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　　［摘要］　目的　探索溶血磷脂酰胆碱随总缺血时间变化的规律以及其在供肝质量评估中的应用
价值。方法　研究纳入２０１８年６月至２０２０年８月在我院行肝移植术的患者１００例，分别在供肝获取
时和再灌注后采集供肝组织标本，对标本进行病理形态学评分和溶血磷脂酰胆碱（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，
ＬＰＣ）组织浓度检测。同时本研究用不同的线性回归模型探索用供肝获取时ＬＰＣ浓度预测灌注后 ＬＰＣ
浓度的预测模型，并评价模型的预测效能。结果　两个时间点早期移植物功能障碍（ｅａｒｌｙａｌｌｏｇｒａｆｔ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＥＡＤ）组溶血磷脂酰胆碱（ＬＰＣ）组织浓度均显著高于非ＥＡＤ组（Ｐ＜０．０５）。所有标本中再
灌注后溶血磷脂酰胆碱组织浓度显著高于供肝获取时。灌注后 ＬＰＣ组织浓度能较好地预测 ＥＡＤ的发
生（ＡＵＣ＝０．９０９，９５％ＣＩ：０．８４９～０．９６９）ｃｕｔｏｆｆ值为１５２５８ｆｇ／ｍｇ。灌注后ＬＰＣ组织浓度（Ｙ）呈现以总
缺血时间 ｔ、供肝获取时 ＬＰＣ（Ｘ０）以及两者交互效应为自变量的回归关系，其最佳回归方程为：Ｙ＝
－７５５４＋２２．６４×ｔ－０．１６９２×Ｘ０＋０．０００３４５×ｔ×Ｘ０。其在建模集和验证集中的调整后决定系数 Ｒ

２′分别达
到了０．９４４７和０．９１５４，能很好地解释ＬＰＣ的变化，对灌注后ＬＰＣ浓度有很好的预测精度。结论　本研
究构建的模型能较好地预测供肝组织ＬＰＣ浓度变化，并能反映供肝的损伤程度，对预测 ＥＡＤ的发生具
有临床价值。
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　　肝移植是终末期肝病的有效治疗手段，但肝源长
期供不应求［１］。近年来各移植中心尝试放宽接纳标

准以扩大捐献池，但这可能导致供肝质量参差不

齐［２］，与供肝质量高度相关的诸如早期移植物功能障

碍（ｅａｒｌｙａｌｌｏｇｒａｆｔｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＥＡＤ）等术后并发症亦
将是棘手的难题［３］。ＥＡＤ发病率从 １０．８％到 ３６．３％
不等［４］。罹患ＥＡＤ的受体死亡风险增加 １０．７倍，供
肝功能丧失风险增加７．４倍［５］，急慢性排斥反应、败血

症等发生率也随之升高，受体远期预后不良［６－７］。如

何最好地利用质量相对较差的供肝是一个值得探讨的

课题［８－９］。对供肝质量的精准评估有助于指导移植医

师制定择用决策、预判受体转归，尽早实施有效的医疗

干预。因此，探索可有效反映供肝质量的生物标记物

意义重大。

１　材料与方法

１．１　肝移植受体临床资料
　　本次观察性临床研究的病例纳入标准如下：受体
首次接受同种异体肝移植术；手术方式为原位肝移植；

年龄介于１８到６５岁；术前１周无重症感染、心脑血管
相关不良事件及肝肾综合征；术后治疗方案一致；供肝

经本移植中心器官获取组织 （ｏｒｇａｎｐｒｏｃｕｒｅｍｅｎｔ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｓ，ＯＰＯ）成员经验性评估合格，保存方式为
静态冷保存，运输过程中未受损伤和污染。排除标准

如下：受体术后１周内发生血管栓塞事件（肝动脉、门
静脉、下腔静脉）、心脑血管不良事件、ＳＩＲＳ／ＡＲＤＳ／
ＭＯＤＳ以及重症感染，需行肾脏替代治疗或体外循环
支持治疗；受体术后发生急性器官排斥反应或药物性

