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　　［摘要］　目的　建立一种小香猪心脏死亡后器官捐献 （ｄｏｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃａｒｄｉａｃｄｅａｔｈ，ＤＣＤ）供体模
型，并对ＤＣＤ供肾进行病理学评价。方法　 ７只４～６月龄的雄性小香猪（１３～１７ｋｇ）分为标准供体对
照组（Ｃ组，ｎ＝３）和ＤＣＤ组（ｎ＝４），两组肌注苯巴比妥钠麻醉诱导后，建立耳缘静脉通道，行血压、心电
图和氧饱和度（ＳａＯ２）监测，同时注射丙泊酚、舒芬太尼强化麻醉诱导效果。Ｃ组气管插管后机械通气，
丙泊酚、瑞芬太尼和顺阿曲库铵维持麻醉，行开腹术摘取肾脏；ＤＣＤ组静脉推注肝素（３００ＩＵ／ｋｇ）抗凝，
后注射丙泊酚６００ｍｇ和顺阿曲库铵１０ｍｇ使猪心跳呼吸停止，待心停跳３０ｍｉｎ时摘取肾脏。２组肾脏
均切成小块组织，４％多聚甲醛固定，行石蜡包埋，采用ＨＥ染色，光镜下观察正常肾脏和ＤＣＤ边缘供体
肾脏的病理结果变化并进行组织损伤评分。结果　ＤＣＤ组共成功建模 ４只猪在注射过量麻醉药后
ＳａＯ２下降至８０％的平均时间为（３．２５±１．８９）ｍｉｎ，心脏骤停平均时间为（７．７５±３．１０）ｍｉｎ；热缺血３０ｍｉｎ
后获取的ＤＣＤ边缘供肾与Ｃ组供肾相比，肾小管损伤评分增高（Ｐ＜０．０５），肾小球损伤评分均值增高，
但差异无统计学意义。结论　采用静脉注射过量丙泊酚和顺阿曲库铵的方法可有效建立猪 ＤＣＤ边缘
供体模型。
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　　器官移植是各脏器功能不可逆衰竭或终末期疾患
的最佳治疗选择［１］。然而，供体短缺问题已成为当前

器官移植发展受限的关键瓶颈［２］。供体器官来源于

活体供体和死亡供体，死亡供体包括脑死亡器官捐献

（ｄｏｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｂｒａｉｎｄｅａｔｈ，ＤＢＤ）供体和心脏死亡器
官捐献（ｄｏｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃａｒｄｉａｃｄｅａｔｈ，ＤＣＤ）供体。
ＤＣＤ供体与ＤＢＤ供体最大的区别就在于循环系统停
止工作，供体器官热缺血时间较长，ＤＣＤ供体发生移
植物原发性无功能和功能延迟的比例较高［３－４］。不论

是有限的活体供体和 ＤＢＤ占主导的死亡供体都无法
满足临床日渐增加的器官移植需求，提升ＤＣＤ供体质
量并有效应用受到越来越多关注。在使用标准供体的

基础上，拓展使用包括 ＤＣＤ供体在内的边缘供体，可
扩大器官移植供体库［５］，使更多的患者获得器官移植

机会。因此，本研究通过过量麻醉药物诱使猪心跳骤

停构建ＤＣＤ供体模型，为提高 ＤＣＤ边缘供体保存质
量、改善移植器官术后功能和扩大器官移植供体库的

研究提供动物模型。

１　材料与方法

１．１　动物的选择
　　雄性小香猪７只，４～６月龄，体质量１３～１７ｋｇ，来
自陆军军医大学实验动物中心。所有动物实验经过大

学实验动物福利伦理审查委员会批准，并获得动物伦

理证明（ＡＭＵＷＥＣ２０２１０２０９），动物实验的操作过程遵
循《国际动物实验指南》。

１．２　药品与试剂
　　注射用苯巴比妥钠（福建省闽东力捷迅药业有限
公司）；丙泊酚注射液（四川国瑞药业有限责任公司）；

枸橼酸舒芬太尼注射液和注射用盐酸瑞芬太尼（宜昌

人福药业有限责任公司）；苯磺顺阿曲库铵注射液（南

京健友生化制药股份有限公司）；注射用头孢噻肟钠

（国药集团致君深圳制药有限公司）；注射用帕瑞昔布

钠（峨眉山通惠制药有限公司）；盐酸罗哌卡因注射液

（广东嘉博制药有限公司）；肝素钠注射液（常州千红

生化制药股份有限公司）；ＨＥ染色试剂盒（武汉赛维
尔生物科技有限公司）。

１．３　仪器
　　 麻醉呼吸机 （德国 Ｄｒａｇｅｒ）；监护仪 （中国
ＰＨＩＬＩＰＳ）；手术器械（山东新华手术器械有限公司）；
电动吸引器（江苏科凌医疗器械有限公司）；正置荧光

