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“锚定结”法小鼠颈部异位心脏移植模型构建及其稳定性测试
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　　［摘要］　目的　在传统 Ｃｕｆｆ法（“袖套”法）血管吻合技术基础上进行改良，优化小鼠颈部异位心
脏移植操作步骤、过程，以建立更稳定的小鼠颈部异位心脏移植模型。方法　将６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠（体质量 ２０～２４ｇ）分为实验组（通过“锚定结”法进行小鼠颈部异位心脏移植）和对照组（用传统
Ｃｕｆｆ法进行小鼠颈部异位心脏移植）。记录各项操作步骤时间、血管外翻次数、血管修剪次数、实验失败
原因等。术后每天观察、触摸判断小鼠颈部供心存活情况，存活＞４８ｈ为移植成功。术后第７、１４天ＨＥ
染色观察实验组小鼠吻合血管处组织；第７天心肌肌钙蛋白 Ｔ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎＴ，ｃＴｎＴ）染色观察２组
小鼠供心。结果　①实验组共进行２５只移植，失败２只，供心存活率９２％；对照组共进行２５只移植，失
败８只，供心存活率 ６８％。实验组动脉平均外翻 １．１６次，修剪 ０．０４次；静脉平均外翻 １．１６次，修剪
０．０４次。对照组动脉平均外翻２．００次，修剪０．２１次；静脉平均外翻２．２８次，修剪０．４６次。②实验组、
对照组的颈部心脏移植总时间［（７７．２２±３．８２）ｖｓ（８７．４９±８．０１）ｍｉｎ］、分离血管＋套管时间［（３０．０６±
２．６８）ｖｓ（３６．５０±６．６７）ｍｉｎ］、颈部血管吻合时间［（７．３１±１．０８）ｖｓ（１２．３４±２．５８）ｍｉｎ］差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。③术后第７、１４天实验组吻合血管处组织 ＨＥ染色显示血管通畅。④术后第７天供心
ｃＴｎＴ染色情况提示对照组、实验组均无大面积坏死。结论　“锚定结”法进行小鼠颈部异位心脏移植保
证了单人显微操作的稳定、高效，术后供心存活时间长、吻合血管通畅率高、心功能状态好、术后并发症少。
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　　心脏移植是治疗终末期心力衰竭最有效的方式，
但目前心脏移植仍面临很多问题，主要有同种移植供

心短缺、术后免疫排斥等，这极大地限制了心脏移植的

发展，严重影响患者生活质量及预期寿命。因此，寻求

更广泛的供体来源、减轻心脏移植后的排斥反应、甚至

诱导免疫耐受是解决上述问题的关键。而动物实验作

为其重要的研究手段，可用于同种或异种心脏移植研

究、免疫排斥／耐受机制研究、器官保护研究、新型抗排
斥药物研发等［１－２］。相较于其他动物，小鼠与人类基

因相似度在 ９０％以上，且遗传背景清晰，可使用的生
物制剂广泛，有多种基因编辑模型等优势。因此，小鼠

是心脏移植免疫排斥等相关研究的理想实验动物。

　　１９７３年ＣＯＲＲＹ等［３－８］首次建立小鼠腹部异位心

脏移植模型，具有可重复性强、成本低的优点。但存在

手术技术要求高、创伤大、时间长、术后腹腔粘连严重、

术后存活率低、不易观测供心存活状态等问题，未得到

广泛应用。１９９１年 ＣＨＥＮ等［３－４，９］首次建立小鼠颈部

异位心脏移植模型。后来 ＭＡＴＳＵＵＲＡ等［４，１０－１６］成功

地将Ｃｕｆｆ法（“袖套”法）血管吻合技术应用于小鼠颈
部异位心脏移植，其优点在于无需血管缝合、可减少手

术时间、降低手术操作难度等，但存在需双人操作、较

匹配的套管难以获取、血管外翻训练周期长、外翻成功

率低（如：血管撕裂、血管滑脱等）等问题［１７－２０］。本研

究通过不断尝试逐步优化操作流程、完善操作方法等

改良小鼠心脏移植模型，以提升小鼠颈部心脏移植模

型稳定性。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　本研究实验动物采用６～８周Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，
体质量 ２０～２４ｇ，购自陆军军医大学动物实验中心［实