肝损伤；多脏器联合移植。研究过程中共计３例因术
后血管并发症、围术期重症感染和死亡被排除，最终入

组２０１８年 ６月至 ２０２０年 ８月在我院行肝移植术的
１００个病例。供肝均是公民自愿捐献，供体直系亲属
和受体签署知情同意书，并经陆军军医大学第一附属

医院伦理委员会批准（ＫＹ２０２０００２９）。我们在研究期
间未获取死刑犯器官，未纳入弱势群体。供肝获取和

肝移植手术步骤参照２０１９版中国肝移植供肝获取技
术规范和中国成人活体肝移植操作规范执行［１０－１１］。

１．２　实验步骤
　　采集供肝获取时标本：器官获取时在供肝边缘剪
取绿豆样大小肝组织 ２粒，１粒在离体后立即过液氮
１ｍｉｎ并置于－８０℃医用低温箱冻存待代谢组学分析，
另１粒在离体后立即置于１０倍于组织体积的１０％中
性福尔马林液中固定待组织病检。在供肝再灌注后

１小时用相同方法采集保存再灌注后标本。记录 Ａ、Ｂ
两组标本采集时间并将标本编号存放。试验人员用人

溶血磷脂酰胆碱酶联免疫分析 ＥＬＩＳＡ试剂盒（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｍｍｂｉｏ．ｃｎ）对标本中的溶血磷脂酰胆碱组织浓
度进行检测。病理科医师对标本进行 ＨＥ染色观察，
并参考ＳＵＺＵＫＩ标准［１２］，从实质细胞水肿、坏死、中性

粒细胞浸润、胆汁淤积、脂肪化、纤维化６个方面对供
肝进行评分：每一项指标按无、轻中度、重度分别赋值

０、１、２分，总分取值范围０～１２分，０～２分视为正常形
态，３～４分为轻度损伤，５～８分为中度损伤，９～１２分
为重度损伤（详细实验步骤及病理形态学评分表见附

件１４）。研究为单盲设计，实验室人员和病理科医师
均不知道标本对应的受体术后临床结局。按是否发生

ＥＡＤ为观察终点将入组病例分为ＥＡＤ组和非ＥＡＤ组
进行对比分析：受体基线资料中，无吸烟史、饮酒史者

分类记为０，小于２０年者分类记为１，大于等于２０年
者分类记为２。根据Ｏｌｔｈｏｆｆ的标准定义［１３］，满足下列

其中一项即可定义为ＥＡＤ：受体术后第７天胆红素≥
１７０ｍｏｌ／Ｌ或ＩＮＲ≥１．６；术后７ｄ内 ＡＬＴ／ＡＳＴ峰值≥
２０００Ｕ／Ｌ。
１．３　统计学分析
　　统计分析软件为 ＳＰＳＳ２２．０（ＩＢＭ，Ａｒｍｏｎｋ，Ｎｅｗ
Ｙｏｒｋ，ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓ）和 ｐａｃｋａｇｅｏｆｒｍｓｉｎＲ３．３．０ｆｏｒ
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Ｗｉｎｄｏｗｓ。分类自变量比较采用χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ精确
检验，连续自变量先经直方图观察和 ＫＳ分析检验数
据分布的正态性，正态分布的用（珋ｘ±ｓ）表示，用两组独
立样本的ｔ检验；不符合正态分布的用 Ｍ（Ｐ７５－Ｐ２５）表
示，使用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验进行比较。用 ＲＯＣ曲
线分析连续型变量的预测效能。回归模型构建时，随

机抽取７５％的样本作为建模集，用其余的２５％的样本
作为验证集进行验证。在模型验证中，用建模集构建

的回归系数构建回归表达式，在验证集中计算出预测

值，之后用预测值与实测值之差作为残差，用公式

　　Ｒ２＝１－
∑ｅ２ｉ

∑（ｙｉ－ｙ
－
）２
和公式 Ｒ２′＝１－（１－Ｒ２）

ｎ－１
ｎ－ｋ

计

算决定系数Ｒ２和调整后决定系数Ｒ２′

　　文中所有数据来源于实验室标本检测结果和临床
医疗记录。我们通过严格的质量保证策略对所有标本

进行收集、保存和分析，并实时监测仪器的性能和数据

质量。

２　结果

２．１　受体围术期一般临床资料
　　入组病例中３６例术后发生 ＥＡＤ，发病率为３６％。
受体围术期基线资料详见表 １。由表中数据可知，非
ＥＡＤ组与ＥＡＤ组中，受体血型、手术时长、供肝冷缺
血时间差异有统计学意义，其余术前临床数据均无显

