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摘要: 精准预测化学物质肝毒性对保护人类生命健康安全具有重要意义。 为了避免动物实验固有的物种间差异性和局限性,
开发和利用与人源肝脏生理功能直接相关的体外模型至关重要。 三维(3D)体外细胞培养模型相比于二维(2D)模型能更好地

保留肝细胞代谢功能,再现肝脏内多种细胞相互作用的复杂环境,是体外模拟肝脏生理功能的一大进步,并初步在药物毒性

评估方面获得应用的同时,也被引入到环境毒理学领域用于预测环境化学物质的肝毒性。 本文介绍了目前常用 3D 体外细胞

培养模型的制备方法,综述了其在环境化学物质(纳米材料、持久性有机污染物和新型有机污染物等)肝毒性预测方面的应用

现状,最后探讨了 3D 肝细胞体外培养模型在有害结局路径指导下开展肝毒性预测的研究与应用前景。
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Abstract: Prediction and prevention of chemicals-induced hepatotoxicity is one of the most important aspects to
protect human health. To enhance the prediction of human hepatotoxicity from chemical hazards, various in vitro
approaches have been developed. One of the major challenges was to enhance the human physiological relevance

� of hepatic in vitro systems. Three-dimensional (3D) hepatocyte culture models allow better preservation of hepato-
� cyte metabolic functions for a relatively long period culture than that of 2D models and recapitulate multi-cellular

interactions, which represent a major advancement in mimicking liver physiological functions by in vitro models.
� 3D hepatocyte culture models have been rapidly developed and introduced into environmental field for predicting
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hepatotoxicity of environmental chemicals. This paper reviews the methods for generating 3D hepatocyte in vitro
culture models, as well as the application of these models in hepatotoxicity prediction of environmental chemicals,
such as nanomaterials, persistent organic pollutants, emerging organic pollutants, etc. Finally, future research oppor-
tunities have also been discussed on how to use 3D in vitro culture models for more accurately predicting hepato-

� toxicity of environmental chemicals under the guidance of adverse outcome pathways (AOPs).
Keywords: hepatotoxicity prediction; environmental chemicals; 3D hepatocyte in vitro culture; adverse outcome

