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微流控肝、肾芯片在中药毒理研究中的应用
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［摘要］ 微流控肝、肾芯片是近年来进行新药研发、药效毒理研究和机制探索、疾病模型构建的优选模型载体。在美国食

品药品监督管理局允许当动物疾病模型难以构建时，用体外模型数据代替动物模型数据进行新药申报的大背景下，微流控芯

片因为具有高通量、能高度仿生生命体特征、可方便进行重复给药的正常或病理状态下的药物毒性评价且允许对培养物培养

过程进行实时诱导、监测过程数据实时采集分析等优点而得到广泛的关注。在毒理学研究中，肝、肾芯片可以通过结合不同物

种来源的 2D 单培养和共培养、3D 培养、球状体/类器官细胞、精密切割肝、肾切片、永生化细胞系或夹心培养细胞系等培养物，

构建适合不同物质药效毒理学检测的体外模型。该模型最大化模拟或保留肝脏和肾脏的脏器功能和体内微环境，包括特定的

生理组织结构、多细胞相互作用/串扰、多器官相互协作/反馈等，以得到与体内实验数据相近或相同的结果，减少了不同种属

之间的差异；同时大大减少实验动物的使用，降低了成本。微流控技术提供的微流体不仅能为内容物培养提供必要的剪切力

微环境，还能解决目前由于肝、肾芯片培养过程中组织供氧不足、营养物质的缺失、代谢物堆积，导致的细胞凋亡甚至组织坏死

纤维化，难以长期维持结构和功能等问题。该文旨在对微流控技术结合肝脏芯片与肾脏芯片在中药毒理研究中的应用进行综

述，通过梳理微流控技术、肝脏芯片、肾脏芯片的发展历程及微流控肝、肾芯片在中药毒理研究中的应用实例，结合中药给药特

点探讨其在中药毒理研究领域的应用优势及未来发展方向。
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［［Abstract］］ Microfluidic liver and kidney chips have become preferred model carriers in recent years for 

new drug development， pharmacological and toxicological research， mechanism exploration， and disease model 

construction. In the context of the USA. Food and Drug Administration allowing the use of in vitro model data as 

a substitute for animal model data in new drug applications when animal disease models are difficult to 

construct， microfluidic chips have received widespread attention due to their high throughput， ability to highly 

mimic biological characteristics of living organisms， convenient evaluation of drug toxicity in normal or 

pathological states with repeated dosing， real-time induction and monitoring of culture processes， and real-time 

data acquisition and analysis. In toxicology research， liver and kidney chips can construct in vitro models 
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suitable for the pharmacological and toxicological detection of different substances by combining 2D 

monocultures and co-cultures from different species sources， 3D cultures， spheroids/organoid cells， precision-

cut liver and kidney slices， immortalized cell lines， or sandwich-cultured cell lines. This model maximally 

simulates or retains the organ function and in vivo microenvironment of the liver and kidney， including specific 

physiological tissue structures， multicellular interactions/crosstalk， and multi-organ coordination/feedback， to 

obtain results similar to or the same as in vivo experimental data， reducing interspecies differences. At the same 

time， it greatly reduces the use of experimental animals and lowers costs. Microfluidic technology provides 

necessary shear force microenvironments for the cultivation of contents and solves problems encountered in the 

cultivation process of liver and kidney chips， such as insufficient tissue oxygen supply， nutrient deficiencies， 

and accumulation of metabolites， leading to cell apoptosis and even tissue necrosis fibrosis， which make it 

difficult to maintain long-term structure and function. This article reviewed the application of microfluidic 

technology combined with liver and kidney chips in Chinese medicine toxicology research. By summarizing the 

development of microfluidic technology， liver chips， kidney chips， and providing application examples of 

microfluidic liver and kidney chips in Chinese medicine toxicology research， combined with the characteristics 

of Chinese medicine administration， the article explored the advantages and future development directions of 

their application in the field of Chinese medicine toxicology research.

［［Keywords］］ microfluidic liver chip； microfluidic kidney chip； toxicology of Chinese medicine； 