验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ（渝）２０２２００１１，使用许可
证号ＳＹＸＫ（渝）２０２２００１８］。本研究实验动物的使用
严格遵守动物伦理使用规范，获得陆军军医大学实验

动物福利伦理委员会批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２２７０１０）。
１．２　分组
　　采用简单随机抽样将小鼠分为对照组和实验组
（ｎ＝２５），实验组使用“锚定结”法进行小鼠颈部异位
心脏移植，对照组采用传统 Ｃｕｆｆ法进行小鼠颈部异位
心脏移植。

１．３　手术主要设备及药品
　　体视显微镜、小动物保温仪、小动物麻醉机购自深
圳华阳生物技术有限公司；显微手术器械、异氟烷购自

深圳瑞沃德生命科技股份有限公司，７０、９０尼龙线购
自上海浦东金环医疗用品有限公司，２２Ｇ、２６Ｇ静脉
留置针购自威海洁瑞医用制品有限公司，ＤｅｌＮｉｄｏ心
脏停搏液购自陆军军医大学第一附属医院药剂科。操

作前准备：２２Ｇ静脉留置针做静脉套管，２６Ｇ静脉留
置针做动脉套管，９０尼龙线做预制线圈。
１．４　受体手术方法
１．４．１　麻醉、固定　　３％～４％浓度异氟烷诱导受体
小鼠麻醉，维持麻醉浓度 １％～２％。通过定期评估脚
趾挤压退缩反射，确保在整个手术过程中得到充分的

麻醉。麻醉成功后，仰卧位，置于保温毯上，固定四肢，

消毒，备皮。腹腔注射１２５Ｕ／ｍＬ肝素０．１５～０．２０ｍＬ。
１．４．２　切皮、游离下颌下腺　　右侧颈部横切口，游
离并完整切除右侧下颌下腺。实验组将切除的下颌下

腺保存于４℃生理盐水中备用。对照组无需保存。
１．４．３　分离血管　　先游离右侧颈外静脉，远心端至
血管分叉处以上，近心端至右侧锁骨上，离断分支血

管。再游离右侧颈总动脉，远心端游离至分叉处，近心

端至锁骨上。

３２８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）



! " #

Ａ：放置套管　１：血管牵引线；２：套管；Ｂ：阻断血供，制作锚定结　３：锚定结；４：血管夹；Ｃ：血管外翻、固定　５：固定线结；
６：锚定结及外翻血管壁

图１　“锚定结”法小鼠颈部异位心脏移植操作步骤直观图

１．４．４　血管结扎　　使用 ７０尼龙线双重结扎颈外
静脉远心端，保留近心端一支结扎线做血管牵引线，自

双重结扎线间离断颈外静脉。血管牵引线穿过静脉套

管（图１Ａ），血管夹阻断颈外静脉血流（图１Ｂ）。
１．４．５　血管外翻、固定　　实验组使用预制线圈在套
管上段做一线结（锚定结），修剪线尾使其呈“Ｖ”型
（图２Ａ），剪断远心端血管及血管牵引线，１２５Ｕ／ｍＬ肝
素水冲洗血管腔，使用锚定结稳定外翻血管（图２Ｂ），
７０尼龙线结扎固定（图 １Ｃ、２Ｃ），同样方法处理颈总
动脉。对照组剪断远心端血管及血管牵引线，１２５Ｕ／ｍＬ
肝素水冲洗血管腔后进行血管外翻，７０尼龙线结扎
固定，同样方法处理颈总动脉。

Ａ：制作锚定结；Ｂ：外翻血管（利用锚定结“Ｖ”型线尾结构，
使外翻血管稳定在套管上）；Ｃ：外翻血管结扎固定；Ｄ：血
管外翻过程

图２　“锚定结”法小鼠颈部异位心脏移植血管外翻、固定操
作示意图

１．５　供体手术方法
１．５．１　麻醉　　供体小鼠腹腔注射０．２～０．３ｍＬ浓
度０．３％戊巴比妥钠。

１．５．２　固定、切皮　　麻醉成功后，仰卧位固定，消
毒，切皮，上至胸骨上窝，下至膀胱，暴露下腔静脉。

１．５．３　肝素化　　自下腔静脉注射 １２５Ｕ／ｍＬ肝素
水 １ｍＬ，１ｍｉｎ后横断腹主动脉和下腔静脉全身放血。
１．５．４　暴露心脏、心肌保护　　“Ｕ”型打开胸骨，将
整个胸骨上翻后固定，暴露心脏，分离胸腺暴露升主动

