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大鼠自体原位肝移植胆道缺血再灌注损伤模型的建立

赵宏峰，周　杰（南方医科大学南方医院肝胆外科，广州５１０５１５）

［摘要］　目的：为降低手术难度，设计一个能客观反映大鼠肝移植胆道缺血再灌注损伤的模型。方法：采用８０只ＳＤ大鼠建

立此模型，并使用门静脉、腹主动脉双重恒压灌注，除血管吻合外，其余方法同大鼠原位肝移植。且门静脉、肝动脉再灌注由血

管夹控制。结果：本模型手术成功率９５％（７６／８０），热、冷缺血和再灌注时间可精确控制，无肝期（１６±２）ｍｉｎ。双重恒压灌注

效果好，光镜下胆道壁毛细血管未见红细胞。结论：本模型模拟了肝移植的全过程，手术简单、成功率高、可比性强。且排除

了免疫因素对胆道损伤的影响，更好的反映了胆道缺血再灌注损伤的病理生理过程，为肝移植胆道损伤的基础研究提供了一

种新的实验方法。
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　　胆道并发症是肝移植术后的常见并发症，国外文献报道

其发生率为９％～３０％［１，２］。大鼠原位肝移植模型手术难度

大、成功率低、重复性差［３］。Ｋａｍａｄａ等［４］提出的“双袖套法”

大鼠动物模型是目前国内外通用的方案，但此模型不吻合肝

动脉，故用来作胆道损伤方面的研究显得不足，而吻合肝动

脉的模型难度更大。以往的研究表明除手术技巧所致的胆

道血供受损的原因外，免疫排斥和缺血再灌注损伤是肝移植

术后胆道并发症的主要原因。所以建立手术方法简单、成功

率高、重复性好的动物模型，用以研究胆道缺血再灌注损伤

的病理生理过程很有必要。

１　材料和方法

１．１　材料　健康、成年、ＳＰＦ级纯系ＳＤ大鼠８０只（购于南

方医科大学实验动物中心），雌雄不限，体质量２８０～３００ｇ，

术前禁食８ｈ，不禁水。４号静脉穿刺针、血管夹数个、显微

外科器械一套，８０和９０ｐｒｏｌｅｎｅ缝线。

１．２　手术方法　（１）０．３％戊巴比妥３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻

醉。仰卧位固定。常规切口处碘酊、乙醇消毒，取倒“Ｔ”形切

口，用组织钳牵开暴露。（２）进腹后先切断肝镰状韧带。然

后沿食管分离，结扎并切断肝食管韧带内血管，以此为起点

逆时针游离肝脏，切断左三角韧带，左膈血管结扎切断。向

左翻转肝脏，游离肝上下腔静脉（ＳＶＣ），并向下游离腔静脉

至右肾静脉水平，期间如遇较大静脉支给予结扎切断。游离

右肾上腺静脉给予结扎并切断。肝脏复位，游离肝下下腔静

脉（ＩＶＣ），用显微镊轻轻提起ＩＶＣ前壁鞘膜，用显微剪钝、锐

性分离，至左肾静脉水平以上完全游离。解剖第一肝门，打

开肝十二指肠韧带，从肠系膜下静脉和脾静脉汇合处游离门

静脉（ＰＶ）至肝门部，并将ＰＶ壁鞘膜分离干净。因肝动脉和

胆道关系紧密，将二者一同游离，在十二指肠上方预留一结

扎线，近肝门处再预留一结扎线。最后用棉签钝性分离肝两

片叶。至此除出入肝的管道外肝脏完全游离。（３）在肠系膜
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上静脉及脾静脉汇合处上血管夹，轻轻向上向后提起血管