显微镜　（德国ＺＥＩＳＳ公司）。

１．４　方法
１．４．１　实验分组　　Ｃ组：标准供体对照组，猪于全
麻下摘取肾脏，获取肾脏即活体供体；ＤＣＤ组：猪心脏
死亡后３０ｍｉｎ摘取肾脏，获取肾脏即 ＤＣＤ供肾，属于
边缘供体。

１．４．２　猪ＤＣＤ模型建立和边缘供体肾脏的获取　　
对ＤＣＤ组猪肌注苯巴比妥钠４～６ｍｇ／ｋｇ，建立耳缘静
脉通道，固定于手术台上吸氧并监测血压、心电图和脉

搏氧饱和度同时静注丙泊酚２ｍｇ／ｋｇ、舒芬太尼１μｇ／ｋｇ
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强化全麻诱导效果，肝素３００ＩＵ／ｋｇ静注抗凝；肝素注
射５ｍｉｎ后停止供氧，同时静注丙泊酚６００ｍｇ和顺阿
曲库铵１０ｍｇ诱导呼吸停止和心跳骤停，并记录注药
完毕时间、脉搏氧饱和度降至８０％的时间以及猪心跳
停止时间，完成猪ＤＣＤ供体模型建立。根据中国心脏
死亡器官捐献工作指南［６］，心脏死亡的判定标准为呼

吸和循环停止，反应消失，观察期２ｍｉｎ。据此认定为
ＤＣＤ供体建模成功，共成模４只猪。
　　自确定猪心脏死亡后开始计时，记录热缺血时间。
随后行胸腹联合手术暴露心肺和肾脏，于升主动脉根部

插管，使用含２５０００ＩＵ肝素的常温生理盐水２５００ｍＬ
进行持续体循环灌洗；右心耳剪开约１ｃｍ作为循环灌
洗液排出口，吸引管置于胸腔内持续吸排。待热缺血

时间３０ｍｉｎ，摘取肾脏并将其置于无菌冰生理盐水中，
完成ＤＣＤ边缘肾脏供体的获取。
１．４．３　标准供体肾脏的获取　　标准供体对照组（Ｃ组）
猪术前０．５～１ｈ肌肉注射头孢噻肟钠（５０ｍｇ／ｋｇ）。

肌注苯巴比妥钠４～６ｍｇ／ｋｇ，建立耳缘静脉通道，固定
于手术台上吸氧并监测血压、心电图和脉搏氧饱和度

同时静注丙泊酚２ｍｇ／ｋｇ、舒芬太尼１ｕｇ／ｋｇ强化全麻
诱导效果，２～５ｍｉｎ后喉镜暴露声带行气管插管。设
置麻醉机参数呼吸频率为１４～１６次／分，潮气量为１０～
１５ｍＬ／ｋｇ，密切监测猪生命体征。术中丙泊酚［８～
１２ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］和瑞芬太尼［０．５～２μｇ／（ｋｇ·ｍｉｎ）］
持续输注，间断注射顺阿曲库铵（０．２ｍｇ／ｋｇ）维持全
身麻醉。

　　常规消毒铺巾后，逐层暴露，游离显露左肾动脉、
左肾静脉、输尿管及肾周围组织等。肾动脉局部注射

肝素［５０ＩＵ／（ｋｇ·１０ｍｉｎ）］处理猪的肾脏，然后结扎
夹闭并切断上述血管及输尿管，取出左肾，完成正常肾

脏组织的获取。检查无出血和清点纱布器械无误后，

逐层关腹。猪术后镇痛采用舒芬太尼０．５ｕｇ／ｋｇ、注射
用帕瑞昔布钠１ｍｇ／ｋｇ和罗哌卡因切口局部浸润联合
镇痛。待猪恢复足够的意识后送回继续饲养。

镇静 全身肝素化 诱导心跳骤停

开胸开腹术循环灌洗

热缺血
!" #$%

&'&

供肾获取

图１　ＤＣＤ模型建立及边缘供体肾脏的获取流程图

麻醉 开腹术 肾脏局部肝素化 正常肾脏获取

图２　Ｃ组标准供体肾脏的获取流程图

８２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．４．４　肾组织病理观察　　获取活体供体肾脏和
ＤＣＤ供体肾脏后，将其切为厚度小于０．５ｃｍ的切片，
每片均含肾皮质和肾髓质，并立即用 ４％多聚甲醛固
定。固定后经脱水透明、行石蜡包埋切片（５μｍ），脱
蜡、至水和苏木精伊红（ＨＥ）染色，正置荧光显微镜下
观察肾组织病理学结果并拍照记录。每张切片随机选

