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摘    要 

肝脏是人体最大的内脏器官，具有复杂的微结构和功能，在药物代谢中发挥着

至关重要的作用。各种药物引起药物性肝损伤（DILI）是导致晚期药物失效的主要

原因。此外，肝脏类疾病是全球主要的死因之一，每年都有许多新病例出现。尽管

在临床试验之前已经使用动物模型来了解人类药物代谢毒性和疾病进程，但动态

微生理系统，如肝器官芯片，可以更好地概括人类肝脏生理和病理特征，因此可以

更准确的预测人类结果。肝器官芯片已在药物筛选、疾病建模和再生医学等方面取

得了巨大的应用。然而，目前设计的肝芯片在实际生理微环境方面仍存在不足，特

别是对于氧浓度梯度环境的构建。氧浓度梯度对于形成肝脏分区以及探索肝脏异

质性功能尤为重要。 

基于此，本文构建了具有生理氧浓度梯度的肝分区芯片。与常规氧梯度的构建

相比，芯片运用了环境氧对流、扩散和消耗的策略，仿生肝窦窗孔的渗透作用和血

液流场。实现了贴近在体肝细胞微环境的、可控的氧浓度梯度（3.7%-8.9%）。显微

成像和免疫组织化学分析表明，HepaRG 细胞单层成功演化了肝小叶三个分区各自

的典型特征（形貌特征：细胞骨架、高度，功能特征：蛋白合成、细胞代谢）。然

后，基于肝分区芯片的平台，进行了两方面的应用： 

1、探究非酒精性脂肪肝病（NAFLD）的干预机制。在该装置上循环灌流游离

脂肪酸（FFAs），诱导建立 NAFLD 模型。脂质堆积随时间呈现非均匀变化，类似

于临床表型。同时，集成的谷丙转氨酶（ALT）生物传感器监测结果显示，细胞在

氧梯度下比传统静态模型受到更强的损伤。进一步发现了随着芯片内氧梯度区间

的增加(1.1%-4.9%, 3.7%-8.9%, 5.6%-12.3%, 8.9%-17.3%)，缺氧诱导因子（hif-2α）

表达减少，减缓细胞间通讯蛋白（β-catenin）的释放，降低线粒体活性氧（ROS）

应激，相应的细胞损伤生物标志物 ALT 分泌减少。 

2、探究微塑料（MPs）的转运、吸收和损伤。与具有仿生肠道蠕动的肠器官

芯片相结合，并循环灌流 100nm 的 MPs（浓度范围为 0-1 mg/ml）模拟人体口服摄

入。发现 1%的肠道蠕动对 MPs 保持 8%的转运率，同时转运后的 MPs 对肝细胞造

成氧化应激损伤。此外，随着肠道蠕动的增加（0%，1%，3%，5%），MPs 的转

运率下降，肝细胞的氧化应激和损伤程度相应下调。 

本文设计的肝分区芯片为体外研究肝脏分区功能以及氧浓度相关的机制提供

了良好的平台。该芯片有利于深入的疾病建模，提供可能的治疗靶点以及筛选临床

前阶段的潜在候选药物。 

关键词：肝分区芯片；生理氧梯度；肝脏分区；非酒精性脂肪肝病（NAFLD）；谷

丙转氨酶（ALT）传感器；微塑料（MPs）  
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II 

ABSTRACT 

The liver is the largest internal organ in the human body, possesses a complex 

microstructure and functionality, playing a crucial role in drug metabolism. Drug-induced liver 

injury (DILI) caused by various drugs is the main cause of late drug failure. Moreover, liver 

diseases stand as one of the leading causes of death worldwide, with numerous new cases 

emerging annually. While animal models have been used to understand human drug metabolism 

toxicity and disease progression prior to clinical trials, three-dimensional microphysiological 

systems (such as liver chip) can better recapitulate human liver physiological and pathological 

characteristics. Consequently, they more accurately predict human outcomes. The liver chip has 

found tremendous applications in drug screening, disease modeling, and regenerative medicine. 

However, liver chip still has shortcomings in replicating the actual physiological 

microenvironment currently designed, especially in constructing oxygen gradient environments. 

Oxygen gradients are particularly crucial for the formation of liver zonation and the exploration 

of heterogeneous liver function. 

Based on this premise, this thesis constructed a liver-zonation-on-a-chip with a 

physiological oxygen gradient. Compared to traditional methods, our chip employs the strategy 

of environmental oxygen convection, diffusion, and consumption, faithfully mimicking the 

hemodynamics of fenestrated hepatic sinusoids. A controlled physiological oxygen gradient 

(3.7%-8.9%) was established in vitro. HepaRG cells successfully evolved into three zones of 

the liver lobule, exhibiting each typical features (morphological features: cytoskeleton, height. 

functional features: protein synthesis, cell metabolism) through microscopic imaging and 

immunohistochemical analysis. Subsequently, the platform based on the liver partition chip was 

applied in two aspects: 

1. Intervention mechanisms for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) was explored. 

Free fatty acids (FFAs) were cyclically perfused on the device to induce and establish a NAFLD 

model. Lipid accumulation exhibits non-uniform changes over time, similar to clinical 

phenotypes. At the same time, oxygen gradients induce a stronger release of (alanine 

aminotransferase) ALT, compared to the traditional static model (20% oxygen content) by the 

biosensor within the chip. It was further found that as the oxygen gradient increased 

progressively within the chip (1.1%-4.9%, 3.7%-8.9%, 5.6%-12.3%, 8.9%-17.3%), a decrease 

in the expression of hypoxia-inducible factor-2α (hif-2α) was observed. This decelerated the 

release of β-catenin and attenuated the level of mitochondrial reactive oxygen species (ROS) 

stress, the corresponding secretion of cellular damage biomarkers ALT decreased.
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2. The transport, uptake, and damage of microplastics (MPs) was explored. Combined with a 

gut chip mimicking the intestinal peristalsis, and 100nm MPs (concentration range: 0-1 mg/ml) 

were circulated to simulate oral ingestion in the human body. The study found that 1% intestinal 

peristalsis maintained an 8% transport rate of MPs, while the transported MPs caused oxidative 

stress damage to hepatic cells. Additionally, as intestinal peristalsis increased (0%, 1%, 3%, 

5%), the transport rate of MPs decreased, while the oxidative stress and damage to hepatic cells 

correspondingly decreased. 

The liver-zonation-on-a-chip designed in this study provides a robust platform for in vitro 

investigation of liver zonation and oxygen concentration-related mechanisms. The chip 

facilitates in-depth disease modeling, offering potential therapeutic targets and screening of 

preclinical candidate drugs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Liver-zonation-on-a-chip, Physiological oxygen gradient, Liver zonation, Non-
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Microplastics (MPs) 

 



齐鲁工业大学硕士学位论文（专业学位） 

1 

第 1 章 绪论 

1.1 肝脏结构与体外模型 

1.1.1 肝脏的生理结构 

肝脏是人体最大的内脏器官，主要负责胆汁的合成和分泌、内源性和外源性质的解

毒、血浆蛋白的合成和排泄、尿素合成以及葡萄糖、铁和维生素的储存[1][2]。肝脏的基本

结构功能单位是肝小叶，每个肝小叶整体呈正六边形结构（图 1.1）。由肝动脉、门静脉

和胆管组成的三联体位于六边形的顶端，中央静脉处于中心，肝细胞围绕中央静脉呈放

射状分布[3]。肝细胞排列成的一层凹凸不平的板状结构称为肝板，相邻肝板间的空隙称

为肝血窦。这是一种由肝窦内皮细胞（LSEC）组成的特殊毛细血管，平均直径为 10 μm，

长度为 275 μm[4]。LSEC 层包含许多称为开窗的开放孔[5]，直径在 100 到 1000 纳米之

间，类似于血液传播的筛子[6]。血窦内皮与肝板之间的间隙称为窦间隙，窦间隙是一种

薄的、1.4μm 宽的网状基底膜，由纤维连接蛋白、层粘连蛋白、IV 型胶原和 I 型胶原组

成[7]。肝血窦周围的肝细胞将大量微绒毛延伸到窦间隙空间，与血液直接接触，增加了

肝细胞与运输物质的有效表面，促进了肝功能的运行。 

 

图 1.1 肝小叶以及肝窦结构示意图 

1.1.2 肝脏的细胞组成 

肝脏细胞主要由实质细胞和非实质细胞组成，其中肝实质细胞是肝脏行使其功能的

主要细胞，约占肝脏细胞的 60%[1]；肝非实质细胞是指不具有肝脏特有功能的细胞，在

维持组织结构、调节肝脏代谢和毒性刺激的反应等方面发挥着重要作用。主要包括 LSEC、

库弗细胞（KC）、肝星状细胞（HSC）以及淋巴细胞等。它们存在于肝血窦内，受到周

边的血流剪切应力等微环境的影响，并且具有极其复杂的细胞-细胞相互作用。 
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1.1.3 肝脏体外模型的发展进程 

在传统的二维（2D）培养中，分离的原代肝细胞通常被培养在培养皿中，很容易失

去其分化结构和肝脏特异性功能[8][9]。使用基质胶包覆的三维（3D）培养方式，可以使

肝细胞显示出更强的肝功能，并保持其分化特征的时间更长[10]。然而不管是 2D 还是 3D

体外模型，它们通常为静态培养，无法重现复杂的肝组织微环境，并且难以在体外维持

较长时间的细胞活力（不超过 2-3 天）[11][12]。在过去的十年里，更先进的体外微流控平

台已经被开发出来（图 1.2）。它们主要分为三种类型，分别是填充床设计[13]、中空纤维

设计[14]和平板设计[15]。通过控制细胞-细胞和细胞-基质相互作用、剪应力和代谢产物等

参数来概括细胞微环境[16-18]，同时用于研究药物代谢和干细胞分化等复杂的生物过程。

肝脏的体外模型构建依托这一平台得到了极大的发展[19]，例如在类似活体的微环境下模

拟肝脏生理，还原天然肝脏的复杂微尺度结构，以及提供一个快速、简单和高通量的过

程[20–22]。这种将肝细胞和微流控平台结合的 3D 动态模型，称为“肝器官芯片”。 

理想的肝芯片是一个高通量系统，旨在体外重建肝脏动态物理化学微环境和特异性

功能[23][24]。目前的肝芯片在仿生方面的设计可以分为几种类型：一是在芯片微结构上尽

量还原人体肝脏及组织的生理结构。例如在体外对肝脏的重要功能单位肝窦、肝小叶的

模拟[25]，通过设计不同的结构形状和通道尺寸在体外成比例的复刻肝脏结构；二是在细

胞培养中加入多种类型的细胞来还原体内复杂的细胞构成，如在芯片中将 LSEC，KC，

HSC 以及淋巴细胞等非实质细胞与肝细胞共培养[26]，用于探究细胞-细胞和细胞-基质相

互作用；三是在生理参数方面进行不同的模拟调节，如流体流动带来的剪切力、机械刺

激和氧气浓度等，来模拟体内真实的生理微环境。 

 

图 1.2 体外肝组织培养平台示意图 

1.2 肝器官芯片的仿生研究现状 

1.2.1 肝脏结构模拟：肝窦与肝小叶 

肝窦是肝脏内重要的功能单位，由高度极化的微血管内皮细胞组成，其上有很多窗
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口，是肝细胞同血管交换物质的主要通道。肝窦在脂质代谢、凝血、细胞生长分化、免

疫和炎症反应中发挥重要作用，在体外还原肝窦的微结构对肝脏模型的研究至关重要。

早在 2007 年，Lee 等人就创建了一种受生物启发的人工肝窦，堪称首批先进的肝脏微流

控模型之一[25]（图 1.3a）。该模型使用软光刻的方法进行构建，并培养了原代大鼠和人

肝细胞。模型包括一个用于注入细胞的细胞室，一条用于流动培养基、营养物质和药物

的流动通道。两者之间通过微柱间隙进行连接，该间隙可以防止培养基直接流向肝细胞，

并允许营养物质和氧气通过扩散转移。但该模型只是在体外模拟了肝窦内皮屏障结构和

流动物质的扩散，无法还原更复杂的肝脏微结构，比如窦间隙、氧气浓度、与非实质细

胞的相互作用等。针对于此，Knut 等人整合了由人脐静脉内皮细胞（HUVECs）、巨噬

细胞、星状细胞（LX-2）和肝细胞（HepaRG）共同培养的肝窦模型[27]（图 1.3b）。该芯

片具有类似于人类肝窦的形态特征，并以悬浮的、可自由灌流的膜作为细胞培养基质[28]，

来模拟窦间隙空间。同时在灌流通道的入口和出口处植入了氧传感器，以便在线测量细

胞耗氧量。他们的研究表明，肝细胞在这种类似于人体肝窦的生理环境下表现出明显的

分化和结构重组，并能在体外实现与原代人肝组织非常相似的极化，且功能稳定，并持

续最少 4 天。 

除去对于肝窦这种小型特定功能单元的复制，肝小叶作为肝脏的主要构件，存在大

量的动态物理化学信号和微环境结构。为了更好地了解细胞和组织的结构特征和相互作

用，对于肝小叶的体外模拟也尤为重要。Ho 等人基于经典的肝小叶基本形态，使用双

电泳法设计了用于细胞构型的星状电极阵列，在芯片上重建了代表肝小叶的伪六角模型

[3]（图 1.3d）。在该模型中，HepG2 细胞和 HUVECs 细胞被电场有序引导、诱捕和排列，

形成类肝小叶模式。同时细胞保持了 95%的存活率，并且 CYP450 酶活性相较于单独培

养的 HepG2 细胞提高了 80%。另一种设计是 Ban 等人建立的超大规模肝小叶芯片（图

1.3c），该模型是一个由肝小叶状的六角形组织培养室组成的综合网络，用于培养 HepG2

细胞和 hiPSC 来源的肝细胞[29]。芯片的每个腔室都有一个模拟肝小叶中央静脉的中心出

口，并且在培养室和通道之间构建了隔离室壁来保护细胞免受对流的剪切力的影响，同

时以扩散的形式传输营养物质。该模型在生理尺度上模拟了肝小叶、肝窦和门静脉结构，

并观察到稳定的白蛋白分泌、尿素合成以及胆小管网络的形成。未来该平台可更好的应

用于共培养和药物诱导的肝毒性研究。 
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图 1.3 仿生肝窦和肝小叶器官芯片 

