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Abstract 

BACKGROUND: Previous studies demonstrated that perfusion pressure influences the energy metabolism of graft and affects 

its energy, suitable perfusion pressure can significantly improve the quality of donor.  

OBJECTIVE: To investigate the effects of various perfusion-speeds on reperfusion injury of graft after rat orthotopic liver 

transplantation.  

METHODS: SD to SD rat orthotopic liver transplantation models were established by improved Kamada two-cuff technique. 

Perfusion-speed during harvesting grafts was 50, 100, 150 and 200 mL/h, respectively. The morphological change of grafts 

were observed by light microscope, alanine transarninase (ALT) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in peripheral serum and 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) protein and mRNA intragraft were detected.  

RESULTS AND CONCLUSION: The pathohistological damage of grafts in 200 mL/h group was obviously compared with other 

groups. Compared with 50 and 100 mL/h groups, ALT in 150 and 200 mL/h groups was significantly decreased (P < 0.05, P < 

0.01), but the expression of eNOS protein and mRNA was obviously lower (P < 0.01). The hepatic function damaged seriously 

with increasing of perfusion speed after 100 mL/h. The findings demonstrated that suitable perfusion speed can reduce hepatic 

function injury and improve prognosis. 100 mL/h was compatible speed for harvesting graft of rat liver transplantation. 

 

Xiao H, Yin SN, Chen AP, Tian G, Chen XL, Long FW. Effects of perfusion speed on graft ischemia/reperfusion injury following 

liver transplantation. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(5): 788-791.       

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：近年来有学者研究发现供体灌注的压力可直接影响移植物的能量代谢从而影响其活力，适当的灌注压力能明显提高供

体的质量。 

目的：观察不同灌注速度对大鼠移植肝脏再灌注损伤的影响。 

方法：采用改良的 Kamada双袖套法建立 SD→SD原位肝移植模型。供体肝脏获取时分别以 50，100，150，200 mL/h进

行灌注。检测移植后外周血清肿瘤坏死因子 α和谷丙转氨酶水平，观察肝脏组织病理学改变和肝脏组织内皮源性一氧化氮合

酶的表达变化。 

结果与结论：与低灌注速度相比，供体肝脏制备过程中 200 mL/h的灌注速度导致了更加明显的肝脏病理形态学改变，肝细

胞变性、肝血窦扩张和炎细胞浸润也更加明显。术后 24 h肝功能的检测也发现，150，200 mL/h灌注速度组外周血谷丙转

氨酶活性、肿瘤坏死因子水平明显高于 50，100 mL/h灌注速度组(P < 0.05，P < 0.01)，内皮源性一氧化氮合酶表达明显低

于 50，100 mL/h灌注速度组(P < 0.01)，100 mL/h灌注速度后，随着灌注速度的增加肝功能损伤也明显加重。证实适当的

灌注压力和速度是获得高质量供体的保障，能够减轻移植后肝功能损伤，改善受体预后，在大鼠肝移植供体制备过程中    

100 mL/h是适宜的灌注速度。 

关键词：灌注速度；肝移植；缺血再灌注损伤；大鼠；器官移植 
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0  引言 

 

自 1979年 Kamada
[1]
成功建立大鼠肝移动

物植模型以来，经过不断的改进大鼠肝脏移植

已经发展成为进行肝脏缺血再灌注损伤、移植

免疫、器官保存等基础理论研究的理想动物模

型。近年来有学者研究发现供体灌注的压力可

直接影响移植物的能量代谢从而影响其活力，

适当的灌注压力能明显提高供体的质量
[2-4]
。 

既往对大鼠肝移植的研究多集中在手术技

术的提高和改良以及术中麻醉的选择，而灌注

速度和压力对移植物损伤的研究却较少，有学

者研究发现不适当的压力会导致肝脏移植物能

量代谢变化和肝细胞钙超载，从而影响移植物

的活力，为了获得高质量的供肝应该采用低温

低压灌注
[5-8]
。本实验应用微量灌注泵在大鼠供

体肝脏制备过程中以不同的速度经过腹主动脉

灌注供体肝脏，观察灌注速度对大鼠肝移植缺

血再灌注损伤的影响及可能机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物观察实验。 

时间及地点：于 2006/2008在四川大学华

西医院移植免疫研究室完成。 
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材料：成年雄性 SD 大鼠 48 只，体质量

