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小鼠肝脏持续低灌注模型的建立及其对热缺血再灌注损伤的耐受性
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!摘要"
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目的
!

建立一种稳定的小鼠肝脏持续低灌注模型#并在此基础上研究肝脏持续低灌注对小鼠肝脏热缺血再灌

注损伤的影响&
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缺血再灌注手术#再灌注
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后行肝功能及

肝脏组织病理学检测&对照组采用正常
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小鼠行缺血再灌注手术&

结果
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小鼠门静脉缩窄术后#丙氨酸转氨酶
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染色显示
'+

时肝细胞损伤最重#并且有较多炎细
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基本恢复正常水平$
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仍高于正常水平$
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%&低灌注处理
'+

的小鼠进行缺血
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结论
!

成

功建立了稳定的小鼠肝脏持续低灌注模型#经持续低灌注处理后的肝脏对热缺血再灌注损伤的耐受能力显著降低#这在一定

程度上能够模拟临床上心死亡器官捐献供肝的状况&
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肝脏移植是挽救各种终末期肝病最有效的方

法#然而#越来越多的肝病患者由于供体短缺而在等

待中死亡&心死亡器官捐献$

+03*8.03*58,2)*2+.*)

+,*8L

#

@K@

%能够扩展供体来源#可在很大程度上解

决供体短缺问题#因而受到广泛的关注和深入的研

究&有报道称
@K@

能够扩展
#>%&

倍供体来源)

#

*

&

与脑死亡器官捐献$

+03*8.03*58,2I2*.3+,*8L

#

@X@

%相比#

@K@

供体器官获取前不可避免会经历

低血压和缺氧等病理过程#

@K@

肝移植术后原发性

移植物无功能'肝动脉血栓形成和缺血性胆道病变

等严重并发症的发生率明显增加)

!

*

&目前对于

@K@

供肝质量的评估缺乏统一标准#一般认为供肝

获取前低血压状态及其持续时间对于术后移植物功

能的恢复具有重要影响&本研究拟建立一种小鼠肝

脏持续低灌注模型#模拟
@K@

前的供肝状态#并研

究持续低灌注肝脏对热缺血再灌注损伤的耐受性#

为后续研究奠定基础&

!

!

材料和方法
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实验动物及分组
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清洁级雄性
$

$
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周龄
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小鼠#体质量
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)第二军医大学实

验动物中心提供#实验动物使用许可证号
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$沪%

!""'E"""&

*&首先随机分为
%

组!假手术组

$

6L*-

%'低灌注
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组'低灌注
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组'低灌注
#P+

组以及低灌注
!#+

组#每组
C

只&动物分笼饲养于

第二军医大学实验动物中心#提供标准饮食#动物实

验遵循学校及实验室相关规定&
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小鼠肝脏低灌注模型的建立
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小鼠经戊巴比
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%腹腔注射麻醉生效后#双目显微镜

$日本
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H
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公司%下#沿腹正中线切开#游离肝

脏#暴露肝门#沿门静脉主干游离门静脉至门静脉左

右支分叉处#在门静脉靠近肝门处平行放置一根钝

针头$

#-R

注射器针头%#用
CE"

丝线在近肝门处连

同门静脉一起结扎#移出钝针头$图
#

%&假手术组

开腹后仅做门静脉游离&

图
!

!

小鼠肝脏低灌注模型手术过程
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肝脏缺血再灌注损伤的诱导
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肝脏缺血

再灌注损伤的诱导方法按照
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等)
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*的方法进

行#麻醉生效后#沿腹正中切口暴露肝脏#游离肝脏

并剪开韧带及系膜#用小血管夹$上海医疗器械有限

公司医疗设备厂%钳夹阻断供应左外叶及中叶的血

管&

$"-.3

后松开血管夹以恢复肝脏血流进行再灌

注#若肝脏颜色未发生变化则表明复流不顺畅#终止

实验&假手术组按相同方法暴露游离肝脏#但不阻

断血管&术后用
PE"

缝线分两层连续缝合切口&
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肝功能检测
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沿小鼠下腔静脉采集血液
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于
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管中#静置
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后离心并抽取上清液

于另一
MS

管中#丙氨酸转氨酶$
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%和天冬氨酸

转氨酶$
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%的检测在长海医院临床检验科完成&
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组织病理学检测
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小鼠肝脏持续低灌注模型的建立及其对热缺血再灌注损伤的耐受性

析&实验数据采用
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小鼠肝脏持续低灌注过程中肝功能的变

化
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6L*-

组小鼠各个时间点的
(RO

和
(6O

平均值作为基线对照&与
6L*-

组相比#经

过肝脏低灌注处理的小鼠#术后
(RO

和
(6O

均有

不同程度的升高#并且在
'+

达到最高峰)
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!
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*#而

(6O

仍稍高于
6L*-

组)$
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图
A

!