取１０个不重复视野，每个视野肾小球数量大于等于
３个以上，采用双盲法行组织损伤评分，并计算样本平
均值。根据Ｂａｎｆｆ标准［７］，对肾皮质损伤进行 ０～４级
评分。肾小球损伤以凋亡细胞百分率并根据核染色缺

失情况进行评分：０级，无损伤；１级，凋亡细胞百分率
＜５％；２级，５～２５％的细胞存在凋亡；３级，２５～７５％的
细胞存在凋亡；４级，＞７５％的细胞凋亡。肾小管损伤
的评分标准为［８］：０级，肾小管细胞无损害；１级，肾小
管细胞圆形，管腔扩张；２级，肾小管上皮细胞扁平，细
胞核染色丧失，腔内明显扩张；３级，肾小管结构严重
受损，核未染色；４级，肾小管管状结构完全丧失。
１．５　统计学分析
　　正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ２２．０
软件进行分析，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件作图。２组间
肾组织损伤评分采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　建模成功情况
　　通过静脉注射过量麻醉药物丙泊酚和顺阿曲库铵
后，１２ｍｉｎ内 ４只小香猪均心搏停止，成功建模 ４只
猪，建模成功率 １００％。心跳停止时心电图表现为室
颤或１条直线。
２．２　注药完毕至心搏停止时间
　　从注药完毕至氧饱和度下降至 ８０％的时间为
（３．２５±１．８９）ｍｉｎ；从注药完毕至心搏停止最短时间
５ｍｉｎ，最长１２ｍｉｎ，平均时间为（７．７５±３．１０）ｍｉｎ。
２．３　肾脏大体外观和病理学观察情况
　　Ｃ组肾脏呈鲜红褐色，肉眼未见异常；ＤＣＤ组供
肾呈暗紫色，肉眼未见明显出血灶、梗死灶、感染灶和

肿瘤占位病变等（图３Ａ）。ＨＥ染色显示，２组肾小球
肾小管形态与组织结构清晰，胞质染色均匀，核仁清

晰，肾小球内偶见个别凋亡细胞。Ｃ组肾小管轻微损
伤，ＤＣＤ组肾小管轻中度损伤。Ｃ组部分肾小管上皮
细胞水肿样改变，可见管腔渗出液，未见明显管腔扩

张；ＤＣＤ组可见肾小管上皮细胞圆形或者扁平，管腔
扩张，未见上皮细胞坏死（图３Ａ）。２组肾小球损伤评
分无统计学意义（图３Ｂ），肾小管损伤评分差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ）。
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图３　肾脏外观和病理学观察
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３　讨论

３．１　ＤＣＤ边缘供体应用背景
　　由于供体来源不足，器官移植临床获益受限。为
缓解临床器官移植供体供需严重失衡的矛盾，边缘供

体的使用正在逐渐增加。边缘供体（也称扩大标准供

体）定义为具有早期或晚期功能丧失潜在风险的移植

物［９］。边缘供体肾脏包括年龄大于６０岁的高龄供体、
５０～６０岁合并至少一种危险因素（如脑血管意外死
亡、高血压、血肌酐大于１．５ｍｇ／ｄＬ等）患者供体和心
脏死亡器官捐献（ＤＣＤ）供体［１０］。ＤＣＤ器官作为边缘
供体之一，近年来也越来越多地被应用于器官移植术，

能有效扩大供肾来源［１１］。本研究所构建的 ＤＣＤ供体
模型，可为日渐受到关注的ＤＣＤ供体研究和提高ＤＣＤ
供体保存质量的有效策略研究提供动物模型。

３．２　目前国内外ＤＣＤ模型的构建方法
　　ＤＣＤ建模的动物处死方法包括麻醉法、空气栓塞
法、断头法、颈椎脱臼法、股动脉放血法等。其中吸入

麻醉法、断头法和颈椎脱臼法适用于小动物的处死，并

不适合猪这类大动物。既往国内外制备猪心脏死亡供

体的动物实验方法包括注射氯化钾、麻醉＋呼吸机撤
除（窒息）、冠状动脉结扎＋呼吸机撤除、空气栓塞［１２］、

放血［１３］以及电击［１４－１５］等诱导心脏骤停。ＧＡＢＩＳＯＮＩＡ
等［１６］研究在猪麻醉后通过注射１０％氯化钾处死猪，使
其心脏停止跳动。据国内报道，气管插管全麻后静脉

