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大鼠自体原位肝移植术中肝外胆道不同部位对缺血再灌注损伤耐受性的比较

赵宏峰，周　杰，王　宇，任旋磊
南方医科大学南方医院肝胆外科，广州５１０５１５

［摘要］　目的：观察大鼠移植肝的肝外胆道不同部位对缺血再灌注损伤的耐受性，为肝移植术中胆管吻合部位的选择奠定基

础。方法：３０只ＳＤ大鼠随机分为３组：Ⅰ组（假手术组，ｎ＝６）、Ⅱ组（胆道缺血１ｈ再灌注１ｈ组，ｎ＝１２）、Ⅲ组（胆道缺血１ｈ
再灌注２ｈ组，ｎ＝１２）。对肝门部胆管、胆总管近端及远端的上皮细胞行凋亡（ＴＵＮＥＬ法）检测、病理形态学评分和超微结构

的定量分析，比较肝外胆道不同部位对缺血再灌注损伤的耐受性。结果：Ⅱ组肝移植大鼠肝门部胆总管上皮细胞凋亡率、病

理形态学评分明显高于胆总管近端和胆总管远端（Ｐ＜０．０５），后二者间无统计学差异，提示肝门部损伤较重。肝门部线粒体平

均体积（Ｖ）高于胆总管远端、近端，胆总管远端高于近端（Ｐ＜０．０５）；肝门部微绒毛面积密度（ＡＭＶ）低于胆总管远端、近端，胆总

管远端低于近端（Ｐ＜０．０５），提示肝门部损伤最重，胆总管近端最轻。Ⅲ组肝移植大鼠肝外胆道肝门部损伤最重，胆总管远端

次之，胆总管近端最轻（Ｐ＜０．０５）。结论：大鼠肝移植术中肝外胆道不同部位对缺血再灌注损伤的耐受性存在差异，其中胆总

管近端耐受性最好，其可能是肝移植术中胆管吻合的合适部位。
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　　肝移植术后胆道并发症发生率较高，约７％～
３５％，其中吻合口狭窄及吻合口胆漏发生率较
高［１２］，主要与缺血再灌注损伤、供肝及受体的胆道
血供破坏有关［３４］。不同部位胆管上皮细胞具有异

质性［５］，且不同部位胆管上皮细胞行使其功能所依
赖的血供也有差异［６］。这提示肝外胆道不同部位对
缺血再灌注损伤的耐受性可能不同。目前临床上供
肝胆管修整平面及胆管吻合部位的选择比较随意，
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缺乏科学的选择模式。因此，本研究在大鼠自体肝
移植胆道缺血再灌注损伤模型的基础上，比较肝外
胆道不同部位对缺血再灌注损伤的耐受性，为肝移
植术中合适胆道吻合部位的选择奠定基础。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　健康、成年、ＳＰＦ级纯系ＳＤ
大鼠３０只（购自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。随
机分为３组：Ⅰ组（假手术组，ｎ＝６）：大鼠仅接受麻
醉、开腹和肝脏游离，未经受任何热、冷缺血和再灌
注损伤，然后留取标本；Ⅱ组（胆道缺血１ｈ再灌注１
ｈ组，ｎ＝１２）：采用大鼠自体原位肝移植胆道缺血再
灌注损伤模型［７］，冷灌洗结束后，将门静脉（ＰＶ）恢
复血流灌注１ｈ后肝动脉（ＨＡ）恢复血流灌注，ＨＡ
灌注１ｈ留取标本；Ⅲ组（胆道缺血１ｈ再灌注２ｈ
组，ｎ＝１２）：将ＰＶ恢复血流灌注１ｈ后再恢复 ＨＡ
的血流灌注，ＨＡ灌注２ｈ后留取标本。在各时间点
切取肝十二指肠韧带（ＰＶ、ＨＡ和肝外胆道），从肝门
部到十二指肠上方约１ｃｍ。固定后常规脱水，将标
本从肝门部向下均匀切成３段，石蜡包埋，分为肝门
部胆管、胆总管近端、胆总管远端。