1.2.2 肝脏细胞模拟：多细胞共培养 

体外对于肝窦和肝小叶模型的构建灵感来自于它们在体内的形态结构，虽然这两种

模型能够模拟内皮层的扩散通道，保护肝细胞免受流体的直接剪切应力，但是这些非生

物内皮样屏障不能重现体内的细胞间相互作用。根据肝脏生理学，非实质细胞群在支持

肝细胞功能和干扰炎症等方面起着重要作用[30]，例如库弗细胞能够清除衰老的红细胞、

细菌以及各种内源性毒素[31]，星状细胞可以储存维生素 A 并控制血窦灌注[32]，肝窦内

皮细胞通过分泌细胞生长因子（HGF）和白细胞介素-6 在保护肝细胞免受毒性损伤方面

起着重要作用[33]。 

体内器官的复杂性很难在体外模拟，在体外操纵细胞间的相互作用更是一个很大的

挑战[34][35]。Steven 等人建立了一种简易的微流控双层装置，该装置可以在静态培养基中

以简单的单一培养形式维持原代人类的肝细胞表型[36]。在实验中他们引入了原代人肝细

胞和人肝窦内皮细胞，经过一段时间的共同培养之后，肝细胞呈现立方结构，并形成胆

汁网络，表明肝细胞可以维持良好的功能。该设备结构较为灵活，可以引入其他类型的

非实质细胞以实现共培养效果，是体外探究细胞-细胞相互作用的初步模型。但该模型缺

少动态的生理环境，无法在体外对肝脏微环境很好的模拟。 
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在 Prodanov 等人的一项研究中，原代人肝细胞与内皮细胞（EA.hy926）、星状细胞

（LX-2）和库弗细胞（U937）共同培养在微流控芯片中[37]。该芯片由两个微流体室组

成，并用多孔膜隔开。芯片内的细胞按照人体内的肝脏微环境进行接种，其中内皮细胞

和库弗细胞接种在膜上方，星状细胞与胶原溶液混合置于膜下方来模拟窦间隙，肝细胞

接种于下层底部。在培养过程中，多孔膜来模拟肝窦的开窗结构以保护肝细胞避免直接

受到介质流的影响，同时对培养液和氧气进行扩散，类似于活体肝窦。经过证实，重组

肝窦微结构的体外模型可以成功地维持细胞活性 28 天。此外，与静态培养相比，流动

培养下的白蛋白合成和尿素代谢更高，但 CYP450 的表达无太大变化。而 Du 等人设计

的芯片也采用了类似的上下层结构和四细胞共培养的方式[26]，与之前不同的是，他们通

过流体力学数值模拟和颗粒跟踪可视化实验，对肝芯片内的流场进行了定量分析。探究

了存在细胞-细胞相互作用的前提下介质流产生的剪切力对细胞造成的影响（图 1.4a）。

结果除了发现较静态培养时的白蛋白和尿素分泌增多外，还发现剪切流单独促进了生长

因子的产生和 CYP450 的代谢。 

最近 Deng 等人建立了一种更为复杂的基于 PDMS 多孔膜夹层的灌注系统[38]。该系

统由上中下三个微流体室构成，按生理分布的顺序排列种植了四种人源细胞（HepG2、

LX2、EAhy926 和 U937 细胞），同时引入人工肝血流和胆汁流来模拟肝窦复杂的介质流

环境（图 1.4b）。测定了对乙酰氨基酚的肝毒性，并计算了使用辅助药物时对乙酰氨基

酚的肝毒性变化。结果证实该装置保持了良好的合成和分泌功能，以及细胞色素 P450 酶

的活性。同时获得了比原代肝细胞平板模型更准确的肝毒性检测。 

 

图 1.4 多细胞共培养器官芯片结构示意图 
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1.2.3 肝脏物理化学参数模拟：氧气和剪切应力 

除了探究组织结构和细胞-细胞之间的相互作用外，各项动态生理参数对于体外肝

细胞模型的构建也至关重要。例如，氧是肝脏微环境的重要组成部分，对细胞代谢、分

化和生长起着重要作用[15][39]。在体内，肝脏除了门静脉循环供氧外，还与高氧动脉循环

相连，以保持充足的氧气供应[40]。此外，沿着肝窦从门静脉到中央静脉这段区域存在着

氧气浓度梯度[41]，肝细胞的基因表达和新陈代谢会受到不同氧气梯度的影响，这也是肝

功能分区的原因之一。 

现有的体外静态培养通过空气-液面的扩散获得氧气，而动态培养则是从灌注的介

质流中获取氧气来源。Kang 等人建立了一种可以产生一系列氧浓度的体外微流控平台

[42][43]（图 1.5a）。该平台能够在单个连续的微组织上主动产生一系列的氧气浓度，范围

从常氧到严重缺氧。他们将原代大鼠肝细胞暴露在 0.3%-6.9%的氧气梯度中。结果发现，

随着缺氧程度的增加，肝细胞活力下降约 80%。证实了当暴露在不同氧气梯度中时，肝

细胞会产生不同的代谢和遗传反应。这种氧梯度芯片平台可以进一步扩展到肿瘤等其他

缺氧组织的研究，以及处于有限氧气条件下的药物毒性和疗效的研究。tonon 等人设计

了一种用于产生稳定氧梯度的微流控装置，该装置由玻璃和聚二甲基硅氧烷（PDMS）

制成，并用钌化合物溶液的荧光来探测氧气的空间浓度[41]。通过对人类胚胎干细胞

（HESCs）分化为肝细胞过程的模拟，在体外重建了功能性的肝代谢分区，这与在人体

内肝小叶的结果一致（图 1.5b）。 

除了氧气的影响之外，剪切应力也是体外设计灌注类肝芯片必须要考虑的生理参数。

芯片通道中剪切应力是由流体的粘性产生的，它的变化与介质流的流速和介质粘度存在

密切关系。根据 Tilles 等人的研究，当细胞暴露的剪切应力超过 5 dyn/cm2（0.5 Pa）时，

肝细胞功能将显著降低[15]。而 Tanaka 等人[44]的实验结果也表明低剪切应力的流动条件

会产生更高的白蛋白合成速率。这就产生了一些问题，为了避免产生较大的剪切应力以

损伤细胞，需要相对较低的灌注率，然而较低的灌注率培养基的携氧能力又相对较低，

无法满足细胞的氧气供应。因此对于介质流的剪切力与氧含量的平衡尤为重要。现有解

决办法一般是选取较小的介质流，采用增加芯片氧气浓度[45]或者限制肝细胞密度[46]以保

证氧气的充足供应。除此之外，也可以在芯片设计中加入多孔膜或扩散通道以隔绝介质

流来保护细胞免受剪切力的影响[47]。 
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图 1.5 肝器官芯片内氧梯度的构建以及细胞生长状态 

1.3 肝器官芯片的应用 

肝脏是人体代谢的主要场所，在药物代谢中起着重要作用（图 1.6）。迄今为止，肝

器官芯片已广泛用于药物筛选和药物研究中的毒性试验。Kostadinova 等人建立了体外

3D 肝脏培养系统来预测肝毒性，将原代肝实质细胞和非实质细胞接种在 3D 支架上，并

对其进行了表征[48]。培养系统保持细胞色素 P450 的活性，形成胆小管样结构，并对炎

症刺激做出反应。他们发现与单层肝细胞培养相比，3D 共培养模型能更好地检测体内

药物诱导的毒性，包括物种特异性的药物反应。此外，一些药物仅在慢性暴露时才显示

出临界毒性水平，为了评估药物对肝脏的慢性影响，体外肝芯片模型要具有长期培养的

能力。Messner 等人设计了一种由原代人肝细胞和非实质细胞组成的 3D 肝脏模型，并

将其用于长期测试炎症介导的肝毒性[49]。该模型可以让肝微组织保持稳定的活性和功能

长达 5 周，实现了对药物慢性效应的评估。Vernetti 等人建立了著名的 SQL-SAL 系统，

该系统在连续介质灌流下维持细胞活性长达 28 天。细胞表现出稳定的代谢活动，对各

种有毒化合物有较强的反应性[50]。通过此系统，证实了急性和慢性肝损伤以及纤维化损

伤的早期迹象。这种新一代的毒性测试系统预计将改善对人类风险和药物疗效的预测，

有望减少并最终取代动物试验。 

肝脏疾病是导致患者死亡的首要原因之一，并且在环境因素的影响下成为一个越来

越严重的问题，迫切需要开发先进的临床前模型来研究肝脏疾病的机制[51]。比较典型的

肝脏疾病是非酒精性脂肪性肝病（NAFLD），它是全世界最常见的慢性肝病，在发达国

家发病率尤其高[52]。从单纯性脂肪变性可发展为非酒精性脂肪性肝炎，肝硬化，最终导

致肝细胞癌（HCC）。HCC 是全球三大死亡原因之一，因此需要将 NAFLD 作为潜在风
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险因素进行早期诊断[53]。针对此情况，Manuele 等人建立了 3D 微流控的 NAFLD 模型

[54]，将棕榈酸和油酸作为游离脂肪酸引入肝脏芯片中，评估由于 FFA 过载而导致的细

胞内脂质积累、细胞毒性和氧化应激。与 2D 静态培养相比，该芯片能够在微流控动态

培养中逐渐降低细胞内脂质积累，提高肝细胞存活率，并将氧化应激反应降至最低，从

而更接近于体内观察到的慢性脂肪变性。该芯片为研究 NAFLD 的发病机制提供了一个

更可靠的平台。此外，酒精性肝病（ALDS）[55]、乙型肝炎病毒（HBV）[56]以及 HCC[57]

等疾病模型已经陆续创建出来，这些模型对于研究肝病进展、促进药物发现和进行毒性

测试具有很大的价值。 

 

图 1.6 肝器官芯片的应用 

1.4 基于肝器官芯片的多器官芯片 

人体内器官相互作用的典型例子之一是首次新陈代谢[58]。药物在肠道和肝脏经历了

复杂的吸收和新陈代谢过程，其中输运和反应在各个位置同时发生。但在目前单一细胞

培养的体外模型中，难以将首过代谢进行模拟复制。为了解决这个问题，Midwoud 等人

开发了一种基于微流体的系统，用于新陈代谢研究[59]。该系统可以在具有连续介质流动

的两个腔室中顺序地灌流肠道和肝脏组织切片。结果证实在该系统中，肠道和肝脏切片

的活体代谢率分别保持了至少 8 小时和 24 小时，表达了它在肠道和肝脏切片孵育的代

谢研究中的适用性。而 chen 等人设计了一种用于复制首过代谢的新型肠-肝芯片[60]。芯

片由肠上皮细胞（Caco-2）和肝癌细胞（HepG2）两个相邻的独立层组成。药物从肠腔

进入肝腔，以重现吸收和代谢的过程。在共培养时，注意到两种细胞类型的生理功能变

化。两种细胞的细胞色素 P450 代谢活性均显著增强，Caco-2 细胞的吸收特性也随着流
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量的存在而改变。两种类型细胞行为的显著改变证实了发展多器官共培养系统的必要性。

后续他们成功模拟了脂肪酸通过肠层吸收，随后在肝细胞内沉积的过程[61]。 

Wen 等人开发了一个新的流体平台，可以互连多个微生理系统，允许在多种生理系

统中进行药代动力学研究[62] （图 1.7a）。通过对肠-肝细胞共培养的研究，他们发现器官

之间的沟通可以促进肝脏代谢的上调。此外，他们研究了正常和炎症环境下的肠-肝组织

相互作用[63]。发现肠-肝相互作用中的炎症反应会加剧组织特异性功能的负面影响，证

实了多组织平台对理解复杂的病理生理过程的帮助。Bricks 等人使用另一种生物学模型

来模拟肠道和肝脏之间的相互作用[64]。他们对肠道细胞（Caco-2 TC7）和肝脏细胞

（HepG2 C3A）动态共培养，并用生物反应器跟踪非那西丁的代谢情况。结果发现其可

以通过 Caco-2 TC7 细胞的转运，被 HepG2 C3A 细胞的 CYP1A2 酶代谢成扑热息痛。与

在静态培养皿中的共培养模型相比，他们提出的生物反应器表现出更高的代谢性能。除

此之外，肠-肝关系的其他模型也已经开发出来，用于探究纳米颗粒造成的损伤 [65]和

PM2.5 的毒性效应[66]（图 1.7b）等等。这些方法集成了多细胞组织结构和定量机制建模，

在临床前药物开发中具有强大的作用。 

 

图 1.7 肠-肝多器官芯片结构示意图 

1.5 挑战和未来方向 

虽然在肝器官芯片体外模拟方面已经开展了大量的工作，但该领域仍面临着许多挑

战。必须投入资源设计和开发来克服这些挑战，以提高这些设备在工业和临床环境中的

实用性和实施效果。 

目前 PDMS 是器官芯片应用最广泛的材料，因为它提供了一种生物惰性，且价格低

廉，透明性好[67]。然而，这种聚合物显示出一些关键的缺点，例如它倾向于吸附疏水性

小分子[68]，导致亲脂化合物吸附到器件的壁上[69]。并且一些与细胞一起孵育的药物或荧

光标记可以扩散到 PDMS 设备中，降低了溶液中溶质分子浓度的再现性[70]。因此，用一
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些替代聚合物（如聚氨酯、苯乙烯嵌段共聚物[71]）或基于 ECM 材料[72]的表面改性可以

解决这些缺点。在细胞选择方面，许多研究选用了永生化细胞系，但已证明其与体内发

现的人类细胞生物学相关性较差[73]。将患者特定的肝脏器官、球体或 IPSCs 和局部免疫

细胞整合到肝脏芯片中，有助于创建更贴近在体微环境的平台。然而，这些细胞在操作

难度上较为复杂，且成本昂贵。 

此外，肝脏和肠道的体外多器官模型也存在着许多问题。例如，肠上皮和肝实质细

胞的生长速率不同，在进行生物缩放时要考虑其缩放比例，并且对于不同的通道结构还

应控制不同的流速以适应细胞生长环境[74]。此外，每个组织都需要配备与该组织相关的

特定营养素和生长因子[75]，因此提供这种通用细胞培养基也是一个关键挑战。目前关于

肝器官芯片的大部分工作都是在学术实验室进行的。设备之间存在巨大差异，模型的结

果和数据也因实验室而异，缺乏标准化的通用设计和规则，并且制造和实验实施的成本

相对昂贵，不利于器官芯片的广泛使用。同时，在几乎所有的芯片模型都使用各种泵来

进行液体灌流，这也大大增加了装置的体积，并限制了其并行能力（低吞吐量）。 

1.6 课题研究意义与主要内容 

器官芯片微生理系统（MPS）已经成为一个强大的平台，可以模拟特定的人体组织、

器官，甚至多个器官的相互作用。它被广泛用于体外临床前研究、药物开发以及环境毒

理学[76–78]。由于肝脏在代谢、特异性疾病和药物毒性中的核心作用，肝脏 MPS 的发展

引起了特别的关注，特别是肝小叶[79,80]。肝小叶是肝脏的基本结构和功能单位，血液从

门静脉通过窦状毛细血管网络流入中央静脉。在这个过程中，血液中的氧气通过扩散和

交换逐渐被消耗，形成氧气梯度[81]。这种氧气梯度与形态发生场共同形成了一个高度可

变的微环境。随着这种空间变异性，关键的肝功能在小叶之间表达不均匀，这种现象被

称为分区[81][82]。体外施加合适的氧梯度对于构建肝分区模型，以及理解肝脏细胞异质性

功能、疾病表型和毒性损伤方面尤为重要。 

微系统内常见的氧梯度构建方式有很多，例如药物抑制、化学反应和气体灌注等。

其中，通过细胞呼吸耗氧的方式凭借较高的时空精确度是一个不错的解决方案。轴向的

氧气梯度沿着流体流动方向产生[83]。然而，这种方法易于忽略细胞原位产生的标志物对

细胞间通讯的影响（例如蛋白表达、细胞因子释放），因为流体的快速流动使得细胞不能

维持恒定的环境。流体产生剪切应力也会进一步影响细胞的功能（例如白蛋白合成、

CYP450 活性等）。目前的微系统无法很好地构建出肝分区所需的氧浓度梯度，导致其结

构和功能与实际肝脏存在很大差异。因此，本文将围绕基于环境氧对流扩散模型的肝分

区芯片研制及应用展开研究，主要研究内容如下： 

（1）具有生理氧浓度梯度的肝分区芯片构建。首先介绍肝分区芯片的设计灵感、原

理以及加工方案，以及整个灌流系统的搭建。随后通过环境氧对流扩散的数值模型，在
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肝分区芯片内构建贴近人体肝小叶的氧浓度梯度环境，并对该氧梯度环境下对应的流体

