
 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (12): 1859 −1864 · 1859  · 

 
 
 

体外肝脏 3D模型在药物肝毒性评价中的优势 
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摘要: 建立及评价体外肝脏 3D模型在药物肝毒性评价中的优势。本研究利用悬滴技术构建 HepaRG3D多细
胞聚球体模型, 并检测其肝功能水平, 最后用该模型评价 2 个肝毒性阳性药重复给药毒性, 并与 2D 模型下单次
给药毒性进行比较。HepaRG 细胞聚集生长形成微组织体, 该模型的细胞白蛋白表达水平、尿素分泌水平和
CYP3A4活性诱导水平均显著高于 2D模型。盐酸胺碘酮在 2D和 3D培养模型下 IC50分别为 50和 100 μmol·L−1;      
异烟肼在 2D模型下 IC50 > 1 mmol·L−1, 3D模型下 IC50为 700 μmol·L−1。两个药物在 3D模型下 LDH活性均呈现
明显的时间/给药次数依赖性和剂量正相关性。结果提示成功建立体外肝脏 3D悬滴培养模型, 与 2D模型比较, 该
模型可用于准确评价肝毒性阳性药, 并为将来体外准确、高通量和多次长期给药评价药物肝脏毒性提供可能。 
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Abstract: This study was conducted to establish an in vitro 3D liver model and apply it to the drug liver 

toxicity evaluation.  The 3D multicellular sphere model of HepaRG cells was established by hanging-drop       
technique for evaluation of liver function.  The 3D liver model was used to test the hepatotoxicity of isoniazid 
and amiodarone hydrochloride compared to the 2D cell culture model.  Our results showed that HepaRG cells 
formed a compact spheriod, and the level of cell albumin, urea and the CYP3A4 activity were significantly 
higher than that of 2D model.  With the treatment of amiodarone hydrochloride in 2D and 3D model, the IC50 
were 50 and 100 μmol·L−1, respectively.  When the dose was less than 1  000 μmol·L−1, isoniazid had no hepatocyte 
toxicity in 2D model, while the IC50 in 3D model was 700 μmol·L−1.  The LDH activities of both drugs in 3D 
model showed time- and dose-dependent correlation.  The results suggest that this in vitro 3D hanging-drop 
liver model is good for testing liver functions with a high hepatic drug-metabolizing enzyme activity.  Compared 
with the 2D model, the 3D liver model can accurately evaluate the liver toxicity of drugs.  Our results demon-
strated the importance of in vitro cell culture models for detection of in vivo-relevant adverse effects of drugs. 
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肝脏是药物毒性的重要靶器官, 在大多数药物的
代谢过程中发挥重要作用。药物肝损伤 (drug-induced 
liver injury, DILI) 是急性、慢性肝病的重要致因, 是
新药研发的重要安全问题[1]。因此, 进行药物肝毒评
价是药物研发中毒性评价的关键步骤。 

目前用于药物安全性评价的模型包括在体实验

动物模型和体外模型。体内评价模型常用各种实验    
动物, 不仅实验周期长、耗费财力、存在伦理问题,     
并且与人类存在种属差异; 而体外评价模型常使用
的人类肝细胞单层培养模型源自人类, 检测迅速, 但
由于二维 (two-dimension, 2D) 培养的细胞缺乏细胞−
细胞接触和细胞−胞外基质间的联系, 不具有三维结
构, 培养几天后即产生生长抑制, 其 CYP 酶表达低, 
药物代谢能力低下, 丧失了肝脏的异质性, 局限于急
性药物毒性的检测, 不适合用于长期重复给药的研
究[2−5]。因此, 建立既能保留体内细胞微环境的物质
结构基础、模拟体内肝脏组织各项功能、实现长期重

复给药, 在进行药物安全性评价时又能达到高效、准
确、直观、可控的肝毒评价体系是目前药物肝毒性研

究的热衷方向[6]。相对于 2D 培养模型, 三维 (three-    
dimension, 3D) 培养已被证实能够进行更长时间的
培养, 并且能够保持较好的肝细胞功能[7−9], 由原代
肝细胞、肝实质/非实质细胞构建起来的部分体外肝
脏 3D模型已被用于组织工程学研究和药物研发过程
中的药物评估[10, 11]。对体外 3D模型长期培养下肝细
胞功能的研究和寻找更合适的材料用于构建模型研