precision-cut organ slice； 3D culture； organoids

现有数据表明，中药出口已超过 175 个国家和

地区［1］。中药的广泛应用也导致近年来以药源性

肝、肾损伤为代表的药物不良反应/事件成为不可忽

视的问题。有证据表明，中药药源性肝损伤（HILI）
占临床全部药物损伤的 2.6%~4.8%，在全部药源性

肝损伤（DILI）中的构成比约为 20%［2］；在《中国药品

不良反应信息通报》公布的 162 个药物品种中，中药

药源性肾损伤（HIKI）在中药引发的不良反应中，占

比 61.5%［3］。因此，加强临床前及已上市中药安全

性评价研究，正确认识中药不良反应及其机制，为

中药临床安全使用提供科学依据显得尤为重要。

人源细胞的体外培养和整体动物模型是中药

毒理研究的常见方式。原代细胞在体外难以长时

间维持生命力和表型，无法满足中药作用缓慢带来

的长时间、多次给药特性的研究需求，而永生化细

胞虽能不断生长繁殖，但其在培养过程中会产生表

型偏移，导致实验结果出现偏差。整体动物模型存

在价格昂贵、通量低、时间长、敏感性和特异性较差

等问题。故而中药研究急需一种能最大程度保留

生理相似度、高通量、经济、灵敏、便于动态监测、能

长时间培养、多次重复给药的符合中药作用特点的

模型载体。微流控技术因其仿生、灵敏、准确、可长

期培养、易动态监测等特点，已被越来越多的应用

于中药药理、毒理等研究领域。

微流控系统作为微量分析技术由方肇伦院士

于 2000 年首次引入中国［4］。经过几十年的发展，微

流控芯片可用于模拟体内复杂微环境，实现细胞或

组织培养微环境的精确调控，且利用光学显微镜、

流动压力传感器、电泳仪、色谱等仪器的相互组合，

能对芯片内细胞或组织生理特征和微量基础代谢

物质的转变进行实时监控。将不同类型细胞以特

定方式排布的类器官芯片或对动物部分组织进行

培养的器官芯片，通过微流控技术串联，可实现多

器官共同作用和重复给药，模拟药物在体内正常吸

收、分布、代谢、排泄过程［5］。下面就微流控的发展

历程及其肝、肾芯片在毒理学中的应用进行详述。

1 微流控发展史

1990 年 MANZ 等［6］提 出“ 全 化 学 分 析 系 统

（TAS）”的概念，并用理论推导证实结合现代传感器

与基于流动注射分析、色谱分析和电泳分析于一体

的全自动模块化分析系统的可行性。次年 MANZ

等［7］将全化学分析系统结合硅晶光刻技术进一步讨

论了该系统的可用性，为后续微流控芯片微加工奠

定了雏形。

2000 年 MCDONALD 等［8］发表关于微流控新

材料——聚二甲基硅氧烷（PDMS）。这种材料坚

固，便宜，生物相容性好，高透气性，可采用相对简

单的软刻蚀加工方法而不需要洁净室等苛刻加工

环境。 2001 年，微流控芯片领域的主流刊物——

Lab on a Chip 的成功创刊，吸引了越来越多的学者
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关注这个方向的发展。 2002 年 THORSEN 等［9］在