� pathway

　 　 化学物质引起的人体肝脏疾病不容忽视。 肝脏

在保护机体免受有毒有害化学物质侵害方面发挥着

重要作用,它能够将亲脂性物质转化为更多的水溶

性代谢物,并通过尿液有效地从体内排出[1]。 然而,
一些化学物质仍然会引起以炎症、氧化应激和坏死

为特征的肝脏损害[2]。 据统计,超过 50%以上的肝

脏损害临床案例是由于药物引起的,并且研究发现,
在过去的 20 年里,导致肝脏损害的化学物质还包括

工业化学品、生物杀虫剂、化妆品成分、食品添加剂

和膳食补充剂等多类型化学物质[3]。 如今,全球每

年新增化学物质的数量超过 1 000 种[4],这些化学物

质在生产和使用过程中可能会产生环境污染,从而

对生活在这样环境中的人群的健康,特别是肝脏,产
生不良的影响。 为了保护人体健康免受某些环境化

学物质的危害,利用肝毒性测试模型开展环境化学

物质肝毒性预测和评估是识别健康危害的重要方面

之一。
化学物质肝毒性测试方法包括传统的动物模型

(以啮齿类为代表)和体外细胞模型。 动物模型可以

从组织以及个体水平上反映对环境化学物质暴露的

生物效应,但是在面对大量待测环境化学物质的挑

战以及物种间差异问题时存在一定的局限性。 2007
年由美国国家研究委员会提出的“21 世纪毒理学测

试远景与策略”强调未来毒性测试方法的重心将从

整体动物的系统测试转向基于毒性通路和毒性作用

机制的体外测试,因此,以人源细胞系或者细胞成分

为主的体外测试模型在评估环境化学物质的人体肝

毒性方面发挥着越来越重要的作用[3]。 经典的二维

(2D)单层培养系统因为操作简单而被广泛用于化学

物质高通量毒性测试,但是越来越多的研究发现在

2D 单层培养中,维持细胞生理表型所需的生化反应

和细胞间的相互作用会随着培养时间延长而逐渐消

失,尤其是在肝细胞中发挥重要作用的各种代谢或

转运酶的表达量会降低[5];并且在此培养模型下得

到的环境化学物质毒性评估无法很好地反映生物体

内长期重复剂量暴露下的真实毒性效应[6]。 因此,
为了提高基于体外预测模型的环境化学物质毒性预

测准确性,建立能够模拟体内环境的体外测试模型

是非常重要的。
三维(3D)体外细胞培养模型在环境化学物质肝

毒性测试方面,为更真实地反映环境化学物质诱发

人体肝毒性效应及揭示致毒机制提供了新的测试平

台。 3D 体外细胞培养不同于传统的 2D 单层贴壁

细胞培养方式,细胞在表面黏附能力极低或含有细

胞基质的支架中培养,并利用天然的细胞间相互作

用来驱动 3D 结构的形成,这使得即使肝细胞在体

外经历长时间(例如 28 d)培养,其功能也能得到较

完整的保留,并且细胞也能以类似活体组织的微组

织形态存在[7]。 3D 体外细胞培养起初是用于药物

毒性测试和筛选,随着研究的深入,药物肝毒性预测

准确率不断提高[8]。 目前随着社会对环境化学物质

毒性的关注越来越密切,3D 体外细胞培养模型在环

境化学物质肝毒性预测方面的应用也在不断增

加[9]。 但是,大部分现有的研究依然是从细胞毒性

或者基因表达等细胞和分子层面评估环境化学物的

肝毒性,如何充分发挥 3D 体外细胞培养模型的优

势,为环境化学物质肝毒性研究提供系统的毒性机

制信息是未来研究的挑战。 与此同时,有害结局路

径(adverse outcome pathway, AOP)框架很好地总结

了驱动毒性发生的致毒机制,整合了从分子、细胞、
器官乃至个体、种群水平的各个毒性事件[10]。 毒性

事件按发生的时间顺序可以分为分子起始事件(mo-
lecular initiating event, MIE),关键事件 (key events,
KEs)和有害结局(adverse outcomes, AOs)[10]。 框架化

的毒性机制为体外测试方法的应用提供了理论基

础[11]。 创立于 2014 年的 AOP-wiki 数据库 (https://
aopwiki.org/)目前(截至 2021 年 8 月 31 日)有 22 条

与肝毒性相关的 AOPs,涉及的肝毒性终点包括肝

脏肿瘤、肝纤维化、脂肪肝、胆汁淤积以及肝细胞损

伤。 驱动肝毒性发生的致毒机制总结为 3D 体外肝
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细胞培养方法的建立以及测试应用提供了机制参考

信息。 本文综述了目前常用 3D 体外细胞培养模型

的制备方法,以及在环境化学物质(纳米材料、持久

性有机污染物和新型有机污染物等)肝毒性预测方

面的应用,最后探讨了 3D 肝细胞体外培养模型在

AOP 指导下开展肝毒性预测的研究现状与应用前

景,包括如何确定细胞培养体系和整合毒性测试信

息、如何提高环境化学物质肝毒性预测的效率以及

准确性等。

1　 3D 体外培养模型的制备方法(Methods of 3D in
vitro culture models)

依据制备方法,3D 肝细胞体外培养模型可以分

为夹层培养法、静态球形模型、生物反应器、器官芯

片和 3D 生物打印(表 1)。
1. 1　 夹层培养法

肝细胞夹层培养法被广泛应用于化学物质通过

胆汁淤积诱导的肝毒性研究中。 它的培养方式是在

2 层细胞外基质之间培养肝细胞(图 1(a))。 通常用

到的细胞外基质是凝胶的胶原蛋白或 Matrigel(一种

细胞外基质的混合物,其中包含层连蛋白和多种生

长因子);细胞外基质的构成影响着细胞的排列和功

能,夹层培养中的底层基质先于细胞放置于培养板

中,故基质种类和成分的不同会影响底层基质的硬

度以及粘连蛋白的数量从而影响后续接种细胞形态

和多细胞排列;覆盖层基质放入后,细胞会处于上下

覆盖的立体空间中,这样的环境有利于维持细胞的

活力,并能诱导细胞分化,影响胆汁的分泌和排泄行

为[12, 17]。 肝细胞在夹层培养中保存了肝细胞极性,
以及胆管功能的形成。 这种 3D 肝细胞培养系统可

用于评估化学物质对肝胆运输的影响以及化学物质

引起由胆汁酸介导的肝脏毒性(胆汁淤积)[17]。 Chat-
terjee 等[18]利用夹层培养法分别构建了基于人源肝

细胞和大鼠源肝细胞的化学物质胆汁淤积评估模

型,通过比较不同模型下得到的化学物质胆汁淤积

指数,该研究发现人源肝细胞模型中获得的胆汁淤

积指数与报道的临床药物胆汁淤积发生率相关。 同

时,另一则研究利用该培养方式对 344 个药物的肝

毒性进行测试,并实现了 50% ~ 60%的真阳性预测

准确率[19]。 然而,夹层培养法的主要局限性是在长

期培养中存在渗漏、胆管损伤和胆汁淤积的现象,因
此夹层培养法的培养条件还需要改善,以便增加体

外模拟肝胆排泄过程所需的胆管系统的稳定性[20]。
1. 2　 静态球形模型

球形模型是指那些使细胞聚集为细胞球状体的

细胞培养体系,其中悬滴培养法和微模法是 2 种比

较常用的静态球形模型,因为操作简单而被广泛应

用于化学物质肝毒性评估以及机制研究中 (图 1
(b))。 HepG2(人肝癌细胞)球状体和 HepaRG(末分化

的人肝癌细胞)球状体是 2 种在静态球形模型下容

易获取的肝细胞球状体。 HepG2 球状体相比于常

规的 2D 培养方式下的 HepG2 具有较好的糖原储存

和代谢能力,且白蛋白、尿素、异源物质转录因子、Ⅰ
相和Ⅱ相代谢酶表达量增多[13]。 分化状态下的

HepaRG 细胞的酶活性以及转录组表达情况与原代

人肝细胞相似,它被认为是原代人源肝细胞的替代

细胞系[21]。 但是在 2D 单层培养下,HepaRG 的部分

细胞色素酶、Ⅱ相酶以及转运蛋白表达量与原代人

源细胞相比显著下降[22]。 HepaRG 球状体可培养长

达 4 周且在培养过程中外源代谢能力一直保持着与

图 1　 3D 体外培养模型制备方法

Fig. 1　 Methods of 3D in vitro culture models
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表 1　 3D 体外培养模型的制备方法