究日渐优化, 但体外肝脏 3D 模型在药物重复给药毒
性评价方面的应用验证和机制探索仍不太明朗, 有
待进行更多的验证和探索。 

研究表明, 人体肝前体细胞系终端分化肝细胞
HepaRG 细胞株是一个有效的探究药物肝毒性的细
胞模型[12, 13]。3D多细胞聚球体培养可精确控制细胞
的数量和球体的大小, 操作简便, 又可进行高通量研
究[14], 保持肝状类似结构和组织代谢活动[15, 16]。本研

究首先利用悬滴技术构建了 HepaRG细胞的 3D多细
胞聚球体模型, 并对该模型进行两周的肝功能检测, 
然后利用该模型进行肝毒阳性药的肝毒性评价, 深
入研究该体外 3D肝脏模型在药物安全性评价中的特
点和优势。 
 

材料与方法 
材料  HepaRG人源肝细胞系购自 ATCC Thermo-

Fisher Scientific (广州吉尼欧生物有限公司代购); 异

烟肼对照品 (isoniazid, INH, 100578-200401, 99.2%)、
盐酸胺碘酮对照品 (amiodarone hydrochloride,  100065-   
201207, 99.7%)、苯妥因对照品 (phenytoin, PT, 100210-   
201303, 99.0%) 和酮康唑对照品 (ketoconazole, KN, 
100294201203, 99.4%) 均购自中国食品药品检定研
究院; 胎牛血清 (FBS, 10099-141) 和 0.25% Trypsin-    
EDTA购自 Gibco公司; 二甲基亚砜 (DMSO, Sigma-    
Aldrich 公司); 3D 细胞活力检测试剂 CellTiter-Glo® 
2.0、CYP2C9和 CYP3A4检测试剂均购自 Promega公
司; 白蛋白和尿素检测试剂盒均购自BioAssay Systems
公司。 

仪器  悬滴 GravityPlusTM和 GravityTRAPTM板 
(Insphero公司), 全自动生化分析仪 (日立 Hitachi 7180
型), VICTOR X5多功能酶标仪 (PerkinElmer 公司)。 

细胞培养  将 HepaRG 细胞置于常规培养瓶内, 
以 RPMI 1640完全培养基 (含 10% FBS), 在 37 ℃、

5% CO2和相对湿度 90%  的培养箱内培养, 培养基隔
天更换, 2～3天细胞贴壁生长覆盖瓶底 80%～90%  后

传代培养。本实验所用 HepaRG 为第 13 代、第 14
代细胞。 

体外肝脏 3D模型的建立   
HepaRG细胞诱导分化  HepaRG细胞在含 10% 

FBS的 1640 完全培养基中正常贴壁生长至覆盖瓶底
80%～90%  后, 加入 2% DMSO 高密度诱导培养 14
天成内皮细胞或肝脏细胞[17]。 

3D 悬滴培养模型的构建  HepaRG 细胞经 2% 
DMSO 诱导培养 14 天成内皮细胞或肝脏细胞后, 用
含 0.25% EDTA的胰酶消化, 并用含 10% FBS的新鲜
1640 培养基制备密度为每毫升 1.25×107个的细胞悬

液并接种于 GravityPlusTM板上, 每孔 40 μL, 每孔接
种细胞总数为 5×105个。悬滴培养 4 天, 形成肝细胞
微球后加入培养液 70 μL将其转移至底径为 1 mm的
GravityTRAPTM板中, 隔天换液, 连续培养 10天。 

肝功能评价  将细胞分别进行单层平面培养和
3D悬滴培养。平面培养模型于接种后第 1、2、3天, 
悬滴模型在接种后第 1、2、3、5、7、10天分别收集
细胞培养上清液, 利用白蛋白试剂盒和尿素试剂盒
来检测白蛋白表达量和尿素分泌水平。 