Science 上发表“微流控大规模集成”式芯片的文章。

类似于电子芯片，利用 PDMS 材质制备包含 3 574

个气动微阀分隔而出 1 000 个小室的集群式芯片，

阀门开关视为 1 或 0 通过计算机定位控制每一个阀

门，复杂混合样品在芯片内通过阀门开关、检测器

检测，不断将样品细分纯化、并流混合、储存实现真

正的自动的全化学分析系统。此后在 2003 年微流

控芯片更是被 Forbes 杂志评为“未来影响人类最深

的 15 件发明之一”。

2005 年 Nature 杂志针对 Shuler 团队，自 2000 年

以来试图将体细胞导入芯片中进行培养，并成功将

来自大鼠大脑、心脏和肝脏的细胞放在不同的沟槽

中，通过微小的流体通道连接起来，以模拟相应器

官功能的工作做了独家专访［10］。紧接着 2006 年

7 月 Nature 更是连续刊载 6 篇关于微流控芯片的系

列文章，包括芯片上的单分子测量、细胞培养、设计

制作、工业趋势、监测设备、化学分离与合成各个

方向［11-12］。

2 微流控肝脏芯片

肝脏承担着分泌胆汁、储藏糖原，调节蛋白质、

脂肪和碳水化合物的新陈代谢、造血和凝血作用、

代谢内源性以及外来的毒性物质等重要功能，是人

体最重要的解毒器官。自 1970 年 HepG2 细胞（人肝

癌细胞）开始应用于临床前毒性评价，在过去 60 年

里，整体动物给药和肝细胞的体外培养，一直是评

估新药安全性、开展药理研究的主要手段［13］。肝细

胞体外培养方式多为以细胞外基质（ECM）包被原

代肝细胞、永生化肝细胞、肝癌细胞或多能诱导干

细胞在孔板中静态培养。但在该技术使用过程中，

原代肝细胞、多能诱导干细胞在培养过程中相关功

能会逐渐丧失、表型难以维系，永生化细胞和肝癌

细胞来源于单独个人，对不同药物敏感度无法体现

人类整体内的个体差异，且与人体正常肝细胞表型

存在一定差距等问题逐渐被人们所发现［14］。现今

整体动物给药仍作为临床前药物安全性评价的“金

标准”。

2.1　肝细胞芯片     肝脏在受到损害时，会通过激活

一系列分子信号及通路完成自调控，以减少对正常

生理功能造成的影响。这种自调控的体外重现被

认为是评价药物肝脏毒性体外模型的重要指标。

虽然参与自调控的精确分子信号及途径尚不完全

清晰，难以在体外通过人工复制、调控肝脏在体内

的完整生理代谢过程，但肝组织中多细胞共存可依

靠细胞间自分泌及旁分泌的调控途径，使得体外培

养的肝组织相比于单独培养的肝组织模型，更接近

整体动物肝脏对受试物产生的反应，由此多细胞共

存的三维培养肝细胞芯片越来越得到更多的关注。

三维培养系统，是 MOSCONA［15］在 1961 年开发的将

胚胎中多种类型原代细胞悬浮分散后，分别进行空

间再重构共培养的技术。后来由 SUTHERLAND

等［16］及其合作者 DURAND［17］先后于 1971 年和 1976

将此种方法应用于肿瘤细胞球状体的构建。目前

常用的细胞 3D 类球体形成的方式主要分为有支架

和无支架两种：包括无支架的液体涂覆法（Lot）［18-19］

和悬滴法［20］，有支架的天然支架培养（藻酸盐、基质

胶、胶原、丝素蛋白、透明质酸等）及合成支架培养

聚乳酸（PLA）、聚乙二醇二丙烯酸酯（PEGDA）、纳
米粘土聚合物等［21］。ZHAO 等［22］利用悬滴法原理，

将 含 有 一 定 数 量 的 HepG2 细 胞 悬 滴 液 黏 附 在

PDMS 芯片表面形成肝脏类球体，并在其培养 3 d 后

添加阿霉素溶液，通过测定类球体活力证实其在毒

理评价中的适用性。JIA 等［23］将海藻酸钠混合人肝