夹，用４号针头刺入ＰＶ，并用血管夹固定穿刺针，推入肝素

盐水（３５Ｕ／ｍｌ）３ｍｌ，使肝素化，并使肝脏内的血液进入体循

环。（４）在髂总动脉与左肾动脉之间用４号针头穿刺腹主动

脉，用血管夹固定穿刺针，于腹腔干以上和穿刺点以下上血

管夹阻断。冷灌前分别在ＳＶＣ、ＩＶＣ上血管夹，并在ＩＶＣ血

管夹稍上方静脉壁剪开约１ｍｍ作流出道。然后以２．５ｍｌ／

ｍｉｎ速度通过输液泵，同时分别经ＰＶ、腹主动脉穿刺处灌注

４℃含肝素（１２．５Ｕ／ｍｌ）的乳酸林格液２０ｍｌ，在灌注的同时

不断用４℃乳酸林格液浇注肝脏表面降温。在灌注期间注意

保持肝脏正常解剖位置以防局部肝叶受压或扭曲而灌注不

均匀。此时可见肝脏逐渐变成土黄色。（５）灌注完成后拔出

穿刺针，用９０ｐｒｏｌｅｎｅ缝线修补ＰＶ和腹主动脉穿刺点，用

８０ｐｒｏｌｅｎｅ缝线修补ＩＶＣ流出道，并预松血管夹查看修补是

否成功，成功后在肝动脉预留结扎线两处上血管夹，抽出预

留线。然后分别松开ＰＶ、ＳＶＣ、ＩＶＣ、腹主动脉的血管夹使肝

脏复流，结束无肝期。并同时用３８℃生理盐水２０ｍｌ浇注肝

脏表面以快速复温。（６）根据实验不同要求确定ＰＶ到肝动

脉开放时间及肝动脉开放后到胆道取材时间。

１．３　观察方法　确定ＰＶ、肝动脉阻断开始时间及无肝期时

间。观察ＰＶ、肝动脉复流后灌注情况。制作灌注前、结束后

胆道起始部光镜标本，观察胆道壁毛细血管灌注情况和模型

完成情况。

２　结　果

　　以肝素化大鼠阻断ＰＶ时计时到ＰＶ开放为无肝期，时

间（１６±２）ｍｉｎ。以阻断腹主动脉开始计算肝动脉阻断时

间。且ＰＶ及肝动脉再灌注时间可精确控制。ＨＥ染色放

大１００倍观察到灌注前连续５张切片胆道壁毛细血管内可

见大量红细胞，灌注后未见红细胞残留。２００５年８～１１月共

做预实验１２例，定型术式８０例，手术成功率９５％（７６／８０）。

因大鼠成功肝素化且灌注液中含有肝素，ＰＶ、肝动脉再灌注

后未见血栓形成，血液复流良好。其中１例游离肝脏时损伤

膈肌造成气胸，１例修补肝动脉时未成功，出血过多死亡。２
例在无肝期时不能耐受而死亡。

３　讨　论

　　大鼠的原位肝移植模型最先由美国的Ｌｅｅ等［５］在１９７３
年报道，２０世纪８０年代初 Ｍｉｙａｔａ等［６］和Ｋａｍａｄａ等［４］分别

改用“三袖套法”和“双袖套法”吻合ＳＶＣ、ＩＶＣ、ＰＶ，显著缩

短了无肝期。目前，Ｋａｍａｄａ等［４］创建的“双袖套法”已成为

经典的模型。但大鼠原位肝移植模型手术难度较大，高水平

的显微外科技巧和长期的训练是建立模型的两个基本要

求［７］。９０年代以来，国内学者马凯等［８］建立自体肝移植模

型，降低了手术难度，进行了一系列研究。但以上模型都不

吻合肝动脉或未行肝动脉灌注，难以进行胆道损伤的研究。

Ｌｉ等［９］发展完善了吻合肝动脉的模型认为吻合肝动脉更符

合生理要求，能有效地降低胆道并发症的发生。但此模型难

度更大，故本模型的建立具有一定的实际意义。

　　本模型模拟了原位肝移植的全过程，胆道经历了短暂的

热缺血（肝素化、腹主动脉穿刺阶段）２ｍｉｎ，冷灌注８ｍｉｎ，ＰＶ
开放到肝动脉开放时间（相对热缺血），肝动脉开放时间（再

灌注）。无肝期（１６±２）ｍｉｎ。手术确定了肝脏的游离顺序，

在游离过程中基本避免了肝叶血管扭曲的发生及最小限度

的翻动肝脏，减少了对肝内胆管的损伤。Ｔｏｋｕｎａｇａ等［１０］认

为，良好的灌注不在于灌注总量的多少，而在于缓慢均匀地

灌注。本模型采用输液泵经ＰＶ、肝动脉双重恒压灌注的方

法，灌注后胆道壁毛细血管内未见红细胞，说明灌注彻底。

本模型与大鼠异体原位肝移植相比在于不切断出入肝的血

管，避免了血管吻合，降低了手术难度。由于出入肝的血管

都为血管夹阻断，可根据不同的实验要求精确控制缺血时

间，提高了大鼠个体间及组间处理因素的可比性。且为自体

移植，完全排除了免疫排斥方面的影响，能够更直接、更客观

的观察冷缺血、相对热缺血及再灌注对胆道的损伤作用。此

外还可用于ＰＶ、肝动脉开放次序的研究。综上所述本模型

对肝移植胆道损伤的基础研究，提高肝移植的成功率，减少

术后并发症等均具有重要的实用价值。
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