Table 1　 Methods of 3D in vitro culture models

3D 培养方法

3D generation methods

肝细胞类型

Hepatocytes

培养时间

Culture times

高通量能力

High-throughput
支架

Scaffold

模型特点

Comments

参考文献

References

夹层培养

Sandwich culture

原代肝细胞

(人、大鼠、小鼠)

Primary hepatocytes

(human/rat/mouse)

2 周

2 weeks
☆☆

Collagen 或

Matrigel

基底胶

Collagen/

Matrigel

一种极化的肝脏体外模型,可
以研究药物胆汁分泌、药物处

置以及化学物质肝胆毒性

A polarized hepatocytes in vitro
model that allows studying drug

� bile secretion, drug disposal, and

hepatobiliary toxicity of chemicals

[12]

静态球形模型

3D spheroids

原代肝细胞(人、大鼠、
小 鼠 )、 HepG2、 Hep-
aRG、干细胞、肝细胞

与非实质细胞共培养

Primary hepatocytes (hu-
man/rat/mouse), HepG2,

HepaRG, stem cells, co-
culture with non-paren-
chymal cells (NPCs)

>2 周

>2 weeks
☆☆☆

无支架

Scaffold-free

利用细胞自身的自组织特性形

成球形聚集,具有可观察的肝

功能表型,用于化学物质肝毒

性测试以及肝脏疾病的研究

By self-organization, hepatocytes
form spheroids with observable

liver function phenotypes, which

can be used for assessing hepato-
toxicity of chemicals and stud-
ying liver diseases

[13]

生物反应器

Bioreactors

原代肝细胞(人、大鼠、
小 鼠 )、 HepG2、 Hep-
aRG、干细胞、肝细胞

与非实质细胞共培养

Primary hepatocytes (hu-
man/rat/mouse), HepG2,

HepaRG, stem cells, co-
culture with NPCs

>2 周

>2 weeks
-

合成聚合物

Synthetic

polymers

能够准确监测培养条件,整个

系统处于流动状态,模拟肝脏

去毒过程,用于体外肝脏支持

器,需要大量的细胞,化学物质

肝毒性测试通量低

The culture conditions can be ac-
curately monitored; in a flow-
through state, the system can

simulate the liver detoxification

process, and be used for in vitro
liver supporters; it requires large

� numbers of cells and the through-
put for predicting hepatotoxicity

of chemicals is low

[14]

器官芯片

Organ on chip

原代肝细胞(人、大鼠、
小 鼠 )、 HepG2、 Hep-
aRG、干细胞、肝细胞

与非实质细胞共培养、
其他器官 (肠、肾)细胞

共培养

Primary hepatocytes (hu-
man/rat/mouse), HepG2,

HepaRG, stem cells, co-
culture with NPCs or

kidney/gut cells

>2 周

>2 weeks
-

无支架

Scaffold-free

流动的装置能够去除代谢产

物,多组织来源的细胞共培养

模型模拟了化学物质在体内暴

露的真实场景

The flowing apparatus can re-
move metabolites, and multi-cells
co-culture from different tissues

mimic the situation of chemicals

exposure in vivo

[15]
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续表1
3D 培养方法

3D generation methods

肝细胞类型

Hepatocytes

培养时间

Culture times

高通量能力

High-throughput
支架

Scaffold

模型特点

Comments

参考文献

References

3D 生物打印

3D Bioprinting

原代肝细胞(人、大鼠、
小 鼠 )、 HepG2、 Hep-
aRG、干细胞、肝细胞

与非实质细胞共培养

Primary hepatocytes (hu-
man/rat/mouse), HepG2,

HepaRG, stem cells, co-
culture with NPCs

>2 周

>2 weeks
☆

合成聚合物

Synthetic polymers

按照预先设定的程序,生物材

料能够被精准放置,制备出复

杂的生物结构

Based on a predetermined proce-
dure, biological materials can be

precisely placed to generate com-
plex biological structures

[16]

注:高通量能力中,2D 细胞培养为☆☆☆,静态球形模型具有与 2D 细胞培养一样的通量,夹层培养通量适中,生物反应器与器官芯片无高通

量,3D 生物打印高通量能力有限。
Note: As for high-throughput, 2D cell culture has ☆☆☆; the high-throughput capability of 3D spheroids is the same with 2D cell culture, with sandwich

culture middle-throughput; bioreactors and organ on chip have low-throughput capability; 3D bioprinting has a limited high-throughput capability.