１．２　肝移植胆道缺血再灌注损伤模型的建立　参
照文献［７］，０．３％戊巴比妥３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉。
取倒“Ｔ”形切口入腹，肝脏游离后行肝素化，用血管
夹阻断肝周血管，然后以２．５ｍｌ／ｍｉｎ速度通过输液
泵分别经 ＰＶ、腹主动脉穿刺处灌注４℃含肝素
（１２．５Ｕ／ｍｌ）的乳酸林格液２０ｍｌ，肝脏逐渐变成土
黄色后灌注结束。修补穿刺点及下腔静脉流出道成
功后，按实验要求分别松开ＰＶ、腹主动脉、肝上上腔
静脉、肝下下腔静脉、ＨＡ的血管夹使肝脏复流，并
同时用３８℃生理盐水２０ｍｌ浇注肝脏表面以快速复
温，此时可见肝脏迅速充盈，颜色变红。

１．３　ＴＵＮＥＬ法检测肝外胆管细胞凋亡　参照凋
亡检测试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）进行凋亡检测，
主要步骤：将石蜡包埋组织用切片机切片，４μｍ厚，
每个蜡块切５张。然后行脱蜡及水化，蛋白酶 Ｋ在

３７℃条件下消化１０ｍｉｎ，双蒸水洗３次；新鲜配制过
氧化氢液浸泡２０ｍｉｎ，双蒸水洗２次×３ｍｉｎ；标本
片加标记缓冲液（Ｌａｂｅｌｉｎｇｂｕｆｆｅｒ），２０μｌ／片，置样品
于湿盒中，３７℃标记２ｈ；滴加ＤＡＢ显色液，苏木精
复染，冲洗、封片。

　　结果判定：正常细胞核为蓝色，凋亡细胞核为棕
黄色，颗粒状或固缩状改变。凋亡细胞计数：每张切
片高倍光学显微镜下（×４００）随机选取１０个视野，

计算细胞总数和凋亡细胞总数，以凋亡细胞总数／细
胞总数计算出凋亡细胞百分率，作为凋亡指数（ＡＩ）。

１．４　肝外胆道病理形态学观察　制作切片：石蜡包
埋组织用切片机切片，每片４μｍ厚，每个蜡块切３
张，ＨＥ染色，光镜下观察。结果量化分级：所有切
片的观察经３位病理学教授分别独立完成。参照

Ｈｅｒｔｌ等［８］的方法并根据实验结果加以调整，对肝外
胆管损伤程度进行分级：０级为胆管黏膜和腺上皮正
常 （０分）；１级：损伤局限在黏膜上皮层，胆管黏膜
上皮细胞有散在性固缩、坏死、脱落，其数量不足黏
膜上皮细胞总数的１０％，腺上皮正常（１分）；２级：

１０％～３０％的胆管黏膜上皮细胞固缩、坏死、脱落，

１０％以下的腺上皮变性、坏死、脱落（２分）；３级：超
过３０％的胆管黏膜上皮细胞坏死、脱落，１０％～３０％
的腺上皮变性、坏死、脱落（３分）。

１．５　肝外胆道胆管上皮细胞透射电镜检查　戊二
醛溶液固定２ｈ后１％四氧化锇固定，梯度乙醇脱
水，Ｅｐｏｎ８１２环氧树脂浸泡包埋，超薄切片，醋酸铀
柠檬酸铅双重染色后用 ＨｉｔａｃｈｉＨ７５００透射电镜观
察胆管上皮细胞超微结构（×８０００）的变化。结果
判定：用ＩｍａｇｅＰｒｏ图像分析软件行多视场、多参数
的体视学形态定量分析，以每张照片中所有线粒体
平均体积（Ｖ）代表线粒体肿胀程度，说明线粒体受损
情况；以胆管上皮细胞微绒毛的面积密度（ＡＭＶ）代表
胆管上皮细胞表面微绒毛的覆盖面积。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量
资料以珚ｘ±ｓ表示，多组均数间比较采用完全随机设
计的方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采
用最小检验差异ｔ检验（ＬＳＤｔ），Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结　果

