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肝移植大鼠肠外营养模型的建立与评价
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　　提　要:目的　建立稳定的肝移植大鼠全肠外营养(TPN)模型。方法　以二袖套法进行大鼠原位肝移植 , 并采用改

制的代谢笼及输液保护架 ,术后 6 h 从右颈外静脉给予含中长链脂肪乳剂的 TPN , 观察其大体情况及 7 d 存活率 、肝功能 、

移植肝组织学改变。结果　30例肝移植大鼠 TPN支持后 7 d 存活率 86.7%(26 30),光镜检查肝细胞无坏死 ,电镜检查线

粒体结构完整。结论　本实验所建立的大鼠肝移植 TPN模型稳定 、重复性好 、易于操作。
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　　Abstract:Objective　To establish a stable model of total parenteral nutrition (TPN)in rats with liver trans-

plantation.Methods　Orthotopic liver transplantation was performed and the portal vein and hepatic inferior vena ca-

va were reconstructed by the cuff technique in rats.TPN was given with modified tube and retainer at 6 h after opera-

tion.The 7-day survival rate , liver function , and pathological changes of the liverwere observed.Results　The ani-

mal survival rate was 86.7%(26 30).Light microscopy and electronmicroscopy showed that the morphology of hep-

atocytes and mitochondrion was normal after TPN for 7 d.Conclusion　The model of TPN in rats with liver trans-

plantation established in this study is stable , reproducible , and easy to operate.

　　Key words:liver transplantation;rat;total parenteral nutrition;animal model

　　肝脏移植已成为治疗终末期肝病的惟一有效手

段 ,针对此类病人的合理营养支持十分必要。但是 ,由

于缺乏相关的系统研究 ,目前尚没有标准的营养支持

方案 ,而建立合适的动物模型是进行实验研究的必要

前提条件。因此 ,本研究的目的是建立稳定的大鼠肝

移植 TPN模型 ,为进一步深入进行肝移植后的营养支

持研究奠定基础 。
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1　材料与方法

1.1　实验动物及分组
　　封闭群雄性SD 大鼠78 只 ,购自上海西普尔-必凯实验动物

有限公司 ,体质量 220 ～ 240 g , 1 周后进行实验。采用随机数字

表法 , 取 6只大鼠作为正常对照(NC)组 ,余随机配对行肝移植

手术 , 选体重较小者为供体 , 体重较大者为受体。 术后 6 h , 随

机选取 6 只肝移植大鼠作为肝移植后对照(TC)组;另 30 只肝

移植大鼠行 TPN 支持(TPN 组)。NC 及 TC 组大鼠于术后 6 h

处死。

1.2　主要仪器设备及试剂
1.2.1　仪器及试剂　　XTS-4A型双人双目手术显微镜(镇江

光学仪器厂);SSW-3 型显微外科手术器械包(上海手术器械

厂);YBWZ-12型微量注射泵(上海三峰爱德华电气公司);20%

力能中长链脂肪乳(250 ml), 水乐维他 ,安达美 , 维他利匹特(华

瑞制药公司);10%18-F复合氨基酸(250 ml)(天津天安药业)。

1.2.2　代谢笼改制及输流保护架制备　　参照文献[ 1] , 对管
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道及保护装置加以改进。将代谢笼顶面中间两根铁丝用尖嘴

