
书书书

卫生健康事业发展 !" 年巡礼# 器官移植专栏

体外肝脏灌注技术研究现状及展望

薛巍松!#曹佩华!#徐小平!#李#阳!#梁康檐!#黎#少!#傅#裕!#钟克波

基金项目! 国家重点研发计划资助项目"编号!$"%&'()%%"*+""#$ 国家自然科学基金项目"编号!,%-!$-$*#$ 广东省科技计划项目

"编号!$"%./"$"$$-""$#$ 广东省自然科学基金项目"编号!$"%+0",",%$"%,#

作者单位! .%"$&"#广州%南方医科大学珠江医院肝胆二科

作者简介! 薛巍松"%-&! 1#%男%医学博士%主治医师%研究方向!普外&肝胆外科疾病的诊治' 234567!%,***-,-"&&8%*,9:;4

通讯作者! 钟克波"%-!& 1#%男%医学博士%博士后%副主任医师%研究方向!肝移植&肝衰竭及肝胆胰肿瘤的诊治' 234567!<=;>?@A8

B4C9DEC9:>

##钟克波!毕业于第一军医大学临床医学系!此后获生物统计学硕士"肝胆外科

博士学位!于中山大学附属第一医院器官移植中心接受肝移植博士后训练!现为

南方医科大学珠江医院肝胆二科副主任医师# 担任广东省医学会肝胆胰外科分

会门脉高压症学组委员!广东省肝脏病学会人工肝与肝衰竭分会委员# 从事普通

外科"肝胆外科临床工作 %! 年!主要从事肝移植"肝胆胰肿瘤"肝衰竭救治及相关

基础"应用研究工作!发表论文 %" 余篇!主持临床试验课题 , 项#

##!摘要"#急性肝衰竭病死率高%肝移植是唯一有效的治疗方法%但由于肝源短缺%迫切需要有效的等待

肝源或肝自我再生期间的(桥接治疗)技术' 体外肝脏灌注技术作为生物人工肝的一种类型%被寄望于能够

暂时替代体内衰竭的肝脏%延长患者生命%从 $" 世纪 ." 年代至今不断有学者对其进行研究改进%随着新材

料&新技术以及基因编辑工程的发展%近年来呈现新的研究热潮' 该文对体外肝脏灌注的研究历史&现状以及

面临的问题进行综述%并对未来发展方向进行进一步展望'

##!关键词"#肝衰竭$#人工肝脏支持$#体外肝脏灌注

##!中图分类号"#F.!.G,#!文献标识码"#0#!文章编号"#%*!+ 1,&"*#$"%-$%" 1%"*% 1".

##E;6%%"9,-*-HI96BB>9%*!+ 1,&"*9$"%-9%"9".

!"#"$%&'#($()#$*+,%-#,"&(-."/(%$&-%,-%"$0012"%,"%.)#1-*("&'*-0-345!"#$%&'()*+% ,-./%&'012% !"

!&2)'3&*+% %425670%8%9)*: ;%32<4=%*4)>?%324)@&5&2<A81<+%<A% B01C&2*+ ?)(3&425)>8)140%<* D%:&925"*&E%<(&4A%

F12*+G0)1 .%"$&"% ,0&*2

##*67#(%$&(+#J6KDLML5>BN75>M5M6;> 6BM=D;>7ODPPD:M6KDMLD5M4D>MP;L5:CMD76KDLP567CLDQ=6:= =5B5=6?= 4;LM5763

MO9R;QDKDL% ECDM;M=DB=;LM5?D;P76KDLB;CL:D% M=DLD6B5> CL?D>M>DDE P;L(AL6E?DM=DL5NO) ECL6>?M=DQ56M6>?76BM

;L76KDLBD7P3LD?D>DL5M6;>90B5MOND;PA6;5LM6P6:65776KDL% DSML5:;LN;LD5776KDLNDLPCB6;>"2)JT# 6BDSND:MDE M;MD4N;3

L5L67OLDN75:DM=DP5676>?76KDLB6> K6K;5>E NL;7;>?M=DN5M6D>MBU76PD9V6>:DM=D%-."B% B:=;75LB=5KDADD> BMCEO6>?

