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大鼠原位肝移植模型的技术改进

施晓敏 ,史永照 ,傅志仁 3 ,李先兴 ,丁国善 ,傅 　宏
(第二军医大学长征医院全军器官移植研究所 ,上海 200003)

[摘要 ] 　目的 :探讨大鼠原位肝移植模型的技术改进。方法 :选取体质量相近的 SD 大鼠作为供受体 ,分别用 Kamada“二袖

套法”和改良“二袖套法”(改良的方法包括 :提高肝上下腔静脉的吻合质量、改进门静脉和肝下下腔静脉套管的吻合及胆总管

的重建等)建立大鼠原位肝移植模型 ,比较两组在总的手术时间、无肝期时间、受体手术时间以及手术成功率上的差异。结

果 :两组手术成功率分别是 78. 9 %(71/ 90)和 91. 7 %(55/ 60) ( P < 0. 05) ,而两组在总的手术时间、无肝期时间、受体手术时间

上无统计学差异。结论 :改良的大鼠原位肝移植模型是一种简单、易行、稳定的肝移植研究模型。
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Modif ication of technique for orthotopic l iver transplantation model in rats

SHI Xiao2min , SHI Yong2zhao , FU Zhi2ren 3 ,L I Xian2xing , DIN G Guo2shan , FU Hong ( Organ Transplantation Institute of

PLA ,Changzheng Hospital ,Second Military Medical University , Shanghai 200003 ,China)

[ ABSTRACT] 　Objective :To investigate the modification of the technique for establishing rat model of orthotopic liver t rans2
plantation. Methods :Male Sprague2Dawley rat s with similar body weight s were selected as the donors and recipient s. Two pro2
tocols were used for establishing orthotopic liver t ransplantation model in rat s : one was Kamada’s two2cuff method and the oth2
er was modified two2cuff method. The major modifications included the improvement of the anastomosis of superior and inferior

vena cava , improvement of anastomosis between the portal vein and hepatic inferior vena cava , and the improvement of total bile

duct reconst ruction. The successful rate of operation , total operation time , anhepatic time , and the recipient operative time were

recorded and compared in 2 groups. Results :The successful rates of the original and modified methods were 78. 9 %(71/ 90) and

91. 7 %(55/ 60) , respectively ( P < 0. 05) . No differences were found between the 2 groups in the total operative time , anhepatic

time ,and the recipient operative time. Conclusion :The modified model is simple and easy to be made , and can serve as a stable

model for the study of liver t ransplantation.
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　　大鼠原位肝移植 ( rat ort hotopic liver t rans2
plantation ,ROL T ) 模型被广泛应用于肝移植实验

研究。本文分别用 Kamada“二袖套法”[1 ,2 ] 和改良

“二袖套法”(以下简称为改良法) 建立 ROL T 模型 ,

并对两组结果进行比较 ,以提供一个稳定和成功率

高的 ROL T 模型的建立方法。

1 　材料和方法

1. 1 　材料 　两组均选用健康雄性 Sprague Dawley

大鼠 (第二军医大学实验动物中心提供) ,体质量

200～250 g ,供、受体体质量差 ≤10 % ,受体略大于

供体。自制袖套及内支撑管 :门静脉 (portal vein ,

PV)袖套采用 6F 动脉导管外鞘 ;肝下下腔静脉 (in2
f rahepatic vena cava , IVC) 袖套为外径 2. 8 mm、内

径 2. 6 mm 的聚乙烯管 ;胆总管 (common bile duct ,

CBD)内支撑管为麻醉用硬膜外导管所制。灌注保

存液均采用 4 ℃HCA2Ⅱ液 (第 2 代高渗枸橼酸盐腺

嘌呤溶液 ,本院研制) 。

1. 2 　实验分组 　(1)组 Ⅰ:用 Kamada“二袖套法”完

成 90 次 ROL T 模型的建立 ,并记录相应的总的手

术时间、无肝期时间、受体手术时间和手术成功率。

(2)组 Ⅱ:采用改良法完成 60 次 ROL T 模型的建

立 ,观察项目同 Ⅰ组。

1. 3 　手术操作

1. 3. 1 　Kamada“二袖套法”操作 　具体方法参见文

献[1 ,2 ] 。
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1. 3. 2 　改良法手术操作 　大鼠术前禁食 12～15 h。