著差异。而在用于诊断ＥＡＤ的３个指标中，只有转氨
酶峰值一项差异有统计学意义。

表１　受体围术期一般临床资料数据 ［例，珋ｘ±ｓ，Ｍ（Ｐ２５－Ｐ７５）］

非ＥＡＤ组（ｎ＝６４） ＥＡＤ组（ｎ＝３６） 统计参数 Ｐ值

性别 男性 ５５ ２８ χ２＝１．０８７ ０．２９７

女性 ９ ８

心血管疾病 无 ５８ ３０ χ２＝０．５７２ ０．４４９

有 ６ ６

呼吸系统疾病 无 ６３ ３５ — １．０００

有 １ １

糖尿病 无 ５３ ３３ χ２＝１．５００ ０．２２１

有 １１ ３

ＡＢＯ血型 Ａ １８ １９ χ２＝９．２５６ ０．０２５

Ｂ １４ ４

ＡＢ １１ １

Ｏ ２１ １２

吸烟史 无 ３４ ２０ χ２＝０．３９２ ０．８２２

＜２０年 １２ ５

２０年 １８ １１

饮酒史 无 ４４ ２６ χ２＝１．２４０ ０．５３８

＜２０年 ６ ５

２０年 １４ ５

慢性乙肝病史 无 ２０ ７ χ２＝３．２２１ ０．２００

＜２０年 １５ ６

２０年 ２９ ２３

慢性丙肝病史 无 ２０ ７ χ２＝０．２１９ ０．６４０

＜２０年 １５ ６

２０年 ２９ ２３

术前腹水情况 无 ３５ １９ Ｕ＝１０４３．５ ０．３８９

可控 １７ ４

难控 １２ １３

术前肝性脑病 无 ６０ ３１ χ２＝１．８８３ ０．３４３

轻度 ３ ３

中重度 １ ２

表１续下页
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　　续表１

非ＥＡＤ组（ｎ＝６４） ＥＡＤ组（ｎ＝３６） 统计参数 Ｐ值

年龄／岁 ５０（４１－５７） ５４（４３－５９） Ｕ＝１０２２．５ ０．３５２

ＢＭＩ／ｋｇ·ｍ－２ ２２．６０±３．７１ ２３．３７±２．９３ Ｕ＝９１７．５ ０．０９２

术前肌酐／μｍｏＩ·Ｌ－１ ６２．５０（５５．２５－７８．００） ６４．５０（５１．００－７７．７５） Ｕ＝１１２４．５ ０．８４３

术前血钠／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １３９．００（１３７．００－１４０．７５） １４０（１３７－１４２） Ｕ＝１０３２．５ ０．３８９

术前ＡＬＴ／Ｕ·Ｌ－１ ３４（２７－５６） ４１．５０（２４．２５－８４．７５） Ｕ＝１０３１．０ ０．３８５

术前ＡＳＴ／Ｕ·Ｌ－１ ４７．００（３２．００－５６．７５） ４６．５０（３２．７５－１０１．２５） Ｕ＝９９９．５ ０．２７３

术前ＡＬＢ／ｇ·Ｌ－１ ３７．４７０±７．０８９ ３７．２５０±６．３９８ ｔ＝０．１５３ ０．８７８

术前ＴＢ／μｍｏＩ·Ｌ－１ ３５．００（２０．５０－７２．２５） ４０．００（２０．００－３２２．７５） Ｕ＝１０３２．５ ０．３９１

术前ＩＮＲ １．２１５（１．０３０－１．４２０） １．１７００（１．０２７５－１．５６２５） Ｕ＝１１３９．５ ０．９２８

ＭＥＬＤ评分 １１（８－１６） １１．００（８．２５－２３．００） Ｕ＝１１０８．０ ０．７５１

ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ评分 ７．００（５．２５－８．００） ７（６－９） Ｕ＝１０３５．０ ０．３９３