剪切应力和营养物质扩散情况进行分析。最后在芯片内培养肝实质细胞，研究细胞在生

理氧浓度梯度下的生长状态，包括肝分区形貌的还原情况以及异质性功能的实现。 

（2）基于肝分区芯片的非酒精性脂肪肝病（NAFLD）建模以及干预机制探究。首

先，探究构建 NAFLD 所需的合适游离脂肪酸（FFAs）浓度和诱导时间。观察在生理氧

梯度环境下，细胞在疾病状态下的形貌改变和功能影响。随后，在芯片中集成谷丙转氨

酶（ALT）传感器动态监测 NAFLD 诱导的细胞损伤。在氧浓度梯度区间改变的情况下，

通过关键蛋白的表达，探究氧浓度梯度对于 NAFLD 的干预机制。 

（3）与肠器官芯片结合制备肠-肝多器官芯片，探究微塑料（MPs）的转运、吸收

和损伤。首先，介绍仿生肠-肝器官芯片的设计和制备。通过有限元分析确定构建生理剪

切应力所需的灌流速度。通过施加循环气压形成拉伸应变，模拟生理肠道蠕动。随后在

培养液中添加 100nm 的 MPs，探究其在肠道中的转运和肝脏中的损伤。最后，通过改变

拉伸应变探究肠道蠕动对于 MPs 转运的潜在影响。
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第 2 章 肝分区芯片的设计制备及仿真分析 

2.1 引言 

肝脏分区是由于血液流动过程中细胞呼吸对氧气的消耗引起的。这导致沿径向氧气

浓度逐渐降低，形成氧气浓度梯度[84]。然而，氧浓度梯度对细胞功能和细胞间通讯的直

接影响，目前还知之甚少。体外研究对于阐明细胞微环境中氧气和其他物理参量对分子、

细胞和组织表型的影响至关重要，因为它良好的可控性。传统的体外调节氧气张力方法

主要包括使用低氧舱或工作站，将培养的细胞暴露在均匀的缺氧水平下。体外研究表明，

在不同的缺氧持续时间范围内，均匀的缺氧对肝细胞产生不同的影响。例如，持续 10 小

时的缺氧导致白蛋白合成功能下降至 27%[85]。当缺氧时间延长至 18 小时，脂肪酸 β 氧

化受损，同时脂质储存能力增加[86]。在 24 至 72 小时后，缺氧也会耗尽谷胱甘肽(GSH)

储存，导致线粒体内的活性氧(ROS)升高，最终引发细胞凋亡[87]。然而，由传统器件构

建的均匀缺氧微环境，HepaRG 细胞在 48 小时范围内 CYP4A3 的表达明显下调[88]，这

与体内研究的结果不一致[89,90]。 

传统的均匀低氧工具无法再现肝小叶特有的空间非均匀氧气特征，因此无法揭示氧

梯度对于细胞的影响。微工程技术，包括肝器官芯片和生物传感器，已广泛应用于构建

体外系统，深入研究缺氧梯度下的肝小叶脂肪变性和损伤[91–93]。其中一个模型通过使用

不同浓度的 FCCP(carbonyl cyanide p-trifluoromethoxy-phenylhydrazone)解偶联线粒体氧

化磷酸化，模拟了缺氧梯度[94]。但这是通过药物而非物理上的氧气张力来生成的，难以

对缺氧进行量化。肝器官芯片模型通过灌注气体混合物在物理层面上实现了氧气梯度的

重建。不同比例的氧气和氮气通过被动扩散的方式在芯片中形成缺氧梯度[41]。然而，该

方法未考虑细胞自身耗氧，并且与生理上氧浓度梯度(3.9%-8.5%)[95]不匹配，且在时空控

制上存在较低的精确度。类似地，通过在培养液中灌注不同比例的亚硫酸盐也可以构建

氧气梯度[96]。亚硫酸盐在水中发生还原反应，将氧气还原成水，降低水中的溶解氧以构

建缺氧环境。但是亚硫酸盐可以诱导肝细胞中的氧化应激反应，导致肝细胞中 ROS 的

形成和脂质过氧化[97]。因此，在理解氧气依赖性的肝分区功能和细胞通信方面受到技术

限制。这些限制包括如何构建一个集成系统，并在其中实现缺氧的定量化和精确控制氧

梯度的范围。 

本章节中设计了一种具有生理氧浓度梯度的肝分区芯片，用于克服这些局限性。它

具有两个关键特征：(I) 芯片仿生了肝窦窗孔渗透效应导致的血液流动特征，它的双层

几何结构贴近在体肝小叶六边形。(II) 基于环境氧对流扩散的数值模型，调整溶解氧的

扩散速率，结合细胞有氧呼吸速率，形成培养环境中可控而稳定的氧气梯度。这些特征
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既能保证流场穿过多孔膜在下层产生氧浓度梯度，又能使剪切应力敏感的肝细胞免受流

动摩擦。 

2.2 实验部分 

2.2.1 制备肝分区芯片的实验材料和设备 

制备肝分区芯片所使用的材料和设备如下表所示： 

表 2.1 制备肝分区芯片所使用的实验材料 

材料名称 生产厂家 型号 

聚二甲基硅氧烷（PDMS） 美国道康宁 184 

聚偏二氯乙烯（PVDC） 日本旭包鲜 - 

聚碳酸酯滤膜（PCTE） 北京赛福莱博科技有限公司 47-0.2-10 

无水乙醇 烟台远东精细化工 64-17-5 

单分散荧光微球 上海阿拉丁 M122073 

三（4,7-二苯基-1,10-菲罗

啉）二氯化钌（II）配合物 
上海麦克林 T819411 

葡萄糖溶液 上海麦克林 G766696 

葡萄糖氧化酶 上海麦克林 G810485 

表 2.2 制备肝分区芯片的实验设备 

实验设备名称 生产厂家 型号 

氧等离子清洗机 郑州成越科技 CY-P2L-B 

细胞培养箱 山东博科生物 QP-160 

生物安全柜 山东博科生物 BSC-1100ⅡA2-x 

恒温干燥箱 绍兴易诚仪器 101-00B 

倒置显微镜 日本尼康 TS2R 

共聚焦免疫荧光显微镜 德国蔡司 LSM880 

扫描电子显微镜 

高速相机 

日本日立 

合肥中科君达 

Regulus8220 

Revealer G270 

注射泵 保定迪创电子 LSP-02-1B 

蠕动泵 保定迪创电子 BT100LC/DG6 

立式蒸汽灭菌器 江苏登冠医疗 DGL-35B 
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2.2.2 肝分区芯片的制造 

肝分区芯片由聚二甲基硅氧烷（PDMS）制造。该芯片由四部分组成：带有微通道

的顶部（宽 1.0mm×高 0.5mm×6 条），带有六边形培养腔的底部（边长 6mm×高 0.5mm），

中间多孔膜（厚 10 μm; 孔径 1 μm）和包覆的聚偏二氯乙烯（PVDC）薄膜（厚 12 μm）。

多孔膜将顶部和底部分开，在构建组织界面方面发挥作用。PVDC 薄膜用于隔绝外部氧

气环境，以便构建氧气梯度[102]。首先，将 PDMS 的基础弹性体和固化剂以 10：1 的重

量比混合。脱气 30 分钟后，将 PDMS 以微通道图案倒入模具中。在 70 °C 固化 4 h 后制

成带有微通道的顶部和底部。在顶部打孔以便输送细胞培养基。然后，将顶部、多孔膜

和底部通过氧等离子体键合 120 s，贴合后涂敷两层 PVDC 薄膜。最后，使用不锈钢细

管（内径 0.8 mm;外径 1.0 mm）将芯片中的微通道与硅胶毛细管（内径 1.0 mm;外径 1.5 

mm）连接起来（图 2.1）。使用高精度蠕动泵和注射泵控制流动。 

 

图 2.1 肝分区芯片的制作流程图 

2.2.3 肝分区芯片内的流体流动计算模拟 

将该芯片结构的三维（3D）文件导入 COMSOL（Multiphysics 5.5，试用版）中，随

后在培养层上构建 20 μm 高度的六棱柱模拟 HepaRG 单层。使用“多孔介质的层流”模

块进行模拟。灌流层和培养层都设置为流体域，芯片材料使用 PDMS。选择牛顿不可压

缩层流，无滑移沟道壁的边界条件。装置出口压力设为 0 Pa。“精细”的物理控制网格。 

使用多孔介质对多孔膜进行建模。从下面的公式（2.1）获得孔隙率𝜀 [26]:  

𝜀 =
𝜋𝑑2𝜌

4
(2.1) 

𝑑是孔径，𝜌是孔密度，渗透率𝛼可以由以下公式求出（2.2）: 

𝛼 =
𝐷𝑝

2

150

𝜀3

(1 − 𝜀)2
(2.2) 

𝐷𝑝是多孔膜的平均孔径。Navier-Stokes 方程 （2.3） 用于模拟层流条件下的流体行为： 

𝜌 (
𝛿𝑢

𝛿𝑡
 + 𝑢∇𝑢) = −∇𝑝 + 𝜂∇2𝑢 + 𝑓 (2.3) 

𝑢是流速，𝑝是压力，𝜌和𝜂分别为 37 °C 下流体的密度（0.9933 g cm−3）与动态粘度（0.692 

× 10-3 Pa S）。 
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2.2.4 肝分区芯片内的物质扩散（氧气、葡萄糖）计算模拟 

对于 3D 稳态氧分布和葡萄糖的扩散，我们使用“层流和稀物质传递耦合”模块在

与时间相关的条件下进行模拟。在肝分区芯片中，氧气的唯一来源是培养基的流入。其

中假设细胞层的氧气消耗量遵循 Michaelis-Menten 动力学（2.4），根据实验测定芯片中

HepaRG 的平均种植数量，结合文献设置肝细胞的耗氧量（OCR）[30]。Michaelis-Menten

方程如下:  

𝑅𝑂2 =
𝑉𝑚𝑎𝑥𝐶𝑂2
𝐾𝑚 + 𝐶𝑂2

𝜌𝑐𝑒𝑙𝑙 (2.4) 

𝑉𝑚𝑎𝑥 和 𝐾𝑚 参考表 2.3 中列出的仿真参数，𝜌𝑐𝑒𝑙𝑙 是细胞密度。通过添加透氧系数来模

拟在芯片外部涂覆 PVDC 膜的效果。在 37°C 和 18.2%的环境含氧量下的细胞培养箱中

进行模拟。假设扩散受到标准稳态对流-扩散方程控制（2.5）  

(
𝜕𝑐

𝜕𝑡
= 0): 

∇. (−𝐷∇𝑐) = 𝑅 − ∇. (𝑢𝑐) (2.5) 

其中，𝑐是物质浓度（mol/m3）；𝐷是扩散系数（m2/s）；𝑅是反应速率（mol/m3/s）；𝑢是速

度（m/s）。流体流动和物质扩散模拟所用的详细参数如下表所示，其中多孔膜的孔隙率、

渗透率根据所购买产品的实际孔径和孔密度计算得出，葡萄糖的初始浓度根据产品说明

得出，其余均为文献引用： 

表 2.3 肝分区芯片的内部仿真参数 

参数 介绍 数值 单位 来源 

Vmax 肝细胞耗氧量 6 
nmol/min/ 

106 cells 
文献[30] 

Km 米切利斯常数（耗氧量） 3.5 mmHg 文献[30] 

Dm 氧气在培养基中的扩散系数 3×10-9 m2/s 文献[98] 

PPDMS 氧气在 PDMS 中的渗透系数 5.8×10-10 
cm3(STP)·cm/ 

cm2·s·Pa 
文献[99] 

CO2 培养基中的饱和氧气含量 18 % 文献[100] 

PPVDC 氧气在 PVDC 中的渗透系数 1×10-16 
cm3(STP)·cm/ 

cm2·s·Pa 
文献[101] 

𝜀 多孔膜的孔隙率 0.157 N/A 计算得出 
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续表 2.3 肝分区芯片的内部仿真参数 

𝛼 多孔膜的渗透率 3.6×10-13 cm2 计算得出 

Cglu 葡萄糖初始浓度 5.5 mol/m3 产品说明 

Dglu 葡萄糖在培养基中的扩散系数 9×10-10 m2/s 文献[29] 

2.2.5 肝分区芯片内的氧梯度验证 

使用三（4,7-二苯基-1,10-菲罗啉）二氯化钌（II）配合物（Ru（ddp））验证培养层

的氧气分布。使用 5ml DMEM 细胞培养基配置 100mM Ru（ddp）溶液。随后置于培养

箱中，在芯片中以 60 μL/h 的流速循环灌流 2h。Ru（ddp）溶液的荧光在氧气存在下被

淬灭。使用共聚焦免疫荧光显微镜拍摄培养层荧光分布，通过求解 Stern-Volmer 方程

（2.6），以确定氧气在培养层的百分比分布[41]： 

𝐼0
𝐼
− 1 = 𝐾𝑞[𝑄] (2.6) 

式中，𝐼0是 Ru（ddp）探针在贫氧（0%）和待测氧中的荧光强度，𝐾𝑞是氧气分子与荧光

染料发生猝灭反应的速率，[𝑄]是待测溶液中氧的浓度。荧光强度与氧浓度校准是通过 0%

和 18%氧含量的培养基进行的。其中 0%氧含量的培养基是通过添加 5 U /mL 葡萄糖氧

化酶生成的。 

2.2.6 肝分区芯片内的粒子图像测速 

为了探究芯片中实际的流场情况，与仿真实验相互验证，使用带有绿色荧光标记

（488/518）的聚苯乙烯微球（直径 1 μm）测量流速。用超纯水将微球稀释至 1×106 /ml

的浓度，向培养层注入 50 μL 荧光颗粒溶液后堵住进出口。随后使用注射泵将溶液以 60 

μL/h（3.7%-8.9%氧梯度）的速度持续注入灌流通道。在此过程中使用高速相机对芯片内

的荧光颗粒进行拍摄 （1000fps, 10x），并导入配套的软件逐帧分析计算荧光颗粒的流场

分布。根据流体力学牛顿内摩擦定律得到的公式（2.7），对细胞受到的流体剪切应力进

行计算。 

𝜏 =
6𝜇𝑄

𝐻2𝑊
(2.7) 

