
A1 、B1 、C1 、D1 分别代表 A液 、B液 、C液和 D液处理组不补加 β-巯基

乙醇的免疫印迹结果;A2 、B2 、C2 、D2 分别代表 A 液、B液 、C液 、D 液

处理组补加β-巯基乙醇的免疫印迹结果;M:蛋白质分子量标准物

图 2　尿素-SDS-PAGE分离 COX亚基的免疫印迹

a:用小鼠抗人COX Ⅰ单克隆抗体液杂交结果 ,大小约 43×103 ;b:用

小鼠抗牛 COXⅣ单克隆抗体液杂交结果 ,大小约 17×103;c:用两

种单克隆抗体混合液杂交结果 ,产生与A 、B对应的两条带

图 3　尿素-SDS-PAGE分离 COX亚基Ⅰ 、Ⅳ的效果鉴定

3　讨论

　　COX Ⅰ和Ⅳ是分别由 mtDNA和 nDNA编码的 COX

最大的两个亚基 , Ⅰ是形成酶活性中心的亚基之一 , Ⅳ
通过磷酸化以及与 ATP ADP 的相互作用参与调节酶

活性
[ 3]
。研究这两个亚基的蛋白量变化 , 可以反映

mtDNA-nDNA在蛋白水平上的相互作用 , 也有助于认

识COX活性与亚基蛋白量之间的关系 。
　　SDS-PAGE分离线粒体蛋白的杂交结果说明 ,A液

效果最好。B液和 D液处理不能使 COX 亚基充分解

离而产生“鬼带”
[ 2]
,见图 1。补加 β-巯基乙醇改善了 B

液的处理效果 ,对 D液处理结果没有影响 ,提示分离

线粒体蛋白中 COX亚基必需用尿素和 EDTA。Schag-
ger等

[ 4]
以提纯的 COX 为样本时 ,发现亚基充分解离

最理想的变性剂是尿素 。EDTA 可阻止还原剂的氧

化 ,防止冷却时亚基蛋白重新缔合
[ 3]
。我们进一步的

研究表明 ,尿素-SDS-PAGE分离线粒体蛋白 ,变性液中

加入尿素和 或 EDTA 都可产生理想的结果 ,而凝胶中
加入尿素 ,杂交结果更清晰 。单抗的鉴定证实 A液处

理的线粒体蛋白经尿素-SDS-PAGE ,COX亚基充分解

离 ,杂交条带是亚基蛋白相对含量的反映。

　　本方法在以往研究的基础上 ,避免了烦琐的 COX

提取过程和提取中的损失 ,能真实反映线粒体内 COX

各亚基的蛋白量;由于核基因编码的亚基是在胞浆中
合成后运输到线粒体 ,然后与线粒体基因编码的亚基

在线粒体内膜上识别并组装成有功能的COX全酶 ,因
此 ,该方法是考察亚基在线粒体中的总量和分布的有

效途径 ,在深入研究 COX亚基转运 、亚基组装中将有
很好的应用价值 。
　　关键词:细胞色素氧化酶;尿素;聚丙烯酰胺凝胶电泳

　　中图法分类号:R394-33　　　文献标识码:B
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大鼠同种异体耳廓异位移植模型的可行性探讨
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　　提　要:目的　建立稳定的大鼠同种异体耳廓移植模型。 方法　将动物分为 A、B 两组。每组均以 10 只 SD大鼠为

供体 , 10只Wistar大鼠为受体进行原位及异位移植。原位移植的静脉选择颈外静脉 ,动脉选择颈外动脉 ,动脉吻合平面选
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择甲状腺上动脉分支处;异位移植选择股动静脉。然后观察大鼠及其耳廓的生存情况与组织学变化。结果　两组的耳廓

