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“二袖套法”大鼠原位肝移植的技术改进
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　　摘要：目的　探讨大鼠原位肝移植（ＯＬＴ）模型的技术改进方法，并观察移植后的排斥反应。方
法　将“二袖套法”大鼠肝移植技术进行了改进；并行 ＳＤ→ＳＤ，ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ大鼠肝移植各 ３０例，观察

术后排斥情况。结果　全组肝移植手术无肝期约为 １５ｍｉｎ。大鼠无手术死亡。ＳＤ→ＳＤ大鼠肝移植

后 ３周内存活率为 ９７％；ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ大鼠肝移植后 ８～１５ｄ死亡，组织病理学证实存在不同程度的排

斥反应。结论　采用该改良大鼠肝移植方法可明显缩短手术时间，降低术后并发症，提高移植大鼠

的术后生存率。ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ大鼠的肝移植可作为较理想的研究肝移植排斥反应的动物模型。
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　　目前常用的大鼠肝移植方法为“二袖套法”［１］，
即肝下下腔静脉（ｉｎｆｒａｈｅｐａｔｉｃｖｅｎａｃａｖａ，ＩＶＣ）与门静
脉（ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎ，ＰＶ）分别用套管吻合，胆管用支架管
吻合，肝上下腔静脉（ｓｕｐｒａｈｅｐａｔｉｃｖｅｎａｃａｖａ，ＳＶＣ）直
接吻合的方法。笔者从 ２００４年 ４月 ～２００４年 ９月
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士研究生，主要从事生物人工肝、肝细胞移植及肝移植方面的研究。
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１２６．ｃｏｍ。

对该法进行了技术改进，并对同系和同种大鼠肝移

植的免疫排斥反应进行了观察，旨在建立稳定可靠

的高排斥反应组合的大鼠肝移植模型。

１　材料和方法

１．１　材料

清洁级雄性 ＳＤ大鼠及 Ｗｉｓｔａｒ大鼠各 ６０只，体

重 ２１０～２８０ｇ，由上海第一人民医院实验动物中心

提供。供体体重低于受体 １０～２０ｇ。术前 １２ｈ禁

食，不禁水。
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ＩＶＣ及 ＰＶ套管采用自制 ７～５Ｆ血管介入穿刺