其中𝜏是流体剪切应力（dyne/cm2），𝜇是动态粘度（g/cm·s），𝑄为灌注流量（cm3/s），𝑊

是通道宽（cm），ℎ为通道的高度（cm）。 

2.2.7 肝分区芯片内的养分扩散实验 

为了探究实际的营养物质（例如葡萄糖）的扩散情况，水溶性红色染料被加入到

5.5mol/m3 的葡萄糖溶液中，将葡萄糖的扩散过程可视化。在芯片培养层注入 PBS 并封
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住进出口，5ml 标记溶液以 60 μL/h 循环灌流。视频记录扩散过程直到葡萄糖在培养层

扩散完全。 

2.3 结果与讨论 

2.3.1 肝分区芯片的设计灵感及结构功能 

为了将肝细胞暴露在类似于肝小叶生理氧浓度梯度[81]中，我们受细胞自主耗氧[84]和

肝窦渗透作用[5]的启发，设计了一个肝分区芯片（图 2.2a）。含氧介质（蓝色）模拟肝小

叶血流方向，从芯片六角顶点流入，向中心汇聚并流出。灌流层和培养层（红色）通过

模拟肝窦渗透效应进行物质交换。图 2.2b 显示具有氧梯度（色标）的 1/6 双层肝分区芯

片区域（区域 A）的俯视图和单个通道剖面图（区域 B-B’）示意图。模拟显示含氧培

养液的扩散方向和流场的流动轨迹。 

 

图 2.2 肝分区芯片的设计灵感 

芯片整体由四层结构组成（图 2.3a）：包括，隔氧层、灌流层、培养层和电极层。隔

氧层由 PVDC 薄膜构建，用于隔绝外界氧气[102]。灌流层和培养层由 PDMS 组成，用于

含氧培养液灌流和细胞培养。其中含氧培养液由六个蓝色通道顶点注入汇聚在中间通道

流出，用来模拟血流从门静脉（PV）向中央静脉（CV）的汇聚[103]。细胞的种植在边长

6 mm 的红色六边形区域进行，用来贴近在体肝小叶的几何结构[104]。一层多孔聚碳酸酯

（PC）膜（孔径为 1μm）被粘接在两层中间，可以模拟肝窦窗孔的渗透效应，允许氧气

分子和营养物质扩散。电极层为真空溅射的 200 nm 厚的 Au/Cr 三电极体系，利用酶促

反应原理[105]、Nafion 膜和金纳米粒子修饰构建的生物传感器，用于检测细胞释放的谷

丙转氨酶（ALT）。ALT 由细胞培养室流经蛇形通道进入圆形检测腔，蛇形通道防止两个

腔室的介质相互污染。图 2.3b 的扫描电子显微镜（SEM）图像分别显示了 12.1μm 厚的
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PVDC 膜和 1μm 孔径多孔膜的微观形态。图 2.3c 是芯片组装完成的实物图。 

 

图 2.3 肝分区芯片的结构 

整个芯片系统如（图 2.4）所示。一台蠕动泵驱动含氧培养基由形成往复循环，构建

氧梯度的同时进行细胞培养。两台注射泵缓慢将细胞上清液（包含 ALT）注入检测腔实

现电化学的动态监测。为了解决培养箱内外温差导致灌流软管产生气泡的问题，通过设

置分流的储液瓶可以避免气泡产生，从而保持通道内持续稳定的流量。 

 

图 2.4 芯片的整体灌流系统 

2.3.2 肝分区芯片中氧梯度的构建 

首先基于 Michaelis-Menten 动力学，对芯片内部氧气分布（包括对流、扩散和细胞

耗氧）进行了数值建模。模型结合 HepaRG 细胞最大耗氧率（6 nmol/min/106 cells）[30]，

并将芯片置于环境氧含量 18.2%的条件下（培养箱传感器测量得出）。图 2.5a 显示，芯

片培养区域在初始时由于细胞自身呼吸消耗掉可形成较弱的氧梯度，但由于 PDMS 中

良好的渗透性（5.8×10-10 cm3（STP） cm/cm2 s Pa）[99]，芯片外部的氧气通量超过了肝

细胞的耗氧率。在 20min 内形成均匀氧分压，不能重现氧气梯度。 

为了解决这个问题，对使用聚偏二氯乙烯（PVDC）膜涂覆芯片表面并进行了氧梯

度模拟，因为它是一种柔性和自粘的聚合物膜，具有最低的透氧性之一（1×10-16 cm3

（STP）·cm/cm2·s·Pa）[101]。结果显示，80min 后的芯片内部仍保持稳定的氧梯度（3.7%-
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8.9%），细胞可以通过呼吸自发地耗尽培养层中的氧气而不受大气氧的影响（图 2.5b）。 

 

图 2.5 有无 PVDC 膜包覆的氧气扩散模拟 

随后，在 1/6 肝分区芯片的三角形中线上，将形成的氧气梯度按相对位置由高至低

依次定义区域 1，区域 2 和区域 3，与生理肝小叶分区直接关联[106]（图 2.6a）。从 1/6 肝

分区芯片的氧浓度热图可见，随着含氧介质的输入，氧气逐渐扩散，最终达到平衡状态

（图 2.6b）并在中线上形成连续的梯度（图 2.6c）。 

 

图 2.6 肝分区芯片内的区域划分 

2.3.3 肝分区芯片中灌流速度的确定 

为了进一步地形成与在体相近的氧梯度，研究了灌流层（上层）中的不同流速（40 

μL 到 1100 μL），在流经多孔膜后，对培养层（下层）氧气分布的影响。随着流速的增

加，氧梯度范围逐渐扩大并趋于平缓（从 1.1%-4.9%到 8.9%-17.3%，图 2.7a），这归因于

氧气固定的扩散速率[107]。当流速为 60 μL/h 时，一区的氧浓度达到 8.9%，三区的氧浓

度达到 3.7%，接近人体生理氧浓度梯度 8.5%-3.9%[81]，并且在 80min 后建立并稳定（图 
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2.7b）。 

 

图 2.7 生理氧梯度对应的流速和形成时间 

为了验证仿真结果的准确性，我们使用二氯化钌荧光标记的氧浓度传感器，对经过

60 μL/h 灌流 24 小时后芯片内的氧气浓度进行了检测。通过求解 Stern-Volmer 方程，根

据荧光强度计算培养层氧浓度的百分比。由（图 2.8）可知，芯片在区域 1、区域 2 和区

域 3 分别产生了 8.43±1.05 %、6.71±0.83%和 3.83±1.23%的氧气浓度，与仿真结果具

有较好的一致性。在这种仿生的双层结构中，通过控制流量，在该设备中生成了区域特

异性氧梯度，且与在体的梯度范围具有较好的相关性。 

 

图 2.8 不同区域氧梯度的实验验证 

2.3.4 肝分区芯片中的流体剪切应力影响 

肝细胞的功能和活力受剪切应力影响敏感。单层微流控芯片及商用装置（例如

TissUse）产生的 4.7×10-4 Pa 剪切应力使细胞 CYP1A2 的表达下降了 20 倍[108]。剪切应

力超过 0.1 Pa，肝细胞存活率降至 28%[91]。为了避免这个问题，数值建模芯片内的空

间流场（图 2.9a），并对细胞所受的剪切应力进行分析（图 2.9b）。沿通道 y 方
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向的分析结果显示，灌流通道中的速度呈抛物线分布，膜下的平均线速度和剪

切应力明显低于膜上。  

 

图 2.9 肝分区芯片内的流场和剪切应力分析 

随后，使用粒子图像测速（PIV）进行流场的直接实验验证。在 3.7%-8.9% 氧

梯度（60 μL/h）的情况下，灌流层中的流线与通道平行，速度分布呈抛物线变化，符合

层流流动状态（图 2.10a, b），平均线速度为 32.23 μm/s（图 2.10c）。在每隔 2s 拍摄的通

道剖面图中，膜下的荧光颗粒存在非常慢的流动（图 2.10d）。通过分析发现，上通道中

的流体穿过多孔膜向下渗透到入口区域附近的下通道，并返回到出口区域周围的上通道。

对应的流线呈对称分布（图 2.10e），平均线速度远小于上通道（32.69 μm/s vs. 0.31 μm/s）

（图 2.10f）。在此条件下，培养层的细胞所受的流体剪切应力约为 4.5×10-6 Pa（接近 0 

Pa）。这说明多孔膜对剪切应力具有很好的屏蔽作用。 
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图 2.10 粒子图像测速以及与仿真结果的对比 

2.3.5 肝分区芯片中的营养物质扩散程度 

为了了解 3.7%-8.9%氧梯度下的流场对培养基营养成分扩散过程，数值仿真联合溶

质扩散实验展示了培养介质中的主要营养分子（例如，葡萄糖）在细胞培养层内的传输

过程。设置初始浓度 5.5 mol/ml 并在 60 μL/h 的流速下灌流，初期三个分区内的葡萄糖

浓度非均匀增长。随着时间变化，浓度差逐渐减小，并且在 100 min 后扩散均匀（图 2.11a, 

b）。 

 

图 2.11 葡萄糖在芯片中扩散过程的仿真模拟 

为了验证仿真结果，在葡萄糖溶液中添加染色剂（红色）作为标记物，视频追踪扩

散过程（图 2.12）。相应时间下的扩散程度与仿真结果具有较好地一致性。这说明葡萄

糖分子可以充分地覆盖整个培养层，不会产生营养分子的差异化。 
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图 2.12 葡萄糖在芯片中扩散过程的实验验证 

2.4 本章小结 

本章节中，主要描述了肝分区芯片的设计制备以及芯片中生理氧梯度的构建。芯片

通过运用环境氧对流、扩散和消耗的策略，仿生肝窦窗孔的渗透作用和血液流场，实现

了贴近在体肝细胞微环境的、可控的氧浓度梯度（3.7%-8.9%）。此外，通过仿真与实验

相结合的方式，验证了该氧气梯度下流场对应的剪切应力和养分扩散情况。芯片中细胞

所受的剪切应力约为 4.5×10-6 Pa，远小于损伤阈值（0.1Pa），并且营养物质（例如葡萄

糖）在 100 分钟后扩散均匀，不具有养分的差异性。肝分区芯片的成功制备为后续更好

的探究氧气梯度对细胞的影响，以及探究氧梯度下非酒精脂肪肝病（NAFLD）的进展机

制奠定了基础。 
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第 3 章 肝分区芯片中的细胞生长状态以及 NAFLD 的构建 

3.1 引言 

非酒精性脂肪肝病（NAFLD）是一种全球性的健康威胁[82]，全球患病率从 1990-2006

年的 25.3%增加到 2016-2019 年的 38.0%[109]。如果不进行干预，NAFLD 会发展为纤维

化、肝硬化甚至肝癌[110]。在组织层面，NAFLD 主要表现为肝小叶中的甘油三酯（TG）

过度积累[111]。在发病后的几天、几周和几个月里，肝小叶中 TG 的积累从门静脉到中央

静脉之间呈现增强趋势，引发脂肪变性[112]。这是因为肝分区导致了细胞功能异质性，其

中门静脉周围细胞呈现脂肪酸 β 氧化功能，中央静脉周围细胞呈现脂肪生成功能[113]。

这些观察结果表明 NAFLD 的表型特别容易受到肝脏分区的影响。然而，肝脏分区以及

相应的氧浓度梯度对 NAFLD 中细胞功能和细胞间通讯的直接影响，目前还知之甚少，

从而限制了 NAFLD 治疗干预的发展。 

本章节中，首先表征了肝分区芯片中 HepaRG 细胞的生长状态，包括细胞的形貌特

征和功能特征。随后，通过灌流游离脂肪酸（FFAs）诱导建立 NAFLD 模型。使用显微

镜观察和免疫荧光染色，观测疾病初期下脂滴积累程度以及疾病进展状态。为后续探究

NAFLD 的干预机制做好准备。 

3.2 实验部分 

3.2.1 细胞培养/种植的实验材料和设备 

细胞培养/种植所使用的材料与设备如下表所示： 

表 3.1 细胞培养/种植所使用的实验材料 

材料名称 生产厂家 型号 

William’s E 培养基 美国 Gibco 12551032 

胎牛血清 浙江天杭生物 13011-8611 

双抗（青霉素/链霉素） 大连美仑生物 MA0110 

氢化可的松 美国 MCE HY-N0583 

谷氨酰胺 武汉普诺赛 PB180420 

胰岛素 北京索莱宝生物 I8830 

二甲基亚砜（DMSO） 上海麦克林 67-68-5 

ZO-1 mAb 美国 Abcam ab221547 
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续表 3.1 细胞培养/种植所使用的实验材料 

材料名称 生产厂家 型号 

Albumin mAb 武汉爱博泰克 A24161 

F-actin mAb 美国 Abcam ab130935 

CYP3A4 mAb 武汉爱博泰克 A22229 

AlexaFluor 488 美国 Abcam ab150113 

AlexaFluor 647 美国 Abcam ab150075 

胰蛋白酶 美国 Gibco 25200-056 

Matrigel 基质胶 美国康宁 356234 

DAPI 大连美仑生物 MA0127 

细胞活/死染色试剂 大连美仑生物 MA0361 

牛血清白蛋白（d-BSA） 大连美仑生物 MB0094 

磷酸盐缓冲液（PBS） 大连美仑生物 PWL050 

人白蛋白 Elisa 试剂盒 武汉赛培生物 SP10526 

人尿素 Elisa 试剂盒 武汉赛培生物 SP39102 

油酸（OA） 上海阿拉丁 112-80-1 

棕榈酸（PA） 上海阿拉丁 57-10-3 

尼罗红 上海阿拉丁 7385-67-3 

表 3.2 细胞培养/种植所使用的实验设备 

实验设备名称 生产厂家 型号 

细胞培养箱 山东博科生物 QP-160 

生物安全柜 山东博科生物 BSC-1100ⅡA2-x 

离心机 苏州国飞实验室仪器 TDL-5A 

恒温干燥箱 绍兴易诚仪器 101-00B 

倒置显微镜 日本尼康 TS2R 

共聚焦免疫荧光显微镜 日本尼康 Ti-2 

扫描电子显微镜 日本日立 Regulus8220 

超临界干燥仪 德国徕卡 EM CPD 300 

注射泵 保定迪创电子 LSP-02-1B 

蠕动泵 保定迪创电子 BT100LC/DG6 

立式蒸汽灭菌器 江苏登冠医疗 DGL-35B 

酶标仪 美国安捷伦 SynergyNeo 
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3.2.2 细胞培养和种植 