钳弯成直径为 1.5 cm 的圆形。截取直径 2.7 cm壁厚 0.1 cm 的

铜管 2.0 cm ,两端扩为喇叭口状 , 将铜管嵌于代谢笼顶的铁丝

圆弧中。截取25 cm 2 000 W的电炉丝制作输液保护架 , 将其一

端 3～ 4个螺纹修整为喇叭口状。消毒过的人体硅胶管一端与

微量注射泵的注射器延长管相连 ,另一端经保护架由喇叭口穿

出 ,胶布固定。

1.3　肝移植大鼠TPN模型制作
1.3.1　二袖套法肝移植　　供 、受体大鼠术前均禁食 12 h , 不

禁水 , 术前称重。腹部以 8%Na2S 脱毛 , 术野碘伏消毒 , 持续吸

入乙醚麻醉。供体取上腹部横切口 , 切取供肝 , 于 4 ℃乳酸钠

林格氏液中进行门静脉及肝下下腔静脉袖套安装。受体取腹

部正中线切口 ,记录肝移植各步的手术时间及无肝期。肝移植

完成后 , 用 4 ml空针斜行刺入右肾静脉水平以下肝下下腔静

脉 ,缓慢推注 5%碳酸氢钠和生理盐水混合液(1∶7)1 ml , 拔针

后以干棉签轻压 1～ 2 min ,关腹。保暖至苏醒 , 禁食水。

1.3.2　TPN 输液管道的插入及固定　　肝移植术后 5.5 h , 将

大鼠再次乙醚麻醉 , 于背部平肩胛处脱毛消毒。 仰卧固定四

肢 ,右颈部脱毛消毒。由下颌至锁骨上缘纵形切开右颈部 , 分

离右颈外静脉 ,远端结扎。以硬膜外穿刺针引导硅胶管由右颈

外侧皮下至背部脱毛处穿出 ,排净输液管内气体。夹闭右颈外

静脉近端 ,切开后插入硅胶管约 4 ～ 5 mm 深结扎固定 , 缝合右

颈部皮下组织及皮肤。翻转大鼠 ,以 7号线将保护架喇叭口最

远端的螺圈于大鼠后背皮肤上缝合固定。

1.3.3　术后处理　　大鼠放入代谢笼内 , 保护架及输液管道

由铜管内穿出 , 在笼外保护架中上 1 3 处加 20 ml 注射器针头

护套 ,用胶布“十”字形固定。橡皮条悬吊保护架外连接于微量

输液泵。术后6 h开始输液。术后保温 12 h , 实验期内禁食水 ,

肌注青霉素 1×105 U d。大鼠观察室温度为 20 ～ 23 ℃,光照时

间 8:00 ～ 20:00。

1.4　TPN液体配制方案
　　参照 TAO[2]及李可洲[3]大鼠 TPN输液方案 , 重新设计 , 于

无菌操作台上配制入 3 L 袋中 , 置 4 ℃冰箱存放 , 配方见表 1。

术后 6 h以 8.9 ml·kg-1·h-1速度输入 , 此 TPN液提供非蛋白热

量为741.8 kJ·kg-1·d-1 , 输入氮量 1.5 g·kg-1·d-1 , 非蛋白热量

∶氮=494.5 kJ∶1 g , 糖脂供能比 6∶4。

表 1　肝移植大鼠 TPN 液体配方(ml)

Tab 1　Components of TPN solution for rats with liver

transplantation(ml)

Components of TPN Volume

20%Lipovenoes MCT 188

50 % glucose 266

10% amino acid(18-F) 536

10% Sodium chloride 35

10%Potassium chloride 15

10%Calcium gluconate 10

Soluvit N 10

Vitalipid N 2

Addamel N 10

Total 1 072

1.5　检测指标及方法
1.5.1　一般情况　　观察肝移植大鼠 TPN 期间精神 、活跃程

度 、体毛变化。术后 7 d 存活率以及手术并发症 、TPN 管道并发

症。

1.5.2　肝功能　　7 d存活大鼠TPN 停止 2 h后活杀收取血液

标本 ,检测血清 ALT、AST、TBIL。

1.5.3　肝脏组织学变化　　7 d存活大鼠停止 TPN 2 h 后活杀

收取肝脏标本 ,一部分 10%甲醛固定 , 常规石蜡包埋切片 , HE

染色 , 光镜观察 ,另一部分用经 2%戊二醛预固定 , 制作常规超

薄切片 ,行电镜观察。

1.6　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , 采用SPSS 10.0进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　肝移植大鼠 TPN模型主要手术步骤时间

　　24 例大鼠原位肝移植手术供肝切取时间(16.8±1.1)min ,

肝脏修整及双袖套置入时间(14.1±1.9)min , 无肝期为(13.0±

1.6)min ,大鼠肝移植手术总时间为(70.7±5.8)min , TPN管道置

入时间(17.3±1.4)min。

2.2　术后7 d存活率以及手术并发症 ,TPN管道并发症
　　共行肝移植大鼠 TPN 治疗 30 例 , 死亡 4 例 , TPN 模型 7 d

存活率为 87.5%。 2例因手术后出血死亡 , 1 例因术后 TPN 致

肺水肿于术后3 d 死亡 ,另 1例于 4 d时管道发生漏液至皮下水

肿感染 ,于术后 5 d 死亡。 TPN 管道并发症 2 例 , 均为右颈外静

脉下段血管壁穿孔引发皮下漏液致皮下水肿 , 其中 1 例死亡 ,

另1 例 3 d 时皮下漏液 , 发现后于左侧颈外静脉再次重新插管

后存活至 7 d。未见 TPN管道脱落 、阻塞等其它管道并发症。

2.3　大体情况
　　肝移植大鼠术后即清醒 、站立。 TPN 插管麻醉清醒后大鼠

可自由活动 ,有撕咬保护架行为。 1、2 d 时大鼠精神软 , 耳 、尾

略显苍白 , 活动减少 , 皮毛略显杂乱 , 3 d 后开始逐渐恢复 ,活动

量增加 ,觅食要求明显 , 均未见明显的黄疸。 7 d 时大鼠精神

好 ,体毛整齐。

2.4　大鼠肝功能的变化
　　见表 2。

表 2　TPN肝移植大鼠肝脏功能的变化( x±s)

Tab 2　Effects of TPN on hepatic function of rats with l iver

transplantation( x±s)

Group ALT(U) AST(U) T BIL(μmo l L)