5>E 64NL;K6>?M=DMD:=>6WCD;P2)JT9X6M= M=DEDKD7;N4D>M;P>DQ45MDL657B% >DQMD:=>;7;?6DB5>E ?D>DDE6M6>?D>3

?6>DDL6>?% M=DLD=5BADD> 5>DQCNBCL?D;P2)JTLDBD5L:= 6> LD:D>MOD5LB9Y=6B5LM6:7DLDK6DQBM=D=6BM;LO% :CLLD>M

B6MC5M6;> 5>E NL;A7D4B;P2)JT% 5>E E6B:CBBDBM=DPCMCLDLDBD5L:= E6LD:M6;> 6> M=6BP6D7E9

##*8"4 9-%+#+#J6KDLP567CLD$#0LM6P6:65776KDLBCNN;LM$#2SML5:;LN;LD5776KDLNDLPCB6;>"2)JT#

##肝脏是维持生命极其重要的器官之一%具有合

成&分解&解毒等 $"" 多种功能' 急性肝衰竭是危及

生命的严重疾病%其在发达国家的短期病死率高达

."Z [-"Z

*%+

%科学家们对其治疗技术和方法的探

索从未止步' 人工肝脏支持技术是重症肝衰竭具有

前景的治疗手段*$+

%而体外肝脏灌注"DSML5:;LN;LD57

,%*"%,
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76KDLNDLPCB6;>%2)JT#作为生物型人工肝的一种类

型%是学者们研究较早的肝衰竭治疗技术%至今已有

*" 年左右' 2)JT的早期研究经历多次波折%随着

肝移植的发展以及伴随而来的肝源短缺问题%再次

激发了人们研究2)JT技术作为等待肝源或肝自我

再生期间的(桥接治疗 " AL6E?DM=DL5NO#)的兴趣'

本文对2)JT研究的历程及进展进行综述'

:5;<=>发展历程及角色定位

早在肝移植之前%多种人工肝脏支持技术已经

开始研究和应用%基于(最好的人工肝脏支持就是

肝脏本身)这个理念%学者们设想将肝衰竭患者血

液在体外行同种或异种全肝灌注%以期达到替代体

内功能丧失肝脏的效果' %-.& 年%\MM;等*,+首先在

动物实验中证实用异种肝脏灌注治疗可以降低血

氨%开创了2)JT治疗肝衰竭的先河%此后多个动物

实验相续开展' 随后%在 %-*+ 年%印度的 VD> 等*++

和美国的 26BD45> 等*.+几乎同时开展了临床试验%

并报道了他们的成果' %-*! 年 X5MMB使用 2)JT首

次成功救治 % 例重症肝衰竭患者' 据统计%$" 世纪

六七十年代总共有 %.- 例患者入组研究%用于体外

灌注的肝脏包括同种的人以及异种的牛&狗&狒狒和

猪等动物的肝脏%甚至同一个患者使用了多种肝脏

"最多 % 例用了 %* 个肝脏#%持续 !* E

**+

' 虽然这

期间的临床应用使得将近一半的肝昏迷患者得以缓

解%但总体生存率不足 $"Z

*!+

%远远没达到学者们

以(治愈)为目的的定位%特别是肝移植治疗在临床

成功推广%使得 2)JT研究进入低谷' 随着肝移植

的开展%肝衰竭的治疗效果明显改善%但因供体缺乏

导致许多患者在等待肝源过程中死亡%人们开始寻

找过渡期的替代治疗%2)JT再次引起学者们的兴

趣%并将其定位为(桥接治疗)' 在接下来的几个研

究中%研究者们将 2)JT与肝移植结合' 有文献报

道*!+

%在 %+ 例患者中有 %$ 例患者通过 2)JT成功

地进行了肝移植' 在不断的探索中%2)JT在肝衰

竭的治疗中似乎找到了其最佳的角色定位' 另外

];L>ADL?等*&+提出2)JT可作为一种诊断性治疗措

施%评估患者能否从肝移植治疗中获益%用于筛选肝

移植受体患者'