未分化的HepaRG细胞取自山东大学基础医学院遗传学系实验畸形学教育部重点实

验室。为了分化，将细胞转移到 William’s E 培养液，添加 10%胎牛血清，1%青霉素-链

霉素，2 mM 谷氨酰胺，0.023 IE/mL 胰岛素和 5μg/ml 氢化可的松，在培养箱中（37°C，

5%CO2）培养 2 周，然后在上述含 2%二甲基亚砜（DMSO）的培养基中培养 2 周。 

在微器件制造和组装后，通过使 75%（v/v）乙醇流过该器件并在 60℃的烘箱中干

燥整个系统，对管道和微流体通道进行消毒。然后将干燥的装置同时暴露于紫外线和臭

氧下 30 分钟。封堵灌流层后，将含有大鼠 I 型胶原的无血清 DMEM 溶液注射到培养层

中，并在 37℃下孵育 2 小时，用于制作细胞负载的基质（ECM）。用 1ml 的胰蛋白酶

/EDTA 溶液收获培养瓶中的 HepaRG 细胞，调整至 4×105cells/cm2 的浓度。使用无菌注

射器轻轻地将细胞悬液注入培养层的 ECM 表面上，随后封堵培养层。在 37℃、5%CO2

的培养箱中无流动培养 4 小时后（细胞贴壁），使用蠕动泵以恒定的流速（60 μL/h, 3.7%-

8.9% 氧气梯度）在灌流层连续灌注培养基，确保 HepaRG 细胞通过耗氧自发的形成氧

气梯度。 

3.2.3 细胞活力测定 

为了分析细胞在芯片流场环境中的活力，使用活/死细胞染色试剂盒进行成像。将细

胞按 4×105 cells/cm2 的密度分为两组培养：（i）在芯片中 60 μL/h 循环灌流（ii）在培养

皿中静态培养。第 96 小时使用染色工作液（0.01 μM Calcein-AM 和 0.75 μM PI）在 37℃

下染色 30 min。 

对于暴露于 FFAs 的实验，DMEM 配置的 6 组 FFAs 浓度（0，0.1，0.3，0.5，1，2 

mM）施加在静态培养皿中，并分别在 24h，48h 和 72h 对细胞进行染色分析。使用倒置

荧光显微镜在 495 和 652nm 的波长下记录活细胞（绿色荧光）和死细胞（红色荧光）。

Image J 软件用于计数活细胞/死细胞并计算细胞活力。 

3.2.4 细胞形态分析 

为了观察氧梯度引起的形貌变化，使用扫描电子显微镜（SEM）在 96 小时对 1/6 芯

片细胞层进行观察。首先将芯片的灌流层剥离，PBS 清洗 3 次。使用 3% 戊二醛在 4 ℃

固定 2h，PBS 清洗 3 次后使用醋酸异戊酯脱水 30min。随后置入临界点干燥器干燥，

并进行 SEM 观察。 

3.2.5 细胞免疫染色和成像 

HepaRG 细胞使用 4%多聚甲醛固定 30 分钟，然后使用 PBS 配置的 0.2% Triton X-

100 渗透 30min。使用免疫染色封闭液细胞封闭 60min。然后使用 PBS 稀释的一抗（F-

actin，ZO-1，ALB 和 CYP3A4）孵育 4°C 过夜。使用相应的二抗 Alexa Fluor 488 或 647

室温避光孵育 30min。加入 DAPI 染色细胞核 10min。最后滴涂抗荧光淬灭封片液。每
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个步骤之后使用 PBS清洗三次。使用共聚焦免疫荧光显微镜对样品进行成像。使用 Image 

J 软件对免疫荧光图像进行定量。 

3.2.6 细胞功能分析 

采用酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒测定培养培养基中的生物标志物（白蛋白

和尿素）。所有收集的细胞上清液样品在进行检测前在-20°C 冷冻保存。将样品解冻至室

温，并按照制造商的规程进行样品制备。使用酶标仪在 450nm 波长下检测吸光度。 

3.2.7 NAFLD 的诱导 

使用棕榈酸（PA）和油酸（OA）的混合物制备 FFAs 处理液。将 19.04μL OA 溶入

3ml 0.1mol/L NAOH 中，并在 75℃混合 30min。随后迅速的加入 3ml d-BSA 溶液，50℃

下助溶 30min 得到 OA 原液（20 mM）。相同的方法配置 20mM PA 原液。将 PA 和 OA

原液（PA：OA = 1：2）在无血清培养基中混合，产生一系列的 FFAs 浓度（0.1，0.2，

0.5，1 和 2mM）。在第 96 小时加入 24 孔板培养的 HepaRG 细胞中分别孵育 24 小时，

48 小时，72 小时。对于芯片内的诱导，在第 96 小时将正常培养基替换为 1mM 含脂培

养基，并以 60 μL/h 连续灌注 72 小时。 

3.2.8 细胞脂滴染色 

使用尼罗红染色定量细胞内脂滴的积累程度。取适量的尼罗红用无水 DMSO 充分

溶解制备 1mM 储存液，然后使用 PBS 将储存液稀释成 1μM 的工作液。细胞在 4%多聚

甲醛溶液中室温固定 60 分钟。PBS 洗涤 3 次后，加入尼罗红工作液在 37℃避光孵育 1h。

最后加入 DAPI 染色细胞核 10min。使用共聚焦免疫荧光显微镜对样品进行成像。对于

肝分区芯片内的染色，需要去除芯片顶部灌流层进行操作。 

3.3 结果与讨论 

3.3.1 肝分区的形貌还原 

为了了解氧梯度在芯片内对细胞动力学的影响，在显微镜（明场）和 SEM 下观察

其形貌变化。将 HepaRG 细胞在芯片中以流速 60 μL/h （3.7%-8.9% 氧梯度）循环灌流

培养。结果显示，细胞播种 4 小时后贴壁良好并且分布均匀。在随后的 96 小时内，细

胞形态学特征呈现区域性（图 3.1a）。其中区域 1 细胞分布较为稀疏，SEM 下可观察到

3D 组织样簇，类似在体肝索结构[114]；区域 3 细胞分布较为密集，SEM 下形貌比较平坦

（图 3.1b）。区域 2 的细胞展现了过渡形貌。 
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图 3.1 肝分区芯片中的细胞形貌变化 

此外，通过免疫染色定量了区域 1 和区域 3 的细胞高度（图 3.2a）。培养第 96 小时

细胞层垂直横截面的免疫荧光染色图像显示，区域 1 的平均细胞高度是区域 3 的 2.3 倍

（31.3 ± 7.9 μm 对 13.5 ± 3.7 μm）（图 3.2b）。这可能是由于区域 1 处于较高的氧气浓度

下，生长速率较区域 3 更快。 

 

图 3.2 区域 1 和区域 3 的细胞高度对比 

体外静态孔板培养的细胞表现出良好的细胞活性，已成为共识[115,116]。通过对比静

态培养和芯片内培养的细胞活性，发现两组细胞存活率无显著性差异（在第 96 小时显

示出 91% vs. 88%，图 3.3a, b）。初步验证了生理氧气梯度所产生的流场对细胞活性无明

显影响。 
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图 3.3 细胞活性对比 

3.3.2 肝分区的异质性功能实现 

为了进一步确定氧梯度是否促使细胞还原肝分区的异质性功能，通过免疫荧光染色，

分析了在芯片中培养 96 小时后的肝细胞中肌动蛋白 F-actin、紧密连接蛋白 ZO-1、白蛋

白 ALB 和代谢酶 CYP3A4 表达（图 3.4a）。与区域 3 相比， ZO-1 和 F-actin 在区域 1 的

荧光强度分别高出 19.37%和 24.11%（图 3.4b）。这表明在区域 1，HepaRG 细胞展示出

更紧密的连接和成熟的细胞骨架。区域 1 的细胞 ALB 的表达量提升了 24.68%，展示出

更强的蛋白合成功能。然而在区域 1 反应代谢能力的 CYP4A4 的表达下降了 36.35%。

以上结果表明，在氧梯度的影响下，细胞单层的生长和分化生动地还原了在体肝小叶的

关键分区特性[117–119]。 

 

图 3.4 区域 1 和区域 3 的功能性对比 
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此外，我们进一步分析了细胞在静态培养和芯片培养中，连续 168 小时内白蛋白（图

3.5a）和尿素（图 3.5b）的分泌情况。白蛋白的分泌在两组显现不同的增长速率，在第

168 小时芯片内分泌是静态的 2.21 倍 （61.08 ± 2.76 ng/h/million vs. 27.67 ± 1.99 

ng/h/million）。值得注意的是，在第 96 小时之后，白蛋白分泌逐渐趋于平缓，可能是由

于细胞逐渐成熟。尿素的分泌在初始时芯片培养是静态培养的 2.43 倍，并且两者的分泌

在随后的 168 小时内保持平缓 （14.12 ± 2.09 μg/h/million vs. 5.81 ± 0.82 μg/h/million）。

总之，芯片能促使细胞还原肝分区的异质性功能，为 NAFLD 的建模提供更好的平台。 

 

图 3.5 芯片培养和静态培养的白蛋白/尿素分泌对比 

3.3.3 寻找 FFAs 合适的浓度和诱导时间构建 NAFLD 模型 

游离脂肪酸（FFAs）积累是 NAFLD 发病的核心。在体内，FFAs 主要通过脂肪组织

中甘油三酯的脂解产生。当脂肪酸供应过多或其处置受到损害时，会导致 NAFLD 形成

[120–124]。 

为了在体外构建贴近在体的初期 NAFLD 表型，包括细胞脂质积累和较小的毒性损

伤[125,126]，需要确定合适的 FFAs 浓度和时间。使用典型的油酸和棕榈酸（2：1）混合物

代表 FFAs[127,128]，并将六组 FFAs 浓度（对照组、0.1 mM、0.3 mM、0.5 mM、1 mM 和

2 mM）分别施加于 HepaRG，随后在 24、48 和 72 小时评估脂肪积累程度（图 3.6a）。

在 0-1mM 浓度范围内观察到细胞的脂质积累与 FFAs 剂量和时间呈正相关，其中 1 mM 

FFAs 孵育 24 小时的脂质积累比正常组高了 3.96 倍，类似于在体的 NAFLD 表型（在体

内，NAFLD 患者的肝脏脂质积累约为正常肝脏的 3.8 倍[129]）（图 3.6b）。 
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图 3.6 不同浓度 FFAs 下的脂滴积累水平 

此外，对细胞的存活率进行染色分析，以评估细胞损伤程度（图 3.7a）。结果显示，

在 0-1mM 浓度范围内细胞在 72 小时内的存活率均高于 80%（图 3.7b）。然而，2 mM 

FFAs孵育的细胞脂质积累在24、48和72小时呈现下降趋势，并且存活率都未达到80%。

可能是由于过量的 FFAs 对细胞造成了脂毒性。因此，选用 1mM 的 FFAs 浓度在芯片中

构建 NAFLD。 
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图 3.7 不同浓度 FFAs 下的细胞活性 

为了确定最佳诱导持续时间，在芯片内使用浓度为 1mM 的 FFAs 进行了为期 6 天

的诱导试验，并进行免疫染色分析以评估脂质积聚和细胞活力。在最初的三天里，脂质

积累逐渐增加，随后从第四天开始下降（图 3.8a）。与第一天相比，第六天的脂质积累减

少了 22.8%。值得注意的是，细胞存活率在第四天下降到 80%以下（78.2%），并在随后

的两天内持续下降（图 3.8b）。总之，根据观察到的趋势，选择 3 天（72 小时）的诱导

期进行 NAFLD 诱导。此时间内的细胞脂质积累最丰富，并且不会对细胞造成损伤。 
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图 3.8 肝分区芯片内 FFAs 的长期毒性验证 

3.3.4 NAFLD 下的细胞形貌改变  

为了探究芯片中 NAFLD 对细胞形貌的影响，在肝分区芯片中循环灌流含脂培养液，

用于构建 NAFLD（图 3.9a）。灌注的时间方案如图 3.9b 所示。含脂培养液（添加 1mM 

FFAs）在 96-168 小时通过蓝色的灌流通道进入，透过多孔膜逐渐扩散至细胞培养区域。

随后使用显微镜观察细胞脂质积累变化（图 3.9c）和细胞形貌变化（图 3.10）。结果显

示，脂滴（黄色）聚集在细胞核周围，与病理组织切片中的微泡组织变性类似[130]。 

 

图 3.9 肝分区芯片内 NAFLD 的构建 
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图 3.10 FFAs 对细胞的形貌影响 

脂滴的荧光强度分析结果显示（图 3.11），第 120 小时区域 1 到区域 3 脂质积累呈

现渐增趋势，其中区域 3 比区域 1 的脂滴积累量高了 65.28%。这可能是由于乏氧的区

域 3 细胞具有较强的脂质生成能力，而富氧的区域 1 细胞具有较强的脂质分解能力。还

原了在体对应区域的细胞功能，成功在芯片内构建 NAFLD 并形成与在体类似的脂质非

均匀积累[131]。在第 144 小时和第 168 小时，梯度带上的整体脂质积累分别增加了 12.65%

和 22.17%。具体而言，第 144 小时，区域 3 的脂质水平比区域 1 高 16.32%，第 168 小

时高 8.45%。随着时间的推移，区域 3 与区域 1 之间的脂滴积累差距随时间增加逐渐减

小，这有可能是区域 3 细胞脂滴积累达到了饱和。 

 

图 3.11 脂质积累的荧光强度分析 

3.3.5 NAFLD 下的细胞功能影响 

为了探究芯片内NAFLD对细胞功能性分泌物的影响，检测了 120-168小时在有 FFA

和无 FFA 组下，细胞的白蛋白（图 3.12a）、尿素（图 3.12b）和代谢酶（图 3.12c）的表

达。在 FFAs 诱导下，CYP3A4 的表达呈下降趋势，在第 144 小时和第 168 小时分别比

无 FFAs 组降低了 18.14%和 16.53%。相反的，白蛋白和尿素的分泌几乎没有受到影响。

这些与先前的研究一致[132,133]。 
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图 3.12 有无 FFAs 下的细胞白蛋白、尿素和代谢酶变化 

3.4 本章小结 

本章节中，主要描述了肝实质细胞在肝分区芯片中的生长状态以及非酒精脂肪肝病

（NAFLD）的构建。通过对细胞的显微成像和免疫组织化学分析，证实了在氧梯度的影

响下，HepaRG 细胞单层的生长和分化呈现异质性，贴近在体肝小叶分区。包括在低氧

区展现出更高的密度和连接紧密性，在高氧区分化出肝索状结构。此外，芯片中培养的

细胞白蛋白和尿素分泌明显高于静态培养，在第 168 小时分别是静态培养的 2.21 倍和

2.43 倍，表明生理氧梯度有助于细胞功能的实现。随后，确定了合适的 FFAs 浓度（1mM）

和诱导时间（72 小时）以构建 NAFLD 模型，并观察到非均匀的脂质积累，与病理组织

切片中的微泡组织变性类似。总之，本文的肝分区芯片可以使细胞还原在体肝小叶的分

区特征，同时构建更符合临床表型的 NAFLD 模型，为后续的干预机制探究奠定了基础。 
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第 4 章 肝分区芯片集成 ALT 传感器探究 NAFLD 的干预机制 

