的培养

中, 在不含血清的化学培养液中加入各种肝细

胞生长因子, 并通过不断优化培养条件, 建立适

用于HBV感染的原代肝细胞培养模型.

4  结论

我们相信, 肝细胞分离培养技术的不断完善必

将对以肝细胞研究为基础的病毒学、病理学和

毒理学、生物化学、药代动力学、发育生物学

以及以肝细胞移植为基础的临床治疗与应用产

生巨大的推动作用.
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