原代人肝细胞相似的水平[23]。 研究表明 HepG2 和

HepaRG 球状体有着不同的应用场景,HepG2 球状

体在识别化学物质引起的细胞毒性方面有着更高的

敏感性,而 HepaRG 球状体在分子水平识别特异毒

性方面有着更好的能力[24-25]。
肝非实质细胞在肝毒性产生过程中发挥着重要

作用,因此由肝细胞和肝星状细胞、Kupffer 细胞、窦
状内皮细胞共同培养的多细胞球形模型提高了预测

化学物质肝毒性的能力。 其中,肝细胞与肝星状细

胞共培养比较常见,而组成相对复杂的肝细胞、肝星

状细胞与 Kupffer 细胞的三元共培养系统则可更全

面、高效地评估化学物质引发肝纤维化的机制及能

力[26]。 Prestigiacomo 等[27]利用 GravityPLUSTM Hang-
ing Drop 系统构建了一个由 HepaRG、肝星状细胞以

及巨噬细胞混合培养的 3D 肝微组织模型,并证实

该模型可以在体外再现导致肝脏纤维化的分子与细

胞水平的关键生物事件,如肝细胞损伤、抗氧化反

应、Kupffer 细胞激活、肝星状细胞激活以及细胞外

基质沉积。 尽管静态球状模型在高通量化学物质肝

毒性预测方面有着较好的应用前景,但是目前的研

究往往缺乏统一的测试基准来标准化测试结果,因
此限制了其在大规模化学物质肝毒性预测方面的

应用。
1. 3　 生物反应器

生物反应器因培养条件可控的特点为体外细胞

培养提供了良好的生长环境,被用于化学物质肝毒

性研究。 生物反应器是一个通过灌注或者搅拌的方

式使肝细胞培养系统处于一个流动状态的装置(图
1(c)),该装置将血流动力学和剪切应力对肝脏功能

的影响考虑到了模型制备中,目的是为了生成更贴

近体内肝脏复杂形态的模型,特别是弥补了严重肝

损伤时肝脏功能下降的不足[28]。 流动的生物反应器

可以提升模型的去毒能力同时保存生物合成和生物

转化的功能。 最早报道的生物反应器是一个体积为

800 mL 的 3D 灌注多室中空纤维膜生物反应器[29],
它由 3 个独立的毛细管系统组成,分别用于动静脉

介质灌注、氧气供应和二氧化碳清除,当反应器中接

种肝脏实质和非实质细胞后,这些细胞在培养过程

中自我组装成组织样结构。 之后,该装置被缩小到

2 mL 的体积,使用的细胞量也减少至 1.2×108 个,
适用于临床药物测试。 在该装置内,细胞色素酶

P450 可保持活性长达 23 d,肝实质细胞和非实质细

胞的生理结构也能被观察到,管状转运体蛋白

MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2)、P-gp
(P-glycoprotein)和 BCRP (breast cancer resistance pro-
tein)等外排型转运蛋白分布特征也与人体肝脏组织

中的分布特征相似。 此外,研究发现 HepaRG 细胞

和原代人肝细胞在生物反应器培养中表现出相似的

细胞色素酶 P450 和尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶

活性[30]。 生物反应器还可以密切监视整个反应介质

中氧气、乳酸含量以及任何可通过近红外技术测量

的参数;同样的,细胞的状态也可以通过观察细胞内

荧光蛋白的含量得到反映[31]。 总的来说,生物反应

器装置在模拟肝脏的功能和表型方面表现优异,但
实际使用过程中由于所需细胞量巨大而不适用于高

通量的毒性测试。
1. 4　 器官芯片

器官芯片为研究化学物质肝毒性提供了一种复
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杂度更高、仿真效果更好的体外模拟人体肝脏器官

