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Abstract
AIM: To develop a new combined transplan-
tation model of liver and small bowel in rats, 
and to investigate the protective effect of trans-
planted liver on transplanted small bowel.

METHODS: Closed colony Sprague Dawley rats 
and inbred Wistar rats were included in this 
study. Five groups were designed: isogene small 
bowel transplant group (A), isogene liver trans-
plant group (B), xenogene small bowel trans-
plant group (C), xenogene liver transplant group 
(D), combined transplant of liver and small 
bowel group (E). Only Wistar rats were used in 
group A and B, while SD and Wistar rats were 
used as donors and recipients respectively in 
group C, D and E. During the combined trans-
plantation of liver and small bowel (CTLS) for 

the donors, inferior vena cava in chest was cut 
to construct a muff in the lateral wall of portal 
vein and cuff was placed. During the operation 
for the recipients, portal veins of the donors and 
recipients were connected using cuff technique, 
and re-arterialization was completed by anasto-
mosing the superior mesenteric artery of graft 
with the right kidney artery of the recipients. 
Randomly selected 4 rats from each group were 
sacrificed on postoperative days (POD) 5, 7 and 
14, and grafts were sampled. The rejection of 
graft was investigated through histopathological 
analysis, and the apoptosis of the cells of graft 
were evaluated by TUNEL.

RESULTS: The survival rate of CTLS was 73.3% 
(22/30). The pathological changes of ischemia 
and reperfusion injury were observed in group 
A and B, and the numbers of apoptotic cells in 
the grafts were decreased with the prolonging of 
time. However, acute rejection after transplanta-
tion appeared in group C and D, and there were 
more apoptotic cells in the grafts. Mild, moder-
ate and severe acute rejection occurred on POD 
5, 7 and 14, respectively in group C, while only 
mild or severe acute rejection appeared in group 
E. Furthermore, the number of apoptotic cells in 
the grafts of group E was markedly decreased 
on POD 14 in comparison with that of group C 
(16.9 ± 4.3 vs 20.5 ± 6.3, P < 0.05). The degrees 
of acute rejection after transplantation and cell 
apoptosis of the grafts were not significantly dif-
ferent between group D and E.

CONCLUSION: The technique used in this 
study is feasible for establishment of CTLS 
model, and the transplanted liver can protect 
the transplanted intestinal graft from rejection in 
CTLS.
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■背景资料
短肠综合征合并
终末期肝病常需
进行肝肠联合移
植, 而对于肝肠联
合移植时移植肝
是否对移植小肠
具有免疫保护作
用目前仍存在争
论.
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摘要
目的: 建立大鼠肝肠联合整体移植模型, 研究
移植肝是否对移植小肠具有免疫保护作用. 

方法: 选用封闭群SD大鼠和近交系Wistar大
鼠. 实验分5组: 同基因小肠移植组、同基因
肝移植组、异基因小肠移植组、异基因肝移
植组、肝肠联合移植组. 同基因移植供受体均
为Wistar大鼠, 异基因小肠移植、肝移植和肝
肠联合移植供受体分别选用SD和Wistar大鼠. 
肝肠联合移植在切取移植物后, 利用供体胸段
下腔静脉在门静脉侧壁建立一袖套, 并安置套
管. 受体手术时, 将此门静脉侧壁袖套与受体
门静脉残端套管法吻合. 供体肠系膜上动脉与
受体右肾动脉吻合. 免疫保护作用通过术后5, 
7, 14 d从各组随机取出4只大鼠的移植物普通
病理检查及细胞凋亡检测评估. 

