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去细胞化肝脏生物支架的应用进展

温旭东　王小军　夏锋

　　【摘要】　肝脏替代治疗是目前终末期肝病最有效的治
疗措施，而去细胞化肝脏生物支架拓宽了肝脏替代治疗的研

究领域。目前普遍的支架制备过程是在一定的物理条件下，

经灌注设备将化学试剂（去垢剂、消化酶等）注入肝脏自身的

脉管结构中，达到去除细胞成分，保留支架内ＥＣＭ和超微脉
管结构的目的。再将种子细胞注入到去细胞化肝脏生物支

架，获得再细胞化肝脏，模拟机体内肝脏生物环境进行体外

或体内培养，观察种子细胞附着情况，检测肝脏代谢功能，评

估肝脏替代效果。目前，种子细胞的选取、再细胞化流程、再

细胞化肝脏移植等问题仍处于探索阶段。笔者围绕去细胞

化肝脏生物支架的制备与评价、检测和应用作一综述，为进

一步应用于实验研究和临床实践提供参考。
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　　２００６年ＷＨＯ公布的数据表明：全世界总死亡人口中因
肝脏疾病死亡的占２．５％［１］。中国是肝病大国，终末期肝病

是肝脏疾病的最终结局。肝移植是治疗终末期肝病最有效

的方法，但供肝来源不足严重制约了肝移植的发展［２］。目前

生物人工肝应用于肝脏替代治疗成为新的研究热点，全器官

灌注法制备去细胞化肝脏生物支架（ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｌｉｖｅｒｂｉｏ
ｓｃａｆｆｏｌｄ，ＤＬＢ）由此应运而生。ＤＬＢ是对肝脏形态、结构和功
能的三维重建，它作为肝脏细胞增殖和相互间作用的载体，

增强了实验研究的说服力，为进一步应用于人造肝脏打下基

础，最终达到部分或永久替代［３］。

１　肝脏替代治疗与去细胞化肝脏生物支架
　　肝脏替代治疗主要为等待供肝的终末期肝病患者提供
短暂支持，目前主要有３种方式。第１种是肝细胞移植。肝
细胞移植是将肝细胞注射到肝脏或通过脾脏或门静脉达到

病肝，达到功能替代的目的，动物肝衰竭模型中，肝细胞移植

可以有效延长生存时间［４］。第２种是联合复合材料肝细胞
移植。包括使用复合材料将肝细胞包裹起来形成微转运体

注入体内，或将细胞注入肝脏模型，体外持续为肝细胞提供

营养［５］。第３种是生物型人工肝。生物型人工肝支持系统由
肝细胞生物反应装置和体外灌流净化装置两部分组成，血液

在体外灌流、回输过程中实现解毒、代谢、分泌等功能［６－７］。

以上３种替代治疗方法在应用过程中不同程度地出现了细
胞营养供给不足、宿主免疫排斥、移植成活率低下、模拟肝脏

功能不完善等问题。

　　在肝脏替代治疗的研究中，ＤＬＢ所具有的特殊生物有效
性对解决上述问题具有良好的研究前景。在肝脏内运用这

项技术包含了脱细胞化处理去除肝细胞成分，确保支架与原

器官在形态结构上具有相似性，并保留具有生物学效应的

ＥＣＭ成分和超微脉管结构［８］。随后以 ＤＬＢ为载体，将种子
细胞（干细胞、原始肝细胞、间充质细胞等）植入支架内，进行

体外或体内的灌注培养，从结构和功能上模拟肝脏的功能。

２　去细胞化肝脏生物支架的制备
　　制备ＤＬＢ是在一定物理条件下，通过灌注设备将化学
试剂持续注入肝脏自身的脉管结构中，去除肝脏细胞的过

程［９］。近年来灌注法制备 ＤＬＢ的方案种类较多，实验条件
各不相同，目前并没有统一的制备标准。理想的肝脏去细胞

化技术是在去除细胞成分的同时，尽可能地保存 ＥＣＭ和微
脉管结构［１０］。

２．１　制备方法与评价
　　去细胞化技术最早使用浸泡法制备组织和器官支架，对
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自身解剖结构较薄的（皮肤、血管、瓣膜等）较适用，但对较大