(220±20) g，购于解放军第三军医大学大坪医

院实验动物中心。 

实验方法： 

动物模型的建立：将 48只 SD大鼠以数字表

法随机分为 4组，采用 SD→SD原位肝移植，

以 4 ℃肝素乳酸林格氏液经由肝固有动脉和门

静脉灌注肝脏 15 min；在供肝制备过程中以微

量注射泵分别以 50，10，150，200 mL/h不同

的速度灌注肝脏。灌注结束后置 4 ℃乳酸林格

液中保存 30 min。余手术步骤采用改良的

Kamada双袖套法完成
[3]
。 

标本收集及检测方法：每组 6 只大鼠于术后

6，12 h由尾静脉抽血 1 mL，给予相同体积生

理盐水补液，术后 24 h取大鼠血清与肝组织于

-70 ℃保存，肝组织块以体积分数 10%中性甲

醛固定。 

肝组织病理学改变：常规石蜡包埋切片    

(3 µm)，苏木精-伊红染色后光镜下观察。 

肝功能检测：冻存外周血清复温后全自动生

化分析检测谷丙转氨酶水平。 

肿瘤坏死因子 α(tumor necrosis factor-α， 

TNF-α)检测：按 ELISA检测试剂盒说明操作，

检测受体大鼠术后 6，12，24 h 外周血清

TNF-α水平。由酶标仪自带 KC junior软件自

动检测计算绘制标准曲线，自动读取待测样本

数据。 

肝组织内内皮源性一氧化氮合成酶(Endothelial 

nitric oxide synthase， eNOS)蛋白和 mRNA表达

检测：免疫组织化学检测肝脏组织内 eNOS 表

达采用二步法完成。 

肝脏组织内 eNOS mRNA表达检测。按小量

组织/细胞总 RNA快速抽提纯化试剂盒说明要求

提取肝组织总RNA。按Realtime-PCR反应试剂

盒(TAKARA，大连)操作说明配制 25 µL 反应体

系完成 eNOS 基因扩增(icycler IQtm Multicolor 

Real-Time Detection System，Bio-RAD，USA)。

Realtime-PCR反应按标准的定量PCR操作程序

完成。反应溶解曲线呈单峰表现。 

主要观察指标：移植后外周血清 TNF-α和

谷丙转氨酶水平，肝脏组织病理学改变和肝脏

组织内 eNOS的表达变化。 

统计学分析：所有实验数据采用x
_

±s表示，

两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用方差

分析，所有数据用均采用 SPSS 13.0软件进行

处理，以 P < 0.05表示差异有显著性意义。统

计学分析由通讯作者完成。 

 

2  结果  

 

2.1  实验动物数量分析  24 只受体大鼠均进

入结果分析。 

2.2  各组受体大鼠肝脏组织病理学改变  石蜡

切片苏木精-伊红染色后光镜下观察肝脏组织病

理学改变。50，100 mL/h灌注速度组大鼠移植

后肝脏小叶结构基本正常，肝血窦轻度扩张或者

正常，汇管区或门静脉内皮细胞下炎细胞浸润较

少或不可见；150，200 mL/h灌注速度组大鼠

移植后肝脏小叶结构损伤明显，肝细胞变性浊

肿，肝血窦明显扩张充血，汇管区和内皮细胞

下炎细胞浸润明显，200 mL/h灌注速度组损伤

较 150 mL/h灌注速度组更加明显。见图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  各组大鼠肝移植后肝功能变化  移植后

24 h 各组谷丙转氨酶明显升高，50 mL/h灌注

速度组(12.5±2.2) µkat/L与 100 mL/h灌注速度

组(11.6±2.7) µkat/L比较差异无显著性意义(P > 

0.05)。150 mL/h灌注速度组(18.3±3.3) µkat/L

与 200 mL/h灌注速度 (23.4±4.2) µkat/L明显

高于 50，100 mL/h 灌注速度组(P < 0.01)。  

200 mL/h灌注速度组明显高于 150 mL/h灌注

速度组(P < 0.05)，见图 2。 

2.4  肝移植后各组大鼠外周血 TNF-α水平变化 

移植后 6 h：100 mL/h 灌注速度组(365±   

79) ng/L、150 mL/h灌注速度组(428±46) ng/L

和 200 mL/h灌注速度组(475±66) ng/L 均高于

50 mL/h 灌注速度组(342±98) ng/L，100，

150 mL/h灌注速度组与 50 mL/h灌注速度组

差异无显著性意义(P > 0.05)；200 mL/h灌注
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Figure 1  Morphological change of liver tissues at 
24 h after liver transplantation 
(Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