脉，自主动脉弓处注入４℃心脏停搏液１ｍＬ，心脏停跳
后，用４℃含心脏停搏液的湿棉球或湿纱布覆盖心脏。
１．５．５　供心摘取　　７０尼龙线集束结扎肺静脉、上
下腔静脉。游离升主动脉至主动脉弓处并离断，游离

肺动脉至左右肺动脉分叉处（图３）。实验组：使用９０
尼龙线结扎肺动脉后离断，保留一支结扎线留作肺动

脉牵引线，于肺动脉侧壁剪一侧口（图３Ｂ、图４）；保留
集束结扎线做心脏固定线，离断肺静脉、上下腔静脉

等，完整取出供体心脏。对照组：直接离断肺动脉，离

断肺静脉、上下腔静脉等，完整取出供体心脏。２组皆
将供心置于４℃的心脏停搏液中轻压心脏排气。
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Ａ：放置肺动脉结扎线　１：肺动脉结扎线；２：肺动脉；３：供
心；Ｂ：结扎、离断肺动脉，做牵引线及侧壁切口　４：肺动脉
侧壁切口；５：肺动脉牵引线

图３　“锚定结”法小鼠颈部异位心脏移植肺动脉游离操作
直观图
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１．６　供心移植
１．６．１　血管吻合　　实验组：用心脏固定线将供心固
定于受体小鼠颈部，将预制线圈套入肺动脉。左手牵

拉肺动脉牵引线，右手牵拉肺动脉侧口处血管壁，将肺

动脉连接于颈外静脉套管处（图４Ｂ），拉紧线圈固定；
将预制线圈套入主动脉，将主动脉连接于颈总动脉套

管处，拉紧预制线圈固定。对照组：将预制线圈套入肺

动脉，双手牵拉肺动脉断端侧壁，将肺动脉连接于颈外

静脉套管处，拉紧线圈固定；主动脉颈总动脉吻合操
作同实验组。

Ａ：肺动脉侧壁切口及肺动脉牵引线操作；Ｂ：用肺动脉牵
引线将肺动脉套入颈外静脉进行血管吻合

图４　“锚定结”法小鼠颈部异位心脏移植肺动脉颈外静脉
血管吻合操作示意图

１．６．２　恢复血供　　先开放静脉血管夹，再缓慢开放
动脉血管夹，可见供心颜色变为鲜红色，并快速复跳。

１．６．３　供心位置固定与缝合　　调整供心位置，避免
吻合血管扭曲、打折（图 ５Ａ）。实验组将受体小鼠自
体下颌下腺塑形并回填、包裹吻合血管，填充间隙

（图５Ｂ）。对照组无需回填。７０尼龙线缝合受体颈
部切口。

! "

Ａ：调整后供心位置　可见吻合血管周围间隙；１：下颌下

腺；２供心；Ｂ：下颌下腺回填　３：塑形后下颌下腺

图５　“锚定结”法小鼠颈部异位心脏移植下颌下腺回填直观图

１．７　术后处理与观察
　　术后给予皮下注射生理盐水 １ｍＬ，单笼饲养，通
过视诊和触诊每天观察供体心脏的存活情况，＞４８ｈ
为移植成功。术后第７、１４天采用简单随机抽样选取
实验组小鼠，取套管处血管组织做 ＨＥ染色；术后第
７天２组小鼠供心行心肌肌钙蛋白 Ｔ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎ
Ｔ，ｃＴｎＴ）染色观察。
１．８　统计学方法
　　运用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析，计数资料
用频次（％）表示；计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用
ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　术后４８ｈ供心存活率实验组优于对照组
　　实验组共进行 ２５只移植，术后 ４８ｈ供心存活率
９２％（２３／２５）。移植过程失败２只，其中开放动静脉后
吻合血管出血死亡１只，移植过程中受体不明原因死
亡１只。完成移植后供心全部存活。
　　对照组共进行 ２５只移植，术后 ４８ｈ供心存活率
６８％（１７／２５），失败８只。包括移植过程中失败５只，
其中颈外静脉撕裂 １只（颈外静脉在血管外翻、套管
过程中撕裂，无法完成套管操作），肺动脉撕裂 １只
（肺动脉颈外静脉吻合过程中血管撕裂，导致吻合失
败），吻合血管出血 ３只（开放动静脉后吻合血管出
血）；完成移植后供心存活＜４８ｈ共 ３只，主要原因为
吻合血管扭曲打折。