的方式[32-33]。 模型利用微流控技术将不同类型细胞

在同一个系统的分隔室内共同培养,通过产生流体

剪切力、机械应力和生化浓度梯度等理化刺激使细

胞发生自组装,从而在培养过程中表现出更加真实

的生理学功能[33]。 肝脏芯片技术为研究药物代谢和

化学物质毒性测试提供了一个更加接近于人体真实

暴露环境的装置,且肝脏芯片已逐渐被商业化使

用[34]。 例如,Organovo 公司生产了一种由原代肝细

胞和非血小板细胞组成的肝脏微组织芯片 Ex-
ViveTM [35]。 Rennert 等[36]使用双通道微流控技术创

建了一个由多孔膜(模拟肝淋巴间隙)分隔的 3D 肝

脏模型,该模型整合了由内皮细胞和组织巨噬细胞

组成的血管层以及由肝星状细胞与 HepaRG 细胞共

同培养的肝脏层,增强了肝细胞的极性,并允许观察

肝胆功能。 同时,器官芯片还可以通过连接肠道上

皮细胞和肝脏细胞形成肝-肠多器官芯片,进一步增

加器官芯片的复杂性[37](图 1(d)),这样的模型可用于

研究化学物质的代谢途径以及在器官水平上评估化

学物质的毒性效应。 Choe 等[15]开发了一种由肠道

上皮细胞(Caco-2)和肝细胞(HepG2)2 个单独层组成

的微流体肠道肝芯片,2 种细胞的细胞色素酶 P450
代谢活性在该培养系统中显著增强,且 Caco-2 细胞

的吸附特性也因流动而改变,在评估药物代谢特征

方面比单一细胞培养更接近人体报告数据。 总之,
肝器官芯片提供了一个更加接近于人体肝脏器官的

体外培养模型,有利于准确掌握化学物质引发肝毒

性的致毒机制及毒代动力学过程,但是大部分的肝

脏器官芯片测试还需要得到进一步的验证,且芯片

的高成本阻碍了其应用。
1. 5　 3D 生物打印

3D 生物打印利用编程技术可以实现对肝细胞

以及细胞外基质的精准组装,被逐渐应用于预测化

学物质肝毒性以及毒性机制研究中。 这项技术使用

含有细胞的生物材料作为生物打印墨水,在预设的

计算机程序下,逐层精确定位墨水的空间位置,从而

打印出具有生物活性的立体细胞组织构架(图 1(e))。
3D 生物打印的方法策略包括 3 个方面:(1)仿生学,
即对组织或器官的细胞和细胞外成分进行体外复

制,复现结构的同时也要保证功能的实现;(2)自组

装,即利用胚胎作为生物组织复制的原材料,并通过

操纵培养系统的参数来驱动 3D 生物打印组织中的

胚胎生长;(3)微型组织、器官,即利用仿生学和自组

装策略的结合,将自我组装的细胞集团,再次组装成

为功能性的宏观组织[38]。 目前 3D 生物打印主要有

3 种打印方式:激光辅助生物打印[39]、液滴喷射生物

打印[40]和挤压成型生物打印[41]。 通过这些技术,3D
生物打印最终能够在体外构建出一个功能性的组织

或器官,用于化学物质的毒性预测和筛选。 在化学

物质肝毒性筛选与预测方面,Ide 等[8]利用 3D Re-
genova®生物打印机生成了由原代人肝细胞和人肝

星状细胞组成的肝微组织,该微组织直径大约 1
mm,能够持续培养 25 d,且保持长期的细胞活力以

及代谢与转运相关基因的表达;与 2D 培养和球状

模型下的化学物质肝毒性评估结果相比,该模型通

过检测三磷酸腺苷(adenosine 5’ -triphosphate, ATP)
和白蛋白指标识别出了其他 2 类模型没有识别到

的肝毒性化学物质,具有更高的灵敏性。 然而,3D
生物打印仍然存在一些有待改进的地方,如细胞

与生物相容性材料之间的兼容性差,打印速度低,
打印后可能会由于培养环境的失控导致支架形状

发生改变。 为了解决这些问题,新一代的 3D 生物

打印方法也在不断的发展中 [16],例如,一种四维

(4D)生物打印新技术被提出,第四维指的是 3D 生

物打印生成的构造在打印后随着时间的推移继续

被控制发展 [42]。

2　 3D 体外培养模型在环境化学物质肝毒性预测中

的应用(Application of 3D in vitro culture models
on hepatotoxicity prediction of environmental
chemicals)

环境化学物质肝毒性评估按暴露时间主要分为

短期暴露 (12 h 或 24 h)产生的肝细胞毒性 (例如

50%受抑制浓度(IC50)),与长期暴露(数周或数月)引
起的肝特有毒性(例如肝纤维化或脂肪肝)[43]。 目前

3D 肝细胞体外测试模型在环境化学物质肝毒性尤

其是慢性肝毒性评估方面的应用逐渐增加,表 2 罗

列了 3D 体外培养模型在环境化学物质引发肝毒性

的预测中的应用案例,包括纳米材料、持久性有机污

染物(四氯二苯并-对-二噁英(TCDD)、3,3’ ,4,4’ ,5-五
氯联苯(PCB126)等)和新型有机污染物等(全氟辛酸

(PFOA)等)。
2. 1　 纳米材料

3D 肝细胞体外培养模型可有效控制纳米材料

的暴露方式,为研究纳米材料在体外肝细胞功能稳

定情况下的毒性效应提供测试平台,且目前在纳米

材料肝毒性评估中应用较多的是球形模型和流动状
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态的芯片模型。 随着纳米材料在医药、个人护理品

