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摘要： 药物性肝损伤（DILI）是药物研发失败和已批准药物退出市场的主要原因，因此对准确预测肝毒性体外检测方法的需

求日益迫切。然而，肝细胞的二维细胞培养体系由于无法准确模拟和重现体内肝细胞的真实环境及微生态系统，不适合长

期服用药物的毒性研究。鉴于此，在药物开发和活性化合物安全性评价中，亟需具备更高预测性的肝脏模型来评估药物的

肝毒性。本文综述了体外DILI肝细胞三维培养系统的构建和应用，为其在DILI分析中的有效实施提供参考。
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Abstract： Drug-induced liver injury （DILI） is the main cause of failures in drug development and the withdrawal of approved 
drugs from the market， and therefore， there is an increasing demand for accurate prediction and in vitro testing. However， the two-

dimensional cell culture system of hepatocytes is not suitable for the toxicity study of long-term drug use due to the fact that it 
cannot accurately simulate and reproduce the real environment and micro-ecosystem of hepatocytes in vivo. In view of this， there is 
an urgent need for liver models with higher predictability to assess the hepatotoxicity of drugs in drug development and the safety 
evaluation of active compounds. This article reviews the construction and application of three-dimensional in vitro hepatocyte 
culture systems for DILI， in order to provide a reference for their effective implementation in DILI analysis.
Key words： Chemical and Drug Induced Liver Injury； Models， Biological； Cell Culture Techniques
Research funding： National Natural Science Foundation of China for Young Scientists （82104288）； Joint Fund for Biomedical Research 
of Hebei Province Natural Science Foundation （H2020307043）； Clinical Medicine Outstanding Talent Training Project Funded by Hebei 
Provincial Government （ZF2023178）； Key Medical Fund Project of Hebei Provincial Health Commission （20241004）

药物性肝损伤（drug-induced liver injury，DILI）是

一种常见的肝脏疾病，是指由化学药品、生物制品、中

成药等处方药或非处方药，以及中药材、天然药物、保

健品、膳食补充剂等产品，或其代谢产物、辅料、污染

物、杂质等引发的肝损伤［1］。DILI在易感人群中发生，

受遗传和环境因素影响。这些因素可能会影响药物的
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代谢和/或排泄过程，进而引发一系列细胞层面的反

应［2］。不同国家 DILI 的发病率有所差异：法国一项基

于人群的前瞻性研究通过系统收集新发 DILI 病例，估

算出一般人群年发病率约为 14/10万，该数据为法国监

管机构自发报告病例数的 16 倍［3］；而中国的 DILI 发病

率约为 23.8/10 万［4］。DILI 是临床前研究和临床研究

中药物研发失败率较高的原因之一，也是药物上市后

不良反应的重要诱因［5］。研究表明，DILI 仍是美国和

欧洲急性肝功能衰竭的常见病因［5］，因此亟需建立肝

损伤评估模型以预测药物治疗可能导致的肝损伤风

险。在进入临床试验前，药物安全性需在动物模型中

评估，但 38%～51% 具有肝毒性倾向的化合物在临床

前试验中未被检出［5-6］；同时，使用实验动物存在诸多

不便，包括物种间的生物学差异、敏感性差异、使用成

本高昂及动物福利等限制［6-8］。另有研究证实，人类细

胞系在预测人类致死峰值浓度方面优于动物细胞培养

系统，为人类细胞模型在毒性研究中的应用奠定基础。

在 单 层 二 维 培 养（second-dimensional cell culture，
SDCC）体系中生长的原代肝细胞（primary hepatocyte，
PH）易于使用，但在仅能检测急性药物诱导毒性的标准