术中出血量／ｍＬ １０００（６００－１９５０） ８００（６００－１５００） Ｕ＝１０８３．５００ ０．６２１

术中尿量／ｍＬ １５００（１０００－２０００） １８２０±７７７ Ｕ＝９２８．０００ ０．１０７

手术时长／ｍｉｎ ４６５．１９０±１００．４７１ ５８６．８６±１６７．６８ ｔ′＝－３．９７１ ０．０００

冷缺血时间／ｍｉｎ ３０６．２５０±８２．１５５ ４７７．００（４４７．２５－５３４．５０） Ｕ＝１０ ０．０００

无肝期／ｍｉｎ ８８．３６０±１０．１３６ ９０．３３±７．８４ ｔ′＝－１．０８４ ０．２８１

术后第７天转氨酶峰值／Ｕ·－１ ９４９．５０（７２１．７５－１２２３．５０） ２５８８．００（２２５０．２５－３１１３．７５） Ｕ＝４６．０００ ０．０００

术后第７天 ＴＢ值／μｍｏＩ·－１ ３１．００（２２．２５－４９．２５） ４１．００（２４．００－７７．７５） Ｕ＝９５９．５００ ０．１６７

术后第７天 ＩＮＲ值 １．０６００（１．０１００－１．１７７５） １．０６００（０．９９００－１．１７７５） Ｕ＝１１４５．０００ ０．９６０

２．２　供肝组织标本病理形态学评分
　　供肝获取时供肝组织病理形态学评分范围在 ０－
２分，基本表现为正常的镜下病理学形态；再灌注后供
肝组织病理形态学评分虽高于供肝获取时，但也仅仅

表现为轻中度损伤。两个时间点的标本中，ＥＡＤ组病
理形态学评分均高于非 ＥＡＤ组，有统计学差异，但同
样只局限于轻中度损伤，见表２。

表２　两个时间点移植肝组织标本病理形态学评分结果

供肝获取时 再灌注后
分组 ｎ

０分 １分 ２分 １分 ２分 ３分 ４分 ５分

非ＥＡＤ组 ６４ ５０ １４ ０ ７ ３２ ２２ ３ ０

ＥＡＤ组 ３６ １３ ２１ ２ ０ ０ ８ ２３ ５

统计参数 Ｕ＝６５４．０ Ｕ＝１４６．５

Ｐ值 ０ ０

２．３　溶血磷脂酰胆碱组织浓度检测结果
　　再灌注后溶血磷脂酰胆碱组织浓度均高于供肝获
取时。再灌注后标本中，ＥＡＤ组溶血磷脂酰胆碱组织
浓度均显著高于非 ＥＡＤ组（Ｐ＜０．０５），见表 ３。ＲＯＣ
曲线分析显示，再灌注后溶血磷脂酰胆碱组织浓度对

ＥＡＤ的发生具有良好预测价值（ＡＵＣ＝０．９０９，９５％ＣＩ：
０．８４９～０．９６９，图１）。以最大约登指数（０．６９６）确定

的ｃｕｔｏｆｆ值为１５２５８ｆｇ／ｍｇ（图２）。这提示溶血磷脂
酰胆碱组织浓度可以作为ＥＡＤ发生的较好替代终点，
溶血磷脂酰胆碱可视为反映供肝质量的生物标记物。

表３　两个时间点移植肝组织标本ＬＰＣ含量检测结果
（ｆｇ·ｍｇ－１，珋ｘ±ｓ）

分组 ｎ 供肝获取时 再灌注后

非ＥＡＤ组 ６４ ７０２３．０３±３５４０．４０ １０９１０．３８±４９３１．２７

ＥＡＤ组 ３６ １１１７３．７２±５０３８．１０ ２６１０７．３９±１１８３９．４６

Ｐ值 ０．０００ ０．０００
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图１　再灌注后ＬＰＣ组织浓度对 ＥＡＤ发生预测的 ＲＯＣ

曲线分析
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图２　不同的再灌注后ＬＰＣ浓度对ＥＡＤ发生预测的约登指数