及电子产品等多个领域的大量应用[56],纳米材料存

在广泛的环境暴露与生物内暴露,严重威胁生态环

境及人体健康安全[57]。 尽管目前纳米材料的环境健

康风险研究已经取得了较多的进展,但是仍然存在

许多亟待解决的问题和挑战。 其中,由于纳米材料

的毒性效应受多种因素(元素组成、尺寸和表面电荷

等)的影响,传统的化学药品毒性测试方法不适用于

纳米材料毒性机制评估[58],因此,需要发展针对纳米

材料环境健康风险评估的新方法或者替代测试策

略。 Li 等[44]构建了一个用于评估纳米材料肝毒性

的微流控 3D 肝细胞芯片模型,该模型通过连续灌

注的方式研究纳米材料累积暴露的毒性。 超顺磁性

氧化铁纳米粒子在该模型下表现出比标准的 2D 孔

板暴露方式更强的肝毒性,可能的原因是较小尺寸

的纳米粒子在此模型下更有可能与肝细胞发生作

用,影响白蛋白和尿素的合成路径,最终引发更严重

的肝损伤。 Jiang 等[45]利用大鼠肝细胞球状体研究

了硫化铜纳米粒子的肝毒性及其机制,发现硫化铜

纳米粒子通过影响线粒体膜电位以及诱导细胞产生

氧化应激从而引起肝毒性,同时还发现硫化铜纳米粒

子影响胆盐输出泵的转录和表达,对肝脏胆汁的转运

进行阻断,但是具体的机理还有待进一步的研究。
不同的纳米材料在 3D 肝细胞体外培养模型下

的肝毒性效应与 2D 培养模型下的结果相比较,敏
感性不同,但 3D 培养模型下的肝毒性效应更能真

实地反映纳米材料体内暴露的毒性。 Elje 等[46]对比

了 HepG2 细胞在 3D 球形培养和 2D 培养下对纳米

二氧化钛、纳米银以及纳米氧化锌的毒性响应,包括

细胞毒性和基因毒性;发现弱毒性的纳米二氧化钛

在 2 个模型下都没有表现出毒性效应,强毒性的纳

米氧化锌表现出相似的细胞毒性,但是纳米银对 2D
培养下的 HepG2 细胞具有更强的毒性,这些差异的

来源可能是由于纳米材料暴露方式的不同影响了其

毒性效应。 尽管纳米材料的肝毒性在 3D 培养模型

下与 2D 培养存在差异,但是 3D 培养模型下的肝毒

性数据与体内测试结果有着更好的一致性[59]。 因

此,开发并使用能够模拟体内暴露环境的 3D 培养

模型进行纳米材料的人体健康风险评估非常重要。
2. 2　 持久性有机污染物

3D 肝细胞模型为研究持久性有机污染物

(POPs)对人体肝脏的影响提供了一个接近于体内肝

脏功能且能够研究低浓度长期暴露毒性效应的测试

平台,这增加了利用体外模型的毒性数据预测 POPs
人体健康风险的可信度。 二噁英(TCDD)和多氯联

苯(PCB126)是 2 种典型的持久性有机污染物,同时

是芳香烃受体(AhR)的配体[60],由于 AhR 受体的结

构以及 AhR 信号通路响应在动物与人体之间具有

差异,且 AhR 受体在 TCDD、PCB126 致毒过程中发

挥着重要作用,因此 TCDD、PCB126 致毒机制及毒

性效应存在物种差异[61]。 在动物模型下,TCDD、
PCB126 与 AhR 受体结合,激活 AhR 信号通路,产
生大量的细胞色素酶,长期暴露导致细胞氧化应激