培养条件下，包括药物代谢在内的肝脏特异性功能会

迅速下降。因此，研究人员对 PH 模型进行诸多改进，

以完善肝细胞功能及微生态，例如在Ⅰ/Ⅳ型胶原、纤连

蛋白或其他细胞外基质包被的平板中培养细胞，或在 2
层Ⅰ型胶原及基质胶之间进行三维细胞培养（three-

dimensional cell culture，TDCC）［9］。
本文将系统阐述 DILI的分类、发病机制，以及不同

人类肝细胞系统在三维（3D）培养技术中的应用和

性能。

1　DILI概述

1.1　DILI 分类　根据发病机制，DILI 可分为固有型、

特异质型和间接型。其中，固有型 DILI 由药物或其代

谢产物对肝脏的直接毒性造成，与剂量相关，当达到一

定剂量阈值或暴露水平时个体可发生肝损伤，且具有

可预测的特点，常见的相关药物包括对乙酰氨基酚

（APAP）、阿司匹林和可卡因等［10］；特异质型 DILI 仅发

生于少数药物暴露人群，通常与剂量无关，且无法根据

已知的药理作用预测，其发生主要与独特的宿主特征

相关，因高发病率、高死亡率及不可预测性，已成为重

大的临床挑战［11-12］；间接型 DILI 则是部分药物通过加

重原有肝脏疾病或改变患者的免疫系统状态间接引发

的肝损伤［12］。

1.2　 DILI 发病机制　DILI 的发病机制尚未完全明

确［13］。母体药物本身或其在肝脏代谢过程中产生的代

谢物均可导致 DILI，药物或其代谢物诱导的多种细胞

内化学损伤与 DILI 易感性相关［14］。一方面，药物转运

蛋白和代谢酶在肝脏反应性代谢物的清除中发挥重要

作用，肝毒性可能与药物代谢过程有关，尤其是Ⅰ期代

谢酶如 CYP（细胞色素 P450）的氧化作用；另一方面，药

物生化过程中活性氧的产生与细胞通过酶促抗氧化剂

清除活性氧能力的失衡（即氧化应激），会因接触毒物

导致产生过量的活性氧，进而损伤肝细胞的关键成

分［14］。在早期临床前阶段，优选药物的功能性和体外

平台必须反映体内肝脏环境的复杂性。因此，在开发

体外肝模型时，应考虑肝细胞来源和培养系统。SDCC
作为研究细胞对化合物反应的常规体外方法，具有成

本低和操作简便的优点。在该系统中，细胞在硬质平

面上水平扩散生长，呈现非自然立体增殖的平面形态。

与体内肝细胞真实环境相比，SDCC 在细胞形态、功能

和行为方面均存在明显差异［6］，且 PH 会迅速失去活

力、表型及肝脏特异性功能［3］。因此，SDCC 体系无法

模拟肝细胞在体内的自然增殖，基于该体系的药物试

验难以准确反映体内肝细胞的真实情况。

针对 SDCC 存在的问题，众多研究团队致力于开发

更复杂且与生理相关的 TDCC系统，其能保留细胞的自

然形态和生长状态，促进细胞良好分化。在 TDCC模型

中，细胞可通过离子、小分子和电子交换实现相互通

信。此外，TDCC 中的细胞通常对药物治疗表现出更强

的耐受性，其药物代谢过程能够准确反映药物的作用

机制，从而更好地模拟细胞间及细胞与基质间的相互

作用［15-16］。肝细胞 TDCC 技术旨在维持或改善原代肝

脏特性，为毒理学分析提供了有效的工具［17］。

2　TDCC常用细胞

肝脏由多种功能各异的细胞构成，这些细胞通过

旁分泌和自分泌信号进行交流与协作，其中肝细胞、肝

星状细胞、肝窦内皮细胞及 Kupffer 细胞是执行肝脏基

本功能的主要细胞类型［18］。在体外重建肝组织的研究

中，常用的细胞系包括新鲜及冷冻保存的原代人肝细

胞、永生化细胞系和干细胞衍生细胞系等［19］。
2.1　PH　肝细胞占肝内细胞总数的 80%，几乎承担与

肝脏代谢相关的所有功能。在组织工程中，从肝脏中

直接分离获得的肝细胞被称为 PH，其来源包括人和动

物［18，20］。作为构建人类肝脏体外模型的“金标准”，PH
的分泌特性与代谢酶活性和体内肝细胞一致，能可靠
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反映体内肝脏特性，因此更适合药物和代谢毒性的研