?5;<=>存在的主要问题

?@:5生物相容性问题5用于 2)JT治疗的体外肝

脏以猪肝为主%异种肝脏使用中的生物相容性是首

先需跨越的障碍%若直接全血灌注%可出现两种形式

的免疫反应!其一%患者对异种肝组织以及其合成物

的免疫反应' 患者体内存在对异种成分的天然抗

体%以及不同生物间补体调节系统存在差异导致补

体激活%它们可在早期介导排斥反应*-+

' 细胞免疫

一般在较长时间或多次灌注治疗后发挥作用%如中

性粒细胞的激活' 灌注后的体外肝脏行病理检查常

可见中性粒细胞& ?̂_& ?̂̀ 以及补体的浸润是此类

免疫反应的直接证据*%"+

' 其二%移植物抗宿主反

应' 有研究*%%+发现 +"Z的猪肝体外灌注循环中可

出现猪对人成分的抗体%体外肝脏也会对灌注循环

中的红细胞&血小板等造成破坏' FDDB等*%$ [%++进

行的系列研究发现%用人全血体外灌注猪肝 !$ =

后%红细胞压积降到起始值的 $G.Z%电镜下可见肝

脏中的]CNPPDL细胞吞噬红细胞$进一步研究提示这与

]CNPPDL细胞表面的唾液酸黏附素可特异识别和结合

红细胞表面的 a3乙酰神经氨酸"a35:DMO7>DCL546>6:

5:6E#有关%在灌注循环中加入抗唾液酸黏附素抗体

封闭可改善血细胞破坏%这进一步证实了移植物抗

宿主反应' 但是%迄今为止%异种肝脏灌注的免疫反

应问题因研究者采取多种针对性措施以及患者特殊

的免疫状态而未出现严重的不良后果%相较于异种

心&肾%异种肝脏的应用也较少发生超急性排斥反

应*%.+

%甚至可产生免疫耐受**+

' 但从安全角度出发%

以及为了能够直接用患者全血灌注异种肝脏改善灌

注效果%生物相容性问题仍需重视和进一步研究'

?@?5出血问题5出血是2)JT的主要并发症之一%

不少患者因 2)JT过程中出血而停止治疗%这除了

肝衰竭本身引起的凝血物质合成不足以及 2)JT需

抗凝外%还与灌注液中纤维蛋白原和血小板含量的

迅速下降有关%同时%免疫因素以及肝窦内皮损伤也

被认为是其发生的影响因素' X6>:= 等*%*+发现灌

注后肝脏病理检查肝窦内可见纤维蛋白和血小板附

着%提示灌注肝脏在切除及保存过程中的缺血可造

成血窦内皮的损伤%人血再灌注后血小板通过与纤

维蛋白的结合形成血栓并粘附于受损的窦内皮%这可

解释血小板与纤维蛋白原的平行丢失' 0A;C>5等**+

报道的 % 例用 %* 个肝脏灌注的临床治疗案例中%其

在第一次2)JT治疗过程中同样出现血小板和凝血

!

因子的降低%提出持续予以补充血小板&纤维蛋白

原及新鲜血是必要的%后续的治疗未再出现严重的

出血问题'

?@A5感染问题5当动物肝脏开始用于人工肝研究

或异种移植时%人们就一直担心潜在的人畜共患病%

尤其是肝衰竭患者衰弱的免疫状态%对于外来病原

的抵抗力更弱' 目前已知的能在人体内复制的动物

源病毒包括猩猩"/52b#&猫"Fc%%+#以及数种来自

,$*"%,
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鼠携带的内源病毒' 对于猪肝来说%这个担忧的焦

点在于猪内源性逆转录病毒"T2Fb#' 该病毒由单

股双链 Fa0构成%被认为是一种潜在的致病微生

物%在长期的进化过程中%已整合到猪的基因组中%

在猪体内并不会致病%但其是否能够感染人尚有争

议' 实验条件下%T2Fb能够复制感染 V)̂c小鼠和裸

鼠*%!%%&+

%在体外T2Fb亦能有效地感染人类细胞*%-+

'