4.1 引言 

肝脏疾病通常通过肝酶水平的升高来诊断，如谷丙转氨酶（ALT）。ALT 是一种存在

于肝细胞细胞质中的胞内酶，当其释放时，表明肝细胞因质膜破裂而受损[134]。一般健康

人的血液中 ALT 水平在 50 U/L 左右，而在严重的肝损伤时可升高 100 倍[135]。在体外研

究中，对于评估试验物质的毒性以及疾病进程，这种临床标志物具有重要意义。 

传统的分析方法需要手动从微流控系统中收集样品，或将培养物转移到显微镜下观

察。这常常会影响系统氧气梯度的稳定性，使结果的解释变得复杂，并且准确性不足。

在这种情况下，集成电化学微传感器具有重要作用[136][137]。与标准细胞分析的终点检测

不同，电化学微传感器可以在特定的时间点进行检测，甚至可以提供有关细胞分泌物动

态的实时信息。将这种电化学传感器集成到细胞培养生物反应器中，可以动态监测细胞

功能，并避免频繁的采样影响。 

本章节中，主要介绍了 ALT 传感器与肝分区芯片的集成以及 NAFLD 机制的探究。

使用真空气相沉积的方式制备三金电极并修饰金纳米粒子提高检测能力。待电极修饰完

成后，对灵敏度、检测限、一致性、稳定性和准确性进行表征。随后，连续 168 小时监

测静态组和芯片组内培养的细胞释放的 ALT。通过调节氧浓度梯度区间，观察 ALT 的

释放变化，深入探究 NAFLD 的干预机制。 

4.2 实验部分 

4.2.1 制备基础传感器以及疾病机制探究的材料和设备 

制备 ALT 传感器以及疾病机制探究所使用的材料与设备如下表所示： 

表 4.1 制备 ALT 传感器以及疾病机制探究所使用的实验材料 

材料名称 生产厂家 型号 

戊二醛 上海阿拉丁 111-30-8 

Nafion 溶液 上海阿拉丁 31175-20-9 

牛血清白蛋白（BSA） 大连美仑生物 MB4219 

谷氨酸氧化酶 美国 sigma 39346-34-4 

谷丙转氨酶 美国 sigma 9000-86-6 

α-酮戊二酸 上海麦克林 K812223 
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续表 4.1 制备 ALT 传感器以及疾病机制探究所使用的实验材料 

材料名称 生产厂家 型号 

超纯氮气 德洋特种气体 - 

普通氮气 德洋特种气体 - 

四氯金酸 国药化学试剂 10010711 

铬颗粒（Cr） 蒂姆新材料 - 

金颗粒（Au） 蒂姆新材料 - 

L-丙氨酸 上海麦克林 A6198 

TNF-α 试剂盒（Elisa） 上海酶联生物 ML077385 

IL-1β 试剂盒（Elisa） 上海酶联生物 ML058059 

ALT 试剂盒（Elisa） 上海酶联生物 ML064266 

Hif-2α pAb 美国 Abcam ab109616 

β-catenin pAb 美国 Abcam ab32572 

2',7'-二氯荧光素二乙酸酯 上海阿拉丁 2044-85-1 

表 4.2 制备 ALT 传感器以及疾病机制探究所使用的实验设备 

实验设备名称 生产厂家 型号 

氧等离子清洗机 郑州成越科技 CY-P2L-B 

离心机 苏州国飞实验室仪器 TDL-5A 

恒温干燥箱 绍兴易诚仪器 101-00B 

超声清洗机 深圳春霖超声波科技 CR-010S 

电化学工作站 瑞士万通 PGSTAT302N 

蒸镀机 美国 Angstrom 08336 

注射泵 保定迪创电子 LSP-02-1B 

蠕动泵 保定迪创电子 BT100LC/DG6 

倒置显微镜 日本尼康 TS2R 

共聚焦免疫荧光显微镜 日本尼康 Ti-2 

4.2.2 ALT 传感器的制备 

在玻璃基板用无水乙醇超声清洗 30 分钟，然后氮气吹干表面。接着，经过氧等离

子清洗，在玻璃基底上通过阴影掩蔽技术制备微电极。设计的 ALT 检测微电极采用了

三电极配置：金参比电极（RE），金对电极（CE），和金工作电极（WE）。通过真空气相

沉积在干净的玻璃基板上制备 Cr（10 nm）/Au（200 nm）层，掩模版附着在其上。Cr 层

作为 Au 层的粘附促进剂。最后将金电极先后用乙醇和去离子水清洗，然后在过氧化氢
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溶液中浸泡 5 分钟以清洁电极表面，接着用去离子水冲洗并用氮气吹干。 

4.2.3 ALT 传感器的修饰 

为了提高传感器的灵敏度以及检测性能，对工作电极表面进行纳米材料的修饰。将

电极置于 2mM HAuCl4（0.5M H2SO4）中。使用电化学工作站在-0.3 V 恒电位下沉积 175s，

AuNPs 固定于工作电极表面。用超纯水清洗后，干燥处理。使用高精度移液管在超纯水

中混合并制备含有 0.5%（v/v）戊二醛、2.0%BSA（w/v）和 0.2%Nafion（v/v）的膜溶

液。在膜溶液中加入谷氨酸氧化酶，确保每个电极中的活性达到 0.05 U。将 1μL 的这种

混合物分配到金电极的表面，并在室温下干燥 1 小时。在使用前将电极在 0.01M PBS 缓

冲液中于 4℃下储存过夜。 

 

图 4.1 ALT 传感器的修饰步骤 

4.2.4 ALT 传感器的校准 

为获得 ALT 传感器的校准曲线，采用 I-T 法检测 6 组浓度（5 U/L、10 U/L、15 U/L、

20 U/L、25 U/L、30 U/L）的 ALT 溶液。使用 PBS（PH 7.4）配置 10 μL ALT 标准溶液，

加入 20 μL 100mM α-酮戊二酸和 70 μL 1M L-丙氨酸作为反应底物。施加 0.4V 的

恒电位对每个浓度至少测量三次，并记录 100s 内的电流变化。通过 Origin 2020 软件得

到电流变化速率与浓度之间的线性回归方程。在实验期间，整个装置放置在 37℃的培养

箱中，以保证固定在传感器上的酶的稳定性。 

4.2.5 ALT 释放的动态监测 

在细胞培养 96 小时发育成熟后，通过蠕动泵将含有 1mM FFAs 的无血清培养基进

行循环灌注（60 μL/h）。检测时，蠕动泵停止灌注，注射泵 A 缓慢地将培养层的上清液

推至电极腔。与此同时，α-酮戊二酸和 L-丙氨酸以同样的速度被注射泵 B 推入并与待测

溶液混合。检测完成后使用注射泵 A 将混合溶液推至废液瓶。采用电化学工作站连接三

电极传感器，每 24 小时（后续每隔 8 小时）检测一次电极腔中的 ALT 含量。静态培养

的孔板中加入 2ml 含 1mM FFAs 的无血清培养基，每 24 小时取上清液检测。 

4.2.6 ALT 传感器的准确性验证 

为了验证生物传感器检测 ALT 的准确性，在芯片中的不同时间点（120、144 和 168
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小时）收集代谢液。使用电化学传感器和 Elisa 检测代谢溶液中的 ALT（图 4.2）。芯片

内集成的传感器与金标准 Elisa 相比，在 120，144，168 小时 ALT 分泌检测结果无显著

性差异，表现可靠，并且实现了独特的动态监测。 

 

图 4.2 Elisa 和生物传感器的性能比较 

4.2.7 ROS 检测 

使用 2'，7'-二氯荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）对细胞内 ROS 进行标记。第 168 小

时在芯片内的细胞被去除培养液，PBS 清洗三次。使用 DMEM 配置 10 μM 的 DCFH-

DA 溶液，并覆盖住细胞。37℃培养箱内孵育 30min，随后用预热的 DMEM 清洗干净，

充分去除未进入细胞内的 DCFH-DA。使用共聚焦免疫荧光显微镜对样品进行成像。 

4.3 结果与讨论 

4.3.1 ALT 传感器的检测原理和标定 

谷丙转氨酶（ALT）是反应肝细胞损伤程度的典型生物标志物[135,138]。为了探究

NAFLD 对细胞损伤情况，将检测细胞分泌物的电化学传感技术整合到肝分区芯片中，

用于测量细胞释放的 ALT。采用真空气相沉积的方式在玻璃基底上制备了三金电极，并

附着在肝芯片的检测腔下方。图 4.3 中的示意图显示了 ALT 传感器的谷氨酸氧化酶修饰

步骤和酶促反应原理（原理如下）。传感器基于金纳米粒子信号放大作用，通过检测谷氨

酸转化产生的过氧化氢，间接测定 ALT 的分泌[105,136]。 

𝐿-𝑎𝑙𝑎𝑛𝑖𝑛𝑒 + 𝛼-𝑘𝑒𝑡𝑜𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑟𝑎𝑡𝑒
𝐴𝐿𝑇
→  𝐿-𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑒 + 𝑝𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑒 

 

𝐿-𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑒 + 𝑂2 + 𝐻2𝑂
𝐺𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑒𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒
→               𝛼-𝑘𝑒𝑡𝑜𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑟𝑎𝑡𝑒 + 𝑁𝐻3 +𝐻2𝑂 

 

𝐻2𝑂
𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛
→       𝑂2 + 2𝐻

+ + 2𝑒 
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图 4.3 ALT 传感器的检测原理 

图 4.4a 显示了在 310 K（37℃），添加已知浓度的 ALT 标准溶液时，H2O2 氧化产生

的电流在 100 秒内显示出稳定的线性响应。当 ALT 浓度从 5 U/L 到 30 U/L 时，电流增

长率从 3.5 nA/min 持续增加到 28.7 nA/min，拟合曲线为：I（nA/min）=0.9423C（U/L）

-1.9741，R2 = 0.9981, n = 3（图 4.4b）。ALT 的计算灵敏度为 0.9423 nA min-1/U L-1，检测

下限为 1.48U/L。其中工作溶液里的反应物浓度（L-丙氨酸和 α-酮戊二酸）分别为 1M 和

100mM[136]。 

 

图 4.4 ALT 传感器的标定 

4.3.2 ALT 传感器的一致性和稳定性 

一致性和稳定性是传感器的重要特性。通过使用同一批次制备的五个传感器测量同

一浓度 ALT（10 U/L）来评估传感器的一致性。传感器电流增长速率的相对标准偏差

（RSD）为 2.3%，显示出良好的一致性（图 4.5a）。为了验证电极的稳定性，在 25 天的

时间里，每五天测量一次 10 U/L ALT 的电流响应。结果显示，电流增长速率是最初的

84%，表现出良好的稳定性（图 4.5b）。传感器在两次测量之间以 4℃的温度存储在 PBS

缓冲液中。 



齐鲁工业大学硕士学位论文（专业学位） 

41 

 

图 4.5 ALT 传感器的一致性和稳定性 

4.3.3 动态监测 NAFLD 诱导的细胞损伤 

为了在氧梯度下探究 NAFLD 对细胞损伤随时间的演变，使用集成在芯片中的生物

传感器，连续 168 小时检测了静态组和芯片组内培养的细胞释放的 ALT（图 4.6）。结果

显示，在前 96 小时内两组细胞 ALT 的释放量无明显差异。在第 96 小时加入 FFAs 后，

第 120 小时芯片内的 ALT 释放量急剧增多（0.64 ±0.20U/L 到 2.41±0.17 U/L），增长

率达 276.56%。相比之下，静态培养的细胞 ALT 释放增长较为平缓（0.74±0.19 U/L 到 

0.90±0.20 U/L），增长率为 21.62%。第 168 小时芯片内的细胞损伤是静态培养的 4.67

倍。氧梯度的存在使 NAFLD 下的细胞受到比传统静态模型（20%均匀氧环境）更强的

损伤。 

 

图 4.6 芯片和静态培养的细胞 ALT 释放动态监测 

4.3.4 氧梯度对于 NAFLD 进程的调控 

为了探究氧梯度下 NAFLD 损伤更强的原因，以及在临床上寻找对应的治疗策略，
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对四组氧气梯度区间（1.1%-4.9%、3.7%-8.9%、5.6%-12.3%和 8.9%-17.3%）下 ALT 释

放进行评估。疾病诱导按照时间轴（图 3.9b）在第 96 小时进行，四组氧气梯度下 ALT

的释放均呈现出增长的趋势。在第 168 小时，1.1%-4.9%、3.7%-8.9%、5.6%-12.3%和 8.9%-

17.3%区间下的细胞 ALT 释放浓度分别为 5.15±0.26 U/L、4.35±0.21U/L、3.36±0.23 U/L

和 2.58±0.21 U/L（图 4.7）。与 1.1%-4.9%区间相比，3.7%-8.9%、5.6%-12.3%和 8.9%-

17.3%区间下的细胞受损程度分别减少了 15.53%、34.75%和 49.90%。总结来说，氧梯度

区间的升高可以减少 NAFLD 对细胞的损伤，相反，氧梯度区间的降低可以加剧 NAFLD

对细胞的损伤。 

 

图 4.7 不同氧气梯度区间下 ALT 释放监测 

为了进一步推测细胞损伤是否代表着疾病进程，在第 168 小时检测了 NASH 的相

关炎症标志物 TNF-α 和 IL-1β[139,140]（图 4.8a, b）。相较于生理氧梯度，在 1.1%-4.9%区

间下，TNF-α 和 IL-1β 的表达分别上升了 16.51%和 15.98%，意味着氧梯度减少促使

NAFLD 向着 NASH 发展。相反，相较于生理氧浓度梯度，氧梯度增加到 8.9%-17.3%区

间，TNF-α 和 IL-1β 的表达逐步减少了 32.71%和 42.25%，意味着 NASH 炎症的减缓。

此外，相较于传统的 20%均匀氧条件下培养，氧气梯度条件下 TNF-α 和 IL-1β 的表达均

显著增加，这表明肝分区芯片为深入研究 NAFLD 进展机制提供了一个更为精准的平台。 

 

图 4.8 不同氧气梯度区间下 TNF-α 和 IL-1β 的释放检测 
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4.3.5 探究 NAFLD 进程的干预机制 

为了进一步探究氧梯度对 NAFLD 进程的调控机制，评估了肝细胞内涉及氧气浓度、

脂质生成和细胞损伤的相关关键蛋白和因子表达。根据先前的研究[141–143]，筛选出三种

相对应的蛋白和因子（hif-2α、β-catenin 和 ROS），并在第 168 小时分别对其进行免疫染

色和荧光强度分析。 

鉴于氧梯度区间的变化直接控制着 NAFLD 进程，评估了与细胞慢性缺氧直接相关

的因子 hif-2α 表达（图 4.9a）[144]。在所有四组氧气梯度区间中，氧梯度下的 hif-2α 表达

在肝分区的区域 1（富氧）至区域 3（乏氧）呈现渐强变化（图 4.9b）。随着氧梯度区间

的增加，hif-2α 表达受到直接影响并整体下调。与 1.1%-4.9%相比，对于 3.7%-8.9%、

5.6%-12.3%和 8.9%-17.3%，hif-2α 的表达分别整体降低了 8.39%，13.86%和 26.27%，呈

现负相关性（图 5e）。 

 