细胞 C3A 和人内皮细胞 EA.hy926（3∶1），注入芯片

通道内形成肝板类似物，并通过对其代谢、合成能

力和 mRNA 表达水平的评估，证明了该模型可用于

开展肝脏体外模型的相关研究。但无论是有支架

还是无支架，随着时间推移由于缺少血管等组织以

及细胞不断增殖，内层细胞得到的物质交换将越来

越匮乏，最终走向死亡。如 COLTMAN 等［24］培养的

HepG2/C3A 球状体类器官于第 7 天左右直径趋于稳

定，等到培养至 21 d 时，球状体直径已经大于第 7 天

的 2 倍，通过染色观察发现球核内部细胞出现群聚

性、大面积死亡。而使用微流控、3D 打印等技术构

建的功能化肝脏类器官 ，却能很好的解决这一

痛点［25］。

2.2　肝脏类器官芯片     2002 年 Griffith 实验室第一

次制造了真正意义上的 3D 培养肿瘤细胞球状体的

微流控芯片［26］。通过在硅晶片上刻蚀通孔及可供

培养液流动的微通道，以 PE 薄膜作为支架在每个通

孔中加入肝原代细胞和鼻咽癌细胞 NPC（19∶1）组
成的球状体类器官进行微流控灌注培养。通过配

合双光子显微镜对组织结构进行原位成像，可见胆

管及血管样结构，显示出良好的糖原储存能力［27］。

3D 生物打印技术能将生物材料（水凝胶、纤连

蛋白、海藻酸钠等）、生物化学物质（如生长和分化

因子）、细胞等材料，在计算机辅助下按照设定好的

结构，组装出含有模拟器官精细结构的活组织［28］。

··274



第 29 卷第  14 期
2023 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 14

Jul. ，2023

清华大学 WANG 等［29］使用快速成型的挤压生物打

印技术，以肝细胞和明胶混合物作为材料，打印

30 多层可持续培养 2 个月的网状肝脏类器官，但在

其培养过程中，肝细胞表型及生命力迅速丧失，培

养前 2 周，即能明显观测到肝细胞损伤的生物标志

物肌酐（Cr）、天门冬氨酸氨基转移酶（AST）的分泌

量处于高位，而其他体现肝脏合成功能的物质如白

蛋白（ALB）、尿素（Ur）、葡萄糖（Glu）、和甘油三酯

（TG）等在 2 个月培养期间始终处于低浓度状态。

MA 等［30］采用 3D 打印技术，用水凝胶和多能干细胞

衍生的肝祖细胞（hiPSC-HPCs）、人脐静脉内皮细胞

（HUVECS）、脂肪来源的干细胞（ADSCs），仿照肝

小叶结构，构建多个六边形相互组合联通的肝脏类

器官。该技术能在类器官培养 7 d 后，仍保持 65%

的肝细胞存活率，白蛋白、尿素在 3D 培养条件下

10~15 d 分泌量持续上升且处于相对高位，20 d 仍能

被明显检测。且 E-钙黏蛋白的发现，证明了该类器

官拥有细胞重组，形成血管、小胆管的潜力。如果

能引导肝祖细胞的迅速分化，形成完整的肝脏微结

构，体外肝脏培养技术将会得到新的突破。LI 等［31］

并非采用一次成型的 3D 生物打印技术，而是先将

人肝癌细胞系 SMMC-7721 和人脐静脉内皮细胞分

别打印成细胞簇，再将其与生物墨水混合导入早已

浇筑好的 PDMS 材质的芯片中，进行 3D 或微流控培

养。在美妥珠单抗的药效学试验中，微流控组对药

物浓度表现出更高的敏感性，与动物实验结果相

一致。

2.3　肝脏器官芯片     精密肝切片（PCLS）是通过震

荡切片机从肝脏中分离出来的组织薄片。PCLS 保

留了肝脏的实质细胞、非实质细胞［肝星状细胞、肝

巨噬细胞（Kupffer）等］、小胆管、肝小叶中央静脉、