抑制剂/诱导剂对 2D/3D 模型 CYP 3A4 的影响  

将 CYP 3A4诱导剂 PT和抑制剂 KN溶于 DMSO制
备成母液。在 2D模型接种后第 3天, 3D模型培养第
3、5、7和 10天分别给予 PT (100 μmol·L−1) 和 KN (25 
μmol·L−1), 并各设溶剂 (0.1% DMSO) 对照组。在含
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10% FBS的培养基中孵育 24 h后, 用 PBS洗细胞 3
遍, 并用非细胞裂解型 CYP3A4 检测试剂检测各孔
化学发光强度, 计算 CYP3A4活性% = (Luce给药组/ 

Luce对照组) ×100%。结果均除以肝细胞数进行归一
化处理。 

2D 肝脏模型评价药物毒性  在 96 孔培养板中
每孔接种 5 000个 HepaRG细胞, 孵育 24 h。分设对
照组和异烟肼、盐酸胺碘酮给药组。其中异烟肼组给

药浓度分别为 100、200、400、600、800 和 1 000 
μmol·L−1, 盐酸胺碘酮给药浓度分别为 10、20、40、
100、150、200和 250 μmol·L−1。给药后, 在 37 ℃、

5% CO2 (孵育条件下同) 条件下孵育 24 h 后, 每孔    
加入等体积的 ATP 检测试剂, 轻轻晃动, 室温平衡
10 min。取反应液于 96 孔荧光检测板, 用酶标仪检    
测各孔的 ATP 发光强度, 并计算细胞存活率 (%) = 
(Luce给药组/Luce对照组) ×100%。 

3D 肝脏模型评价药物重复给药毒性  悬滴培养
模型在接种后第 4天将微组织转移到GravityTRAPTM

板培养 7天, 给予异烟肼和盐酸胺碘酮, 并设对照组, 
连续给药 3 次, 每次 24 h。给药浓度与“2D 肝脏模
型评价药物毒性”中所列给药浓度一致。每次给药

24 h后取上清液, 生化检测仪测定 LDH的释放量。
重复给药 3 次后按照“2D 肝脏模型评价药物毒性”
中所描述的方法测定细胞 ATP 发光强度, 得出药物
对细胞增殖抑制的影响。 
数据处理  实验数据均以 x ± s表示。采用 Graph-

Pad Prism 6软件, 对两组数据进行比较时采用 t检验, 
对 3组及以上数据采用单因素方差分析, P < 0.05时认

为差异有统计学意义。 
 

结果 
1  3D培养模型的建立和评价 
1.1  微组织体的形成  未经诱导的 HepaRG 细胞形
态饱满, 折光率好, 胞浆清晰可见, 细胞−细胞间分
辨明显 (图 1A)。在含 2% DMSO的培养液中培养 5
天后 , 细胞逐渐分化成扁平状和颗粒状两种形态 
(图 1B)。经过 14天 2% DMSO诱导成扁平状、胞质
透明的内皮细胞或颗粒肝脏样细胞 (图 1C)。在悬滴
培养模型中, 于 GravityPlusTM板上悬滴 4天后, 细胞
聚集生长形成微组织, 将其转移至底径为 1 mm 的

GravityTRAPTM 板 (图 1D)。继续培养, 微组织体生
长迅速, 培养至第 5 天已长满底孔 (图 1E), 之后紧
密生长, 透光性低 (图 1F)。 
1.2  3D 模型可以长期培养并且有较高的白蛋白分
泌水平  在细胞培养的不同时间点, 收集细胞培养
上清液, 分别对白蛋白 (图 2A) 和尿素 (图 2B) 含量

进行评价。结果显示, 3D培养 3天后, 白蛋白分泌达
到较高的水平; 在 3D培养 5天后尿素分泌达到较高
水平, 且都显著性高于 2D 培养水平, 且该水平一直
维持到培养 10 天后。结果表明 3D 模型可以长时间
保持高水平白蛋白和尿素分泌, 维持其肝脏功能。 
1.3  3D 模型可以长期培养并保持较高的肝药酶活
性  肝药酶活性是影响药物肝毒性的重要因素。为     
检测 3D 模型培养下细胞的代谢能力 , 实验通过
CYP3A4 诱导剂 PT 和抑制剂 KN 检测细胞在 2D 培
养和 3D模型中肝药酶表达的强弱。 

 