的组织与器官的效果不佳。２００８年，Ｏｔｔ等［１１］采用灌注法对大

鼠心脏进行去细胞化处理。很快该项技术在肝脏、肺、胰腺、

肾等器官得到运用［１２－１６］。灌注法制备 ＤＬＢ需要使用一套
动态去细胞化设备，有效控制灌注压及去细胞化试剂灌注的

流速［１７］。对于不同类型、不同大小的肝脏所采用的灌注速

度也不同。灌注操作中，顺行和逆行灌注都有使用，但最常

用的是顺行灌注法［１０］。试剂通过大血管灌注到器官末梢，

洗脱的细胞碎片通过静脉系统排出，即试剂从肝门静脉注

入，肝静脉回收，这种方法同时也保持了器官原有的血流动

力学状态。灌注保留的管道可与宿主的血液循环相连，以获

取营养物质和氧气。

２．２　制备试剂与评价
　　制备ＤＬＢ过程中最常使用的试剂有去垢剂、消化酶和
酸碱试剂［９］。去垢剂通过裂解细胞膜上的膜脂，解离 ＤＮＡ
与蛋白质而起作用，一般分为离子型及非离子型去垢剂［１８］。

ＴｒｉｏｎＸ１００是最常用的非离子型去垢剂，它可以有效地离断
ＤＮＡ与蛋白质之间的联系，但对葡糖氨基葡聚糖（ｇｌｙｃｏｓａｍｉ
ｎｏｇｌｙｃａｎｓ，ＧＡＧｓ）清除作用较强。最常用的离子型去垢剂是
十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ），它对去除致密
组织中细胞核成分较为有效，但对组织中超微结构、ＧＡＧｓ、
生长因子和胶原蛋白有破坏作用。去垢剂具有细胞毒性，因

此去垢剂使用后需要反复清洗支架内残留的去垢剂成

分［１９］。ＴｒｉｔｏｎＸ１００与ＳＤＳ化学性质不同，脱细胞功能的侧
重点也不相同［２０］。Ｒｅｎ等［２１］报道：单独使用 ＳＤＳ和 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００对大鼠肝脏去细胞化，ＴｒｉｔｏｎＸ１００作用于大鼠后保
留的弹性蛋白、ＧＡＧｓ、肝细胞生长因子成分均优于 ＳＤＳ。
Ｍａｔｔｅｉ等［２２］比较使用 ＳＤＳ和 ＴｒｉｔｏｎＸ１００为主的去细胞化
方案，发现最佳去细胞方案为：第１天使用ＰＢＳ缓冲液灌洗，
第２天使用１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００灌洗，第３天用０．１％ ＴｒｉｏｎＸ
１００灌洗０．５ｄ，ＰＢＳ灌洗 ０．５ｄ。Ｋａｊｂａｆｚａｄｅｈ等［２３］制备羊

ＤＬＢ，一组使用去离子水和 ０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００灌注肝脏
７２ｈ，另一组使用０．０１％、０．１％、１％的 ＳＤＳ灌注７２ｈ，Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００组较好地保存了胶原蛋白和ＧＡＧｓ。Ｓｈｉｒａｋｉｇａｗａ等［２４］

发现ＴｒｉｔｏｎＸ１００保护脉管网的能力强于 ＳＤＳ。因此，在制
备ＤＬＢ的过程中建议选择更为温和的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００作为去
垢剂使用。

　　常用的消化酶是胰蛋白酶，其去细胞速度较慢，且仅用
酶洗脱细胞难以达到较好的效果［２５］。与去垢剂比较，ＥＣＭ
中的胶原成分对胰蛋白酶抵抗作用较弱，较容易损伤胶原蛋

白和弹性蛋白的结构，但能较好的保存 ＧＡＧｓ［２６］。胰蛋白酶
能提高组织的通透性，因此可以在去细胞过程中首先使用胰

蛋白酶［２７］。常用的螯合剂有乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｓｉａｍｉｎｅ
ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ），它能通过结合细胞内外的金属离子
阻断蛋白与蛋白之间的联系。胰蛋白酶通常与螯合剂共同

使用，起到辅助去垢剂去细胞化的作用，能达到较好的制备

效果［２８－３０］。酸与碱均可水解生物分子。过氧乙酸是常见的

消毒试剂之一，去细胞核作用较强，可较好地保持ＥＣＭ的完

整性［３１］。Ｂａｐｔｉｓｔａ等［１３］报道使用１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００与０．１％
氢氧化铵制备ＤＬＢ，从 ＤＮＡ洗脱数量，保留 ＥＣＭ内容物和
脉管微结构上均取得了良好效果。

　　目前制备ＤＬＢ最常用的是 ＴｒｉｔｏｎＸ１００和 ＳＤＳ联合去
细胞化［３２－３３］。胰蛋白酶螯合剂、酸碱试剂与去垢剂联用会
增强肝脏去细胞化效果，但也有使用一种去垢剂制备 ＤＬＢ
的报道［１３，３４－３５］。反复使用相同种类、不同浓度的去垢剂去