导管，长约 ３ｍｍ，带柄，上面划刻痕以利固定。胆

总管支架管采用硬膜外导管，直径约 ０．８ｍｍ，长约

４ｍｍ。常规显微器械，双目手术显微镜 ＳＸＰ－１Ｃ购

自上海精密仪器仪表有限公司。无损伤血管缝线

购自上海医用缝合线厂。乙醚购自上海马陆制药

厂。

１．２　分组及手术方法

１．２．１　分组　本实验行 ＳＤ→ＳＤ及 ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ大

鼠 ＯＬＴ各 ３０对。

１．２．２　供体手术　供体采用自制面罩持续开放

式乙醚吸入麻醉。腹部去毛消毒，阴茎背静脉注射

肝素液 １ｍＬ（５０Ｕ／ｍＬ），十字切口入腹。游离 ＩＶＣ，

结扎右肾上腺静脉。顺时针方向游离肝周韧带。

游离第一肝门，近 ＰＶ干结扎切断胃幽门静脉。于

髂血管近端游离部分腹主动脉，插入穿刺针并血管

夹固定。迅速打开胸腔，阻断胸主动脉，同时剪断

ＳＶＣ，用重力法（约 ４０ｃｍ高度）持续滴注 ４℃乳酸

林格液（内含肝素 ２５Ｕ／ｍＬ）。肝脏表面置一小棉

垫，间断滴注 ４℃冰水降温。灌注的同时，在左肾

静脉上缘切断 ＩＶＣ，助手向头端提起 ＩＶＣ，暴露右肾

静脉后方的肾动脉并从静脉壁上游离下来，结扎右

肾静脉，于结扎线外侧剪断右肾静脉及右肾上腺静

脉，用 Ｓａｔｉｎｓｋｙ钳钳夹 ＳＶＣ及部分膈肌，沿钳边缘离

断 ＳＶＣ。在胆总管分叉下方 １ｃｍ左右切断胆总管，

剪断肝固有动脉，脾静脉上缘切断 ＰＶ，取下肝脏放

入 ４℃乳酸林格液中保存备用。

１．２．３　供肝修剪及套管安装　 紧靠 ＳＶＣ静脉壁

缝扎左右膈下静脉。助手垂直方向提起 ＳＶＣ残端，

术者紧贴膈肌环剪去膈肌水平以上 ＳＶＣ及膈肌组

织，仅保留膈肌环。ＳＶＣ左右两侧 ７０无损伤缝线

各缝 １针。修整 ＩＶＣ及 ＰＶ，并分别安装袖套管，方

法参照 Ｋａｍａｄａ法［１］。胆总管插入支架管并固定。

１．２．４　受体手术　 受体术前 ３０ｍｉｎ肌注阿托品

０．０３ｍｇ，麻醉同供体。正中切口入腹，用回形针自

制拉钩牵开腹壁，将肝下腔隙内肠管推向左下方，

以湿纱布保护。在右肾静脉上方游离 ＩＶＣ，于其后

方套线结扎右肾上腺静脉，顺时针方向游离肝周韧

带，缝扎左右膈下静脉。结扎切断肝食管交通支。

游离胆总管，并于分叉下方切断；游离结扎切断肝

固有动脉，在幽门静脉水平上方游离 ＰＶ。微血管

夹依次阻断 ＩＶＣ及 ＰＶ，在 ＰＶ分叉处穿刺，注入常

温生理盐水 ２ｍＬ驱血后剪断 ＰＶ。用 Ｓａｔｉｎｓｋｙ钳阻

断 ＳＶＣ，迅速于近肝上方切断 ＳＶＣ，于右肾上腺结

扎线上方切断 ＩＶＣ，移去原肝。取出供肝，原位放

入受体肝床；肝表面置棉片间断滴加 ４℃冰水降

温。供肝 ＳＶＣ左右侧缝线分别与受体 ＳＶＣ左右侧

缝合，然后左侧缝线连续缝合腔静脉后壁与右侧缝

线线尾打结，再用右侧缝线连续缝合腔静脉前壁与

左侧缝线线尾打结，缝合最后 ２针前生理盐水冲洗

血管腔排气，完成 ＳＶＣ的吻合。经 ＰＶ袖套管注入

常温生理盐水 ２ｍＬ，排出供肝内冷灌注液，微血管

夹阻断供体 ＳＶＣ，然后迅速插入供体 ＰＶ袖套管，并

用 ５０丝线结扎固定。移去 ＰＶ血管夹，迅速移去

ＳＶＣ上的 Ｓａｔｉｎｓｋｙ钳。至此供肝恢复血流，结束无

肝期。此时停止吸入麻醉。同法迅速吻合 ＩＶＣ后

开放恢复血流。观察胆总管有黄色胆汁流出后，将

胆总管支架管插入受体胆总管管腔内，用 ５０丝线

结扎固定，留 １根线尾，大网膜覆盖后，与供体胆总

管结扎线打结。最后再将胆总管支架管固定在 ＰＶ

袖套管上。检查供肝颜色鲜红，无活动性出血，关

腹。术后经阴茎背静脉补液 ２ｍＬ。灯烤复温，禁饮

４ｈ后自由进糖水，术后 １ｄ自由进食。术后均未用

抗生素及免疫抑制剂。

１．３　观察项目

观察术后大鼠一般情况及生存率，大鼠死亡后

立即取肝组织标本行常规病理检查。

２　结　果

２．１　手术时间

供体热缺血时间接近于 ０。供体手术时间约

２０ｍｉｎ，肝脏修剪及安装袖套管时间约 １０ｍｉｎ。ＳＶＣ

吻合 时 间 约 ８ｍｉｎ，ＰＶ 吻 合 约 ２ｍｉｎ，无 肝 期 约

１５ｍｉｎ。ＩＶＣ吻合时间约 ２ｍｉｎ。供肝冷缺血时间约

４０ｍｉｎ。

２．２　术后经过及结果

大鼠术后 ２４ｈ内无死亡。ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ移植组大

鼠术后萎靡，活动明显减少，并迅速出现黄疸、腹水

而死，死亡时间为 ８～１５ｄ；解剖见腹腔内大量腹

水，肝脾肿大，ＰＶ区广泛侧支循环形成；ＨＥ染色显

７８４
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示汇管区不同程度淋巴细胞浸润，血管内皮炎和胆

管损伤，部分可见肝细胞坏死，证实死亡原因为急

性排斥反应。ＳＤ→ＳＤ组除 １只鼠第 ７天死于胆漏

外，均健康存活超过 ３周；解剖见肝脏色红润，略肿