 
Figure 1  Phase-contrast micrographs of HepaRG cells.  Cells were seeded at high density for 2 days without dimethyl sulfoxide 
(DMSO) (A), and maintained in culture for 5 days (B) or 14 days (C) in a medium deprived of 2% DMSO.  H: Hepatocyte-like cells;      
EP: Epithelial like cells.  Light microscopy pictures of three dimensional (3D) HepaRG spheroids after incubation for 1 day (D), 5 days 
(E), 9 days (F) 
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Figure 2  Albumin expression (A) and urea secretion (B) per 
day per 106 cells in two dimensional (2D) and 3D culture models.  
n = 4, x ± s 

 
培养不同时间后, HepaRG细胞经 PT处理 24 h, 

3D培养细胞的CYP3A4活性诱导水平均明显高于 2D
培养的诱导水平。HepaRG 细胞经 KN 处理 24 h 后, 
CYP3A4活性均受抑制 (图 3)。 
 

 
Figure 3  Cytochrome P 3A4 (CYP3A4) activity in 2D and 3D 
HepaRG cultures.  Basal, induced and inhibited activities of 
CYP3A4 for up to 10 days of 3D liver culture and 3 days of      
2D liver culture.  Cells were treated in serum-containing media 
with vehicle (0.1% DMSO), CYP3A4 inducer (100 μmol·L−1 

phenytoin) or CYP3A4 inhibitor (25 μmol·L−1 ketoconazole) for 
24 h.  The results were presented normalized to the activity of 
the vehicle treated cells, set to 100%.  n = 4, x ± s 
 
2  2D肝脏模型评价药物毒性 

本实验首先在 2D培养中分别给予两种肝毒阳性
药异烟肼和盐酸胺碘酮, 孵育24 h, 检测其对HepaRG
细胞的毒性。实验结果表明, 盐酸胺碘酮能明显抑    
制 HepaRG 的增殖, 并且呈现明显的剂量依赖性, 其
IC50为 50 μmol·L−1 (图 4A)。然而, 会引起肝细胞坏
死性损伤的抗结核药异烟肼进行同样的检测却并未

显示出明显的细胞毒性 (图 4B)。结果显示 2D 培养
对于异烟肼的肝脏毒性评价存在较大局限。 

 
Figure 4  2D liver culture for detection of drugs-induced acute 
toxicity.  Cells were treated for 24 h.  The viabilities were 
measured in the cell lysates at the end of drug treatment period.  
Viability is given as percentage of untreated control.  A: Amio-
darone hydrochloride; B: Isoniazid.  n = 4, x ± s 
 
3  3D肝脏模型评价药物长期毒性 

LDH是重要的代谢酶, 其释放量是判断肝损伤的
重要指标。每次给药 24 h 后检测在 3D 模型培养下
LDH的释放量。给予盐酸胺碘酮后, 悬滴技术培养下
LDH的释放存在明显的剂量依赖关系, 并且经重复给
药后呈现明显的时间/次数依赖性, 在给药剂量 100～
250 μmol·L−1间, 第二次给药后 LDH的释放量达对照
组的 2～3倍, 第三次高达 3～4倍 (图 5A)。检测盐酸
胺碘酮对细胞的增殖抑制作用, 悬滴培养时 IC50 为

100 μmol·L−1 (图 5B), 高于 2D培养的 50 μmol·L−1。 
在 2D 培养中给药浓度高达 1 mmol·L−1时却未    

被检出毒性的异烟肼, 悬滴培养检测出其 IC50为 700 
μmol·L−1, LDH 的释放量也存在明显的剂量依赖关   
系和时间依赖性 (图 6)。对比 2D 培养模型而言, 运
用肝细胞的 3D培养模型用于药物肝毒性评价一定程
度上能够更加接近机体对药物毒性的反应。 
 

讨论与结论 
目前, 迫切需要建立更准确的体外肝细胞模型

预测药物对人体的肝毒性。本研究的主要目的是采    
用悬滴法建立可以长期培养的 3D HepaRG球体模型
并进一步对该体外模型的肝功能进行评价, 并探究
其在药物肝毒性评价中的特点和优势。有研究显示, 
体外细胞球体的大小对缺氧型核坏死有重要影响[18],  
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Figure 5  3D liver culture for detection of amiodarone hydro-
chloride-induced chronic toxicity.  Cells were treated for 3 days, 
medium was changed every 24 h.  A: Lactate dehydrogenase 
(LDH) release: the media of the treated 3D liver cells was     
collected daily and LDH release was measured.  B: The      
viabilities were measured in the cell lysates at the end of       
drug treatment period.  All datas were expressed as percentage 
of untreated control.  n = 4, x ± s 
 