生存时间为 5～ 11 d , 异位移植大鼠的生存率最高 , 耳廓的生存及病理改变与原位移植无差异。结论　大鼠同种异体耳廓

异位移植模型对于研究带血管的体表同种异体复合组织移植排斥反应简便易行 , 稳定可靠。

　　1986年 ,Chen等
[ 1]
最先报道了大鼠同种异体耳廓

原位移植的方法 ,之后又有作者对该模型进行研究
[ 2]
。

我们在此基础上通过研究成功地创建了大鼠同种异体

耳廓异位移植模型 ,现将方法报告如下 。

1　材料与方法

1.1　实验动物
　　试验分为A 、B两组进行。每组 10 只 SD 大鼠 , 重量约 250

g , 作为供体;10 只Wistar 大鼠 , 重量约 350 g , 作为受体 , 雌雄不

限。

1.2　实验方法
1.2.1　供体手术 　　异戊巴比妥钠腹腔内注射 麻醉

(20.0 mg kg),麻醉后剃除耳廓及周围基底部位毛发 , 于耳廓基

底距颅耳交界线约0.5 cm 作椭圆形切口 ,再沿颈外静脉走行方

向作约 2 cm 的附加切口。 分离静脉:在耳周切口的腹侧脂肪

组织与腺体之间向深处分离 ,可见颈外静脉的远端面后静脉的

主干 ,然后向近心及远心端分离 , 注意保护耳前与耳后静脉。

分离剪断浅层神经 , 剃除静脉周围的脂肪组织 , 游离静脉蒂至

管径合适为止。游离动脉:于颈外静脉背侧 , 胸锁乳突肌与颅

骨壁之间向深处锐性解剖分离 ,离断胸锁乳突肌及其深处的二

腹肌 ,在贴近外耳道软骨下方可找到颈外动脉末段。紧贴颅骨

壁环形切断外耳道软骨 , 注意结扎颈外动脉终末端 , 保护好耳

前 、后动脉 , 结扎颈外静脉于颅内交通的翼丛 、内耳静脉。将耳

廓提起沿动脉干向近心端分离。在舌骨大角附着处剪断下颌

舌骨肌肉群 ,并剪掉舌骨大角约 1 cm , 此时动脉已充分显露。

依次双重结扎剪断颌外动脉 、腭升动脉 、舌动脉 、甲状腺上动脉

等分支。自颈外静脉注入含肝素的生理盐水 , 全身肝素化

(1 000 U kg), 等待 5 min。最后剪断颈外动脉及颈外静脉主干 ,

立刻用灌注液(1%普鲁卡因加肝素 50 U 100 ml)从动脉口内灌

洗 ,压力不宜过大 , 修理血管外膜后置 4℃保存。

1.2.2　受体手术　　麻醉方法与供体相同。

　　A 组:文献[ 1 , 2] 报道 , 动脉吻合平面位于甲状腺上动脉

处。紧贴颅骨壁切下耳廓 , 分离找到面后静脉 , 然后沿静脉干

向近心端游离至颈外静脉。 剪断胸锁乳突肌 、二腹肌 , 必要时

剪断舌骨大角 ,即可显露颈总动脉及颈内 、外动脉。靠近颈内 、

外动脉分叉处用血管夹夹住颈外动脉 , 结扎动脉远端 , 剪断动

脉 ,修理外膜。以近心断端为吻合口与供体耳动脉蒂间断缝

合。用另一血管夹夹住颈外静脉 , 结扎静脉远端并剪断 , 同法

以近心断端与供体耳静脉蒂行端端吻合。 同时放开动静脉血

管夹 , 恢复血供的移植耳廓颜色即由苍白迅速转为红润 , 透光

明显可见大鼠耳廓血管主干及分支网。缝合二腹肌与胸锁乳

突肌 ,固定供体及受体外耳道软骨断端 , 缝合皮肤切口。

　　B 组:大鼠仰卧位四肢固定于手术台上 , 沿股动静脉走行

方向作纵行切口约 3 cm ,切开皮肤即可见股动静脉。在腹壁浅

动静脉上方游离股动静脉约 1.5 cm , 结扎远端 , 近心端上血管

夹 ,离断。吻合方法同 A组。

1.2.3　术后处理　　术后动物置于室温为 25℃的动物房内饲

养 ,术后 3 d 每日用氨苄西林 200 mg kg 腹腔注射 , 罂粟碱 0.5

mg kg、肝素钠 1 mg kg肌肉注射。术后第 1、4、7 天取耳廓组织

作病理检查。

1.3　统计学处理
　　结果采用 x±s表示 ,并采用第三军医大学数学教研室统

计程序以方差齐性检验 ,结合 t 检验和χ2 检验行显著性分析。

2　结果

　　A组血流恢复后耳廓呈现深红色 , 24 h 后转为淡红色。 术

后2 ～ 3 d , 颜色又转为深红色;第 4 天呈黯红色 , 出现水肿 , 表

面有渗出 , 质地变硬 ,耳廓开始变形;5～ 6 d 趋向于深紫色 , 部

分区域发黑 ,耳廓变形明显 , 活检时已看不到明显渗血。 B 组

术后即刻为粉红色 , 然后逐渐出现红色 、深红 、紫红 、褐色乃至

坏死。以耳廓部皮肤 90%颜色变黑为移植物坏死标准 ,两组移

植耳廓平均存活时间无显著差异(P>0.05)。最短生存时间为

5 d ,最长为 11 d。 C 组吻合动静脉所用时间与 A、B 组对比差异

显著(P<0.01), 且动物术后成活率高。见表 1。

表 1　三组手术方案的结果对比

区别 动物成活率 血管吻合时间(h) 移植耳廓生存时间(d)