究［21-24］。研究表明，在胶原蛋白夹心培养物中培养人

PH 可增强能量代谢的基因表达，并部分提升 CYP 酶活

性［25］；在三明治肝细胞培养模型中，CYP3A 活性受到

抑制［26］，且五味子提取物能抑制 CYP3A4/5 的活性并

提升 CYP3A4 mRNA 水平［27］。然而，PH 也存在局限

性，其获取流程较为复杂，分离方法的差异可能导致实

验结果不一致，且悬浮培养时间短，易出现功能和形态

丧失［28］。
2.2　永生化细胞系　永生化细胞系如HepG2、HepaRG、

Hep3B等，在毒理学研究中应用广泛。这些细胞具有无

限增殖的能力，易于操纵且表型稳定，在药物代谢和毒

性反应中表现良好［19］。与 PH相比，永生化细胞系可避

免供应受限、肝细胞表型早期变化及供体间的高变异性

等问题［29］，其主要缺点为关键药物代谢酶表达不足［23］。
Choi等［30］开发了一种使用 HepG2细胞与人肝微粒体结

合的体外模型，用于预测环磷酰胺代谢物的毒性；Xu
等［31］研究发现，使用谷胱甘肽耗尽的HepaRG细胞进行

毒性测试，可提高DILI风险的可预测性。

2.3　干细胞源性肝细胞　近年来，干细胞衍生的肝类

器官主要由肝祖细胞、人胚胎干细胞、富含亮氨酸的重

复序列 G 蛋白偶联受体 5 阳性的成体干细胞及诱导多

能干细胞（induced pluripotent stem cell，iPSC）［32］组成。

这些细胞具有无限复制的潜力，可分化为多种人体细

胞类型，且能转化为与正常肝细胞功能高度相似的功

能性肝细胞，同时保持遗传稳定性［22-23］。通过比较肝

毒性和非肝毒性模型化合物在人胚胎干细胞衍生的肝

细胞和人 PH 中的毒性差异，证实从人胚胎干细胞和

iPSC 分化的肝细胞样细胞可准确预测人类肝毒性，并

能根据其细胞毒性、半胱天冬酶依赖性凋亡或坏死机

制对所测化合物的肝毒性进行分类［33］。

3　用于DILI的TDCC类型

TDCC 模型可分为基于支架的模型、无支架模型和

混合系统［28］。
3.1　有支架型 TDCC　在支架 TDCC 中，高分子材料为

细胞提供立体架构，使细胞能够在网络框架中生长，其

中水凝胶是较常用的材料。水凝胶中含有丰富的可溶

性生长因子，可维持细胞较高的生物活性；同时，其具

有三维结构、亲水性和聚合物网络，能够模拟类似于天

然组织细胞外基质的柔软湿润环境，促进氧气、营养物

质、废物和可溶性因子的运输［6］，且高含水量、柔软结

构和孔隙率使其与活组织高度相似［33］。

水凝胶由聚合物链交联形成，根据聚合物来源可

分为天然、合成及半合成聚合物水凝胶。其中，天然水