大，脾脏不大；ＨＥ染色显示汇管区少量单核细胞浸

润，无血管内皮及肝细胞坏死。

３　讨　论

“二袖套法”是最常用的大鼠肝移植方法。笔

者在此基础上对供肝的灌注、切取及吻合等方面进

行了改良，缩短了手术时间，提高了术后生存率，本

组无手术死亡。本组主要对以下步骤进行了改进：

（１）供肝灌注　本组采用腹主动脉插管持续灌

注，部分灌注液经肝动脉入肝，部分通过腹腔脏器

回流后经门静脉入肝，收到肝动脉及 ＰＶ双重灌注

的效果。此法不仅使肝脏的热缺血时间降至最低，

减少了热缺血损伤，而且不会发生灌注压力过高，

避免了对肝脏微血管的损伤。持续灌注直至 ＰＶ离

断，保证了肝脏在切取过程中始终保持一个低温环

境，减轻了肝脏热缺血损伤。

（２）右肾静脉的处理　供肝切取中如按常法将

右肾静脉在灌注前处理，常因肾动脉紧贴其后方难

以分离而一起结扎，造成结扎处组织过多，影响套

接，甚至强行分离造成不必要的大出血。本组采用

在切下供肝时结扎右肾静脉，暴露清楚，可以很容

易地将肾动脉从其后壁分离下来。

（３）右肾上腺静脉的处理　右肾上腺静脉在肝

三角叶后方，不易暴露。本组处理方法是充分游离

ＩＶＣ段后，直接从肝后用弯钳套线附带脂肪结缔组

织结扎右肾上腺静脉，供体在下肝时于结扎线外侧

剪断，受体只扎不断，作为 ＩＶＣ后壁的一个固定点，

方便套管，同时避免了套管时 ＩＶＣ的扭曲。

（４）膈下静脉的处理　有文献［２，３］报道未处理

右膈下静脉，笔者却认为这可能是造成大鼠术后出

血死亡的一个主要原因。大鼠膈下静脉解剖位置

固定，本组修肝时常规于左右膈下静脉血管根部分

别缝扎，受体在游离肝脏时于膈下静脉根部分别缝

扎，方法简单可靠。

（５）ＳＶＣ的处理　本组采用 ２针固定前后壁分

别连续外翻缝合的方法，可以有效避免 ＳＶＣ的扭

曲，缝合时使 ＳＶＣ后壁更容易暴露，使吻合迅速可

靠，缩短了手术时间和无肝期。

（６）受体无肝期　文献［４］报道，大鼠无肝期最

长不能超过 ２６ｍｉｎ。熟练的显微外科操作是缩短无

肝期的关键。本组无肝期控制在 １５ｍｉｎ左右，无 １

例手术死亡。

（７）胆管处理　胆管并发症是影响大鼠肝移植

术后存活的主要因素之一。笔者参照 Ｔａｎａｋａ的方

法［５］，将胆总管支架管用大网膜覆盖后再固定在

ＰＶ袖套管上，避免了术后由于胆总管滑脱或扭曲

成角造成的梗阻及胆漏，降低了术后胆道并发症的

发生，提高了移植大鼠的术后存活率。

ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ大鼠的肝移植，术后未进行抗排斥

治疗，均在 ８～１５ｄ内死亡，病理显示免疫排斥反

应。说明 ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ大鼠的肝移植可作为肝移植

排斥反应的研究模型。

参考文献：

［１］　ＫａｍａｄａＮ，ＣａｌｎｅＲＹ．Ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒａｔ

［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，１９７９，２８（１）：４７－５０．

［２］　李宗狂，马毅，许赤，等．大鼠原位肝移植模型的建立及

术 式 改 进 ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ ＪＲｅｐａｒａｔｉｖｅ ａｎｄ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｖｅ

Ｓｕｒｇｅｒｙ，２００４，１８（１）：３４－３６．

［３］　杜晓宏，王广义，孟伟，等．改进的二袖套法大鼠原位肝

移植术［Ｊ］．中华器官移植杂志，２００３，２４（５）：３１６－

３１７．

［４］　ＫａｍａｄａＮ，ＣａｌｎｅＲＹ．Ａｓｕｒｇｉｃａｌｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｗｉｔｈｆｉｖｅｈｕｎｄｒｅｄ

ｔｈｉｒｔｙｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓｉｎｔｈｅｒａｔ［Ｊ］．Ｓｕｒｇｅｒｙ，１９８３，９３（１）：

６４－６９．

［５］　ＴａｎａｋａＨ，ＨａｓｈｉｚｕｍｅＫ，ＥｎｏｓａｗａＳ，ｅｔａｌ．Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｔｒａｎｓ

ｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆａ２０％ ｐａｒｔｉａｌｌｉｖｅｒｇｒａｆｔｉｎｒａｔｓ：ａｔｅｃｈｎｉｃａｌｉｎｎｏ

ｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇＲｅｓ，２００３，１１０（２）：４０９－４１２．

８８４