　　术后４８ｈ供心存活率实验组（９２％）要明显优于对
照组（６８％）；并发症发生情况实验组明显少于对照组，
移植过程中失败率实验组（８％）小于对照组（２０％）。
２．２　动静脉翻转、修剪次数实验组均少于对照组
　　实验组动脉平均翻转１．１６次，修剪０．０４次；静脉
平均翻转１．１６次，修剪０．０４次。对照组动脉平均翻
转２．００次，修剪０．２１次；静脉平均翻转２．２８次，平均
修剪０．４６次。实验组在血管翻转次数和修剪次数上
均少于对照组。

２．３　心脏移植操作时间比较
　　颈部心脏移植总时间、分离血管＋套管时间、颈部
血管吻合时间实验组用时明显少于对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。２组取供心时间差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），见表１。
２．４　实验组术后７、１４天吻合血管通畅（ＨＥ染色）
　　术后第７、１４天实验组吻合血管处组织 ＨＥ染色
提示血管壁完整，没有明显损伤、破裂或溃疡。血管壁

无明显增厚及纤维化。血管内腔清晰，无明显狭窄或

阻塞。血管无血栓形成等病变（图６）。
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表１　２组小鼠心脏移植操作时间 （ｍｉｎ，珋ｘ±ｓ）

操作时间　　 实验组（ｎ＝２３） 对照组（ｎ＝２０） ｔ Ｐ
颈部心脏移植总时间 ７７．２２±３．８２ ８７．４９±８．０１ －５．４８１ ＜０．００１
分离血管＋套管时间 ３０．０６±２．６８ ３６．５０±６．６７ －４．４６９ ＜０．００１
取供心时间 ２４．３４±１．５１ ２３．９２±２．００ ０．８２０ ０．４１３
颈部血管吻合时间 ７．３１±１．０８ １２．３４±２．５８ －８．７４３ ＜０．００１
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图６　ＨＥ染色观察“锚定结”法颈部异位心脏移植术后７（Ａ）、１４（Ｂ）ｄ小鼠血管吻合处组织结构

２．５　术后第７天２组小鼠供心均无无大面积心肌坏死
　　术后第７天供心ｃＴｎＴ染色（免疫荧光）情况提示
２组小鼠均无大面积心肌坏死，心肌细胞存活率高
（图７）。
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图７　ｃＴｎＴ染色观察对照组（Ａ）与实验组（Ｂ）“锚定结”
法颈部异位心脏移植小鼠术后第７天供心组织结构

３　讨论

３．１　小鼠颈部异位心脏移植主要操作难点及改良
　　在使用传统Ｃｕｆｆ法（“袖套”法）进行小鼠颈部异
位心脏移植过程中，总结血管外翻过程存在的难点：

①单人外翻血管过程中稳定外翻血管及结扎固定难以
同时进行；②外翻血管容易滑脱，多次外翻血管容易导
致血管壁撕裂，以及术后出血、血管夹层形成等并发

症。本研究在”袖套”法基础上加入了“锚定结”（图

１Ｂ、Ｃ，图２）。采用易获取的尼龙线，在套管上做一线

结，保留合适线尾长度使其呈“Ｖ”型，原理类似“弓箭
头”，制造锚定力量，使外翻血管牢牢稳定于套管上，

避免滑脱。在实验组中，分离血管＋套管时间短［实验
组为（３０．０６±２．６８）ｍｉｎ，对照组为（３６．５０±６．６７）ｍｉｎ］、
血管外翻次数少（动脉平均外翻次数：实验组１．１６次，
对照组２．００次；静脉平均外翻次数：实验组１．１６次，
对照组２．２８次）、血管修剪次数少（动脉平均修剪次
数：实验组０．０４次，对照组０．２１次；静脉平均修剪次
数：实验组０．０４次，对照组０．４６次），相较对照组有显
著改善，改良方法提升操作效率、提高外翻成功率、减

