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西藏猪模型对新型生物人工肝治疗安全性的评估
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　　摘　要：目的　评估新型生物人工肝大动物实验的安全性。方法　将６只西藏猪采用混合与单纯两种生物治疗模式，观察记

录实验过程中每小时生命体征、静脉压、跨膜压、入浆壶压的变化，并在实验开始时及实验４、８ｈ抽取静脉端血做内毒素及血培养

检测。结果　生物人工肝机器的静脉压、跨膜压、入浆壶压值在实验５ｈ较实验开始时明显增高（犘＜０．０５），而其余各时间点与实

验开始时比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。各时间点平均动脉压、呼吸频率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），实验２ｈ心率

与实验开始时比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），实验开始时及实验４、８ｈ抽血所测得的内毒素结果均小于０．５ＥＵ／ｍＬ，血培养

结果显示培养１５ｄ未见细菌生长。结论　新一代生物人工肝大动物实验安全，可以进一步评价猪的肝衰竭模型的有效性。
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　　物理性人工肝对肝衰竭的临床治疗有一定的支持效果，但

生物型人工肝的疗效评价需进一步研究［１］。生物人工肝对肝

衰竭模型治疗效果的评价是一项复杂的工程，涉及动物肝衰竭

模型的建立、生物反应器中肝细胞的大量培养、治疗过程中治

疗模式及参数的选择、生命体征的监护、治疗前后血液指标变

化、并发症的防治等。若上述任何一个环节出现问题，可能会

导致整个实验失败。故本研究利用西藏猪模型评估新型生物

人工肝治疗的安全性，希望能够对生物人工肝大动物体外循

环、肾脏透析、肝衰竭模型的疗效评价及远期临床应用提供一

定的经验。

１　材料与方法

１．１　材料　６只４０～５０ｋｇ雌性西藏猪，由南方医科大学实验

动物中心提供（合格证号：ＳＣＸＫ粤２０１１００１５）。所需材料包

括新一代组合型肝肾支持系统（由南方医科大学和中国科学院

电工研究所共同研制）、人工肝血液管路（自行设计）、膜型血浆

分离器（日本旭化成可乐丽医疗株式会社）、一次性血液灌流器

（ＨＡ３３０Ⅱ）、一次性血液透析双腔导管、一次性７Ｆ双腔中心

静脉导管、有创血压心电监护仪、盐酸氯胺酮注射液、丙泊酚注

射乳剂。

１．２　方法

１．２．１　生物人工肝实验猪模型制备　实验前适应性喂养１

周，术前禁食１２ｈ，自由饮水。氯胺酮肌肉注射诱导麻醉结合

股静脉持续泵入丙泊酚维持麻醉，术中间断追加咪达唑仑镇

静，待麻醉满意后，常规消毒铺单，并心电监护，观察实验过程

中心电图、心率、呼吸频率、血氧饱和度。分别于股动脉及颈内

静脉置管以备实验用。

１．２．２　实验猪肝肾支持系统上机　实验猪上机前所有管路以

及滤器先用肝素盐水循环２０ｍｉｎ，再用７０６代血浆预充管路，

给予静脉注射地塞米松５ｍｇ，肌肉注射盐酸异丙嗪注射液２５

ｍｇ，经双腔管按０．５ｍｇ／ｋｇ给予首剂肝素，启动肝素泵，按
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０．０５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｈ－１追加肝素，每小时监测活化部分凝血酶

时间（ＡＰＴＴ），根据ＡＰＴＴ值调整肝素泵的速率，治疗结束前

１ｈ停止追加肝素。血泵流量调节为５０～６０ｍＬ／ｍｉｎ，分浆泵

流量调节为１５ｍＬ／ｍｉｎ，倒向泵（ＬＤＰ）１、ＬＤＰ２流量调节为１８

ｍＬ／ｍｉｎ，反应器往返周期为０．４ｍｉｎ。连接压力监测器检查各

个报警装置。每头实验猪接受总共８ｈ的治疗，前２ｈ模拟混

合模式（血液吸附灌流联合生物人工肝治疗），后６ｈ模拟单纯

生物治疗模式（撤掉灌流器），每隔１ｈ记录１次静脉压、跨膜

压、入浆壶压，动态监测实验猪的动脉血压、血氧饱和度、心率、

呼吸、心电图。治疗过程中，每隔２ｈ输入０．９％生理盐水２００

ｍＬ进行冲管，以防止堵塞滤器和管路，密切注意猪的胸廓起

伏、生命体征的变化。治疗结束后，继续观察实验猪饮食、饮

水、生命体征变化。同时从实验开始及实验４、８ｈ股静脉采血

行血培养、内毒素测定，具体由南方医科大学珠江医院检验科

执行。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，样本均数间比较采用单向方差分析，系统稳

定性采用质量控制图进行分析，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　一般状况　６只猪在实验过程中及实验结束后均存活良