小鼠肝脏低灌注后肝功能的变化
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!

小鼠肝脏持续低灌注状态下肝脏形态学的

变化
!

QEM

染色显示$图
&

%#

6L*-

组小鼠肝脏组

织形态学表现正常#而经过
&+

'

'+

'

#P+

'

!#+

肝

脏低灌注的小鼠出现异常表现#主要是局部区域

出现肝细胞肿胀#不同程度的炎细胞浸润#而肝

小叶结构基本正常#无明显肝细胞坏死'凋亡等

严重肝损伤表现&与其他时间点相比#肝脏低灌

注
'+

的小鼠肝损伤相对较重#表现为大量淋巴

细胞浸润#肝细胞肿胀明显&

图
E

!

小鼠肝脏低灌注时期肝脏组织形态学改变%

D'Q
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!

持续低灌注肝脏对热缺血再灌注损伤的耐受

性
!

前述结果显示#肝脏持续低灌注
'+

的小鼠肝

损伤最严重#因此#我们以门静脉缩窄术后
'+

的小

鼠作为标准肝脏持续低灌注模型&另取
!"

只同周

龄雄性
K%'XR

"

$

小鼠建立标准肝脏持续低灌注模

型$预处理组%#随机分为
P

组$每组
%

只%#其中
#

组

作为假手术组$预处理
6L*-

组%#另外
&

组经
'"b

热缺血再灌注诱导#分别在再灌注
&L

'

!PL

和
PCL

后取血清检测
(RO

和
(6O

#并取肝脏样本进行组

织病理学检查&对照组取
!"

只正常同周龄雄性

K%'XR

"

$

小鼠#随机分为
P

组$每组
%

只%#其中
#

组

作为对照
6L*-

组#另外
&

组行热缺血再灌注手术#

同样根据再灌注后
&

个时间点检测
(RO

'

(6O

及肝

脏病理&经过低灌注处理的小鼠热缺血再灌注$预

处理
hBT

组%后#

(RO

和
(6O

高于对照组$图
P

%#

且在
&L

达到高峰)

(RO
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!

!"#$

年
%

月#第
&'

卷

注
&L

时#经过低灌注处理的小鼠肝损伤更严重#表现

为肝细胞空泡样变性'坏死以及炎细胞浸润的程度更

深$图
%

%#利用
61_1̀.

半定量评分对预处理
hBT

组和

对照
hBT

组的缺血再灌注损伤进行评估后发现#肝脏

病理损伤和肝酶变化相一致#预处理
hBT

组和对照
h

BT

组在再灌注
&L

后的
61_1̀.

评分分别为
#">$g

#>#

和
'>!g">C

#差异有统计学意义$

-V">""#

%&

图
H

!

小鼠低灌注
T*

后及对照组热缺血

再灌注处理后的肝功能变化
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图
K

!

小鼠肝脏低灌注
T*

后缺血再灌注损伤的

组织形态学改变%
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讨
!

论

@K@

肝移植最早起源于
!"

世纪
$"

年代#由于

术后移植物原发性无功能等并发症发生率较高#患

者预后极差#再加之
@X@

肝移植的预后优于
@K@

#

@K@

肝移植一度遭摒弃不用&直至
!"

世纪
F"

年

代#为了解决供体资源紧缺的问题#

@K@

肝移植在

欧美国家重新开始使用#并且得到广泛而深入的研

究&

KL*.I

等)

P

*利用数学模型分析
@K@

对肝移植

的潜在影响#认为假如有
#b

'

%b

和
#"b

的死亡患

者能成为
@K@

供体#那么供体队列名单将相应地减

少
Cb

'

!'b

和
&'b

&世界各移植中心报道的
@K@

肝移植占所有肝移植的比例为
Pb

$

#"b

)

%

*

&我国

@K@

肝移植起步较晚#但发展较快#根据中国肝移

植注册$

KROT

%统计#截止到
!"#&

年
#!