２．４　肝组织标本中溶血磷脂酰胆碱组织浓度变化的
回归模型构建及验证

　　相关分析提示，两时间点之间 ＬＰＣ的变化量
（ΔＬＰＣ）与总缺血时间存在相关性（详见表４），进一步
通过散点图观察发现ΔＬＰＣ与总缺血时间呈现较明显
的线性关系（见图３）

表４　ΔＬＰＣ与供肝获取时 ＬＰＣ值及总缺血时间之间的
相关性分析结果

指标 ｒ Ｐ
供肝获取时ＬＰＣ值 ０．４３２ ０．０００
总缺血时间 ０．９４８ ０．０００
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图３　ΔＬＰＣ与总缺血时间关系的散点图

　　根据图形形态，本研究分别试用单因素线性回归
和多因素线性回归分析灌注后 ＬＰＣ与总缺血时间和
供肝获取时ＬＰＣ浓度的关系，并随机选取３／４（７５例）
患者资料作为建模集，以其余 １／４（２５例）为验证集，
比较两种回归模型的预测价值。

　　①单因素线性回归
　　以ΔＬＰＣ为应变量，总缺血时间为自变量，构建单
因素线性回归模型，结果如表５所示：

表５　模型１的线性回归参数结果

非标准化系数
模型参数

标准化系

数β′
ｔ Ｐ

β ＳＥ
常数项 －２１８６７．２６１ １７１０．４６５ －１２．７８４ ０．０００
总缺血时间 ５１．７１９ ２．９３８ ０．９００ １７．６０４ ０．０００

　　据此构建的ＬＰＣ浓度变化值的预测模型为ΔＬＰＣ＝
－２１８６７．２６１＋５１．７１９×ｔ，其中 ｔ为总缺血时间。建模
集中的决定系数（Ｒ２）为０．８０９（调整后 Ｒ２＝０．８０７）用
此模型在验证集中预测 ΔＬＰＣ，并根据公式计算验证
集中模型的的Ｒ２为０．８３９８（调整后Ｒ２＝０．８３２９）。
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图４　模型１在建模集中的拟合曲线及数据散点图
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图５　模型１在验证集中的拟合曲线及数据散点图

　　②不考虑交互效应的多因素线性回归
　　以灌注后ＬＰＣ浓度为应变量，以供肝获取时 ＬＰＣ
浓度和总缺血时间为自变量，构建多因素线性回归模

型，结果表６所示：
　　据此构建的预测模型为 Ｙ＝－２０８４７．８２７＋４５．５１０
×ｔ＋１．２９９×Ｘ０，其中，Ｙ为再灌注后溶血磷脂酰胆碱组
织浓度，视为应变量；ｔ为总缺血时间，Ｘ０为供肝获取
时溶血磷脂酰胆碱组织浓度，均视为自变量。在建模
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集中决定系数（Ｒ２）为０．９２２４（调整后 Ｒ２＝０．９２０２）。
用此模型在验证集中预测再灌注后 ＬＰＣ，并根据公式
计算验证集中模型的 Ｒ２为 ０．９０９８（调整后 Ｒ２＝
０．９０５９）。

表６　模型２的线性回归参数结果

非标准化系数
模型参数

标准化系

数β′
ｔ Ｐ

β ＳＥ
常数项 －２０８４７．８２７ １６５３．９０７ －１２．６０５０．０００
总缺血时间 ４５．５１０ ３．４４３ ０．５３７ １３．２１８０．０００
供肝获取时ＬＰＣ浓度 １．２９９ ０．０９８ ０．５４０ １３．２９９０．０００
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图６　模型２在建模集中的拟合平面及数据残差图

　　③考虑交互效应的多因素线性回归
　　以灌注后ＬＰＣ浓度为应变量，以供肝获取时 ＬＰＣ
浓度和总缺血时间为自变量，并且考虑供肝获取时

ＬＰＣ浓度和总缺血时间之间的交互效应，构建多因素
线性回归模型，结果如表７所示：
　　据此构建的预测模型为 Ｙ＝－７５５４＋２２．６４×ｔ－
０．１６９２×Ｘ０＋０．０００３４５×ｔ×Ｘ０，其中，Ｙ为再灌注后溶
血磷脂酰胆碱组织浓度，视为应变量；ｔ为总缺血时间，