和炎症反应增强,肝细胞以及周围的肝非实质细胞

的正常功能紊乱,导致脂肪肝、肝纤维化以及肝脏肿

瘤的发生[62]。 然而,Yan 等[47] 构建了一个由 Hep-
aRG、肝星状细胞(HSCs)和巨噬细胞(THP-1)共培养

的人肝微组织模型,该模型能有效用于识别化学物

质所引发的肝纤维化,并且观察到硫代乙酰胺

(TAA)以及苯并芘(BaP)引起的肝纤维化。 但在 TC-
DD 和 PCB126 胁迫下,并未观察到肝纤维化,仅检

测到细胞色素酶等代谢相关信号的激活[27]。 动物模

型和人肝微组织模型测试结果的差异进一步预示着

在评估 POPs 对人体肝脏危害时,需要考虑物种间

的毒性差异。 除了 3D 人肝微组织模型外,基于鸡

肝癌细胞(LMH)以及原代水牛肝细胞的 3D 球状模

型也分别用于评估 PCB126 和 TCDD 的毒性效

应[48-49]。 研究发现,PCB126 在 3D 鸡肝癌细胞模型

下的细胞毒性 IC50 值高于 2D 培养模型,但是在评

估 7-乙氧基-异吩唑酮-脱乙基酶(7-ethoxyresorufin-
O-deethylase, EROD)活性以及 AhR 相关基因表达方

面,PCB126 在 3D 模型下诱导更高的基因表达以及

EROD 活性,这表明了 3D 培养模型在评估分子水

平变化时具有灵敏度高的特点。 以原代水牛肝细胞

构建的 3D 肝细胞培养模型通过检测 TCDD 诱导的

特有基因表达情况,并与已知的原代人肝细胞以及

大鼠细胞测试结果做比较,发现该模型对 TCDD 的

响应与原代人肝细胞模型更相似,这也说明了不同

物种在响应 TCDD 毒性时存在物种差异,以及发展

更接近于人体毒性响应模型的重要性[49]。 总之,在
评估化学物质对人体肝脏的影响时,建立与人体肝

脏模型相关性高的 3D 体外细胞模型一方面可以在

体外培养肝细胞的过程中保存肝细胞功能,另外一

方面可以缩小毒性效应的物种差异,为环境化学物

质的肝毒性评估提供接近于人体肝脏功能的测试

平台。
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2. 3　 新型有机污染物

3D 肝细胞培养模型为新型有机污染物全氟辛

酸(perflurooctanoic acid, PFOA)和双酚 A (bisphenol
A, BPA)的肝毒性机制研究提供了一个模拟体内暴

露环境的平台,缩小了体外和体内研究结果的差异,
弥补了传统 2D 细胞培养下肝细胞基因表达异常等

不足。 随着 PFOA 替代品的出现,为了提高 PFOA
及其替代品的毒性测试通量以及增加体外测试数据

的准确性,利用 3D 肝细胞模型进行这类物质的肝

毒性研究是一个可行的选择。 在小鼠肝细胞

(AML12)球形模型下,PFOA 细胞毒性的 IC50 值比

2D 培养条件下的数值高,且氧化应激水平也具有同

样的趋势,41.4 mg·L-1和 82.8 mg·L-1 PFOA 暴露

AML12 球状体 28 d 会导致细胞氧化应激、乳酸脱

氢酶漏出率以及凋亡效应因子 caspase3/7 活性显著

增加;六氟环氧丙烷二聚酸(hexafluoropropylene ox-
ide dimer acid, HFPO-DA)和全氟-3,5,7,9-四氧杂癸

酸(perfluoro-3,5,7,9-tetraoxadecanoic acid, PFO4DA)
这 2 个新兴替代品也会引起细胞氧化应激以及细胞

损伤,但比 PFOA 的肝毒性小[50]。
3D 肝细胞体外培养模型在 BPA 肝毒性机制研

究方面的应用提高了慢性 BPA 暴露肝毒性致毒机

制的认识。 HepG2 球状体经 BPA 染毒 14 d 后的转

录组变化显示,BPA 影响与脂质代谢功能相关的生

物过程,包括脂质生物合成、类固醇代谢过程和胆固

醇调节过程,且这一结果与大鼠经 BPA 暴露 90 d
后的转录组变化情况相一致[51],补充了 2D HepG2
模型未检测到低浓度 BPA 暴露影响脂质代谢的不

足[63]。 另外,在基于人肝癌细胞 Hep3B 的微流控芯

片模型中,BPA 被证实在 CYP2E1 细胞色素酶存在

的情况下毒性更强,而在乙醇脱氢酶、乙醛脱氢酶以

及雌激素硫酸转移酶存在的情况下毒性减弱,同时

该系统用到的酶样品体积仅为普通的 96 孔板的

1/2 000,大大节约了该模型评估化学物质代谢毒性

所需要的花费[9]。
2. 4　 其他环境化学物质

3D 肝细胞模型可用于研究由农药暴露引起的

肝脏代谢紊乱的毒性机制。 在传统的 2D 细胞模型

下,肝细胞的代谢能力会迅速减弱,这会影响农药肝

脏毒性的预测,以及机制的研究。 Jellali 等[52]利用

大鼠原代细胞构建的器官芯片和多组织学测试方法

的结合研究了滴滴涕 (dichlorodiphenyltrichloroeth-
ane, DDT)、氯菊酯(permethrin, PMT)和它们混合物

引起的肝脏损害,转录组和代谢组测试结果共同表

明,53.1 mg·L-1 DDT、58.7 mg·L-1 PMT 和 DDT/
PMT 混合物通过干扰与 PPARα 信号传导、脂质代

谢和类固醇合成等相关基因而干扰脂肪酸、脂质以

及葡萄糖的代谢,同时发现混合暴露会引起更加复

杂的基因和代谢紊乱。
除了肝毒性之外,3D 肝细胞模型也可以用于评

估环境化学物质基因毒性,且比 2D 培养模型具有

更好的灵敏性。 Sharin 等[53]对比了 BaP 在鸡肝癌细

胞 2D 培养和 3D 球形培养下诱导的 cyp1a 表达量

� 以及引发的 DNA 损伤响应;在 3D 模型下,EROD
活性在暴露 8 h 后即可检测到且在暴露 24 h 达到最

大值,比 2D 模型更早检测到,同时与 DNA 损伤响

应相关的基因也更早地在 3D 细胞模型下被检测

到,这说明了鸡肝癌细胞 LDH 球状体适用于评估需

要 CYP1A 激活的化学物质的基因毒性。 Mandon
等[54]利用 HepaRG 细胞构建了一个用于评估化学物

质基因毒性的肝细胞模型,该模型测试了 11 个基因

毒性化学物质对 HepaRG 球状体染毒 24 h 和 48 h
后 DNA 损伤情况,并且彗星实验结果显示 8 个基

因毒性化学物质被检测到具有损伤 DNA 的能力。
尽管 3D HepaRG 球状体在预测化学物质遗传毒性

方面是一个非常有潜力的模型,但是还需要进一步

的实验来验证和提高该模型对化学物质致癌性的预

测效果。

3　 3D 体外培养模型在肝毒性 AOPs 指导下的应用

前景(Prospect of 3D in vitro culture models under
the guide of hepatotoxicity AOPs)