２．１　各组动物模型建立情况　Ⅰ组为手术对照组，
无热缺血时间、冷灌注时间以及无肝期时间。Ⅱ、Ⅲ
组热缺血时间分别为（２．７８±０．５１）ｍｉｎ、（２．７６±
０．４５）ｍｉｎ，热缺血时间组间比较无统计学差异（ｔ＝
０００８，Ｐ＝０９３０）；冷缺血时间因都采用输液泵恒速
灌注，故均为８ｍｉｎ。Ⅱ、Ⅲ组无肝期时间分别为
（１６．０５±１．０３）ｍｉｎ、（１５．９１±１．３１）ｍｉｎ，无肝期时
间比较无统计学差异（ｔ＝００８４，Ｐ＝０７７５）。共死
亡２只大鼠，游离肝脏时损伤膈肌造成气胸１例（Ⅱ
组），在无肝期时不能耐受而死亡１例（Ⅲ组），模型
总手术成功率为９３．３％。

２．２　肝外胆管上皮细胞凋亡情况　结果（图１、表

１）表明：Ⅰ组（假手术组）有少量的胆管上皮细胞凋
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亡；Ⅱ组３个部位比较有统计学差异（Ｆ＝８．０５７，

Ｐ＝０．００２），其中胆总管近端和胆总管远端的比较无
统计学差异（Ｐ＝０７０３），肝门部与胆总管近端（Ｐ＝
０００３）和胆总管远端（Ｐ＝０００１）比较有统计学差
异，即肝门部胆管损伤最重；Ⅲ组３个部位比较有统

计学差异（Ｆ＝１５．１４５，Ｐ＝００００），其中胆总管近端
和胆总管远端比较有统计学差异（Ｐ＝００１５），肝门
部与胆总管近端（Ｐ＝００００）和胆总管远端（Ｐ＝
０００６）比较有统计学差异，即肝门部胆管损伤最重，
胆总管远端次之，胆总管近端最轻。

图１　各组大鼠胆管上皮细胞ＨＥ染色、凋亡情况及透射电镜观察结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ＤＡＢｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｌｅｄｕｃｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（ＨＥ，ＤＡＢｓｔａｉｎｉｎｇ），×８０００（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）

表１　各组大鼠肝外胆道不同部位胆管上皮细胞凋亡指数、病理形态学评分、

线粒体平均体积（Ｖ）及细胞微绒毛面积密度（ＡＭＶ）的比较

Ｔａｂ１　Ｂｉｌｅｄｕｃｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｒｅｓｕｌｔｓ，ａｖｅｒａｇｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｖｏｌｕｍｅ，

ａｎｄｍｉｃｒｏｖｉｌｌｕｓａｒｅａｄｅｎｓｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓｏｆｅｘｔｒａｈｅｐａｔｉｃｂｉｌｉａｒｙｔｒａｃｔ

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｈｉｌａｒｂｉｌｅｄｕｃｔ Ｐｒｏｘｉｍａｌｃｏｍｍｏｎ
ｂｉｌｅｄｕｃｔ

Ｄｉｓｔａｌｃｏｍｍｏｎ
ｂｉｌｅｄｕｃｔ

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ（％） Ⅰ ６ ０．４１±０．２３ ０．５１±０．３３ ０．３４±０．２９

Ⅱ １１ １５．７６±１．８９ １３．６７±１．２０ １３．４３±１．２８

Ⅲ １１ ２６．６９±２．６１ ２１．７３±１．２９ ２４．０５±２．１７△

Ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｓｃｏｒｅ Ⅰ ６ ０ ０ ０

Ⅱ １１ ２．５７±０．２９ ２．２２±０．４１ ２．２３±０．３７

Ⅲ １１ ２．９９±０．１８ ２．５６±０．３７ ２．７９±０．１５△

ＡｖｅｒａｇｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｖｏｌｕｍｅＶ／μｍ３ Ⅰ ６ ０．０５０±０．０１１ ０．０５１±０．０１２ ０．０４９±０．０１３

Ⅱ １１ ０．１２３±０．０２９ ０．０６２±０．０１９ ０．０８９±０．０３３△

Ⅲ １１ ０．１８６±０．０４０ ０．１１７±０．０２４ ０．１４７±０．０３０△

Ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｕｓａｒｅａｄｅｎｓｉｔｙ Ⅰ ６ ０．８０７±０．１１８ ０．８２２±０．１５０ ０．８３７±０．０８６