图 4.9 不同氧气梯度区间下 Hif-2α 蛋白的表达 
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肝细胞 β-catenin 蛋白调节脂肪生成[145]，脂肪过度堆积加速疾病进展。为此，对 β-

catenin 表达进行了评估（图 4.10a）。在所有四组氧气梯度区间中，β-catenin 表达在区域

1 到区域 3 之间同样呈现渐增趋势。随着氧梯度区间的增加，β-catenin 表达整体下调（图

4.10b）。与 1.1%-4.9%相比，8.9%-17.3%下 β-catenin 的表达降低了 30.69%，呈现负相关

性。基于氧梯度直接调控 hif-2α 的表达，并且其与 β-catenin 的表达高度相似，因此推测

hif-2α 可能进一步调节了 β-catenin 的表达活性。 

 

图 4.10 不同氧气梯度区间下 β-catenin 蛋白的表达 

ROS 通常会刺激促炎细胞因子的产生[146]。鉴于氧梯度下炎症因子（TNF-α、IL-1β）

的增加，检测了 ROS 在细胞内的表达（图 4.11a）。通过免疫染色分析，ROS 的表达在

区域和整体变化上呈现出与 hif-2α 和 β-catenin 相类似的规律（图 4.11b）。然而，先前的

研究结果表明氧气梯度并不直接导致 ROS 的增加[147]，这暗示了 β-catenin 引发的脂质积

累在调控 ROS 方面扮演着重要的角色。 
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图 4.11 不同氧气梯度区间下 ROS 的表达 

通过以上的免疫组化分析，归结了在肝小叶器官芯片中 NAFLD 干预机制（图 4.12）。

在长期的非均匀缺氧条件下，hif-2α 的表达增加，并且呈现出空间异质性。受 hif-2α 影

响的 WNT 信号调控 β-catenin 蛋白促进细胞对 FFAs 的吸收，导致脂质生成增加。过量

的脂质积累引发胞内 ROS 增多，造成细胞氧化应激损伤。炎症因子（TNF-α 和 IL-1β）

的增多也侧面证实了这一点。当氧梯度区间增加时，hif-2α、β-catenin 和 ROS 相应下调，

进而促使损伤的减少。这项发现为治疗 NAFLD 以及 NASH 提供新的见解。 
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图 4.12 氧气梯度对 NAFLD 的干预机制概述 

4.4 本章小结 

本章节中，主要描述了谷丙转氨酶（ALT）传感器的集成以及 NAFLD 干预机制的

探究。制备的三金电极传感器通过修饰 AuNPs 提高了检测能力，灵敏度为 0.9423nA min-

1/U L-1，检测下限为 1.48U/L。同时具有良好的一致性和稳定性。随后，通过对 NAFLD

模型下细胞释放 ALT 的动态监测，发现在氧梯度环境比传统静态环境受到更强的细胞

损伤，第 168 小时芯片内的细胞损伤是静态培养的 4.67 倍。此外，随着芯片内氧梯度区

间的增加(1.1%-4.9%，3.7%-8.9%，5.6%-12.3%，8.9%-17.3%)，缺氧诱导因子 hif-2α 表

达减少，减缓细胞间通讯蛋白（β-catenin）的释放，降低线粒体活性氧（ROS）应激。

通过集成的生物传感器监测，相应的细胞损伤生物标志物丙氨转氨酶（ALT）分泌减少。

这些发现表明，在理解肝细胞分区的功能性影响以及如何干预 NAFLD 的疾病进程方面，

氧气梯度模型至关重要。
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第 5 章 仿生肠-肝器官芯片评估聚苯乙烯微塑料的转运、吸收和

损伤 

5.1 引言 

近年来，塑料污染已经成为全球范围内环境和人类健康问题的主题[148]。随着塑料废

弃物数量不断增加，其持久性和有限的可逆性使其成为全球性威胁[149]。特别是，微塑料

（MPs），其尺寸范围从 0.1 μm 到 5 μm 不等[150]，广泛分布于各种自然环境、生物体和

人类居住区[151–154]。口服摄入是人类摄入 MPs 的主要途径之一，每年估计每人口服 MP

颗粒物的数量介于 39,000 至 52,000 个之间[155]，并预计随时间增加。最近的研究表明，

MPs 能够渗透到肺部[156]、肠道[157]、胎盘[158]、肝脏[159]、睾丸[160]和血液[161]，诱导氧化

应激、能量平衡/失衡、代谢紊乱和神经毒性[150,162,163]。其中肠道和肝脏分别被认为是摄

取和中毒的重要靶器官[164][165]。口服摄入的微塑料经过肠道上皮运输并被吸收到血液中，

然后第一个与肝脏接触[166]。因此，迫切需要了解微塑料对这两个器官的潜在影响。 

目前，评估 MPs 对于肠/肝毒性的方法主要依赖于体内动物模型和体外二维（2D）

静态模型[167,168]。在鸡模型中研究了摄入微塑料之后的生理状态[169]。连续六周暴露于

5μm PS-MP 中导致肠道紧密连接蛋白降低，有害的细菌和代谢物通过肠肝轴转移到肝

脏，促使肝脏脂质代谢紊乱和细胞凋亡。然而，动物模型由于固有的物种差异，这些结

果无法全面解释微塑料对人体器官的影响。传统的 2D 静态模型发现，250nm 的聚乳酸

在穿过 Caco-2 细胞后，颗粒明显摄取到 HepG2 细胞中，并引起外源性代谢的改变[170]。

这也表明肠道和肝脏之间的关联确实在 MPS 毒性中起着重要作用。然而，2D 体外培养

未能有效模拟人类生理的许多关键特征，包括肠道的绒毛分化、粘液产生[171]，以及肝脏

流动的血液环境[172]。这些特征在调节纳米颗粒毒性方面至关重要。 

传统的体外模型无法再现人体独特的生理微环境特征，因此无法预测微塑料在体内

的复杂反应。近年来，器官芯片依靠其对人体组织微环境的高度模拟（包括细胞外基质

[173]、几何形状[174]、机械刚度[175]和流量[176]），为研究纳米颗粒的毒性影响提供了新的

可能性。已开发了多种器官芯片模型用于探究纳米颗粒造成的损伤[177–181]。然而，这些

模型大多仅针对单一靶器官进行研究，缺少详细的多器官暴露过程，特别是微塑料在肠

道和肝脏中的转运、吸收和损伤。 

本章节中将肝器官芯片与肠器官芯片相结合，制备了一种具有仿生肠蠕动和肝脏动

态流动环境的肠-肝器官芯片。该芯片能够在体外实现贴近在体的肠道循环蠕动(1%-5%)

和剪切应力（0.002Pa）[182]，置于其中的 Caco-2 和 HepaRG 细胞成功分化出体内肠屏障
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和肝组织特征。此外，100nm 的聚苯乙烯 MPs 在肠道和肝脏之间循环灌流，深入探究

MPs 经口服后在体内肠道的转运、吸收和损伤。 

5.2 实验部分 

5.2.1 肠-肝器官芯片检测微塑料的实验材料和设备 

肠-肝器官芯片检测微塑料所使用的材料与设备如下表所示： 

表 5.1 肠-肝器官芯片检测微塑料所使用的实验材料 

材料名称 生产厂家 型号 

William’s E 培养基 美国 Gibco 12551032 

高糖培养基（DMEM） 美国 Gibco C11995500BT 

聚二甲基硅氧烷（PDMS） 美国道康宁 184 

聚碳酸酯滤膜（PCTE） 北京赛福莱博科技 47-0.2-10 

聚苯乙烯荧光微球 天津倍思乐 9003-53-6 

F-actin mAb 美国 Abcam ab130935 

ZO-1 mAb 美国 Abcam ab221547 

Ezrin mAb 美国 Abcam ab40839 

CYP3A4 mAb 武汉爱博泰克 A22229 

AlexaFluor 488 美国 Abcam ab150113 

AlexaFluor 647 美国 Abcam ab150075 

DAPI 大连美仑生物 MA0127 

细胞活/死染色试剂 大连美仑生物 MA0361 

人白蛋白 Elisa 试剂盒 武汉赛培生物 SP10526 

人尿素 Elisa 试剂盒 武汉赛培生物 SP39102 

ALT 试剂盒（Elisa） 上海酶联生物 ML064266 

表 5.2 肠-肝器官芯片检测微塑料所使用的实验设备 

实验设备名称 生产厂家 型号 

细胞培养箱 山东博科生物 QP-160 

生物安全柜 山东博科生物 BSC-1100ⅡA2-x 

离心机 苏州国飞实验室仪器 TDL-5A 

恒温干燥箱 绍兴易诚仪器 101-00B 

倒置显微镜 日本尼康 TS2R 

共聚焦免疫荧光显微镜 日本尼康 Ti-2 
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续表 5.2 肠-肝器官芯片检测微塑料所使用的实验设备 

实验设备名称 生产厂家 型号 

蠕动泵 保定迪创电子 BT100LC/DG6 

注射泵 保定迪创电子 LSP-02-1B 

立式蒸汽灭菌器 江苏登冠医疗 DGL-35B 

酶标仪 美国安捷伦 SynergyNeo 

5.2.2 肠-肝器官芯片的制作 

肠-肝器官芯片由聚二甲基硅氧烷（PDMS）制造。该芯片由两部分组成：具有上下

双层灌流通道（宽 1.5mm×高 0.5mm）和两个真空室的肠腔，以及具有单层灌流通道（宽

2mm×高 0.5mm）的肝腔。肠腔上下两层之间由多孔膜（10 μm 厚; 1 μm 孔径）进行分

割，并经过一条串联通道（宽 1mm×高 0.5mm）与肝腔相连。将 PDMS 和固化剂以 10：

1 的重量比混合搅拌均匀，充分去除气泡后倒入模具中。在 70℃固化 4h 后制成带有微

通道的顶层和底层，并在顶部打孔用于培养基的输送。按照顶层、多孔膜和底层的顺寻

将三者使用氧等离子体键合 120s。最后，使用不锈钢细管（内径：0.8 mm;外径：1.0 mm）

将芯片中的微通道与硅胶毛细管（内径：1.0 mm;外径：1.5 mm）连接起来。使用高精度

蠕动泵控制流速并进行循环灌流。 

5.2.3 微塑料颗粒的灌流 

带有绿色荧光标记（488/518）的聚苯乙烯 MPs 颗粒购自上海阿拉丁（直径 100nm）。

用超纯水将 MPs 分别稀释至 0.25mg/ml，0.5mg/ml，0.75mg/ml 和 1mg/ml 的浓度。在芯

片细胞培养的第 5 天（细胞成熟期）加入培养基并循环灌流（500μL/h）24 小时，随后

进行细胞损伤和功能性检测。 

5.2.4 Caco-2 和 HepaRG 细胞培养 

人结肠腺癌细胞系 Caco-2 购自如耀生物科技有限公司（浙江，中国）。在添加 10%

胎牛血清，1%青霉素-链霉素的高糖 Dulbecco 改良 Eagle 培养基(DMEM)中置于培养箱

（37℃，5%CO2）培养。所有实验均使用第 5 和第 10 代之间的 Caco-2 细胞。HepaRG

细胞的培养在前文中已有介绍。 

5.2.5 肠-肝器官芯片内的细胞种植 

按照 Caco-2 和 HepaRG 的先后顺序进行细胞种植。首先封堵下层通道的进出口，

将含有大鼠 I 型胶原（5 mg/ml）的无血清 DMEM 溶液注射到培养层中，并在 37℃下孵

育 2 小时，用于制作细胞负载的基质（ECM）。随后将消化完成的 Caco-2 细胞调整至

6×104cells/cm2 的浓度，通过无菌注射器缓慢注入到肠腔的 ECM 表面上，随后封堵上层

进出口。紧接着将同样消化完成的 HepaRG 细胞按照 1×105cells/cm2的浓度缓慢从下层
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通道注入肝腔，并封堵进出口。将芯片置入 37℃、5%CO2 的培养箱中静置 4h，使细胞

充分贴壁。随后使用蠕动泵以恒定的流速（500 μL/h，0.002Pa）在上下两层循环灌注培

养基。 

5.2.6 Caco-2 细胞的转运率检测 

转运率的检测在单一培养的Caco-2模型中进行。对 4组浓度（0.25mg/ml，0.5mg/ml，

0.75mg/ml 和 1mg/ml）的 MPs 进行荧光强度定量。随后在上层循环灌注 4 组浓度的

MPs24 小时，使细胞充分对 MPs 进行转运。收集下层的溶液并使用酶标仪进行荧光强

度分析。 

5.3 结果与讨论 

5.3.1 肠-肝器官芯片的构建 

MPs 是存在于各种环境中的污染物，可进入人体并在各器官中积聚，通过空气吸入

和食物摄入造成危害。进入人体的 MPs 在经历肠道的转运后，肝脏也可以成为入侵的目

标（图 5.1）。我们受肠肝轴的启发，设计了一款串联连接的肠-肝器官芯片，用于体外

探究 MPs 经过肠道转运，在肝脏中吸收并造成损伤的过程。 

 

图 5.1 人体摄入微塑料（MPs）的示意图 

芯片由两层 PDMS 组成，形成两个培养腔室（图 5.2a）：肠腔（芯片左侧，宽 1.5mm，

高 0.5mm）和肝腔（芯片右侧，宽 2mm，高 0.5mm）。上层通道用于肠腔的循环灌流，

模拟人体肠道受到的剪切应力。下层通道由微流体通道（宽 1mm，高 0.5mm）对肠腔和

肝腔进行串联连接，并采用蠕动泵进行循环灌流。这种结构类似体内 MPs 颗粒经过肠道

的转运，通过血液输送到肝脏的过程。肠腔上通道和下通道之间粘接一层薄而透明的聚

碳酸酯（PC）多孔膜（厚 10μm，孔径 1μm），分隔肠腔和肝腔的同时，允许 MPs 扩散。

Caco-2 细胞在膜上培养。通过在流体通道两侧的真空腔（宽 2mm，高 1mm）施加循环

气压，带动多孔膜进行相应的循环拉伸，使 Caco-2 细胞还原类似在体的肠道蠕动变形。
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图 5.2b 是芯片组装后的实物图。 

 

图 5.2 肠-肝器官芯片的构建及内部结构 

5.3.2 肠-肝器官芯片灌流速度和循环气压确定 

为了了解培养介质在芯片灌流通道内的流动状态，使用有限元分析软件（COMSOL 

Multiphysics 5.5 试用版），基于 Navier-Stokes 方程，对真实芯片尺寸的内部流体流动

（图 5.3a）和剪切应力（图 5.3b）进行数值建模。通道内的流速分布呈现抛物线形态，

符合层流运动规律。同时流动产生的剪切应力在通道壁面时达到最大值。鉴于细胞培养

在通道底部，后续选取底部边缘处的剪切应力值作为细胞受到的剪切应力。 

 