好。实验过程中未出现低血压、高血压、抽搐、透析综合征、发

热、出血等不良反应。治疗７ｄ后未见发热、切口感染、出血等

并发症。生物人工肝机器运行过程中无故障，无管路爆破、漏

血，血浆分离器未见破膜等情况，实验开始时及实验４、８ｈ抽

血所测得的内毒素结果均小于０．５ＥＵ／ｍＬ，血培养结果显示

培养１５ｄ未见细菌生长。混合模式治疗实验图见图１。

２．２　实验过程中生命体征变化　西藏猪在实验过程中心电图

无明显异常，各时间点平均动脉压、呼吸频率差异无统计学意

义（犘＞０．０５），实验２ｈ心率与实验开始时比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５），实验２ｈ心率的均数落在质控图下限外，血氧

饱和度、呼吸频率、平均动脉压样本均数各时间点均在控制线

内，均能维持相对稳定状态，实验５ｈ出现心率加快，血氧饱和

度降低，平均动脉压下降的情况。见表１。

表１　　西藏猪实验过程中各时间点生命体征变化（狓±狊）

时刻
心率

（次／分）

呼吸频率

（次／分）

血氧饱和度

（％）

平均动脉压

（ｍｍＨｇ）

实验开始时 ８４±４ ２５±１３ ９６±２ １０５±４

１ｈ ７９±４ ２１±３ ９１±１６ １０１±５

２ｈ ７１±９ ２３±７ ９４±８ １０１±９

３ｈ ８０±５ ２１±５ ９６±２ ９９±６

４ｈ ８９±８ ２５±９ ９３±７ ９６±１１

５ｈ ９１±７ ２１±４ ９０±３ ９１±７

６ｈ ７７±８ １９±２ ９４±５ ９９±８

７ｈ ７６±７ ２０±３ ９１±２ １００±２

８ｈ ８３±１０ ２３±６ ９２±１３ ９９±６

２．３　生物人工肝支持系统静脉压、跨膜压、入浆壶压变化　经

Ｗｅｌｃｈ法校正后的入浆壶压及静脉压、跨膜压均满足方差齐

性。经方差分析发现不同时间点之间差异有统计学意义（犉＝

２．４１５、２．３５７、６．１６３，均犘＜０．０５），将实验１～８ｈ的值与实验

开始时的值进行比较后发现，静脉压、跨膜压、入浆壶压在实验

５ｈ较实验开始时明显增高（犘＜０．０５），而其余各时间点与实

验开始时比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２；除了实

验５ｈ的均数点落在控制线以外，其余各点均在控制线内。

表２　　生物人工肝机器的压力值变化（狓±狊，ｍｍＨｇ）

时刻 静脉压 跨膜压 入浆壶压

实验开始时 ７８．３±４．６ ６１．２±１．６ ４６．５±２．２

１ｈ ７８．７±１．５ ５８．２±５．４ ４５．５±１．６

２ｈ ７５．３±４．６ ６２．５±１．７ ４６．１±３．１

３ｈ ７８．２±５．０ ５８．２±２．７ ４４．８±５．３

４ｈ ７９．５±４．７ ６４．５±２．４ ４９．０±４．２

５ｈ ８４．４±５．８ ６８．６±１．８ ５２．０±３．９

６ｈ ７６．７±４．３ ６０．７±３．１ ４６．２±３．９

７ｈ ８１．１±３．５ ５８．０±５．４ ４７．０±２．９

８ｈ ７６．１±４．５ ５８．１±４．９ ４６．４±２．１

图１　　混合模式治疗实物图

３　讨　　论

生物人工肝动物实验的安全性问题主要涉及细胞、生物反

应器、人工肝机器、动物安全性的评估等方面。目前，国内外细

胞安全性问题主要是对猪逆转录病毒感染致癌性［２４］、基因毒

性［５６］、免疫排斥［７］等的研究。生物反应器的研究主要围绕为

肝细胞提供良好的长期生长代谢环境、物质转运交换，提高肝

细胞活性和功能、反应器体积、细胞数量等方面的研究［８１０］。

然而，关于生物人工肝机器和动物安全的详细报道甚少。