Ｘ０为供肝获取时溶血磷脂酰胆碱组织浓度，视为自变
量，并考虑两者的交互效应（ｔ×Ｘ０）。在建模集中决定
系数（Ｒ２）为０．９４７０（调整后Ｒ２＝０．９４４７）。用此模型
在验证集中预测再灌注后ＬＰＣ，并根据公式计算验证集
中模型的的Ｒ２为０．９１８９（调整后Ｒ２＝０．９１５４）。
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图７　模型２在验证集中的拟合平面及数据残差图
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图８　模型３在建模集中的拟合曲面及数据残差图

表７　模型３的线性回归参数结果

非标准化系数
模型参数 标准化系数β′ ｔ Ｐ

β ＳＥ

常数项 －７５５４ ２６９３ －２．８０５ ０．００６４９

总缺血时间 ２２．６４ ４．９０６ ０．２６７２ ４．６１４ ０．００００１７

供肝获取时ＬＰＣ浓度 －０．１６９２ ０．２６８３ －０．０７０４ －０．６３１ ０．５３０３１

总缺血时间×供肝获取时ＬＰＣ浓度 ０．００２３４５ ０．０００４０８５ ０．８１５２ ５．７４２ ０．００００００２１５
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表８　三种预测模型的表达式及模型符合度的比较

决定系数Ｒ２ 调整后决定系数Ｒ２′
模型 表达式

建模集 验证集 建模集 验证集

模型１ ΔＬＰＣ＝－２１８６７．２６１＋５１．７１９×ｔ ０．８０９０ ０．８３９８ ０．８０７０ ０．８３２９
模型２ Ｙ＝－２０８４７．８２７＋４５．５１０×ｔ＋１．２９９×Ｘ０ ０．９２２４ ０．９０９８ ０．９２０２ ０．９０５９
模型３ Ｙ＝－７５５４＋２２．６４×ｔ－０．１６９２×Ｘ０＋０．０００３４５×ｔ×Ｘ０ ０．９４７０ ０．９１８９ ０．９４４７ ０．９１５４
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图９　模型３在验证集中的拟合曲面及数据残差图

２．５　几种预测模型的比较
　　比较以上几种模型发现，考虑总缺血时间和供肝
获取时 ＬＰＣ组织浓度交互效应的多因素线性回归模
型（模型３）对样本数据具有最好的符合程度，其在建
模集和验证集中的调整后决定系数 Ｒ２′分别达到
０．９４４７和０．９１５４，见表８。