月#我国累

计完成
@K@

肝移植
##!"

例#其中
!"#&

年
@K@

肝

移植例数达到
$!$

例#占当年肝移植总数的

!$>"!b

)

$

*

&

随着
@K@

肝移植的深入研究和广泛开展#

@K@

肝移植患者术后生存率不断提高#但移植物生存率

仍不如
@X@

肝移植#究其原因#主要是
@K@

供体获

取前存在较长时间的低灌注状况&

@K@

供体在临

终前心肺功能不可逆丧失导致机体经历低血压'缺

氧和休克过程#因而会对术后组织细胞活性和移植

物功能产生显著影响)

'

*

&目前对供体热缺血损伤的

研究都集中在供体心脏停跳到冷灌注开始的这一段

时间)

CEF

*

#而我们在临床上观察到某些
@K@

供体在

入住
BK:

时即存在低血压和缺氧等情况#

BK:

停留

时间与
@K@

肝移植预后存在一定关系&针对这一

较长时间的器官低灌注损伤#目前研究尚不深入&

我们通过缩窄小鼠门静脉来模拟肝脏持续低灌

注状态#严格控制小鼠体质量和周龄保证小鼠门静

脉周径基本一致#进而通过钝针头结扎的方法使缩

窄后的门静脉周径保持一致#以消除门脉结扎程度

不一所导致的误差&实验结果显示#这一模型诱导

出的肝损伤表现为肝酶轻度升高'肝细胞肿胀以及

炎细胞浸润#并无明显肝细胞坏死'凋亡等严重肝损

伤表现&这与
@K@

供体临床表现相一致#低灌注的

@K@

供肝主要是对缺血再灌注损伤的耐受能力下

降#本身并不表现为严重的肝损伤&本研究发现#门

静脉缩窄术后
'+

肝功能损伤最为明显#可作为肝

+

"$%

+
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第
%

期
>

金
!

磊#等
>

小鼠肝脏持续低灌注模型的建立及其对热缺血再灌注损伤的耐受性

脏持续低灌注标准模型#在小鼠肝脏低灌注
'+

的

基础上对小鼠进行
'"b

缺血再灌注手术#实验结果

如实验前所料#经过低灌注热缺血损伤的小鼠缺血

再灌注
&L

$急性期%肝损伤比对照组更严重#且损伤

恢复时间明显延长&

目前认为#机体血流动力学紊乱和肝细胞生物

能量的缺乏是引发肝脏热缺血损伤一系列病理改变

的主要诱因#其中涉及到的机制主要是氧自由基释

放引起肝窦内皮细胞损伤'炎细胞浸润'血小板黏附

等)

#"

*

&与传统的
:a

液等器官保存液相比#采用机

械灌注的方法保存
@K@

供肝能明显改善器官功能&

连续的机械灌注可以提供氧'糖'氨基酸和核苷酸等

供体器官所必需的基本底物&然而机械灌注系统对

@K@

肝移植的临床疗效并不如
@K@

肾移植#这提

示我们针对
@K@

供肝的保存仍有继续改进的必要&

在本实验中#小鼠肝脏低灌注引起的热缺血损伤以

及小鼠在低灌注后的缺血再灌注损伤中都存在大量

以淋巴细胞为主的炎细胞浸润&炎细胞浸润是介导

热缺血损伤的关键因素#减轻热缺血损伤时炎细胞

浸润程度是改善
@K@

肝移植预后的重要介入点&

我们猜测#炎细胞浸润可能与氧自由基损伤肝窦内

皮细胞后趋化因子的激活'表达'释放以及蛋白转录

后修饰有密切的关系&我们希望通过后续实验验证

这一猜测#找到减轻炎细胞浸润的调控点#进而改善

@K@

供体的保存方法#减轻热缺血损伤#进一步提

高
@K@

肝移植的预后&

!参 考 文 献"

)

#

*

!

[2,̂*4QS

#

a.44.3

N

L*-@R

#

?