图 5.3 肠-肝器官芯片内部通道的流体有限元分析 
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为了进一步形成与体内相近的肠道剪切应力，通过仿真与实验相结合，探究了不同

流速（100μL/h 到 1000μL/h）下细胞受到的剪切应力变化（图 5.4a）。随着流速增加，

细胞所受剪切应力呈线性增加趋势。当流速达到 500μL/h 时，细胞受到的剪切应力达到

0.002 Pa，贴近在体肠道细胞受到的剪切应力。鉴于肝细胞对剪切应力的敏感性，我们

通过增加肝腔的宽度以减小流速及相应的剪切应力。图 5.4b 显示，当肠腔的平均线速度

和剪切应力分别为 165.05μm/s 和 0.002Pa 时，肝腔的平均线速度以及细胞受到的剪切应

力为 128.52μm/s 和 0.0018Pa，远低于肝细胞的损伤阈值（0.1Pa）[91]。 

 

图 5.4 不同流速对应的细胞剪切应力 

为了形成与体内相近的肠道蠕动运动，使用注射泵对肠腔周围的两个真空腔施加循

环气压，并记录多孔膜的形变情况（图 5.5）。在 3-21 KPa 的气压范围内，多孔膜的拉

伸应变呈现线性变化，拟合曲线（红色虚线）为：拉伸应变（%）=0.290 气压（KPa）+ 

0.104，R2=0.996。根据先前的研究[115]，1%的拉伸应变可促进肠道上皮细胞的生长分化。

因此，后续施加 3KPa 的循环气压构建肠道蠕动状态。 

 

图 5.5 施加不同气压对应的多孔膜拉伸应变 

5.3.3 肠-肝器官芯片重建肠道-肝脏微环境 

为了探究剪切应力和拉伸应变对肠上皮细胞形貌和分化的影响，我们以 500μL/h 的
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流速（0.002 Pa）在芯片中进行循环灌流培养 Caco-2 细胞，并控制真空腔中的气压变化

施加 1%的拉伸应变。第 7 天的显微镜（明场）显示，在芯片和静态培养的细胞都贴壁

良好（图 5.6a）。芯片内培养的细胞形貌呈现出褶皱样结构，类似于肠道绒毛，而静态

培养的细胞形貌较为平坦。此外，使用免疫荧光显微镜分析了 ZO-1 蛋白（代表细胞紧

密连接）和 Ezrin 蛋白（代表细胞分化程度）的表达。结果显示，与静态培养的细胞相

比，芯片内培养的细胞 ZO-1 和 Ezrin 蛋白的表达分别高了 19.85%和 197.82%（图 5.6b）。

表明芯片内的细胞具有更完整的连接性和更强的分化。 

 

图 5.6 芯片和静态培养的肠上皮细胞形貌及功能对比 

同样的，观察了在 390μL/h 的流速（0.0018Pa）循环灌流下 HepaRG 细胞的形貌和

功能（图 5.7a）。第 7 天的明场图像显示，与静态培养相比，芯片内培养的 HepaRG 细

胞呈现更强的团聚现象，类似 3D 组织样簇。此外，CYP3A4 酶（代表细胞代谢能力）

和 F-action 蛋白（代表细胞骨架）的表达分别比静态细胞高 99.45%和 117.49%（图 5.7b）。 

 

图 5.7 芯片和静态培养的肝实质细胞形貌及功能对比 
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为了进一步了解 Caco-2 细胞和 HepaRG 细胞的功能随时间的变化，连续 7 天分析

了肠细胞屏障 TEER（图 5.8a）和肝细胞白蛋白（图 5.8b）合成情况。静态和芯片内的

TEER 值都随时间上升，但芯片内的 TEER 值显著高于静态培养，第 7 天达到了静态培

养的 3.62 倍（17.23KΩ·cm2 vs. 4.75 KΩ·cm2）。值得注意的是，两者的 TEER 值在第 5

天达到峰值，随后下降，可能是因为肠细胞过渡拥挤导致的损伤。同样的，芯片内肝细

胞的白蛋白合成能力高于静态培养，第 7 天的白蛋白表达是静态的 1.47 倍（71.48 

ng/h/million vs. 48.49 ng/h/million）。此外，与静态培养相比，第 7 天芯片内的肠细胞 AKP

表达和肝细胞尿素代谢分别高了 3.68 倍和 2.59 倍（图 5.8c）。综上可得，肠-肝器官芯

片能促使细胞还原对应的肠道分化和肝脏代谢功能，为研究 MPs 的转运与吸收提供更

好的平台。 

 

图 5.8 芯片和静态培养的肠-肝细胞功能随时间变化 

5.3.4 微塑料在肠道中的摄取和肝脏损伤 

肠粘膜是通过口腔途径吸收颗粒接触的第一道细胞屏障[183]。为了了解 MPs 对肠道

的影响（包括细胞损伤，屏障完整性），我们分别将五组 MPs 浓度（对照组，0.25 mg/ml，

0.5 mg/ml，0.75 mg/ml 和 1mg/ml）施加于 Caco-2 细胞，并在 24 小时后评估细胞存活率

（图 5.9a）和 TEER 值（图 5.9b）。结果显示，在 0-1mg/ml 的浓度范围内，100 nm 的

MPs对Caco-2细胞的活力和屏障完整性没有显著影响。细胞存活率均保持在 80%以上，

TEER 值维持在 20 KΩ·cm2 附近，表明探究的浓度对细胞无毒。为了探究肠道对于 MPs

的转运，我们采用单一的肠细胞模型（不添加肝细胞）。在上层施加 MPs 溶液循环灌流

24 小时后，收集下层的溶液，并使用免疫荧光显微镜定量 MPs 的荧光强度（图 5.9c）。

结果显示，0.25mg/ml，0.50mg/ml 和 0.75 mg/ml 浓度的细胞转运率保持在 8%左右。然

而 1mg/ml 浓度的 MPs 转运率下降到 6.4%±0.4%，具有统计学意义（p < 0.05）。这可

能是由于细胞的转运量达到了饱和。 
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图 5.9 Caco-2 细胞和 MPs 共培养 24 小时后存活率、TEER 和转运率变化 

在分析了 MPs 在肠上皮层的转运之后，我们将肠道单一培养模型与人肝细胞模型

相结合，以解决转运颗粒是否能够到达肝细胞并被它们吸收的问题。MPs 溶液从肠腔上

层循环灌注 24 小时后，对肝腔的细胞进行免疫染色分析。图 5.10a 的免疫荧光图显示了

MPs（绿色）渗入并均匀的分布在 HepaRG 细胞内。相比于 0.25mg/ml 浓度，0.50mg/ml

和 0.75mg/ml 浓度的 MPs 积累分别高了 144.84%和 308.75%（图 5.10b）。值得注意的

是，1mg/ml 浓度的 MPs 积累与 0.75mg/ml 浓度没有显著性差异，验证了前文关于细胞

转运量达到饱和的猜测。为了了解 MPs 的积累是否会导致肝损伤，对 HepaRG 细胞的

活力进行了评估（图 5.10c）。结果显示，在 0-0.5mg/ml 的浓度范围内，细胞保持良好

的存活率（>80%）。然而当浓度增加到 0.75mg/ml 和 1mg/ml 时，存活率分别下降到

76.56%和 66.11%。高剂量的 MPs 积累对肝细胞造成了损伤。 

 

图 5.10 MPs 在 HepaRG 细胞中的积累和损伤影响 

为了进一步探究肝细胞的损伤类型，对活性氧（ROS）以及肿瘤坏死因子（TNF-α）

的表达进行评估（图 5.11a）。ROS 是细胞代谢的产物，当生物体处于压力下时，会过

量生成并导致氧化损伤。免疫荧光染色图像显示，ROS 的表达与 MPs 的积累呈现正相

关（图 4g）。相较于 0.25mg/ml 浓度，0.50mg/ml 和 0.75mg/ml 浓度的 ROS 表达分别高

了 52.47%和 161.81%（图 5.11b）。此外，TNF-α 的表达呈现相同的趋势，最高浓度
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（1mg/ml）下的释放量是对照组的 1.76 倍（图 5.11c）。以上结果表明，1mg/ml 浓度内

的 MPs 不会对肠道造成损伤，但可以透过肠道屏障导致肝脏氧化应激损伤。 

 

图 5.11 MPs 诱导下 HepaRG 细胞 ROS 和 TNF-α 的表达 

5.3.5 肠道蠕动对于肝损伤的保护作用 

谷丙转氨酶（ALT）是肝细胞的特异性损伤标志物。为了探究肠道蠕动对肝脏损伤

的影响在 MPs 诱导下，我们评估了在不同拉伸应变（0%，1%，3%，5%）下 HepaRG 细

胞的 ALT 释放（图 5.12a）。使用 1mg/ml 的 MPs 溶液在肠腔循环灌注，并在 24 小时后

检测。结果显示，ALT 的释放随着拉伸应变的提高逐渐降低。相较于 0%的拉伸应变，

1%、3%和 5%的 ALT 释放量分别降低了 39.19%、55.67%和 71.79%。 

为了进一步探究损伤变化背后的原因，我们首先检测了 MPs 第一道屏障（肠上皮细

胞）的 TEER 和转运率。相较于 0%的拉伸应变，1%、3%和 5%的 TEER 的值分别提高

了 271.14%，346.41%和 410.21%（图 5.12b）。表明拉伸应变的提高增强了肠屏障功能。

相反，相较于 0%的拉伸应变，1%、3%和 5%的转运率分别下降了 46.69%，57.28%和

64.54%（图 5.12c）。意味着穿透到下层的 MPs 变少。 

 

图 5.12 不同拉伸应变下细胞转运和损伤变化 

最后，我们进一步分析了肝细胞 MPs 的吸收和活性氧的表达（图 5.13）。免疫染色

结果显示，两者的表达随着拉伸应变的增加而下降。相较于 0%的拉伸应变，对于 1%、
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3%和 5%的拉伸应变，细胞 MPs 的吸收分别降低了 28.04%，37.36%和 52.55%，相应的

ROS 表达分别降低了 20.03%，50.55%和 63.06%。因此，在一定范围内提高肠道蠕动可

以促进肠道屏障的形成，并有助于减少 MPs 的转运。 

 

图 5.13 不同拉伸应变下细胞 MPs 吸收和 ROS 荧光图像 

5.4 本章小结 

在本章节中，开发了一种具有仿生肠道蠕动和肝脏动态流动环境的肠-肝器官芯片。

通过荧光可视化和免疫组织化学方法，探究了 MPs 经口服后在人体肠道中的转运和肝

脏的积累。与常规的共培养平台相比，该芯片可以还原体内肠道和肝脏的关键物理微环

境，如肠道中的剪切应力（0.002Pa）和循环蠕动（1%-5%），以及肝脏中的血液流动。

成功演化了肠道和肝脏各自的生理特征，如肠道的屏障功能和绒毛结构，以及肝脏的 3D

组织簇和代谢功能。此外，在肠腔和肝腔循环灌流了直径为 100nm 的聚苯乙烯 MPs 颗

粒（浓度范围为 0-1 mg/ml），发现了随着肠道蠕动的增加（0%，1%，3%，5%），MPs

的转运率下降（≤8%），同时肝细胞的氧化应激和损伤程度相应下调。我们的肠-肝器

官芯片展示了 MPs 经口服后在肠道的转运和肝脏吸收的过程，强调了肠道蠕动对保护

肝脏免受损伤的重要作用，为评估 MPs 对不同器官的特异性影响提供了新的研究平台。 
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第 6 章 总结与展望 

6.1 总结 

为了构建贴近在体氧浓度梯度微环境的肝分区器官芯片，本文首先通过环境氧对流

扩散的仿真研究了灌流速率对氧气梯度区间形成的影响；在构建出生理氧浓度梯度后，

探究了 HepaRG 在此环境下的细胞动力学，包括细胞形貌和功能；随后，在具有肝分区

异质性功能的细胞上构建非酒精性脂肪肝病（NAFLD）模型，探究疾病的进展以及干预

机制；最后，将肝器官芯片与肠器官芯片串联连接，体外探究了微塑料（MPs）在人体

内的转运、吸收和损伤。具体研究结论如下： 

（1）基于环境氧对流扩散的数值模型，仿生肝窦开窗的血流动力学，构建了肝小叶

器官芯片。同时在体外培养实现可控的、贴近在体的氧浓度梯度（3.7%-8.9%），成功分

化出在体肝小叶分区特征（形貌特征：细胞骨架、高度，功能特征：蛋白合成、细胞代

谢）。 

（2）在肝分区芯片上成功诱导建立 NAFLD 模型，最初的脂质积累出现在区域 3

（低氧区域），至区域 1（高氧区）呈现渐弱变化。在随后的几天内，这种梯度变化逐

渐消失。此外，相比于我们设置的均匀 20%氧气条件，氧梯度条件下的细胞出现了更为

显著的损伤。深入研究了损伤的根本原因，发现了氧梯度区间与细胞损伤程度呈现负相

关，同时揭示了 Hif-2α，β-catenin 和 ROS 在 NAFLD 干预机制中的作用。 

（3）将肝器官芯片与具有仿生肠道蠕动的肠器官芯片相结合，还原了微塑料经口

服后在肠道的转运和肝脏的吸收过程。发现 100nm 的微塑料（MPs）在 1mg/ml 的浓度

内不会对肠细胞造成损伤，同时保持 8%的转运率。与之相反，肝细胞会产生氧化应激

反应和细胞损伤，损伤程度与 MPs 剂量呈正相关。此外，提高肠道蠕动可以降低微塑料

的转运率，同时肝细胞损伤相应下调。 

6.2 展望 

尽管本文对肝分区芯片进行了研究及应用，并取得了一定的成果，但仍存在一些不

足之处，在后续的工作中会继续优化。不足之处如下： 

（1）细胞类型。研究受到 HepaRG 细胞使用的限制，具有基因突变，且缺乏精准

的人肝功能。鉴于在 NAFLD 中肝星状细胞，肝窦内皮细胞，库弗细胞对纤维化形成的

促进作用，未来仍需加入这几种细胞去探究细胞间的相互作用对疾病进程的影响。 

（2）芯片材料。本文使用的 PDMS 芯片材料虽然具有良好的透明性和可制作性，
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但对于许多疏水性的小分子具有吸附性，例如候选药物、生物制剂等。这影响了结果的

准确性。未来可对 PDMS 表面改性或者采用玻璃作为制造芯片的潜在替代方案。 

（3）传感器的集成。本文仅集成了单一的电化学传感器进行动态监测，检测参数有

限，可能会忽略某些参数导致结果判断不准确。后续工作中需集成多种传感器对芯片进

行多参数、全方位的监测，有助于药物筛选和疾病建模结果的准确性。
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