细胞，也可增强去细胞化效果［３６］。

２．３　制备相关因素与评价
　　制备动物目前局限于小鼠、大鼠、兔子、雪貂和猪，为更
加有效模拟人体肝脏体积，逐步从小动物肝脏实验转向大动

物肝脏实验。在去细胞化过程中缩短支架制备时间是很有

意义的，同时也是选择不同制备方法的标准之一。近年的文

献报道中，肝脏去细胞化时间跨度范围较大（２～１４４ｈ），从
各自制备时间来比较，大型动物（猪、兔）的肝脏相对小型动

物（小鼠、大鼠）的肝脏需要更多的时间才能达到满意的去细

胞化效果［３３－３４］。在使用相同去细胞化方法的情况下，去细

胞化时间越长，去细胞效果就越强，但对支架的完整性损害

也越大。

　　灌注制备的温度通常使用４、２０、３７℃，在使用胰蛋白酶
的制备方法中均保持在较高温度，保证胰蛋白酶反应活

性［２８，３０］。冻融法可以有效溶解组织和器官内的细胞成分，即

使反复冻融对ＥＣＭ的蛋白成分损伤也较小［３７］。在 －８０℃
液氮环境下保存肝脏，解冻后用于灌注制备 ＤＬＢ即是一个
冻融循环。

　　溶液与试剂通过一定的压力灌注到组织和器官，可使脉
管周围（约１００μｍ）的细胞与基底膜分离，不同的压力在制
备过程中具体表现为灌注流速的不同。相同流速的情况下，

所用的灌注管道粗细不同也可造成静水压力不等。灌注速

度一般 ＜１０ｍＬ／ｍｉｎ，也有对猪肝脏去细胞化过程使用流速
为３０ｍＬ／ｍｉｎ的报道，但数据间没有相关性［３４］。

３　去细胞化肝脏生物支架的检测
　　ＤＬＢ制成后，需要对支架的有效性进行检测，检测主要
包括以下３个方面，即检测肝脏细胞残留量、肝脏细胞外基
质复合物，观察脉管结构。

３．１　肝脏细胞残留量的检测
　　去细胞化肝脏内残留的细胞ＤＮＡ含量直接影响种子细
胞植入支架后发生免疫排斥反应的大小。通过光学显微镜

下观察组织学切片或使用ＤＮＡ定量检测支架上未被洗脱的
ＤＮＡ含量。Ｃｒａｐｏ等［９］提出：肝脏去细胞化的最低标准需至

少满足其中一项：（１）每毫克ＥＣＭ中双链ＤＮＡ＜５０ｎｇ。（２）
ＤＮＡ片段长度＜２００ｂｐ。（３）通过ＨＥ染色或ＤＡＰＩ染色后，
镜下看不到细胞核成分。近年来，使用不同制备方法制备的

ＤＬＢ内残留的细胞学成分均控制在标准范围以内［１３，２８－３５，３８］。

３．２　肝脏细胞外基质复合物的检测
　　Ｍａｓｓｏｎ染色法用于观察胶原蛋白的含量，胶原蛋白和弹
性蛋白可用Ｍｏｖａｔ染色法观察。在种子细胞再植入支架的
过程中，ＥＣＭ与种子细胞的附着、分化、成熟和相互作用高度
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相关［３０］。近年来制备的 ＤＬＢ内胶原蛋白Ⅰ、胶原蛋白Ⅳ、
纤连蛋白、层黏连蛋白等 ＥＣＭ复合物都较好地保留下
来［３２－３５，３９］。胶原蛋白、弹性蛋白、层黏连蛋白在保持去细胞

化支架机械强度，辅助细胞增殖中均发挥了重要的作用。胶

原蛋白是连接组织和器官的重要组成部分，大量存在于哺乳

动物中［１３－１４］。这种蛋白可表达一种细胞黏附肽的模体结

构，可与细胞表达的黏附序列 ＲＧＤ相结合［３９］。弹性蛋白与

层黏连蛋白在大多数去细胞化试剂中是不可溶的，因此被大

量的保存下来［４０］。层黏连蛋白在去细胞支架中起到了辅助

细胞黏附、生长、迁移、分化的作用，其结构上表达具有与细

胞黏附相关的ＹＩＧＳＲ和 ＩＫＶＡＶ多肽序列，与内皮细胞上表
达整合素β１结合，可以促使内皮细胞附着于支架上［４１］。

　　细胞因子通过酶联免疫吸附试剂盒测定，阿尔法新蓝／
ＰＡＳ法可检测ＧＡＧｓ含量。肝细胞生长因子和成纤维生长因
子可调控 ＤＬＢ再植入肝细胞的分化，促进血管生成［４２］。