结果: 肝肠联合移植模型建立手术成功率
73.3% (22/30). 同基因移植组术后仅表现为缺
血-再灌注损伤所致的轻度组织损伤及炎症反
应, 移植物细胞凋亡数逐渐减少. 异基因移植
术后均出现急性排斥, 移植物细胞凋亡数递
增, 并且较同基因移植多, 差别有显著性. 小肠
移植术后5, 7, 14 d分别表现为轻度、中度和
重度排斥. 而肝肠联合移植的小肠移植物术后
5, 7, 14 d分别表现为轻度、轻度和中度排斥, 
且14 d时小肠细胞凋亡数较异基因小肠移植
组少, 差别具有显著性(16.9±4.3 vs  20.5±6.3, 
P <0.05). 术后各时间点异基因肝移植和肝肠
联合移植的移植肝排斥反应严重程度相同, 细
胞凋亡数比较无显著差异.

结论: 此法建立大鼠肝肠联合移植模型可行. 
肝肠联合移植时肝对小肠具有免役保护作用.

关键词: 模型; 大鼠; 肝肠联合移植; 免疫保护; 凋亡
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0  引言

短肠综合征合并终末期肝病常需进行肝肠联合

移植, 但由于有限的临床病例数, 导致肝肠联合

移植在临床应用过程中仍存在着许多不足之

处, 尚有许多疑问有待于进一步研究[1-6], 所以成

功建立动物模型并进行相关的机制研究非常重

要. 我们利用供体下腔静脉在供体门静脉侧壁

上预置袖套的方法建立大鼠肝肠联合整体移植

模型, 通过组织病理学观察大鼠移植小肠及移

植肝排斥反应发生情况, 并通过原位末端标记法

(TUNEL)检测移植肝和移植小肠的细胞凋亡情

况, 以了解大鼠肝肠联合整体移植后, 肝对小肠

是否具有免疫保护作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂封闭群SD大鼠(南京医科大学提供)
和近交系Wistar大鼠(河南医科大学提供), 体质

量250-280 g. TUNEL试剂盒购自Promega公司. 
实验分5组: 同基因小肠移植组: Wistar→Wistar; 
同基因肝移植组: Wistar→Wistar; 异基因小肠

移植组: SD→Wistar; 异基因肝移植组: SD→

Wistar; 异基因肝肠联合移植组: SD→Wistar. 同
基因移植组每组各20对大鼠, 异基因移植组每组

各30对大鼠. 所有大鼠术前禁食12 h. 清洁手术, 
显微外科操作, 麻醉采用氯胺酮ip (100 mg/kg).
1.2 方法 

1.2.1 小肠移植模型及肝移植模型的建立 小肠

异位移植, 肠系膜上动脉和肾下腹主动脉端侧

吻合, 门静脉和受体下腔静脉端侧吻合, 供肠两

端腹壁造口. 肝移植模型的建立采用Kamada的
标准双套管法[7]. 术后经阴茎静脉输注动脉血

2-3 mL(由Wistar大鼠提供)和生理盐水2 mL, 禁
食12 h后恢复正常饮食. 术后应用抗生素3 d, 各
组均不用免疫抑制剂. 
1.2.2 肝肠联合整体移植模型的建立 供体手术: 
游离肠系膜上动、静脉, 门静脉, 肝下下腔静脉. 
分离肝周各韧带, 游离胆管并插管, 结扎切断肝

动脉. 全身肝素化后阻断肠系膜上动脉开口近

侧腹主动脉, 从肾下腹主动脉插管灌注. 灌注结

束后, 打开胸腔, 剪取约1 cm长的下腔静脉胸段. 
在门静脉左前壁幽门静脉水平将胸段下腔静脉

和门静脉行端侧吻合(9-0尼龙线, 连续缝合), 吻
合后预置自制聚乙烯套管, 预置肝下下腔静脉套

管. 在靠近腹主动脉处剪断肠系膜上动脉, 选定

灌注效果好的空肠段约8 cm, 两端离断, 肠腔冲

洗后将移植物放在4℃乳酸钠林格液中保存(图
1). 受体手术: 切除右肾, 并游离右肾动脉. 离断

肝周韧带, 切除肝脏. 将供肝按Kamada双套管法

原位置入(肝上下腔静脉采用对端缝合, 肝下下

腔静脉以及供受体门静脉套管法吻合). 暂时阻

断套管远端的供体肠系膜上静脉以防血液返流

入供肠. 恢复肝血流, 结束无肝期. 供体肠系膜上

动脉和受体右肾动脉端端吻合, 开放血流后见供

肠迅速变红, 肠系膜血管搏动有力, 将胆管插管

■研发前沿
肝肠联合移植手
术方式的优化, 肝
肠联合移植时移
植肝诱导对移植
小肠免疫耐受的
机制, 仍然是当前
研究热点.
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插入受体胆总管, 丝线结扎固定. 供肠处理同前