肝窦周狄氏腔（Disse 腔）等，所有细胞类型及完整结

构，使得其失去代谢能力的速度比一般原代细胞体

外培养要慢，更有利于体外培养［32-33］。

1990 年 KRUMDIECK 等［34］首次发现震荡切片

机 可 以 快 速 生 产 极 薄 的 组 织 切 片 。 1985 年 由

SMITH 等［35］首次应用于构建毒性实验的体外肝脏

模型。受限于肝切片培养需要及时供给大量营养

物质，以及肝脏受损后 48 h 内激活纤维化进程，肝

切片的相关药理、毒理实验开展时间一般只持续

72 h。DE GRAAF 等［36］发现在 95% 的高压氧气以

及 90 r·min-1 振摇的培养环境下肝切片的培养时间

可以延长至 96 h。WU 等［37］在 Graaf 的基础上发现

从原来浸没于培养液，改为竖向插入式，一半暴露

于空气，一半没入培养液的方式培养，肝切片培养

时间能延长至 7 d。PAISH 等［38］设计出相邻培养孔

互相联通的生物反应器，当振摇培养液时，相邻孔

间形成正弦交换液流。此生物反应器能将肝切片

的正常功能维持在 6 d 左右。

微流控技术结合高透气性 PDMS 材料制备的

微流控芯片恰好能为培养 PCLS 提供充足的氧气、

营养物质交换，源源不断的剪切力刺激及代谢废物

清除等必要条件。VAN MIDWOUD 等［39］在 PDMS

材质的微流控芯片中培养肝切片，并用 7-乙氧基香

豆素（7-EC）测试其代谢水平，用乳酸脱氢酶（LDH）
的泄漏量的测定，评价肝切片 24 h 内的活力。与孔

板静态培养的肝切片的实验结果相对比，前 3 h 内，

静态和微流控总体代谢率相等，3 h 后由于微流控肝

切片存活细胞较多，静态培养肝切片代谢能力渐渐

低于微流控肝切片。随后 VAN MIDWOUD 等［40］尝

试将肠切片与肝切片串联，探究肝肠循环对药物代

谢的影响，除了用 7-乙氧基香豆素（7-EC）、7-羟基香

豆素（7-HC）和利多卡因测定肝切片和肠切片的代

谢能力，还用初级胆汁酸，鹅去氧胆酸（CDCA）的肝

肠循环调控机制来证实肝切片和肠切片的相互作用，

结果表明肝切片和肠切片的活性及功能分别可保持

24 h 和 3 h，肠芯片分泌的成纤维细胞生长因子 15

（FGF15）使得肝脏中 CYP7A1 表达量比肝切片单独

培养时更低。本课题组的试验证实，采用微流控技

术，以 PCLS 为受试载体，可建立一种用于药源性胆

汁淤积型肝损伤评价的 PCLS 培养模型，经与培养

于微流控体系的单一细胞和非微流控体系的 PCLS

做对比，PCLS 在微流控培养体系下，对受试物引起

的肝损伤更为敏感和准确，且培养时间可延长至

5 d［41］。

3 微流控肾脏芯片

肾单位的单个组成部分，包括肾小球、近端肾

小管和远端肾小管/髓样收集管，器官芯片技术已经

成功实现对肾脏进行模拟［42］。微流控技术能为肾

芯片提供与体内肾血流和过滤之后产生的尿液流

相似的液体流动环境。

3.1　肾细胞芯片     肾芯片的 3D 培养大致可分为两

种类型，一种是基于 PMDS、聚碳酸酯（PC）等聚合

材料制作的隔离屏障模拟肾小球微膜，给细胞提供

支持和隔离；第二种是利用水凝胶、剔除动物来源

细胞的 ECM 或类似水凝胶的生物材料，对细胞进行

包埋［43］。WATERS 等［44］将肾小球内皮细胞（GEC）、
系膜细胞（MC）和原代足细胞，培养成 3 种细胞混合
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的肾小球样模型。PETROSYAN 等［45］用胶原蛋白