大动物实验麻醉成功是实验得以顺利进行的前提，氯胺酮

复合丙泊酚麻醉兼备镇静和镇痛效果，有利于保障呼吸和循环

稳定［１１１２］。整个实验过程中，没有行气管插管，最终能顺利完

成实验并且能够保证动物安全。

本研究在实验开始时及实验４、８ｈ抽取动物体内静脉端

的血，所测得的内毒素结果均小于０．５ＥＵ／ｍＬ，符合２００４年

美国真菌学研究变态反应学家协会的透析用水及透析液标

准［１３］。同时，血培养结果显示培养１５ｄ未见细菌生长，说明在

整个体外循环过程中，动物血未受到污染，整个管路、滤器密闭

性良好。

实验中始终要把动物的生命安全放在首位，实验过程中心

电图正常，各时间点平均动脉压、呼吸频率比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５），实验２ｈ心率与实验开始时相比差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。心率的均数除了实验２ｈ存在散点外，其

余各点均在控制线内，分析原因可能与丙泊酚的麻醉深度引起
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的心率下降有关。由于猪的无创血压无法监测，本文采取经股

动脉置管接压力换能器测定有创血压，显示屏可以直接连续动

态显示收缩压、舒张压、平均动脉压，动脉血压能够反映心脏后

负荷、心肌耗氧和做功及周围组织与器官血流灌注，是判断循

环功能的有效指标，与心率一起可以初步判定治疗过程中有无

内出血、血容量不足的发生。平均动脉压、血氧饱和度、呼吸频

率的均数无散点落在控制线外，而且波动不呈规律性变化，提

示系统处于稳定状态。

在进行血液循环的过程中，人工肝机器的监测系统也很重

要的，特别是静脉压、跨膜压、入浆壶压的变化有很大的意义；

本实验中，以上指标除了实验５ｈ与实验开始时比较差异有统

计学意义（犘＜０．０５），其余各时间与实验开始时比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。而且，除实验５ｈ的均数点落在控制线

外（上限外），其余各点均在控制线内，而且波动不呈规律性变

化，提示系统基本处于稳定状态。结合实验５ｈ的血氧饱和度

下降、心率加快、平均动脉压下降的情况分析实验５ｈ出现压

力值升高的原因是血浆分离器以及管路部分堵塞引起的血红

细胞数量减少。堵塞的原因可能与血流量较小、血流缓慢、肝

素抗凝不足等有关。实验中每隔２ｈ用２５０ｍＬ生理盐水冲洗

管路和滤器，加大肝素用量后恢复到稳定状态。另外，实验过

程中发现血泵、分浆泵、倒向泵的速率设置对各个压力的影响

很大。由于血浆分离率最高为３０％，分浆过快，血浆分离器达

不到分浆速度，会导致负压破膜，跨膜压变为负值；若分浆速度

设置过慢，有可能导致滞留在血浆分离器的血过多，导致静脉

压、跨膜压、入浆壶压变大，当跨膜压、静脉压增加到一定程度

时，也会发生破膜。本实验所设置的血泵流量为５０～６０ｍＬ／

ｍｉｎ，分浆泵流量为１５ｍＬ／ｍｉｎ，倒向泵ＬＤＰ１、ＬＤＰ２流量为１８

ｍＬ／ｍｉｎ，各个压力值平稳，跨膜压稳定在４０～６０ｍｍ Ｈｇ，保

证了有效的分浆率。

因此，在新型生物人工肝系统治疗过程中，生命体征处于

稳定状态，血流动力学相对稳定，呼吸以及循环功能未受到不

良影响，人工肝机器的各个压力监测值趋于稳定，动物的生命

安全得以保证，在此基础上，可以进一步评价猪的肝衰竭模型

的有效性。
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