推注氯化钾诱导心跳骤停，室颤后给予心脏复苏

３０ｍｉｎ，随后关闭心肺复苏机，５ｍｉｎ内没有心电活动
及自主呼吸则为猪心脏死亡，即成功建立猪心脏死亡

模型［１７－１８］。在气管插管全麻后，夹闭气管导管［１９－２０］

或者断开气管导管［２１］停止通气，猪均达到心跳骤停标

准，可建立稳定的猪窒息性心跳骤停模型。毕见龙

等［２２］研究在结扎冠状动脉后即行腹主动脉插管，心脏

停搏后行门静脉插管，建立可控型小型猪心脏死亡供

体模型。该方法最大优势在于心脏停搏后可在最短时

间内进行器官灌注，造成的器官组织损伤程度可重复

性佳，但操作技术要求高。

３．３　本研究所构建模型的原因及优势
　　本研究选择猪的原因是：小香猪各种器官系统其
形态和生理功能与人类非常相似［２３］，能够更好地模拟

人体器官的生理及病理过程，是进行ＤＣＤ供体器官研
究的理想动物模型。ＳＡＦＡＥＥ等［２４］研究通过注射丙

泊酚６００ｍｇ，当收缩压＜５０ｍｍＨｇ，再给予 ＫＣｌ１．５ｇ
（１０％ＫＣｌ，１５ｍＬ）使猪心脏死亡。本实验ＤＣＤ模型的
建立是在参考ＳＡＦＡＥＥ等研究基础上改良的，为避免
氯化钾对细胞膜稳定性、通透性的影响和贴近临床实

际情况，本研究未使用氯化钾，仅通过静脉注射丙泊酚

６００ｍｇ和顺阿曲库铵 １０ｍｇ使猪心跳和呼吸停止。
高浓度的钾可使心肌失去收缩能力，心脏急性扩张，

致心脏迟缓性停跳而死亡。然而注射氯化钾后细胞损

伤严重，线粒体肿胀很明显，嵴模糊不清，细胞核明

显异常。空气栓塞法可使动物在极短时间内死亡，但

易致内脏淤血。前述几种建模方法操作较复杂，与临

床ＤＣＤ供者的死亡模式差异较大，难以模拟临床实际
情况。与之相比，本研究的建模方法操作简便，不需要

氯化钾、气管插管和开胸冠状动脉结扎等，建模成功率

１００％，１０ｍｉｎ左右使猪在睡眠中心跳呼吸停止，避免
动物较长时间处于痛苦或濒死状态，且与临床ＤＣＤ供
者的模拟程度较好，适用于ＤＣＤ供体的实验研究。
３．４　本研究ＤＣＤ模型肾脏病理分析
　　本研究所建立的模型适用于各种 ＤＣＤ边缘供体
的获取，如ＤＣＤ供肺、供肝、供肾、心脏供体等。该研
究选择供肾作为 ＤＣＤ供体器官代表，观察到 ＤＣＤ供
肾外观不如正常肾脏般色泽鲜艳，颜色暗紫。ＤＣＤ边
缘供肾经ＨＥ染色后组织和细胞形态保存完好，未见
明显肾小球硬化和动脉管腔狭窄情况，肾小球损伤可

忽略不计；尽管ＤＣＤ组与 Ｃ组相比，肾小管损伤评分
增加，但总体损伤在２级以内，属于轻中度损伤，根据
Ｂａｎｆｆ标准该供体符合移植要求。
３．５　研究意义与展望
　　良好动物模型的构建被认为是推进生物医学研究
的关键，是基础研究向临床转化前的重要步骤。通过

对具有稳定性的动物模型构建方法的充分描述，有利

于相关研究的深入开展。随着医学科学的进步和对

ＤＣＤ的认识不断深入，更科学有效的 ＤＣＤ供体器官
保护方法将是以后的研究热点。一个稳定可控并和临

床现况密切相关的 ＤＣＤ动物模型，对于研究 ＤＣＤ供
体病生机制及探索提高其保存质量的方法非常重要。

本研究通过过量全麻药丙泊酚和肌松药顺阿曲库铵建

立的猪ＤＣＤ供体模型具有可重复性和可操作性，与其
他大动物建模方法相比具有便捷和耗时少的显著优

势，为开展基于ＤＣＤ供体的各类基础研究提供了一种
实用动物模型。
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