供体采用氯胺酮 100 mg/ kg 肌内注射麻醉。受体术

前 30 min 肌内注射阿托品 0. 1 mg/ kg ,术中扣戴面

罩乙醚吸入麻醉。

　　供体手术 :备皮、消毒、十字切口进腹 ,将肠管移

向下腹部并用生理盐水纱布保护覆盖 ,暴露上腹部。

离断镰状韧带 ,近肝侧结扎左膈下静脉 ,离断左侧肝

周韧带并靠近肝脏结扎肝食管血管交通支 ,将肝脏

向左轻轻推开 ,离断右肝周韧带 ,紧贴下腔静脉分离

结扎右侧肾上腺静脉丛和腰静脉 ,游离 IVC 至左右

髂总静脉分叉处 ,分离出右肾动静脉 ,520 丝线结扎

切断右侧肾动静脉。距肝门分叉约 0. 5 cm 处 CBD

前壁剪一斜口 ,插入内支撑管 ,520 丝线结扎固定并

预留一根结扎丝线不剪断。游离肝固有动脉和幽门

静脉 ,分别带线暂不结扎 ,“骨骼化”PV 至脾静脉以

下。穿刺右髂腰静脉 ,注入含 200 U 肝素的生理盐

水 2 ml。5 min 后于左右髂总动脉分叉处向近心端

穿刺腹主动脉并留置套管 ,经套管缓慢推注 4 ℃

HCA2Ⅱ液 (内加 25 U/ ml 肝素) 30 ml ,同时剪开膈

肌阻断胸主动脉 ,剪开胸侧下腔静脉和右侧髂总静

脉 ,钳夹左侧肾蒂 ,碎冰外敷肝脏。肝脏灌注完毕

后 ,游离乳头状突肝叶 ,结扎离断肝固有动脉和幽门

静脉 ,在脾静脉以下切断 PV ,在左右髂总静脉分叉

处切断下腔静脉 ,沿肝上下腔静脉 ( sup rahepatic ve2
na cava ,SVC)周围 0. 5 cm 一圈剪下膈肌 ,取出肝脏

置于 4 ℃ HCA2Ⅱ液内保存。供肝修整 :剪去膈肌环

内膜和多余膈肌组织 ,扩大 SVC 开口 ,保留完整的

膈肌环。以镰状韧带和左膈下静脉为标记 ,在膈肌

环开口两侧用 720 无损伤缝合线分别固定一针。将

PV 袖套套入 PV ,注意袖套柄的朝向 , PV 远端翻转

覆盖袖套 ,用 520 丝线结扎固定。同法处理 IVC。

移植肝置于 4 ℃冰箱内等待移植。

　　受体手术 :正中切口进腹 ,自制小拉钩向两侧牵

引肋弓 ,1020 丝线结扎剑突 ,向头侧牵引 ,充分暴露

手术野。受体肝脏游离基本同供体。注意远离肝脏

结扎左膈下静脉、近肝侧结扎肝食管血管交通支 ,

IVC 游离至右肾静脉并保留右肾动静脉。游离开口

于 CBD 远肝端的两个肝管并用 520 丝线结扎 ,近肝

侧剪断肝管 ,两侧结扎丝线各保留一根且一长一短 ,

便于区分左右。游离结扎切断肝固有动脉。游离

PV 至幽门静脉。撤离乙醚麻醉 ,然后用血管夹阻断

PV ,2 ml 生理盐水经 PV 左右分叉处注入驱赶肝内

血液。在右肾静脉处阻断 IVC。用小 Satinsky 钳连

同部分膈肌一起钳夹 ,阻断 SVC 并切断下腔静脉 ,

紧贴肝脏切断 PV ,保留部分尾状叶切断 IVC。取供

肝 SVC 左右预置缝合线分别缝合受体 SVC 左右

角 ,左侧腔外打结 ,右侧暂不打结。用左角缝合线连

续缝合后壁和前壁 ,暂不收紧 ,用 25 U/ ml 肝素生

理盐水冲洗血管腔排出气泡后 ,收紧缝线 ,在腔外与

左角线尾打结。提起 PV 套管 ,经 PV 向肝内注入

常温生理盐水 2 ml ,排出供肝内含有代谢产物的冷

保存液 ,用弯头微血管钳夹住受体左右 PV 分支开

口向供肝 PV 靠近 ,紧贴微血管钳剪开受体 PV 前

壁 ,松开受体 PV 动脉夹 ,放出少许高凝血 ,25 U/

ml 肝素生理盐水冲洗 PV 管腔后 ,将供肝 PV 套管

插入受体 PV 腔内结扎固定。开放 PV 血流 ,血管

夹阻断供肝 IVC ,去除 Satinsky 钳 ,结束无肝期 ,腹

部灯照复温。用爱迪生镊提起受体 IVC 开口 ,放出

少许高凝血 ,肝素生理盐水冲洗管腔后 ,将供肝下腔

静脉套管插入受体下腔静脉腔内结扎固定 ,开放下

腔静脉血流。用显微镊提起受体左右两个肝管预留

线 ,在肝管会合处纵行剪开 CBD ,显露 CBD 管腔 ,将

供肝 CBD 内支撑管插入受体 CBD 管腔内并结扎固

定 ,并将结扎线与供肝 CBD 预留的一根结扎线拉紧

打结。随后 10 万单位青霉素置入腹腔 ,关腹。术后

处理 :术后灯照保温 2 h ,自由进食饮水 ,单笼喂

养。　　　

1. 4 　统计学处理 　使用 SPSS 10. 0 进行 t 检验和

χ2检验分析。

2 　结 　果

　　组 Ⅰ共完成 90 次 ROL T 模型的建立 ,组 Ⅱ共

完成 90 次 ROL T 模型的建立 ,组 Ⅰ和组 Ⅱ总的手