 
Figure 6  3D liver culture for detection of isoniazid-induced 
chronic toxicity.  Cells were treated for 3 days, medium was 
changed every 24 h.  A: LDH release, the media of the treated 
3D liver cells was collected daily and LDH release was measured.  
B: The viabilities were measured in the cell lysates at the end of 
drug treatment period.  All datas were expressed as percentage 
of untreated control.  n = 4, x ± s 
 
在细胞球大小为 200 μmol·L−1 左右时活性较高且不

会出现大量的核坏死。本研究采用悬滴法建模, 能精
确控制细胞数量, 保持球体的大小在  < 1 mm, 细胞

迅速增殖增强了细胞与细胞之间的联系。同时, 结果
显示, 3D 肝微组织形成后再培养 10 天, 其代谢酶水
平、白蛋白表达水平以及尿素分泌水平均明显高于

2D培养的细胞, 说明其肝细胞功能状态保持良好。 
此外, 本实验用肝毒性阳性药评价了所建立起

来的体外肝脏 3D悬滴培养模型检测药物重复给药毒
性的能力。盐酸胺碘酮是著名的抗心绞痛药, 临床用
药易引起急性肝炎和长期给药引起严重肝损伤[19, 20]。

在 2D/3D模型中对其肝毒性进行比较, 结果表明, 体
外肝脏 3D 悬滴培养模型下, 盐酸胺碘酮所显示的毒
性具有时间/给药次数依赖性和剂量正相关性, IC50高

于 2D 模型检测结果, 这可能与 3D 培养模型药物的
代谢酶活性较高而对药物代谢较快有关, 也可能是
因为 3D 培养细胞形成细胞球, 模拟体内生理结果, 
减缓了药物直接渗透, 该结果显示该模型仍具有更
多次重复给药的潜力。异烟肼作为典型的临床抗结核

药, 常引起肝细胞性坏死型药源性肝损伤[21]。然而, 
在 2D 培养中给药浓度高达 1 mmol·L−1却未被检出   
细胞毒性的异烟肼[13], 通过本研究建立的 3D模型却
能检测出其毒性 (IC50 = 700 μmol·L−1), 并呈现时间
依赖性和剂量正相关性。有研究报道, 异烟肼原型药
并不会引起肝损伤, 而是容易被肝药酶 CYP2E1 和
N-乙酰基转移酶 2 (NAT2) 代谢成毒性产物联胺等    
而引起肝损伤[22, 23]。印证了本实验中由于 3D模型代
谢酶活性明显高于 2D 模型, 从而在测定异烟肼毒性
时更具优势。类似地, Gunness 等[24]通过了体外肝脏

2D/3D 悬滴培养模型评价肝毒性阳性药对乙酰氨基
酚  (APAP) 时发现 3D 悬滴培养模型能够检测出

APAP的细胞毒性并且毒性的产生与 CYP2E1水平有
关, 3D模型所得结果与药物在体内反应的结果相似。
因此, 运用肝细胞的 3D 培养模型用于药物肝毒性评
价一定程度上能够更加接近复杂的机体对药物毒性

的反应, 与Li等[25]关于肝细胞 3D培养的研究结果相
似, 然而更多的体外肝脏 3D 培养模型的肝功能特异
性指标以及可靠的药源性肝毒指标的筛选仍需进一

步验证和探究。 
综上所述, 本研究初步成功建立可进行相对长

时间培养的 HepaRG 细胞体外 3D 培养模型, 并且可
用于药物重复给药实验以预测药物肝毒性, 其评价
功能更接近于机体对药物的反应。该体外肝脏 3D模
型在药物肝毒性评价, 特别是体外长期多次给药毒
性评价中具有特别的优势。该模型的建立为体外高通

量筛选药物肝脏毒性提供了可能。 
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