3D 体外培养模型不仅提高了环境化学物质关

于肝细胞毒性数据的准确性,还为分析环境化学物

质引发多种肝毒性有害结局(例如胆汁淤积、脂肪肝

和肝纤维化)提供了复杂的体外细胞模型。 肝毒性

AOPs 系统地描述了毒性发展过程,根据收录在

AOP-wiki 数据库中涉及到肝毒性的有害结局,肝毒

性 AOPs 可以归纳为 5 种类型:肝脏肿瘤、肝纤维

化、脂肪肝、胆汁淤积和肝细胞损伤。 这些 AOPs 涉
及到的生物信息有利于针对性地设置 3D 体外培养

模型的检测指标,指导 3D 体外培养模型从分子、细
胞、组织和器官水平对环境化学物质肝毒性进行评

估,实现提高模型预测准确性的目标[64]。
不同的肝毒性终点测试需求决定了 3D 体外培

养模型的选择。 在预测环境化学物质对人体肝脏的

影响时,选择基于人源细胞系的培养模型能够减少
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由物种差异带来的毒性信息不一致的可能性;而利

用动物源肝细胞培养模型获得的化学物质毒性数据

以及毒性机制信息同样为生态及健康风险评估提供

了重要的理论依据。 另外一方面,针对化学物质引

起的肝纤维化、脂肪肝等肝脏毒性研究,由于毒性产

生过程中多种细胞系受到影响且细胞系之间存在密

切的相互作用,因此在评估这种类型的肝毒性时,多
细胞系共培养模型更加符合化学物质毒性引发的场

景。 此外,3D 体外培养模型可以评估环境化学物质

低浓度长期暴露引起的肝脏损伤以及细胞内发生的

分子机制,并结合现有的肝毒性 AOPs 预测环境化

学物质对人体的影响。
3D 体外肝细胞培养模型联合其他体外测试方

法或者组学测试(转录组学、代谢组学、脂质组学与

蛋白质组学)进一步提高了环境化学物质肝毒性预

测的准确性[65]。 导致肝脏毒性的过程会涉及到多种

细胞参与,是一个机制比较复杂的过程。 因此,目前

单一模型或测试无法准确评估环境化学物质诱发肝

损伤的风险。 依据肝毒性机制构建一个包含多种或

多级肝毒性测试方法的整合预测模型是毒性测试的

发展方向[66]。 这种整合预测方法由 2 个维度组成

(图 2),横向反映的是环境化学物质引发的肝毒性

AOPs,纵向是整合测试评估方法(integrated approa-
ches to testing and assessment, IATA)。 环境化学物质

引起肝毒性分子启动事件的发生是肝损伤的重要分

子标志物之一,由于待测环境化学物质数量巨大,采
用体外化学分析法(in chemico)或计算机模拟法(in
silico)对分子启动事件的进行评估可以提高预测的

� 规模和速度。 具有引发分子启动事件潜力的那些环

境化学物质将会进行第二级的肝毒性体外测试,主
要是为了检测环境化学物质在细胞或组织水平是否

能够引起肝毒性生物标志物的变化,这个过程涉及

到的毒性机制更加复杂,因此 3D 体外肝细胞培养

模型的应用为这一步的测试提供了更好的测试平

台。 如果环境化学物质在第二级同样被检测出有肝

毒性风险,则需要进行第三级人群流行病学的调查,
进一步确认该环境化学物质的肝毒性。

综上所述,3D 体外肝细胞培养模型更好地模拟

了真实肝脏的功能,并形成了以夹层培养法、球形模

型、生物反应器、器官芯片和 3D 生物打印 5 种主要

的 3D 细胞模型制备方法,其中球形模型在进行大

量环境化学物质肝毒性预测方面应用时可以做到高

通量,而生物器、器官芯片以及 3D 生物打印可以模

拟更加复杂的体内肝脏环境。 肝毒性 AOPs 总结了

图 2　 有害结局路径指导下的肝毒性整合测试评估方法

注:AOP 表示有害结局路径;IATA 表示整合测试评估方法;MIEs 表示分子启动事件。

Fig. 2　 Integrated testing assessment approaches for hepatotoxicity guided by the adverse outcome pathway
Note: AOP stands for adverse outcome pathway; IATA stands for integrated approaches to testing and assessment;

MIEs stands for molecular initiating events.
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化学物质从(1)分子启动事件(cyp2e1 持续激活、AhR
� 持续激活、PPARα 激活等),到(2)细胞、组织/器官水

平上的分子响应关键事件(胆汁酸合成增加、脂质积

累、炎症反应、肝星状细胞激活等),再到(3)个体水平

上可观察到的肝损伤(肝脏肿瘤、肝纤维化和脂肪肝

等),为充分利用 3D 体外肝细胞培养模型进行环境

化学物质肝毒性预测提供了理论依据。 另外,3D 肝

细胞模型可以与多种检测技术(如组学)结合,进一

步提高对环境化学物质肝毒性预测的准确性。
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