术时间分别是 (135. 16 ±12. 05) min 和 (134. 22 ±

11. 73) min ,无肝期分别是 (15. 06 ±3. 15) min 和

(14. 76 ±2. 97) min ,受体手术时间分别是 (56. 31 ±

9. 05) min 和 (55. 96 ±8. 82) min ,以上数据经统计

学分析差异均无统计学意义 ( P > 0. 05) 。两组手术

成功率 (手术成功判定标准 :据下一步实验的要求 ,

以大鼠关腹去除固定后能自行翻身、精神好、主动进

水、对刺激反应正常、存活 24 h 以上)分别是 78. 9 %

(71/ 90)和 91. 7 %(55/ 60) ,差异有统计学意义 ( P <

0. 05) ,显示改良法的手术成功率高于 Kamada“二袖

套法”。
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3 　讨 　论

　　大鼠原位肝移植因手术要求精细 ,加之一旦出

现并发症大多难以补救 ,因此建立一个稳定的肝移

植模型并非易事 , 往往需要较长时间的手术训

练[3 ,4 ] 。我们对 ROL T 术中 SVC 的吻合方法以及

PV、IVC 和 CBD 的重建进行了相应的改进 ,保证了

手术操作的稳定性 ,提高了成功率。

3. 1 　提高 SVC 的吻合质量 　良好的暴露是吻合确

切的前提。在 SVC 的吻合过程中 ,我们把受体腰部

垫高 ,用自制小拉钩向两侧牵引肋弓 ,1020 丝线向头

侧牵引剑突 ,从而获得良好的手术野。阻断 SVC

时 ,在向下牵引肝脏的同时 ,用小 Satinsky 钳避开肺

组织向头侧连同部分膈肌一起钳夹 ,保留部分肝脏

组织切断下腔静脉 ,这既使得肝上下腔留有足够的

长度 ,又可以通过提夹肝组织暴露吻合口 ,防止因镊

子直接接触血管内膜而造成损伤。SVC 吻合时 ,在

确认血管位置正确无扭曲后 ,用供肝 SVC 左右预置

缝合线分别缝合受体 SVC 左右角 ,左角腔外打结 ,

右角暂不打结 ,便于暴露血管后壁。吻合时将左角

缝合线由受体 SVC 腔外缝入腔内 ,采取供肝腔静脉

内膜进内膜出 ,受体腔静脉外膜进内膜出的方法连

续缝合后壁 ,至右角时由受体腔静脉缝出腔外 ,同一

缝合线 ,采取供肝腔静脉内膜进内膜出 ,受体腔静脉

内膜进内膜出的方法连续缝合前壁 ,至左角时在腔

外与左角线尾打结 ,同时右角缝合线腔外打结。

SVC 缝合结束以后 ,不必再次检查吻合口 ,以防吻

合口撕裂。

3. 2 　PV 和 IVC 套管吻合的改进 　通常在行 PV

重建时 ,术者大都用显微镊向供肝侧提拉受体 PV

壁进行套管吻合 ,由于 PV 壁非常薄 ,显微镊又较

尖 ,很容易造成管壁撕裂。我们发现 ,用弯头微血管

钳水平夹住受体 PV 左右分支 ,将其固定在供肝 PV

下方 ,距止血钳 2 mm 处剪开 PV 前壁 ,再将供肝

PV 套管插入受体 PV 腔内 ,该方法简单易操作 ,基

本上避免了血管的扭曲 ,又防止了管壁的撕裂。

IVC 套管吻合前需要注意将受体下腔静脉连同部分

尾状叶组织保留下来 ,保证足够的静脉长度 ,用爱迪

生镊夹住肝组织和血管壁进行套管 ,操作就相对简

单了。

3. 3 　CBD 的重建 　胆管吻合时 ,因为受体 CBD 在

插管前已切断 ,管腔细、管壁薄 ,不利于寻找和夹持 ,

因此 ,我们切断受体 CBD 前 ,先游离开口于 CBD 远

肝端的两个肝管并用 520 丝线结扎 ,两侧结扎丝线

各保留一根且一长一短 ,便于区分左右 ,再剪断肝

管 ,受体 CBD 重建时 ,提起肝管结扎线 ,将受体 CBD

固定在供体 CBD 旁 ,并在分叉处纵行剪开一小口 ,

将供体 CBD 内支撑管插入的即可。

3. 4 　术中补液 　通常来讲 ,大鼠经历无肝期后 ,往

往会伴随高钾、酸中毒的出现 ,这对大鼠全身各系统

尤其是呼吸循环的恢复有不利的影响 ,因此在 IVC

开放后 ,立即经阴茎背静脉或尾静脉缓慢输液 ,通过

观察大鼠呼吸的深浅和频率以及肠系膜动脉的搏动

决定补液的多少 ,通常补液量在 2～3 ml [5～7 ] 。但在

实验中 ,我们发现 ,如果操作者手术娴熟 ,手术顺利

且时间短 ,大鼠出血少 ,可以不补液 ,或者经腹腔少

量补液 ,大鼠术后恢复也很快 ,无不良影响。术后适

当给予 5 %葡萄糖液灌胃即可。
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