凝胶包括纤维素、壳聚糖等，具有固有的生物相容性、

生物活性和生物降解性，但稳定性和机械强度较弱；合

成水凝胶具有较高的稳定性和机械强度；半合成水凝

胶通过对天然聚合物进行化学改性或将其与合成聚合

物复合制备［34-35］。
水凝胶可采用生物或合成材料进行设计，模拟天然

细胞外基质的多种特征，提供可调控且稳定的环境。此

外，合成水凝胶还可与有机成分结合形成混合水凝胶，

进一步优化其性能［35］。例如，基于 FEFEFKFK（F，苯丙

氨酸；E，谷酰基；K，赖氨酰基）的 FEK-SAPH（自组装肽

水凝胶）培养大鼠 PH 14 d后，胆管网络形成，白蛋白和

尿素分泌显著增加，胆道外排转运体胆盐输出泵的表达

量明显升高，表明该水凝胶体系可用于评估药物在肝细

胞中的吸收、分布、代谢和排泄过程［36］；热响应泊洛沙

姆/海藻酸盐半合成水凝胶用于生物打印 3D肝脏构建物

时，三维 HepG2球体中 CYP1A2的 mRNA 表达水平较二

维培养物更高［37］。
3.2　无支架型 TDCC　

3.2.1　悬滴型 TDCC　悬滴培养法是一种将少量细胞

悬液加入特殊微量滴定板孔的模型构建方法，利用表

面张力使液滴保持在原位并呈悬挂状态，同时在重力

作用下使细胞集中于液滴底部。在此条件下，细胞自

发聚集并形成球状体。由于液滴位于疏水表面，球状

体能稳定形成且不会黏附于基质［38-43］。该技术操作相

对简单，可获得大量均匀球体，且效率较高。与松散的

细胞聚集体相比，紧密堆积的球状体更易形成，但其形

态会受细胞类型影响［43］。
在DILI研究中，悬滴模型应用广泛。其优势在于能

将培养的球体高通量移植至其他平台，便于使用接触式

方法进行后续分析［44］。Mueller 等［45］基于悬滴系统制

作 HepaRG 和 HepG2 细胞的 3D 球体，评估具有不同毒

性机制的 4种药物（黄曲霉毒素B1、胺碘酮、丙戊酸和氯

丙嗪）的急性毒性，结果表明 3D HepaRG培养物对黄曲

霉毒素B1的敏感性高于其他测试培养物，且其CYP3A4
活性更高。另有研究构建的悬滴模型可维持高通量、长

期的 3D器官型培养系统，与 SDCC 相比，该模型中白蛋

白、尿素、葡萄糖等的产量均呈增加趋势，且 TDCC 中

CYP2E1活性始终高于SDCC［29］。
3.2.2　微流控型 TDCC　微流控 3D 培养系统主要由微

气动系统（如液体泵、气阀等）和微流体结构（芯片）组

成［39-40］。软光刻作为基于印刷、成型和浮雕的微纳米
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结构制造方法，是目前微流体器件的主流制造技术，其