N

1

9

,3/

#

Q,̂.88a

T

#

O*3,2XK

#

K023,44@

#

,8*4>R.;,282*3<

H

4*38*8.03

1<.3

N

)0382044,++03*8.03*58,2)*2+.*)+,*8L+0302<

!

*3

*3*4

9

<.<05*4*2

N

,<.3

N

4,E),38,2,G

H

,2.,3),

)

/

*

>R.;,2

O2*3<

H

4

#

!""F

#

#%

!

#"!CE#"&%>

)

!

*

!

范晓礼#叶殿发#王彦峰#李
!

玲#钟自彪#李
!

弦#等
>

比较心脏死亡器官捐赠与脑死亡器官捐赠供肝肝移植

预后的荟萃分析)

/

*

>

中华器官移植杂志#

!"#P

#

&%

!

C$E

F&>

)

&

*

!

Z*3

N

/

#

a*3

N

W

#

603

N

6

#

R.1J

#

J1Y

#

a*3

N

\>

?,*2E8,2- *38.EK@!% -030)403*4 *38.I0+

9

*+-.3.<82*8.03

H

208,)8< -12.3,4.;,2520-.<)L,-.*E

2,

H

,251<.03.3

D

12

9

+1,802,+1),+31-I,2<05K@P

h

O

),44<

)

/

*

>SR06A3,

#

!"#P

#

F

!

,#"$CF!>

)

P

*

!

KL*.IM

#

7*<<*+M>OL,

H

08,38.*4.-

H

*)8051<.3

N

+03*8.03< *58,2 )*2+.*) +,*8L 03 8L, 4.;,2

82*3<

H

4*38*8.03

H

20

N

2*-*3+ *̂.8.3

N

4.<8.38L,<8*8,05

6*0S*140

#

X2*_.4

)

/

*

>R.;,2O2*3<

H

4

#

!""C

#

#P

!

#'&!E

#'&$>

)

%

*

!

T,++

9

6

#

Y.4;,88. 7

#

X20)̀-*33/

#

7)R*2,3 (

#

J2.,3+S>R.;,282*3<

H

4*38*8.03520-303EL,*28EI,*8.3

N

+0302<

!

)122,38<8*81<*3+51812,

H

20<

H

,)8<

)

/

*

>R.;,2

O2*3<

H

4

#

!""P

#

#"

!

#!!&E#!&!>

)

$

*

!

霍
!

枫#李
!

鹏
>@K@

肝移植的过去'现在和未来)

/

*

>

肝脏外科杂志#

!"#P

#

!!

!

CPEC$>

)

'

*

!

7*<<.

H

E6*4),+07

#

T0<,44mEK*8*5*1/

#

S2.,80/

#

(;n4*

7 (

#

S,2*48*K>OL,2,<

H

03<,058L,L,

H

*80)

9

8,80

.<)L,-.*

)

/

*

>R.;,2B38

#

!""'

#

!'

!

$E#$>

)

C

*

!

+,=,2*7M

#

R0

H

,_E604.<T

#

@;02)L.̀B

#

K*-

H

0<6

#

7022.<a

#

@,-,82.<(/

#

,8*4>R.;,282*3<

H

4*38*8.03

1<.3

N

+03*8.03*58,2)*2+.*)+,*8L+0302<

!

403

N

E8,2-

50440̂E1

H

520-*<.3

N

4,),38,2

)

/

*

>(-/O2*3<

H

4*38

#

!""F

#

F

!

''&E'C#>

)

F

*

!

邰
!

强#何晓顺#杨建安#朱晓峰#马
!

毅#巫林伟#等
>

大鼠肝移植供肝热缺血时间与胆道损伤的关系)

/

*

>

中

华实验外科杂志#

!"#"

#

!'

!

#P%'E#P%F>

)

#"

*

O<1̀*-0806

#

AL̀0L)L.?

#

J1̀1-02.O

#

6*80-.6>

7.)20).2)14*802

9

+.<812I*3),.<*30I<8*)4,804.;,2

82*3<

H

4*38*8.03520- *

N

03*4?QX@

)

/

*

>O2*3<

H

4*38

S20)

#

#FFF

#

&#

$

#

"

!

%!

#"F#E#"F&>

!本文编辑"

!

魏学丽

+

#$%

+