Ⅱ １１ ０．４０６±０．１３１ ０．７１６±０．１７１ ０．５６９±０．１４４△

Ⅲ １１ ０．３２２±０．０８２ ０．６２５±０．１３６ ０．５１４±０．１４７△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｈｉｌａｒｂｉｌｅｄｕｃｔ；
△Ｐ＜０．０５ｖｓｐｒｏｘｉｍａｌｃｏｍｍｏｎｂｉｌｅｄｕｃｔ
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２．３　肝外胆道病理形态学评分　病理形态学观察
（图１、表１）：Ⅰ组正常；Ⅱ组３个部位比较有统计学
差异（Ｆ＝３．４２７，Ｐ＝００４６），其中胆总管近端和胆
总管远端的比较无统计学差异（Ｐ＝０９５３），肝门部
与胆总管近端（Ｐ＝００２９）和胆总管远端（Ｐ＝
００３３）的比较有统计学差异，即肝门部胆管损伤最
重；Ⅲ组３个部位比较有统计学差异（Ｆ＝９．４１５，

Ｐ＝０００１），其中胆总管近端和胆总管远端的比较
有统计学差异（Ｐ＝００３１），肝门部与胆总管近端
（Ｐ＝００００）和胆总管远端（Ｐ＝００４７）的比较有统
计学差异，即肝门部胆管损伤最重，胆总管远端次
之，近端最轻。

２．４　肝外胆道胆管上皮细胞透射电镜观察结果

２．４．１　形态学改变　结果（图１）发现：正常胆道
（Ⅰ组）各部位上皮细胞微绒毛丰富，排列整齐，线粒
体不肿胀，嵴清晰；Ⅱ组胆管上皮绒毛排列紊乱，部
分脱落，线粒体肿胀，嵴模糊、断裂；Ⅲ组上述改变更
加明显，可见胆管上皮细胞微绒毛大部分脱落，线粒
体空泡变、嵴消失、部分膜破裂。

２．４．２　线粒体平均体积（Ｖ）的定量分析　结果（表

１）表明：Ⅰ组正常；Ⅱ组３个部位比较有统计学差异
（Ｆ＝１２．９５１，Ｐ＝００００），其中胆总管近端和胆总管
远端比较有统计学差异（Ｐ＝００２８），肝门部与胆总
管近端（Ｐ＝００００）和胆总管远端（Ｐ＝００１０）的比
较有统计学差异；Ⅲ组３个部位比较有统计学意义
（Ｆ＝１２．６０３，Ｐ＝００００），其中胆总管近端和胆总管
远端的比较有统计学差异（Ｐ＝００３８），肝门部与胆
总管近端（Ｐ＝００００）和胆总管远端（Ｐ＝００００）的
比较有统计学差异，即肝门部胆管损伤最重，胆总管
远端次之，近端最轻。

２．４．３　细胞微绒毛面积密度（ＡＭＶ）定量分析　结
果（表１）表明：Ⅰ组正常；Ⅱ组３个部位比较有统计
学差异（Ｆ＝１１．８４０，Ｐ＝００００），其中胆总管近端和
胆总管远端的比较有统计学差异（Ｐ＝００２９），肝门
部与胆总管近端（Ｐ＝００００）和胆总管远端（Ｐ＝
００１６）的比较有统计学差异；Ⅲ组３个部位比较有
统计学差异（Ｆ＝１６．５３９，Ｐ＝００００），其中胆总管近
端和胆总管远端比较有统计学差异（Ｐ＝００４６），肝
门部与胆总管近端（Ｐ＝００００）和胆总管远端（Ｐ＝
０００１）的比较有统计学差异，即肝门部胆管损伤最
重，胆总管远端次之，近端最轻。

３　讨　论

　　胆道不同部位的组织结构、血供和功能并不相
同，提示不同部位胆管对缺血再灌注损伤的耐受性

可能也不相同。Ｗａｇｎｅｒ等
［９１０］研究发现，胆小管可

能是人类肝脏结构中对缺血再灌注损伤最敏感的部

位；而国内黄长文等［１１］研究发现，在缺血３０ｍｉｎ、再
灌注６０ｍｉｎ条件下胆囊损伤最严重，肝门部胆管次
之，胆总管相对较轻。但相关研究采用的动物模型
没有经历肝移植的病理生理过程，故不能完全反映
肝移植术中不同部位肝外胆道对缺血再灌注损伤的