３　讨论

　　数量充足、结构完整、功能无损的肝实质细胞是良
好供肝质量的基础［１４］，但供体原发疾病或创伤应激以

及冷热缺血再灌注过程中产生的各类有害因子都会
对供肝造成损伤且程度随缺血时间延长而加重［１５］。

热缺血导致的缺氧性损伤主要破坏肝脏实质细胞［１６］，

冷热缺血再灌注期间所产生的大量氧自由基和脂质
过氧化物则会加重上述损伤［１５］。供肝再灌注后的质

量状态对受体预后评估价值最高，这一观点已在

ＧＡＦＦＥＹ等［１７］在通过观察术中病理切片来评估供肝

缺血再灌注损伤的研究中得到证实。但在临床实践

中，却要求移植医师在获取时即快速对供肝进行精确

的质量评估以决定使用和分配。目前最常见的方法是

对视觉触觉评估存疑的供肝取材行快速病检，组织病

理检查也因可从脂肪化、纤维化、肝窦中性粒细胞浸

润、实质细胞肿胀、凋亡和坏死程度等病理形态学层面

反映肝组织微结构状况而一度成为评估供肝质量的金

标准。

　　但ＥｌＢＡＤＲＹ等［１８］的研究声称组织病理活检并

不能很好地预测术后移植物功能，因获取时取材并无

法评估供肝离体后因冷热缺血再灌注导致的代谢紊
乱程度和毒性代谢产物的累积，而后者也与供肝的损

伤程度和受体预后高度相关［１７，１９］。病理医师之间和

其本人不同时期诊断水平的差异也会妨碍评估的标准

化与客观化［１８］，目前也不存在可供病理医师判断供肝

质量的统一标准［１９］。ＫＡＫＩＺＯＥ等［２０］研究表明植入前

的供肝组织标本通常表现为正常的病理形态，这与本

次研究中观察到的情形基本一致。ＡＬＩ等［１４］的研究

表明，即使再灌注过程加重供肝损伤后，也只有严重程

度的组织损伤能预示受体存活率降低，但这仅仅在小

于５％的小部分活检标本的中可被观察到，而轻度和
中度ＩＲＩ损伤均无统计学意义。本次研究同样发现，
再灌注后标本中ＥＡＤ组和非ＥＡＤ组病理形态学指标
虽有差异，但都局限于轻中度，本研究中，供肝获取时

供肝组织病理形态学评分范围在 ０２分，基本表现为
正常的镜下病理学形态，临床中很难以此为依据区分

供肝质量或预测术后 ＥＡＤ的发生。ＡＬＩ等［１４］通过分

析供肝植入前的组织标本，也未能证明其病理形态与

移植物的长期结局有关联，这与ＧＡＦＦＥＹ等［１７］分析术

中供肝病理切片的观察结果一致，他们也发现常规的

显微镜并无法观察到初始阶段的肝窦血管内皮损伤，

这表明供肝植入前的病理形态学并不能充分反映再灌

注后变得明显的损伤［１４，１７］。这些现象表明，在可控的

冷缺血时间范围内，供肝组织可能不会呈现镜下可见

的明显的微结构损伤性改变，它的损伤是一个持续、动

态、渐进、积累的过程，而围术期活检多无法检测到进

行性的损伤。这就促使我们从代谢组学的角度寻找验

证可靠且灵敏度高的损伤性生物标记物。

　　溶血磷脂酰胆碱是磷脂酶 Ａ２催化磷脂水解产生
的毒性代谢产物。它既可导致肝细胞由 ＧＳＫ／ＪＮＫ
和ｃａｓｐａｓｅ激活介导的凋亡［２１］，也可通过 Ｇ蛋白偶联
受体的ＭＡＰＫ、ＮＦκＢ途径和 Ｔｏｌｌ样受体介导多种生

８１５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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物学功能，如诱导淋巴细胞和巨噬细胞的迁移，增加促

炎细胞因子的产生和释放，加剧氧化应激，促进细胞凋

亡［２２］。Ｈａｎ等的研究发现溶血磷脂酰胆碱类物质是
肝细胞脂性凋亡的一个死亡效应器［２３］，其含量与肝脏

损伤状态和储备功能密切相关［２４］。有研究表明溶血

磷脂酰胆碱的大量累积使供肝发生脂质依赖性细胞凋

亡的风险更高［２１，２３］。此外，与肝移植中缺血预处理相

关的基因表达谱还揭示了参与脂质生物合成基因的重

大变化，包括磷脂代谢的关键调节剂，以及这些基因与

供肝氧化应激和凋亡的潜在关系。这种基因谱和代谢

物之间的一致性更加体现了溶血磷脂酰胆碱作为肝脏

脂质相关性损伤的生物标志物的潜在用途［２５－２６］。

　　我们研究发现，虽然供肝获取时标本基本表现出
正常的镜下病理形态，但溶血磷脂酰胆碱组织浓度却

在供肝获取时标本中ＥＡＤ组和非 ＥＡＤ组之间就已表
现出明显的差异，这说明在获取前肝脏受到的损伤程

度已经不同，但并未在病理形态学层面表现出来。供

肝获取时、植入再灌注后两时间点的标本中，ＥＡＤ组
溶血磷脂酰胆碱组织浓度均显著高于非 ＥＡＤ组（Ｐ＜
０．０５），所有标本中再灌注后溶血磷脂酰胆碱组织浓
度均显著高于供肝获取时。供肝获取时、植入再灌注