作为细胞外基质，在胶原蛋白层上侧通道底部种植

人肾小球内皮细胞，下侧通道顶部种植人足细胞，

以此模拟肾小球过滤结构。这种芯片构造，允许细

胞间的相互串扰，从而用于与细胞串扰相关的病症

模型（如糖尿病肾病 DKD）的研究。但其通道内的

流动相并非是单向流动的，而是通过振摇双向流

动 ，这一点与实际肾脏中液体单向运转的情况

不符。

而开发与体内肾脏体液流动状态相接近的微

流 控 肾 芯 片 可 追 溯 到 2001 年 。 ESSIG 等［46］从

C57Bl/6 小鼠中分离了近端小管细胞与 LLC-PK1 猪

肾 小 管 上 皮 细 胞 系 进 行 对 比 ，在 两 片 载 玻 片

（76 mm×26 mm）平行组成的芯片通道中通入层流

流动相（1 mL·min-1），探究肾小管血流对肾小管病

变的影响。后来在 2007 年，BAUDOIN 等［47］开发一

款由功能性肾小管活细胞微室组成并通过微流体

网络相互连接的微流控芯片。该芯片中最大可容

纳细胞数达到 106个/cm2，是同等条件下静态培养允

许的最大细胞数的 2 倍，在谷氨酰胺的代谢测试中，

该芯片亦表现出良好的代谢能力，此外该芯片还利

用葡萄糖消耗量作为指标，氯化铵（5 mm 和 10 mm）
作为受试药物并给药 72 h，证实其在药物毒性评价

中的应用。

3.2　肾脏类器官芯片     类器官芯片利用支架将多

种类细胞按照一定的空间排布，共同作用模拟器官

正常生理功能。TUFFIN 等［48］用纤维蛋白水凝胶在

电 纺 聚 乙 醇 酸（PGA）制 备 含 有 PGA 超 细 纤 维

（14.5±2） μm 和 纤 维 蛋 白 凝 胶 纳 米 纤 维（0.14±

0.09） μm 的复合双峰支架，从而模拟毛细血管网

络，为永生化人足细胞和肾小球内皮细胞的黏附增

殖提供 3D 环境，该方法灌注培养能够长达 30 d［49］。

WEINBERG 等［50］将计算机模型与微流控肾芯片相

结合，除了复制肾小球，近端小管和髓袢结构外，还

使微流体流动速度和溶质传递速率与人类肾单位

中血流流动和溶质传递特性相匹配。2010 年 JANG

等［51］首次使用多孔膜（Ø=0.4 μm）作为支架，模拟肾

集合管。将原代大鼠内髓质收集管细胞（IMCD）置
于多孔膜上施加 1 dyn·cm-2的流体剪切应力灌注培

养 5 h，测定细胞活性、连接紧密程度、丝状肌动蛋白

（F-肌动蛋白）、E-钙黏蛋白、抗水通道蛋白 2 和钠钾

泵等与重吸收相关的功能指标。MUSAH 等［52］设计

具有上下 2 个平行通道且中间用多孔柔性 PDMS 膜

及纤连蛋白分隔而成的微流控芯片。在上层通道

中种植由多能干细胞（HIPS）诱导分化的足细胞，下

层是原代人肾小球内皮细胞，微流体自下而上过

滤，模拟尿液生成的过程。该芯片还用菊粉和白蛋

白的过滤差异值计算清除率，以验证模型的滤过功

能；暴露于不同剂量的阿霉素观察给药后足细胞损

伤程度，证实此模型可作为药物肾毒性研究平台。

3D 打印技术可以将细胞和生物材料按照特定

的方式排列组合，解决构建类器官芯片时细胞分布

不均匀，空间结构不统一等问题，从而制备出仿生

性更强的肾脏类器官芯片。如 HOMAN 等［53］使用

纤维蛋白原、明胶和两种酶（凝血酶和转谷氨酰胺

酶）组成的生物墨水，将近端小管上皮细胞（PTEC）
模仿人肾近端小管结构进行 3D 打印，并且在 PDMS

芯片中灌注培养 65 d，结果显示，近端小管上皮细胞

形成的上皮屏障暴露于不同浓度的环孢菌素 A 时，

上皮屏障的损伤程度呈现出剂量依赖性，显示出该

芯片用于毒性研究的可行性。SINGH 等［54］从猪肾

脏中提取含有完整的细胞外基质成分及其生化因

子的生物墨水，将自制生物墨水混合肾近端肾小管

上皮细胞（RPTECs）和 HUVECS 细胞，挤压打印成

具有一定硬度的血管、肾小管和肾小球微血管类似

物并整合至微流控芯片中培养。值得注意的是

SINGH 等设计的肾芯片所用的天然生物墨水，是从

猪肾脏中直接提取的总蛋白，而非类似于 Homan 用

明胶等成分配置的人工生物墨水。天然生物墨水

被发现具有一定的抗纤维化能力及良好的生物相

容性。但其制备流程复杂，且如果将人肾脏用于提

取生物墨水，用于制备人肾脏模拟物的话将存在伦

理等问题。而猪肾脏提取生物墨水能否代替人肾

脏生物墨水还有待研究。值得注意的是 3D 打印技

术自身存在一定的局限性，如使用挤压打印的方

式，细胞遭受的机械应力和高温，或激光打印时的

高能射线照射，都会对细胞造成一定损伤，影响最

终 3D 打印芯片的类器官活力及功能［55-56］。

3.3　肾脏器官芯片     目前肾切片主要应用于急性

肾损伤模型、肾毒性药物研究，或者利用组织切片

在损伤情况下自发纤维化激活的特性，进行肾纤维

化相关的研究［57-58］。如 2010 年 KNOUZY 等［59］和

2013 年 BAVEREL 等［60］将肾切片（5 mm×250 μm）
置于 95% O2、37 ℃水浴的培养基摇床上振动培养

4 h 和 24 h，探究肾切片短期和长期暴露于肾毒性药

物氯乙醛、氯化钴、丙戊酸盐的影响。JENSEN 等［61］

利用肾切片纤维化模型评价 EP2受体激动剂对肾纤

维化进程的干预。肾脏尤其是肾脏中的近曲小管
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对缺血尤为敏感，缺血后的肾脏不同血管的收缩和