少血管撕裂等风险。

３．１．１　血管吻合过程中存在的难点　　①小鼠肺动
脉相较升主动脉薄、短，血管吻合操作时肺动脉血管壁

极易撕裂；②肺动脉与静脉套管匹配度差，套管在肺动
脉中活动度大，稍有不慎容易造成肺动脉后壁不全结

扎，导致开放后吻合血管出血。本研究保留完整的主

肺动脉，缝线结扎后，保留结扎线作为肺动脉牵引线，

肺动脉侧壁剪开略小于静脉套管直径的切口（图３Ｂ、
４Ａ）。使用肺动脉牵引线避免器械牵拉损伤肺动脉
壁，同时较小的侧口可保证套管进入后相对稳定，有效

避免因结扎不完全导致的出血。该操作可单人实施、

成功率高、可重复性强。在操作时间上颈部血管吻合

时间实验组明显少于对照组，且实验组肺动脉撕裂数

（０只）、吻合血管出血数（１只）明显少于对照组肺动
脉撕裂（１只）及吻合血管出血数（３只）。改良方法可
有效减少血管吻合操作时间，吻合后出血等并发症发
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生率降低。

３．１．２　保证吻合血管通畅要点　　为保证移植后供
心长期、稳定的存活，吻合血管通畅是基本要求，在实

际实验中：①小鼠右侧下颌下腺摘除及软组织游离后，
颈部空间相对较大，供心具有活动度，特别是吻合血管

缺乏有效支撑（图 ５Ａ），血管容易打折，甚至扭曲，从
而导致供血或回流障碍。②小鼠苏醒后头颈部活动以
及抓挠等行为，同样容易发生供心移位导致吻合血管

扭曲、打折。通过反复实验发现，在血管吻合完成后，

将摘除的右侧下颌下腺塑形、回填于吻合血管周围，可

包裹、固定吻合血管，降低供心活动度，术后由于腺体

的保护（图５Ｂ），从而尽可能避免小鼠抓挠等行为造成
吻合血管扭曲、打折，保证供心的动脉供血及静脉回流

稳定。术后实验组吻合血管扭曲、打折（０只）数明显
少于对照组（３只），且术后取材时观察到吻合血管周
围被下颌下腺组织紧密贴附，该方法可有效减少术后

血管扭曲、打折情况发生，术后供心存活率高。

３．１．３　小鼠颈部异位心脏移植操作关键点　　①游
离受体颈部血管时血管长度要足够，以防止血管外翻

造成血管撕裂时也可有足够长度血管进行修剪，避免

因血管长度不足造成实验失败。②开放静脉血管夹前
可适当去除部分套管固定臂，以防后期固定臂处压迫

血管导致血管扭曲、打折等，造成血液回流不畅。③在
经主动脉弓处注入心脏停搏液时，尽量缓慢推注，避免

心脏过度充盈，造成供心主动脉瓣膜损伤。④摘取供
心后，放入４℃停搏液中轻压心脏排气、排血，避免气
泡等进入供心，造成心肌梗死等。⑤在集束结扎肺静
脉、上下腔静脉时，应尽量远离供心处结扎，避免造成

心脏形态改变。⑥肺动脉侧壁做切口时注意与颈外静
脉套管匹配，过大吻合血管时容易滑脱，过小可能撕裂

肺动脉。⑦吻合血管时先吻合肺动脉颈外静脉，再吻
合主动脉颈总动脉，这样可以避免因肺动脉短、主动
脉长而造成肺动脉颈外静脉血管吻合困难和吻合后
血管扭曲、受压。

３．２　研究意义及局限性
　　小鼠异位心脏移植模型因技术要求高、操作难度
大、学习曲线长等因素，导致其难以被广泛应用。本研

究在传统Ｃｕｆｆ法（“袖套”法）基础进行改良，通过对显
微血管外翻套管操作、吻合操作及吻合血管保护等进

行技术改良，保证了单人显微操作的稳定、高效，操作

过程可控。小鼠颈部异位心脏移植模型术后供心存活

时间长、吻合血管通畅率高、术后并发症少，小鼠颈部

心脏移植模型的稳定性得到提升，可推广性较强。但

本研究存在一定局限性：本研究初步证明了“锚定结”

法相较传统Ｃｕｆｆ法（“袖套”法）在操作效率、移植成功

率等方面具有优势，但未针对移植术后供心心功能状

态做进一步研究；针对下颌下腺回填效果，样本量较

少，未来需要更多的样本量来提高研究的可靠性和有

效性。
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