中 PDMS（聚二甲基硅氧烷）因具备透气性、良好的生化

稳定性和无毒性，成为常用材料之一［46］。微流控细胞

培养系统可通过控制时空参数（如细胞-细胞和细胞-基

质相互作用）来模拟细胞微环境，而基于微流体的灌注

细胞培养系统可提供与生理相关的条件，维持细胞的

体内样表型和生物活性［36］。
微流控肝脏生物芯片被用于评估氟替卡松的毒

性，结合转录组学谱分析发现，氟替卡松在低浓度下可

引起促细胞存活反应，较高浓度则导致细胞坏死［47］；
3D HepaTox 芯片采用在多路复用、区室化的微流体通

道中培养大鼠肝细胞，与夹心培养物相比，该模型有效

延长 CYP1A1/2、UGT（UDP-葡萄糖醛酸转移酶）活性及

白蛋白分泌的维持时间，最长可达 3 d［48］。
3.2.3　类器官 TDCC　尽管肝癌及其细胞系可无限增

殖，但具有癌性特征，缺乏正常肝细胞的关键功能。近

年来，类器官作为一种新型生理模型系统，被广泛应用

于多种器官和组织的研究，其显著优势如下：可从健康

和病变组织中生成，能长期扩增并保持遗传稳定性，还

可通过冷冻保存建立生物库［49-50］。类器官能够模仿人

体细胞和器官的组成与功能，且仅需少量组织活检即

可获得，为建立模拟人体组织特征的高通量筛选模型

提供了重要基础［51］。类器官通常由组织来源的原代细

胞、祖细胞、胚胎干细胞或 iPSC 产生［52］。相关研究中，

源自 iPSC 的人肝类器官被用于评估 3 种肝毒性物质和

3 种非肝毒性化合物的毒性，结果准确反映了这 6 种物

质的实际毒性［53］；源自人类多能干细胞的人肝类器官

和HepG2球体经不同浓度的APAP处理后，人肝类器官

对APAP诱导的毒性更敏感［54］。
3.2.4　生物打印 TDCC　近年来，3D 打印技术发展迅

速，其中 3D 生物打印作为前沿领域，以细胞和生物材

料为生物墨水，根据预设计精确控制细胞及其微环境

的空间布局，最大限度模拟体内真实环境，为体外肝细

胞试验提供了新的可能性［54-56］。该技术主要包括喷墨

生物打印、光固化生物打印和挤出式生物打印［57］。同

时，3D生物打印可用于模拟肝脏功能，可更好地满足研

究需求［56］。例如，将封装于水凝胶支架的肝球体生物

打印至微流体装置，构建一种有助于肝毒性测试的肝

组织模型，经急性毒性剂量的 APAP 连续暴露超过 1 周

后，含有APAP的培养物在 6 d内代谢活性显著降低，与

实际结果一致［58］；实质肝细胞、肝星状细胞和人脐静脉

内皮细胞的生物打印人肝组织模拟物，在 3D 培养中形

成内皮细胞网络和细胞外基质，呈现组织样结构，且具

有稳定的活力、功能和 CYP450 酶活性，进一步缩短与

真实组织的差异［59］。

4　小结与展望

近年来，体外肝细胞模型取得了显著进展，为 3R
原则（替代、减少、优化）实施提供了重要的支持［60］。
肝脏的药物代谢、转运和药物相互作用是药物研发的

核心研究内容，而基于肝细胞或非实质细胞共培养的

微系统，可在药物研发早期预测其肝脏效应，成为评价

药物毒性潜力和 DILI 机制的重要工具。研究表明，当

在 3D 模型中培养相同细胞时，这些细胞的表型与体内

肝细胞更接近，且去分化过程得以延迟；同时，3D 培养

稳定表达的性能支持重复给药方案，便于慢性药物诱

导的毒性评价［61-62］。目前，复杂肝脏疾病（如胆汁淤

积、脂肪变性、纤维化和肝炎）可在体外构建细胞模型，

为药物靶点验证及药物作用和毒性机制提供研究平

台。因此，生物学变异的体外系统开发可以更好地预

测体内药物反应。体外模型的未来发展前沿之一是与

免疫系统共同作用，有望在个体间差异研究和化学损

伤的特异质反应方面实现重大突破。免疫细胞与肝细

胞共培养体系，将获得肝细胞单一培养物无法模拟的

肝毒素作用模式［48］。
然而，TDCC模型仍存在诸多局限性，虽然 TDCC模

型更接近体内生理条件，但培养环境的调控需求更高，

以便更准确地复现体内微环境［63］。监测技术匮乏限制

了模型的进一步发展，针对 3D 培养的监测技术将助力

模型的推广实施与标准化［64］。此外，有限的渗透性会

影响细胞活力和功能，导致难以建立适用于高通量筛

选的精确自动化系统；TDCC 模型由静止、非分裂、完全

分化的细胞构成，而遗传毒性评估需依赖活跃的分裂

细胞，这一特性限制了其在遗传毒性评估中的应用。

同时，细胞体外存活时间有限是细胞培养模型作为

DILI 检测的主要挑战，导致现有模型仅适用于急性毒

性测试。尽管 3D 模型中细胞存活时间得以延长，但存

活时间问题仍然存在［14］。3D 共培养模型还面临成本

高、小型模型中液体自动化处理难度大等局限［16，65-66］。
未来需通过多学科交叉合作，开发更精准的技术，推动

3D共培养技术的成熟与完善。
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