舒张介质失衡，导致进一步的内皮等细胞受损［62］。

故而肾切片在体外培养的细胞损伤及功能丢失速

度较快。RUEGG 等［63］开发了一款肾切片培养系

统，该培养系统通过往培养液中通入空气形成源源

不断上升的小气泡，该小气泡上升过程中不仅充分

混合培养液与氧气，气泡破裂时形成的局部湍流还

向肾切片提供必要的液体剪切力刺激，尽管如此该

培养系统也只能将肾切片的活力延长至 24~72 h。

POOSTI 等［64］将肾切片置于摇床上含有 Williams'E

培养基的 6 孔板中进行培养，以一定速率流动的培

养液提供剪切力，发现 48 h 内肾切片中细胞的存活

率仍能满足实验研究，72 h 后肾切片活性急剧恶化。

其实验结论与 Ruegg 的研究结果一致。TIAN 等［65］

为探究乳腺癌细胞外囊泡对肝和肾的不同趋化性，

将肝、肾切片并联置于微流控芯片中培养 24 h，培养

结束后对肝、肾切片进行苏木素 -伊红（HE）染色和

趋化因子浓度检测，得出其具有强烈的肝趋向性而

不是肾趋向性与动物模型一致的结论，显示出微流

控肾芯片模型替代动物模型的可行性。

4 微流控芯片在中药毒理学中的应用

每年使用中药造成的毒性损伤报告中，肝、肾

毒性的报告占了绝对的比重。微流控肝、肾芯片模

型由于肝、肾结构更加贴合体内微环境，且直接暴

露于药物，契合中药部分有效物质浓度低、给药时

间长、重复给药的药物研究特点，故而其在中药毒

理研究中的应用日益广泛。

4.1　微流控肝芯片在中药毒理中的应用     

4.1.1　肝毒性评价结合传统测定方法     蔡乐［66］研

制了一款具有 3 层结构的肝小叶芯片。并且以

AST、丙氨酸氨基转移酶（ALT）值为指标，测定 4 种

明确具有肝毒性的中药成分（氧化苦参碱、吴茱萸

碱、油酸、氯化两面针碱）随时间、浓度变化的肝损

伤趋势；以噻唑蓝（MTT）比色法检测细胞活力，计

算氧化苦参碱、吴茱萸碱、油酸、氯化两面针碱在该

芯 片 给 药 测 试 中 的 半 数 抑 制 浓 度（IC50）
（21.54 mmol·L-1、83.13 µmol·L-1、6.16 mmol·L-1、

5.14 mg·L-1）。微流控培养的肝小叶芯片得出的

IC50 值对比于孔板实验测得 IC50 值（7.61 mmol·L-1、

19.75 µmol·L-1、1.05 mmol·L-1、3.36 mg·L-1）显著性

增大。推测其原因一方面是由于 U937 细胞（人组

织淋巴瘤细胞系）和 HUVEC 细胞，模拟的肝脏血管

和 Kupffer 细胞，结合 LX-2 细胞（人肝星状细胞系）
和聚碳酸酯多孔膜模拟的 Disse 腔结构，能在一定

程度上抵抗肝毒性物质进入下层的 HepG2 细胞培

养腔。另一方面部分肝毒性物质及代谢废物能从

HepG2 细胞培养腔流入更下层的储液池减小有毒

物质的蓄积浓度。

同样为了验证苦参的肝毒性，蔡乐［66］采用微流

控肝脏类器官芯片，在含有 0~40 mmol·L-1浓度梯度

的氧化苦参碱的培养基中培养 24~48 h，通过测定生

化指标、细胞活性等方法确定其肝毒性并测出 IC50

值为 21.54 mmol·L-1。而 JIANG 等［67］则使用 18 只

大鼠，连续灌胃 14 d，（1.25、2.5 g·kg-1）以验证氧化

苦参碱的肝毒性。从以上对比来看，微流控肝芯片

具有给药所需时间短、实验药物浓度低、减少或避

免动物受到伤害、对操作者技能熟练度要求友好等

特点，更加适应中药给药时间长、部分有效物质浓

度低的研究特点与难点。

4.1.2　肝毒性评价结合新技术     中药蓄积毒性的

评价在现有的细胞、动物毒性评价模型中难以得到

准确的预测，朱丽颖等［68］结合 3D 生物打印技术与

微流控技术，用 EA.hy926 细胞（人脐静脉内皮细胞）
与 HepG2 细胞，构建一款三维动态类器官模型，用

于对三款已上市的活血化瘀类复方中药注射剂（香

丹注射液、冠心宁注射液、参附注射液）进行肝脏安

全性再评价。其中在将香丹注射液原药浓度稀释

100 倍并对模型进行单次给药后，利用高内涵分析

（HCA）进行全自动细胞成像，发现该药具有明显的

毒性趋势，提示长期使用有引起药物性肝损伤的风

险。LI 等［69］将微流控系统与单细胞、钙离子荧光成

像相结合，设计出一款以单个癌细胞胞质钙浓度为

指标，实时监测异甘草素对白血病细胞的毒性作用

的微流控芯片。

目前许多微流控芯片都是采用终点测定的方

式，或者在微流控培养液循环系统中设置便于重复

采样的取液阀门。但是随着药理、毒理研究的手段

和方法的日新月异、需要检测的指标也越加精细和

复杂。整合各类仪器及电子元件从而构建实时监

测的微流控体系，是微流控芯片迈向自动化、大数

据信息化发展方向的重要研究内容。

4.2　微流控肾芯片在中药毒理中的应用     

4.2.1　肾毒性评价     肾脏相关的多种类细胞按照

特定空间三维组合的方式组成的类器官培养物，是

目前中药研究中构建肾芯片的主流方式［70］。许贺

然［71］构建了一种模拟肾单位三维结构的肾微流控

芯片，比较了不同浓度下的商陆皂苷甲（ESA）对 SD

大鼠来源的原代肾小管上皮细胞和微血管内皮
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细胞的毒性作用，得出相同浓度下微流控体系相较