然而到目前为止临床尚无T2Fb直接感染人体的证

据*$"+

%应用猪肝行 2)JT时也未检测到病毒*$%%$$+

'

在无确切证据证实前对T2Fb的防范仍不能放松警

惕%对此%学者们在灌注系统中加用半透膜隔离人血

与猪肝以避免直接接触%这是目前最常用的有效预

防措施*$$+

%T2Fb基因敲除猪肝的使用则能从根本

上断绝感染的可能'

A5;<=>的研究热点

A@:5体外全肝灌注系统的研究5全肝灌注系统包

括机械系统&管路连接及体外肝脏灌注舱%能够桥接

患者与体外肝脏%给体外肝脏提供接近生理的内外

环境%并实时调控体外肝脏的各种灌注参数%包括体

外肝脏的温度&灌注流量&灌注压力以及氧供等%以

更好地维持体外肝脏活性%体外全肝灌注系统随着

2)JT研究和应用的深入以及生物材料&电子科技

等的发展而不断进步' 体外循环技术特别是体外膜

氧合"2)̀ \#技术的发展%促使了体外全肝灌注系统

的融合进步%推动静脉3静脉循环的应用%减少从动脉引

血导致的循环不稳定的发生%改善体外肝脏的氧供%取

得一定的效果*$,+

' $"世纪 *"年代0A;C>5等*$++报道

一种体外肝脏灌注舱%肝脏被放置在一个吊床样的

软塑料隔膜上%进行间歇性振荡%以模拟横膈的运

动' &" 年代\<5Q5等*$.+使用了特定孔径的双向中

空纤维半透膜透析器%使患者自身循环与异种肝脏

灌注循环隔离%患者的代谢废物可被滤除%而免疫蛋

白被阻隔%体外灌注肝脏的合成物质也可透过半透

膜进入患者循环' -" 年代 aDC=5CB和 /7C4=5LEM

*$*+

开发了一种热水浴装置的灌注舱%其可使肝脏在整

个灌注过程中保持温度恒定%并在舱外加用气泵模

拟呼吸运动致舱内压力改变' 日本的 a5LCBD和

5̀@CC:=6教授团队*$!+对 2)JT系统也进行了深入

的研究%他们建立了一种由血浆分离器&白细胞吸附

柱&免疫球蛋白吸附柱组成的全肝灌注系统%以避免

免疫反应%随后加用了一种肝脏支撑装置以及模仿

心脏跳动的脉冲泵*$&+

%以使肝脏处于更接近生理的

状态' 当前人工肝系统仍在不断推陈出新%继续在

小型化&集成化&便捷化方面取得研究突破%非生物

型与生物型结合的混合型人工肝系统是目前研究热

点' 笔者单位自主研发的e=d3

"

号混合型生物人工

肝系统也取得了初步成效%该系统在全肝型生物人

工肝方面也将进一步探索*$-+

'