NC 50.00± 11.21 436.33± 69.57 2.07±0.35

TC 1061.83±150.25＊ 623.00±185.23＊ 2.93±0.57＊

TPN 57.00± 8.22■ 423.60± 38.55■ 2.16±0.25■

＊:P<0.05 , vs NC;■:P<0.05 , vs TC

2.5　肝移植大鼠 TPN肝脏病理及超微结构改变

　　TPN 7 d 后大鼠肝脏无明显坏死 , 肝小叶形态正常 ,未见空

泡变性及水样变 ,汇管区胆管增生 , 伴中度淋巴细胞浸润。 TPN

7 d后肝细胞内糖元较多 , 线粒体发达 , 结构完整。粗面内质网
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发达 ,排列整齐;核膜完整 ,核无固缩。

3　讨论

　　本研究中 30例肝移植大鼠术后 TPN 7 d存活率为

86.7%。以往研究报道肝移植后大鼠自由进食 1周存

活率为 83%～ 88%
[ 4 ～ 6]

,与我们的实验结果较接近 ,表

明与自由进食的大鼠相比 ,肝移植后行 TPN对大鼠的短

期存活没有明显差异。术后大鼠可自由活动 ,经 TPN支

持治疗后精神好 ,体毛整齐无脱落;仅 2例发生了管道

并发症。术后 6 h 肝功能指标显著升高 ,但经 7 d TPN

后恢复至正常;未见明显的免疫排斥反应及其它病理改

变 ,表明此模型可用于肝移植后营养支持研究。

在模型建立中 ,快捷高质量完成移植手术是大鼠

长期耐受 TPN 支持的第一步;代谢笼加工 、保护架制

备 、TPN管道选择 ,插管及固定技巧也是 TPN 成功关

键所在。

3.1　快速 、高质量的大鼠原位肝移植

　　主要是术中双人配合操作技巧以及采用胆管支架

吻合胆管。此外 ,我们对肝移植后的补液方式进行了

改进 。肝移植大鼠的补液多于关腹后由大鼠尾静脉或

阴茎背静脉补液
[ 7, 8]
,但我们发现肝移植术后尾静脉及

阴茎背静脉穿刺成功率均不高。我们在术后关腹前 ,

由肝下下腔静脉直接注射补液 ,成功率 100%,无 1只

大鼠因此而出血死亡 。

3.2　代谢笼的加工及保护架的制备

　　大鼠输液装置多经颈外静脉插管 ,因大鼠颈外静

脉较粗
[ 9]
。插管由颈部经皮下隧道引至背部穿出连接

输液泵。保护装置一般分为三个部分:①固定管道在

大鼠背部引出部分;②由大鼠背部到代谢笼顶部的部

分;③管道穿出代谢笼部分。

大鼠背部管道的固定问题得到了较好的解

决
[ 10 , 11]

,但代谢笼顶至大鼠背部的管道部分仍得不到

良好的保护;用电炉丝制作保护架
[ 1]
,笼内管道及保护

架经代谢笼顶部轴承空出 ,有较好的保护作用 ,但仍有

不足。我们改良后的代谢笼及保护架具以下优点:①

在牢固固定管道的同时 ,可以全程有效保护笼内的管

道部分 。②代谢笼顶端嵌入口径较大的铜管 ,保护架

可在其中自如滑动 ,大鼠在代谢笼周边活动也不会受

束缚。 ③于笼外保护架中外 1 3 处加横挡 ,大鼠不能

将代谢笼外管道拖入笼中 ,保护了笼外管道部分。 ④

保护架外管道以橡皮条悬吊 ,可防止扭曲或脱入笼内

被咬断;在减轻保护架对大鼠背部压力的同时 ,也使保

护架始终位于中间位置 ,便于大鼠在笼内活动 ,有效解

决了 TPN支持后期大鼠习性暴躁将保护架拖入代谢

笼中撕咬的问题 。

保护架的制作需注意以下几点:取弹性较佳的 2

000W 电炉丝截取 25 cm 长度 ,不再拉伸以防失去弹性

并使大鼠不能于螺纹间咬到管道;远端只将断端整齐

即可 ,近端 3 ～ 4螺纹拉成喇叭口状 ,一可使力距延长 ,

固定于大鼠背部后不易扭动;二可使 4条固定线间距

增加 ,不至滑在一起而失去固定作用。

铜管加工的要点是:①两端扩为喇叭口状 ,可使其

嵌入固定于代谢笼顶部的两弧形铁丝间 。②口径大利

于大鼠在笼周边活动 ,口径过小会造成大鼠在笼周围

活动时 ,保护架滑动不畅 。

3.3　TPN管道处理及插管 、固定技巧

　　大鼠 TPN 插管不宜太粗或太细 ,过细易脱落 ,过

粗易穿破血管前端。TPN插管断面应为横断 ,不应为

斜面 ,用1 000目细砂纸打磨光滑 ,避免出现毛刺;插

管时右颈外静脉不宜分离太干净 ,因血管周围组织过

少结扎线固定时易滑脱;插入深度以5 ～ 7 mm为佳 。

　　综上所述 ,本实验所建立的肝移植大鼠 TPN模型

是一种稳定 、经济 、重复性好的肝移植后营养支持研究

的小型动物模型 。
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