述小肠移植, 术后处理同前. 
1.2.3 大鼠移植肝及移植小肠术后组织病理学检

查 于术后5, 7, 14 d从存活的各组大鼠中随机取

出4只处死, 并切取小肠和肝脏进行组织病理学

检查(HE染色). 依据Schmid et al [8]介绍的病理诊

断标准判定大鼠小肠移植排斥反应的程度: 轻
度: 肠黏膜绒毛轻度畸形, 间质有少量炎症细胞

浸润; 中度: 肠绒毛畸形更加明显, 黏膜上皮开

始有脱落, 细胞浸润加重; 重度: 肠绒毛结构消

失, 上皮脱落, 肠壁变薄并有坏死, 间质大量炎

细胞浸润, 血管炎明显. 依据Williams et al [9]介绍

的病理诊断标准判定大鼠肝移植排斥反应的程

度: 0级: 无排斥证据; Ⅰ级: 轻度排斥, 轻度汇管

区单核细胞浸润及血管内皮炎. Ⅱ级: 中度排斥, 
汇管区较重单核细胞浸润伴肝细胞局灶坏死, 
但无桥接坏死. Ⅲ级: 严重排斥, 汇管区显著单

核细胞浸润, 肝实质桥接坏死. 
1.2.4 TUNEL法检测移植肝和移植小肠细胞凋亡 
标本用40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋; 切片经

二甲苯脱蜡, 逐级在乙醇中水化; 切片加TdT和
DIG-dUTP, 置样品于湿盒中, 37℃孵育3 h; TBS
洗涤3次后, 加封闭液50 µL/片, 室温30 min, 甩
掉封闭液, 不洗; 用封闭液1∶100稀释生物素

化地高辛抗体, 加至标本上, 置样品于湿盒中, 
37℃反应30 min; TBS洗涤3次, 每次2 min; 加
SABC至切片, 37℃反应30 min; TBS洗涤5次, 每
次2 min; 显色10-30 min, 水洗, DAB显色; 苏木

素轻度复染, 蒸馏水洗涤; 脱水, 透明, 甘油明胶

封闭, 显微镜观察. 阳性结果判断: 凋亡细胞染

色定位于细胞核, 呈黄褐色. 凋亡细胞计数: 每
片10个高倍视野下计凋亡细胞数, 取平均值, 根
据细胞形态学特征计算移植物细胞凋亡数.

统计学处理 术后3 d内死亡列为技术性并

发症, 术后存活3 d以上者为手术成功, 纳入手

术成功率的计算. 各组数据以mean±SD表示, 采
用t检验, 用统计软件包SPSS 12.0处理.

2  结果

2.1 手术情况及手术成功率 小肠移植总手术时

间约90 min, 其中供体手术时间约38 min, 受
体手术时间约52  m i n. 肝移植总手术时间约

96 min, 其中供体手术时间约42 min, 受体手术

时间约54 min, 其中无肝期17 min. 肝肠联合

移植总手术时间平均165 min, 供体平均手术时

间90 min, 受体平均手术时间75 min, 其中无肝

期平均17 min. 同基因小肠移植组、同基因肝

移植组、异基因小肠移植组、异基因肝移植组

及肝肠联合移植组的手术成功率分别为90.0% 
(18/20), 85.0% (17/20), 83.3% (25/30), 80.0% 
(24/30)及73.3% (22/30). 常见死亡原因包括: 失
血性休克、静脉血栓形成及不明原因. 
2.2 移植物组织病理检查 依据Schmid et al [8]介绍