A@?5基因编辑肝脏的应用研究5$" 世纪 -" 年代%

基因编辑技术的发展及推广应用也给2)JT研究带

来新的突破方向' 学者们最先尝试用转基因猪肝克

服异种免疫排斥的问题%由于补体在超急性排斥反

应中的关键作用%利用转基因技术编辑供体猪基因%

为其表达特异性补体调节因子提供一种克服排斥的

策略%常用的补体相关基因有人 )c.."衰变加速因

子&=c0(#&)c+*&)c.- 等' 补体抑制因子 =c0(可

以阻止补体 :, 和 :. 转化酶的组装%抑制补体激

活*,"+

' 有研究*,%+显示用人全血灌注 =c0(基因编

辑猪全肝%可减轻补体介导的免疫反应并延长灌注时

间' JDKO

*,$+和 fC

*$%+等都报道了使用转基因猪肝的

2)JT应用于临床%来克服潜在免疫屏障%并成功地桥

接患者至肝移植' 在移植物抗宿主方面%)64D>;等*,,+

使用转基因技术编辑猪体内的 a3乙酰神经氨酸基

因%在2)JT过程中红细胞破坏得到改善' 近年来%

学者们使用多基因联合编辑猪肝进行 2)JT研究%

$"%& 年)64D>;等*,++报道体外灌注三组不同的多基

因编辑猪肝%显示猪肝具有良好的合成功能' 为了

进一步优化异种肝脏功能并减少异种蛋白进入患者

体内%学者们使用基因编辑技术使得猪肝可合成人

源化产物%使其更接近人的肝脏功能*,.+

' 上文提及

的T2Fb基因敲除猪肝均是转基因运用的示例'

B5体外肝脏活性维持

体外肝脏作为2)JT的生物反应器%是整个系统

的核心部分%维持良好的体外肝脏活性是改善2)JT

治疗的根本保证' T5B:=DL等*!+的系统综述显示肝

脏灌注时间长短与治疗效果明显相关%灌注时间超

过 . = 的总体生存率远超过低于 . =' 从 %-.& 年

\MM;等*,+进行 2)JT研究始%相关的课题研究从未

停止' 上述的灌注系统研究&转基因猪肝应用也是

以保持体外肝脏的功能为根本目的' 为了更好地维

持体外肝脏活性%给体外肝脏提供一个尽量接近体

内生理的环境是必要的%如门脉灌流压力维持在 %" [

," 44R?%动脉灌流压力维持在 ." [!" 44R?%异常

的压力升高预示灌注肝脏功能不良$灌注血流量维

持在 "G. [% 47H"?肝组织,46>#%灌注流量低于

"G$ 47H"?肝组织,46>#可能使胆汁分泌停止%氨

清除能力降低$肝脏流出道压力控制在 . 44R?以

下%避免流出不畅而引起肝内淤血' 在灌注液中添
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加某些成分也能起到维持肝脏活性作用' 日本学者

Y5@DO545等*,*+在灌注循环内添加前列腺素2%通过

抑制血管痉挛和抑制血小板和白细胞聚集作用而改

善肝微循环%延长灌流时间' JDD等*,!+的研究在灌

注液内添加蛋白酶抑制剂%抑制补体激活及改善微

循环的作用%延长了体外肝脏活性时间' 部分对于

肝脏活性影响的技术在研究应用过程中仍存在争

议%如门脉与肝动脉同时灌注或单纯门静脉灌注均

有应用%但文献报道的效果不一*,& [+"+

' 另外%脉冲

灌注在肾脏体外灌流中被证实能够提高灌注效

果*+%+

%但是不同于肾脏等其他器官%脉冲灌注在肝

脏并未体现出显著的优势*+$+

%这可能与肝脏具有更

复杂的两套入肝灌注管路有关'

C5展望

目前生物人工肝脏系统包括了体外全肝灌注系

统以及肝细胞反应器型%与肝细胞反应器相比%全肝

灌注存在天然的优势%其用于肝脏功能实验研究和

临床生物人工肝支持的前景仍然广阔' 首先%反应

器中的肝细胞数量远远少于整个肝脏%全肝的代谢

功能可能优于少数肝细胞的代谢功能' 其次%在生

物进化过程中%肝脏细胞和血管&胆管形成与功能相

适应的复杂三维空间构象%这是人工设计无法比拟

的' 另外%以肝细胞为基础的生物混合装置可能无

法提供一个成本效益高的解决方案%肝细胞的分离

和保存是非常昂贵的%长期支持可能需要大量的细

胞' 纵观2)JT半个世纪的发展%其经历了曲折的

发展过程%我们注意到近年来由 2)JT衍生出的常

温机械灌注保存和复苏肝移植供肝%在临床取得巨

大成功*+,+

' 我们相信随着新的人工肝系统以及转

基因猪发展%如T2Fb基因敲除猪肝&免疫活性编辑

转基因猪肝以及人源化蛋白转基因猪肝的应用%

2)JT的研究和临床应用有望迎来新一轮的热潮'
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