耐受性。因此，本研究采用大鼠自体肝移植胆道缺
血再灌注损伤模型，胆管经历短暂的热缺血、冷保存
损伤、复温性损伤、门静脉开放到肝动脉开放（相对
热缺血）损伤、再灌注损伤，完全模拟了临床肝移植
的过程，排除了免疫排斥、感染等因素的影响，并从
胆管上皮细胞凋亡、组织病理学及超微结构改变等
方面来评估胆道不同部位对损伤的耐受程度。

　　细胞凋亡在器官移植的缺血再灌注损伤过程中
发挥着重要的作用［１２］。为了避免在细胞凋亡及病
理形态学评分中的主观偏差，本研究应用体视学形
态定量分析方法，由半定量过渡到定量，测量了胆管
上皮细胞线粒体及微绒毛的改变。线粒体是细胞呼
吸和产能的主要场所，缺血再灌注后，线粒体首先受
损，引起结构和功能损伤甚至肿胀破裂，伴随着微绒
毛的脱落，进而损伤整个细胞的功能。本研究中上
述指标的观察比较客观地评价了肝外胆道各部位的

损伤程度。结果发现，Ⅱ组胆管上皮细胞凋亡、病理
形态学两方面肝门区胆管和胆总管近端及远端比较

有统计学差异，Ⅲ组３个部位两两比较有统计学差
异，超微结构改变在第Ⅱ、Ⅲ组３个部位两两比较有
统计学差异。结果表明肝门区胆管损伤最重，胆总
管近端最轻。

　　上述研究结果说明胆道不同部位对缺血再灌注
损伤的耐受性确实存在差别，胆管上皮细胞在胆道
的各部位并不是均一的，可分为小胆管细胞和大胆
管细胞。因为肝外胆道均衬以大胆管细胞，组织结
构基本相同，出现这种差别可能主要是与组织血供
有关。人体肝脏的灌注标本研究［１３］发现，胆总管血
供较围肝门区胆管（左、右肝管及肝总管）丰富。肝
外胆道血供的巨微解剖观察也显示：肝外胆道各段
的血供分布不同，胆总管十二指肠上段和肝总管段
是供应动脉较丰富的部位［１４］。哺乳类动物（如大
鼠）与人体肝外胆道的解剖结构类似但稍有差
异［１５１６］。本研究结果也与血供特点相一致，血供相
对较差的肝门区胆管损伤最重，胆总管近端及远端
血供分布基本相同，故Ⅱ组两者间损伤无统计学差
异，但当再灌注达到２ｈ时，３个部位两两比较有统
计学差异，说明随着再灌注时间的延长，损伤逐渐加
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重。再灌注损伤是缺血期间所聚集的细胞损伤和激
活效应放大的结果，再灌注后有大量的炎性因子如

ＴＮＦα等及细胞黏附因子的表达，这些因子可以介
导中性粒细胞和血小板与内皮细胞相互作用，导致
胆管微循环障碍，从而造成所谓的“无复流现象”
（ｎｏｒｅｆｌｏｗｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ）

［１７］，使胆管上皮细胞处于
持续的缺血缺氧状态，并形成恶性循环，更加重了胆
管损伤。

　　目前的临床实践中，大多数肝移植中心供肝胆
管修剪至胆囊管水平或近肝门部胆管水平，再与受
体胆管行端端吻合。而本研究结果提示临床肝移植
中，首先应充分重视保护肝外胆道的血供，供肝修整
时应注意保护胆管周围组织，避免向肝门方向过多
游离胆管而破坏胆管血供；其次在行胆管吻合时应
避免在肝门部胆管，尽量以胆总管近端作为吻合部
位。

　　（志谢　本研究中病理学方面的内容得到南方
医科大学病理学教研室陈芝娟博士及电镜室卢康荣

博士的支持和帮助，在此一并表示感谢！）
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