的判定大鼠小肠移植排斥反应(图2A)程度病理

诊断标准以及Williams et al [9]介绍的判定大鼠肝

移植排斥反应程度病理诊断标准, 各组移植物

排斥反应的程度不一(表1).
2.3 移植肝和移植小肠细胞凋亡 同基因、异基

因肝移植组及肝肠联合移植组, 术后均出现肝

细胞凋亡. 同基因肝移植组细胞凋亡数随时间

推移而逐渐减少, 异基因肝移植组及肝肠联合

移植组术后凋亡细胞数随时间推移而呈上升趋

势. 术后各时间点, 肝肠联合移植组、异基因肝

移植组与同基因肝移植组在肝细胞凋亡方面比

较均有显著差异(P <0.05), 而肝肠联合移植组与

异基因肝移植组之间比较无显著差异(表2). 同
基因、异基因小肠移植组及肝肠联合移植组的

小肠移植物术后均出现小肠黏膜上皮细胞凋亡

(图2B). 同基因小肠移植组小肠黏膜上皮细胞凋

亡数随术后时间的延长而逐渐减少, 异基因小

图  1  移植物.

     

表  1  移植术后各组大鼠移植物排斥反应情况

分组	                            5 d	               7 d                 14 d

同基因小肠移植	          无	               无	   无

同基因肝移植                    无	               无	   无

异基因小肠移植               轻度             中度             重度

异基因肝移植                   轻度             轻度             中度

肝肠联合移植 (肠)            轻度             轻度             中度

肝肠联合移植 (肝)            轻度             轻度             中度

■相关报道
德国学者Meye采
用与本文类似的
方法建立肝肠联
合整体移植大鼠
模型, 即供受体门
静脉缝合法吻合, 
肠系膜上动脉和
受体肾下腹主动
脉端侧吻合.
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肠移植组、肝肠联合移植组小肠黏膜上皮细胞

凋亡数随术后时间的延长而递增, 且术后各时

间点小肠黏膜上皮细胞凋亡数均多于同基因小

肠移植组, 差别有显著性(P <0.01). 肝肠联合移

植组及异基因小肠移植组术后5, 7 d, 肠黏膜上

皮细胞凋亡数两组无显著差异; 术后14 d, 肝肠

联合移植组小肠黏膜上皮细胞凋亡数显著低于

异基因小肠移植组(P <0.05, 表2). 