于孔板培养表现出更小的肾脏毒性作用。该芯片由

上下 2 层聚碳酸酯（PC）板夹着 4 层聚二甲基硅氧烷

（PDMS）板构成，流动相和待测定液分别从 2 个灌

流口进入芯片，通过浓度梯度发生层的树状微通道

不断分流混合，从而产生不同浓度的混合液，该混

合液最终流入对应的类器官培养腔室，实现一块芯

片高通量的检测不同浓度药液的目的，生成梯度浓

度待测液的设计大大提高了微流控芯片在药理、毒

理方向的实用性。但该方法使用无法长期培养的

原代细胞，所以只适用于急性肾脏毒性的药物检

测；同时该芯片也未能模拟肾毛细血管等组织，无

法真实模拟肾脏遭遇损害时，系膜细胞吞噬、清除

异物等影响毒性表现的代偿性行为。LI 等［72］将人

胚胎肾细胞包埋在明胶甲基丙烯酰（GelMA）中，置

于 PDMS 制备的芯片培养腔室中，以 DMEM 培养基

灌流，用于评价薄荷主要生物活性物质-山奈酚的肾

毒性，与动物实验结果—薄荷无毒，相互印证。

4.2.2　肾毒性机制研究     CHANG 等［73］将用凝胶作

为原代的肝实质细胞的细胞外基质、Ⅰ型胶原蛋白

作为近端肾小管上皮细胞的细胞外基质，分别构建

了个体微生理系统芯片，并将其以缓冲液为流动

相，用聚乙烯管相互串联，用于测定马兜铃酸在体

内肝肾毒性机制。最终发现尽管高浓度的马兜铃

酸对肾脏已有直接毒性，但是马兜铃酸在肝脏中经

过硝化还原及与硫酸盐结合，形成了肾毒性更大的

马兜铃酸硫酸盐耦合物。这也使得与单一的肾芯

片相比，肝、肾串联芯片测定的马兜铃酸肾毒性增

加了 4 倍。这一实验说明了研究筛选药物时，多脏

器共同作用的重要性。

微流控芯片除了探究正常人体状态下对药物

的代谢机制外，还可以构建病理模型，对药物进行

研究。如 ZHOU 等［74］利用相互对立的肾小球内皮

细胞层和足细胞层构建的芯片通道，模拟肾小球高

血压的肾脏疾病病理模型，从而用于筛选药物和测

试毒性。WANG 等［75］利用肾小球内皮细胞、足细胞

和基底膜构建模拟肾小球结构的微流控芯片，成功

用高浓度葡萄糖诱导形成糖尿病肾病模型，以重现

细胞或动物模型中难以模拟的高浓度葡萄糖诱导

的 临 界 病 理 反 应 ，为 相 关 机 制 研 究 提 供 平 台 。

WANG 等［76］利用犬肾细胞（MDCK）和假狂犬病病

毒（PRV）构建病毒诱导肾功能不全模型，探究病毒

性肾功能障碍的机制，最终发现重吸收屏障破坏、

Na+转运蛋白和肾脏微绒毛发生了电解质调节功能

障碍是最终导致病毒性肾功能障碍的原因。

5 讨论

体外培养系统常见的评估指标包括：细胞形

态、细胞活力、功能稳定性、代谢能力、长期培养下

特异性基因表达的保持能力等［77］。类器官或器官

芯片与传统 2D 培养的细胞模型相比，形成细胞极

化现象，这意味着细胞之间旁分泌、自分泌等细胞 -

细胞，细胞-基质之间的信息交流趋近于体内正常水

平［78］。同时在肝脏芯片、肾脏芯片的长期培养过程

中，3D 培养的器官或类器官对于维持正常生理功

能、保持特异性表型具有明显优势，对药物长期毒

性的敏感度也更高［79-81］。而微流控技术在 3D 器官

芯片或类器官芯片培养中的应用，不仅能去除培养

基中积累的可能有毒或引入细胞功能/活力的自我

反馈抑制的物质或代谢物（如尿素、胆汁酸盐），还
能为培养物提供稳定的生存所必要的营养物质、生

理剪切力刺激［82］。

但微流控技术目前仍有许多需要解决的技术

难题，如微流控芯片模拟细胞或器官人体微环境

时，不同培养物、不同时期所需要的剪切力大小不

同；多种芯片串联后不同芯片之间流速与剪切力的

差异等。当剪切力过高会加剧组织切片的纤维化

进程，或干扰细胞黏附芯片表面生长或细胞膜表面

通道与外界正常的物质交换过程；当剪切力过低，

除了影响营养物质及代谢废物更新速度，诸如内皮

细胞等的连接紧密程度将会减小。如心脏芯片与

骨骼芯片相连接，就需要考虑体内各脏器/组织的剪

切力微环境，包括血管内皮细胞源源不断受到血液

流动的剪切力影响［83-84］，骨骼受到滑膜液的静态

压［85］，骨骼肌细胞受到瞬时拉伸［86］，心肌细胞受到

心脏周期性搏动的收缩舒张拉力［87］等。

中药尤其是中药组方，有效物质基础含量低、

给药周期长。微流控芯片允许重复给药，且给药浓

度可低至微克、纳克的特点恰好能够解决中医药研

究的痛点。目前用于分析的微流控芯片开发相对

比较成熟，已有市售微流控芯片可应用于中药炮

制、中药鉴定、中药化学、中药分析等领域。用于药

理、毒理研究尤其是仿生性的微流控芯片起步较

晚，仍有许多困难点亟需研究解决，如人源原代细

胞或组织存在伦理及供给稀少、干细胞的分化和表

型难维持、永生化细胞代谢与人体正常细胞存在差

距等。尽管如此，相信未来微流控芯片与各类传感

器结合，如荧光显微镜、原位色谱仪、氧气浓度传感

器、压力传感器等实现全过程、多角度的动态检测
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和分析，多组织芯片的相互串联、工业化的制备实

现高通量、大数据分析，将为药理、毒理学的研究提

供革命性的新方法、新工具。故而可以预见未来在

中药毒理学的研究中，微流控肝、肾芯片技术的使

用会越来越广泛。
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