A 组 0.6# 2.5±0.12# 7.5±0.54

B组 1.0 1.0±0.13 7.5±0.47

#:P<0.01与 B组比较

　　两组的病理学改变没有明显差异 ,HE 染色病理切片镜下

可见移植初期少量单核细胞及中性粒细胞浸润 , 进一步可见淋

巴细胞及单核细胞增多 , 出现血管炎及毛囊周围炎 , 排斥后期

大量炎细胞浸润 ,以单个核细胞为主 , 皮肤皮下及软骨层结构

已不易区分。微血管壁增厚 ,内膜部分脱落。见图 1 , 2。

组织中可见少量中性粒细胞 、单个核细胞浸润,组织肿胀,组织结构完整

图 1　异体耳廓移植术后 3 d　(HE×200)
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表皮细胞脱落 ,大量单个核细胞浸润 ,组织结构紊乱

图 2　异体耳廓移植术后 7 d　(HE×200)

3　讨论

3.1　模型的对比

　　文献报道的 A组移植模式是以受体颈外动脉(或

颈总动脉)为动脉蒂 ,解剖层次较深 ,视野狭小 ,操作困

难 ,极不便于吻合;需要离断二腹肌及剪断舌骨大角 ,

损伤较大;同时吻合区距离迷走神经及颈动脉窦较近 ,

不可避免的有牵拉 、压迫等刺激。手术过程中动物经

常出现呼吸不规则乃至停止 ,动物死亡率较高 。B组

是经过我们改进后进行异位移植的探讨 。具有明显优

于A组的特点:①受体准备时间短 ,一般 5 ～ 10 min即

可完成 。视野开阔 ,手术进针出针不存在困难 。全部

手术用时较A组平均节省 1.5 h ,减少了耳廓的热缺血

时间。 ②动物成活率高 ,不存在死亡因素 。耳廓的存

活时间及其组织病理学改变与 A组无差异。 ③接近

耳廓的生理条件 。A组术后即刻明显出现耳廓颜色深

红 ,说明颈外动脉的压力较高 ,血流量大大超过耳廓的

正常血供 ,会对移植物造成非生理性影响 ,这在动物模

型方面有不尽合理之处。B组吻合血流恢复后颜色粉

红 ,说明动脉压力接近耳廓的生理条件 。④全部 10只

动物在吻合位置离断股动脉后均观察 30 d ,未发现对

该侧下肢的血供产生影响 。说明有丰富的侧支循环供

应下肢的血运。

3.2　供体手术的改进

　　文献报道供体动脉是从颈外动脉近心端向远心端

分离 。我们改用离断外耳道壁后由远心端向近心端游

离。操作难度下降 ,分离过程中利于转换动脉的位置。

3.3　模型的应用

　　异体复合组织移植是随着器官移植研究的深入而

发展起来的 ,可用于体表器官缺损的修复与再造 ,特别

是肢体的形态与功能重建 ,临床上已有行全手复合组

织异体移植的报道 。为此 ,寻找一种良好的动物实验

模型是进行该项研究的基础。鼠耳廓解剖结构稳定 ,

手术过程又较肢体移植简捷 ,容易观察 ,还可随时多次

进行活检取材。大鼠耳廓同种异体移植可以作为复合

组织移植的动物模型。同时 ,我们认为作为动物模型

单纯追求原位移植的意义不大 ,更重要的是简便可行 、

接近生理条件 、动物死亡率低 、模型的可重复性强 。腹

股沟耳廓异位移植具有上述特点 ,不失为带血管的同

种异体复合组织移植的良好模型 ,也是进行耳廓移植

研究的最佳模型 。

　　关键词:同种异体移植;耳廓;大鼠

　　中图法分类号:R617;R764.91　　　文献标识码:B
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酶的活性单位

　　酶活性单位是衡量酶活力大小的尺度 ,它反映在规定条件下 ,酶促反应在单位时间内生成一定量的产物或消

耗一定数量的底物所需的酶量 。根据国际生化学会酶学委员会规定:在特定的条件下 ,每分钟催化 1 μmol底物

转化为产物所需的量为 1个国际单位(IU),即 1 IU=1 μmol min。该学会后来又推荐以催量单位katal表示酶的活

性。1催量(1 kat)是指在特定条件下 ,每秒钟使 1mol底物转化为产物所需的酶量。1 IU=16.67×10
-9

kat。有的

文献业已用kat表示酶活性单位 ,但国际计量委员会迄今还未同意 。根据国家标准对量和单位的规定 ,酶活性的

法定单位为mol s。其换算关系为:1 IU=1 μmol min=16.67 nmol s=1.667×10
-8
mol s;1 kat=1 mol s。

(本刊编辑部)
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