后两时间点标本中溶血磷脂酰胆碱组织浓度呈现以总

缺血时间 ｔ为变量的回归关系。同时，在对定义 ＥＡＤ
的３项指标进行分析后发现，仅术后 ７ｄ内转氨酶峰
值这一指标在ＥＡＤ组和非ＥＡＤ组之间表现出明显的
统计学差异，这与ＬＰＣ组织浓度代表肝实质细胞损伤
这一推论基本一致。

　　在肝脏植入再灌注后的肝组织细胞损伤情况是与
术后ＥＡＤ发生关系最密切的，本研究结果也显示，再
灌注后ＬＰＣ浓度对ＥＡＤ的发生具有较好的预测效能
（ＡＵＣ＝０．９０９，９５％ＣＩ：０．８４９～０．９６９）。但是此时的
ＬＰＣ是在供肝组织基础 ＬＰＣ浓度和经历总缺血影响
之后的，我们观察也显示供肝获取时 ＬＰＣ浓度与植入
再灌注后ＬＰＣ浓度具有相当大的差值。但如何利用
供肝获取时的 ＬＰＣ浓度和总缺血时间两个变量尽量
准确地预测植入再灌注后的 ＬＰＣ浓度就是本研究关
注的一个重点，因为肝脏离体后的保存条件相对一致，

基本只有缺血时间一个变量的影响，因此本研究探索

了三种不同的回归模型，最后发现，考虑基础 ＬＰＣ浓
度和总缺血时间交互作用的多因素线性回归具有最好

的预测效能（调整后决定系数 Ｒ２达到 ０．９１５４），能为
临床上在供肝获取时即可估算植入后肝组织 ＬＰＣ浓
度，进而预测ＥＡＤ的发生提供较为可靠的模型。

　　以上结果和回归模型的建立，不仅验证了溶血磷
脂酰胆碱反映供肝组织实质细胞损伤的良好效能，而

且使移植医师可根据供肝获取时标本测量值，结合预

估的总缺血时间，推算出再灌注后标本的测量值，从而

以此来预测ＥＡＤ发生的概率。这带给我们从代谢组
学层面进行供肝质量评估的全新视角，为基于代谢产

物分析构建相关评估模型奠定良好的基础。代谢产物

所反映的是已经明确发生了的生物学终点事件，它是

机体对遗传、疾病和环境因素的最终应答反应。如本

研究中发现溶血磷脂酰胆碱组织浓度变化所示，分子

层面的变化能迅速表现出来而被检测到［２７］，具有较好

的敏感性和准确性［２８］。通过检测最终代谢产物的含

量，我们就无须对供体术前冗杂的临床数据进行分析

鉴别［２９］，减少了混杂因素的干扰。随着供肝保存技术

的不断改进，机械灌注保存的临床应用正在逐步兴

起［１］，这使得以代谢产物分析动态监测肝脏质量具备

了可能性，同时也促使我们积极探索这类高敏感度的

生物标志物。

　　本次研究存在某些局限性。首先，作为单中心前
瞻性研究，纳入样本量有限，缺乏更大数据量的校正和

外部验证，这仅仅是提供一种方法论，所得出的 ＣＵＴ
ＯＦＦ值和相关模型系数会随着样本量和更多代表性能
良好的生物标记物的持续加入而发生改变。其次，标

本收集时间点固定，无法进行即时动态检测。有研究

声称快速蒸发电离质谱（ＲＥＩＭＳ）和高分辨率魔角旋
转磁共振（ＨＲＭＡＳＮＭＲ）等方式已显示出其临床应
用潜力，可实时分析组织样本的代谢组学特征并在短

时间内（＜１ｍｉｎ）进行原位组织鉴定［２５－２６］。此类技术

联合应用机械灌注保存方式［３０］，或是未来供肝质量评

估的研究热点与技术突破所在。

　　总之，溶血磷脂酰胆碱可作为有效反映供肝组织
实质细胞损伤程度的生物标记物，其组织浓度变化敏

感，与缺血时间呈高度相关，能即时反映供肝在冷热缺

血再灌注过程中的损伤。移植医师可根据文中构建的

模型，在获取时取材进行检测来推算再灌注后的检测

值，具有临床应用价值。这一损伤标记物的确认也为

我们基于代谢产物分析构建更全面的供肝质量评估模

型奠定了基础。
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