肝细胞生长因子和上皮细胞生长因子从细胞分泌后极易降

解［２４，３４］，但ＥＣＭ中的ＧＡＧｓ可以避免生长因子被水解［４３］。

３．３　肝脏微脉管结构的观察
　　通过扫描电镜和投射电镜可观察去细胞化支架脉管微
结构［８］。血管灌注法制备的ＤＬＢ本身就存在连续且完整的
血管结构，只是不同试剂对脉管微结构产生了不同程度的破

坏。生物学结构的脉管网可为再植细胞提供模板，可直接附

着内皮细胞或者薄壁组织细胞。脉管系统的重新内皮化也

可以减少血栓和血凝的风险。

４　去细胞化肝脏生物支架的应用
　　虽然目前制备 ＤＬＢ有多种方法，但通过对支架残留成
分的检测和结构的观察，发现不同的制备方法都能够满足应

用的需要，可见制备技术已日臻成熟。如何有效地向 ＤＬＢ
内植入种子细胞，提升再细胞化肝脏效能亦逐步成为目前研

究的热点。

４．１　种子细胞的选择
　　用于肝脏支架再细胞化的种子细胞种类很多，包括成熟
肝细胞、胚胎肝细胞、经诱导的多能干细胞、胎肝细胞、肝祖

细胞、分化转移的细胞等［４４］。最早使用的是原代肝细胞，因

为原代肝细胞可表达完整的细胞表型。人原代肝细胞所培

养的肝细胞具有良好的生存能力，但原代肝细胞数量极其有

限。胎肝干细胞或肝前体细胞植入 ＤＬＢ后，可以分化为肝
细胞和胆管上皮细胞，更逼真地还原了肝脏的内部组成［４５］。

Ｗａｎｇ等［４６］在ＤＬＢ内培养成肝细胞，发现上皮细胞生长因子
可促进成肝细胞增殖，分化为成熟的肝细胞。多能干细胞具

有生物学潜能的优点，被认为是可提供较好种子细胞的

来源。经诱导的多能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＩＰＳ）能够避免移植过程中发生免疫排斥，但 ＩＰＳ仍会保持表
观遗传记忆，有分化为其他细胞系的可能。

　　非实质性细胞（肝血窦上皮细胞，肝星状细胞，胆管上皮
细胞）以１：３的比例与肝实质细胞共同培养，可对肝脏结构
形成、肝实质细胞有效性发挥重要作用［４７］。肝细胞与上皮

细胞共同灌注于ＤＬＢ，肝细胞选择性地附着于支架实质结构

部分，上皮细胞选择性地附着于脉管周围，可能是不同部位

表达了不同的生物信号［１２］。在间充质干细胞和肝细胞共同

培养的实验中发现，间充质干细胞不仅对原代肝细胞有稳定

作用，而且可以提供免疫调节因子，参与调控肝脏炎症和损

伤的修复［４８］。将骨髓来源的间充质干细胞与原代肝细胞灌

注到ＤＬＢ，再细胞化肝脏连接体内血液循环，发现黏附因子和
血管生成因子有上调表现［４９］。间充质干细胞在ＤＬＢ内进行
体外培养，肝细胞样分化能力高于平面培养的实验结果［３４］。

４．２　支架再细胞化过程
　　ＤＬＢ再细胞化是复杂精细的多步骤过程，研究报道对不
同的灌注方法、灌注管道、细胞数量均有所比较。利用 ＤＬＢ
自身脉管结构将种子细胞回输到支架实质部分的有效性均