3  讨论

提高肝肠联合移植模型手术成功率的关键是尽

量缩短无肝期 ,  尽量减轻对血流动力学的影

响[10-16], 本研究中模型的构建法正是顺应了该要

求. 我们事先利用胸段下腔静脉预置门静脉侧

壁袖套并安置套管, 这样门静脉吻合时只要将

套管插入受体门静脉并结扎即可, 无疑会比缝

合法节省时间(约7-8 min), 缩短无肝期使之与

Kamada的标准“双套管法”大鼠原位肝移植无

肝期相同, 这种方法文献中尚未见报道. 利用胸

段下腔静脉有以下几个优点: (1)该段血管本身

就是游离的, 不需分离; (2)长度足够, 口径适当; 
(3)无血管侧枝. 动脉重建采用建立小肠移植模

型的动脉吻合方式[17], 即切除一侧肾脏, 将肠系

膜上动脉和肾动脉端端吻合, 这样不需阻断腹

主动脉, 减轻了对血流动力学的影响. 既往研究

提示肝移植常可诱导特异性免疫耐受. 单独肝

脏移植与其他单独器官移植相比, 肝移植物可

通过直接产生免疫耐受而更易被受体接受; 另
一方面, 肝与其他器官联合移植时常可使其他

移植物免受排斥或减轻排斥反应[18-21]. 为了进一

步探讨肝肠整体移植后, 肝对小肠是否具有免

疫保护作用, 本研究将同基因单独小肠、肝移

植作为空白对照以排除缺血-再灌注损伤的影

响, 以异基因单独小肠、肝移植为对照, 研究了

肝肠联合移植术后移植小肠和移植肝的组织病

理学改变及细胞凋亡情况. 
组织病理检查是判断移植术后排斥反应是

否发生及其严重程度的最客观的指标之一. 本
研究中同基因单独小肠、肝移植组织学检查一

直未出现排斥反应, 仅表现为缺血-再灌注损伤

所致的轻度组织损伤及炎症反应. 异基因肝移

植组及肝肠联合移植组的肝脏术后排斥反应出

现的时间及严重程度类似, 提示肝肠联合移植

并未增加对移植肝的免疫排斥. 与异基因小肠

移植组相比, 肝肠联合移植组虽然手术成功率

略低于前者(主要考虑与多脏器移植术创伤较大

相关), 但术后发生排斥反应的程度则显著降低: 
异基因小肠移植术后5 d呈轻度排斥, 7 d呈中

度, 14 d出现重度排斥反应, 而肝肠联合移植术

后5, 7 d表现为轻度排斥反应, 14 d时仅表现为

中度排斥, 提示肝肠联合移植术后, 移植肝可减

轻对移植肠的排斥或延缓排斥反应出现的时间. 

■创新盘点
本文首次采用在
供体门静脉侧壁
上预置袖套的方
法建立大鼠肝肠
联合移植模型, 在
国内外未见报道.

     

表  2  各组移植术后肝细胞和小肠黏膜上皮细胞凋亡数(个/HP)

                                                                              肝细胞凋亡数	                                   小肠黏膜上皮细胞凋亡数

                                            5 d               	  7 d	            14 d       	       5 d	                  7 d	            14 d

同基因移植	  18.9±4.9          13.2±10.8         12.7±3.7	  5.3±2.3	            3.4±2.3	       2.9±2.5

异基因移植                25.2±8.2b         30.8±8.3b          31.4±8.7b          10.2±3.8b          15.2±4.9b          20.5±6.3b

肝肠联合移植	  24.1±7.7a          33.4±8.7b          34.3±9.3b          11.3±4.1b          13.7±5.2b          16.9±4.3bc

分组

aP<0.05, bP<0.01 vs  同基因组; cP<0.05 vs  异基因组.

图  2  移植小肠组织病理和细胞凋亡. A: 移植小肠排斥反应(HE×100); B: 移植小肠黏膜上皮细胞凋亡(TUNEL).

A B
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器官移植后, 免疫系统常可通过多种途径

导致移植物细胞凋亡, 从而进一步导致移植后

排斥反应的发生[22-27]. 在本研究中同基因单独小

肠、肝移植中细胞凋亡考虑与一过性的缺血-再
灌注损伤相关, 随着损伤的迅速缓解, 细胞凋亡

数亦相应减少. 与同基因移植组相比, 术后5, 7, 
14 d异基因单独小肠、肝移植组及肝肠联合移

植组细胞凋亡数均明显高于前者, 提示此时细

胞凋亡的发生除因缺血-再灌注损伤所致外, 主
要应与术后排斥反应的发生相关. 与异基因小

肠移植组相比, 肝肠联合移植组术后14 d细胞

凋亡数显著低于前者, 这进一步提示移植肝可

减轻机体对移植肠的排斥或延缓排斥反应出现

的时间. 和组织病理学结果类似, 本研究中肝肠

联合移植组与异基因肝移植组相比, 术后细胞

凋亡数无显著性差异, 提示肝肠联合移植术后

肝对小肠发挥免疫保护作用的同时, 其自身免

疫原性并没有增加. 
总之, 采用此预置门静脉侧壁袖套的方法建

立大鼠肝肠联合移植模型是可行的, 肝肠联合

移植时肝对小肠具有免疫保护作用. 
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■同行评价
本文通过技术改
进成功建立大鼠
肝肠联合整体移
植模型, 并研究移
植肝是否对移植
小肠具有免疫保
护作用, 有一定的
新颖性和可读性.
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