较高，但Ｆｕｋｕｍｉｔｓｕ等［３０］通过比较直接注射细胞、连续灌注

细胞、间歇灌注细胞，发现间歇性灌注可以有效避免种子细

胞过度聚集，形成微血管死腔，导致细胞死亡。间歇性动态

灌注种子细胞已成为 ＤＬＢ再细胞化的标准操作方式之一。
Ｂａｐｔｉｓｔａ等［１３］比较了从门静脉和腔静脉分别灌注人脐静脉

血管上皮细胞，发现两种方法中细胞均能够通过血管腔灌注

到肝小叶部分，毛细血管处观察到细胞将其完全包裹，并形

成细胞间连接，但大部分细胞存在于血管中心周围，并且沿

血管排列。由此可推断两条脉管通路可同时使用，达到种子

细胞有效附着全程脉络的目的。种子细胞数量决定了 ＤＬＢ
中细胞的密度，密度过大容易造成脉管阻塞，营养供给不足，

导致细胞大面积死亡；密度太小不容易形成细胞间连接，造

成细胞间相互作用减少。Ｕｙｇｕｎ等［１２］认为再细胞化肝脏中

细胞密度为正常肝脏细的８０％为宜。
　　支架再细胞化过程中非实质性细胞所发挥的作用越来
越大。血管内皮细胞附着于血管，血管内皮化还原了肝脏自

身血管功能，对防止血栓形成和出血有重要意义。现有的去

细胞化技术有效地保存了胆管通道，如果重新附着胆管上皮

细胞，则有可能实现对肝脏细胞分泌胆汁的引流。

４．３　再细胞化肝脏的体内培养
　　理想的再细胞化肝脏是指对原始肝脏的完全替代，包括
连接相同的肝动脉、肝静脉、中心静脉和胆管。但目前再

细胞化肝脏植入动物体内的研究还处于异位移植的阶段。

Ｕｙｇｕｎ等［１２］将右肾切除后，将肾动、静脉连接植入肝脏的门

静脉与腔静脉，肝脏支架成活了８ｈ。Ｂａｏ等［５０］将再细胞化

肝脏原位移植到部分肝切除的大鼠，肝脏支架成活时间延长

了１６～７２ｈ。Ｚｈｏｕ等［５１］在免疫缺陷的小鼠腹膜下移植入再

细胞化肝脏，支架成活时间为８周。造成宿主体内存活时间
较短的原因，除宿主免疫排斥外，可能还与血管缝合技术的

缺陷、血栓形成、缺血再灌注损伤等有关，具体的机制还有待

进一步论证。

５　小结
　　去细胞化肝脏生物支架是一个成功的实验平台，它所提
供的三维微环境更加逼真地模拟了肝细胞在肝脏内生长的

环境状态。不同的去细胞方法直接影响ＤＬＢ内ＥＣＭ组分和
微脉管结构，也就决定了支架在体内外的应用效果。具体采
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用哪种去细胞方法更取决于研究者对 ＤＬＢ的用途和对去细
胞化过程中细胞破坏机制的理解。ＤＬＢ的应用目前仍处于
探索阶段，选取哪种细胞作为种子细胞再植入，支架内需含

有哪些细胞学成分，胆管和血管网的重建，再细胞化肝脏体

内移植免疫抑制等问题仍需进一步深入研究。随着组织工

程学和再生医学在肝脏领域的不断发展，相信终有一天去细

胞化肝脏支架再细胞化这项技术将会应用于临床，对肝脏功

能达到完全替代。
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（本文编辑：张玉琳）

·读者·作者·编者·

本刊对来稿中科研设计的要求

　　科研设计应交代研究设计的名称和主要方法，遵循随机、对照、均衡、重复的原则。

　　１．临床试验设计应交代属于第几期临床试验、采用了何种方法（盲法、随机）、受试对象纳入和排除标准等，以人为研究对

象的前瞻性研究，应说明是否经某单位或医院伦理委员会批准，并提供该委员会的审批文件，受试对象的知情同意以及临床

试验注册号。

　　２．临床科研设计中样本量要求，计量资料≥３０例，计数资料≥４０例。

　　３．临床研究均应交代随访情况，队列研究失访率不能高于２０％。

　　４．动物实验需提供动物合格证号，交代实验分组所采用的方法。

本刊对人名汉语拼音书写规范的要求

　　根据中华医学会编排规范，在英文摘要中人名汉语拼音书写规范如下：

　　（１）少数民族语姓名按民族语读音拼写。如：Ｕｌａｎｈｕ（乌兰夫）。

　　（２）姓仅首字母大写，名字间不加分隔“”。如：ＷａｎｇＭｉｎｄｅ（王敏德）。

　　（３）双姓组合，双姓间加分隔“”。如：ＺｈｅｎｇＬｉＳｈｕｆａｎｇ（郑李淑芳），ＤｏｎｇｆａｎｇＺｈａｏＦｅｎｇ（东方赵峰）。

　　（４）不能分出姓名，首字母大写。如Ｂａｏｇｏｎｇ（包公），ＴａｉｂａｉＪｉｎｘｉｎ（太白金星）。

　　（５）“吕”拼音为“Ｌｙｕ”，吕和平（ＬｙｕＨｅｐｉｎｇ）。

·９８·中华消化外科杂志２０１５年１月第１４卷第１期　ＣｈｉｎＪＤｉｇＳｕｒｇ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．１