    图 1  各组肝移植后 24 h肝脏组织病理改变(苏
木精-伊红染色，×400) 

a: 50 mL/h group           b: 100 mL/h group 

c: 150 mL/h group            d: 200 mL/h group 
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速度组较 50 mL/h灌注速度组升高明显(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植后 12，24 h：50 mL/h灌注速度组(1 480±178)，  

(1 088±270) ng/L稍高于 100 mL/h灌注速度组(1 440± 

236)，(992±176) ng/L，差异无显著性意义(P > 0.05)。

150 mL/h灌注速度组(2 293±194)，(1 967±229) ng/L

和200 mL/h灌注速度组(2 320±346)，(3 487±326) ng/L

均明显高于 50，100 mL/h灌注速度组(P < 0.01)。外周

血 TNF-α于移植后 12 h达峰，至 24 h开始下降(P < 

0.05)；各组内比较，移植后 12，24 h较 6 h明显升高

(P < 0.01)。见图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  各组肝脏组织内 eNOS表达变化  50，100 mL/h

灌注速度组肝脏内皮细胞 eNOS 表达明显，100 mL/h

灌注速度组稍强于 50 mL/h灌注速度组。而 150 mL/h

灌注速度组仅见微弱表达，200 mL/h 灌注速度组肝脏

组织内未见 eNOS表达。见图 4。 

荧光定量PCR检测移植后肝脏组织内eNOS mRNA

表达。50 mL/h灌注速度组 1.24±0.13和 100 mL/h灌注

速度组 1.57±0.18 明显高于 150 mL/h 灌注速度组

0.46±0.16 和 500 mL/h 灌注速度组 0.30±0.10 (P < 

0.01)；且 100 mL/h灌注速度组表达强于 50 mL/h灌注

速度组(P < 0.05)。灌注速度大于 100 ml/h时，随压力

增加 eNOS mRNA 表达明显下降，200 mL/h灌注速度

组稍弱于 150 mL/h灌注速度组，但两组比较差异无显

著性意义(P > 0.05)。见图 5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

本实验发现大鼠肝移植后移植物具有不同程度的

缺血再灌注损伤的表现，而供体肝脏制备过程中较高的

灌注速度将导致更加明显的肝脏病理形态学改变，肝细

胞变性、肝血窦扩张和炎细胞浸润也更加明显。术后 24 h

肝功能的检测也发现，150，200 mL/h高灌注速度组外

周血谷丙转氨酶明显高于 50，100 mL/h低速灌注组，

且随着灌注速度的增加肝功能的损伤也明显加重。 

eNOS 是目前发现的 3 种一氧化氮合成酶中的一

种，在肝脏血窦内皮细胞构成性的表达，参与调节 NO

的合成
[9-10]
。而 eNOS来源的 NO能够维持正常的血管

结构和功能，调节血管壁张力，是调节肝内血流的关键

性调节因子
[11]
。Serracino-lnglott 等

[12]
研究表明，在大

鼠肝脏缺血再灌注模型中 eNOS 表达明显下调，减少

NO 的合成，直接导致了肝脏的损伤。近来的研究发现

a
P < 0.01, vs. 50 mL/h group; 

b
P < 0.05, vs. 150 mL/h group

Figure 2  Plasma alanine transarninase level at 24 h after 
liver transplantation 

    图 2  大鼠肝移植后 24 h各组外周血谷丙转氨酶水平 

a
P < 0.05, vs. 50 mL/h group; 

b
P < 0.01, vs. 6 h 

Figure 3  Changes of tumor necrosis factor-α (TNF-α) levels 
in each group 

    图 3  肝移植后各组大鼠外周血肿瘤坏死因子 α水平变化 

Figure 4  Expression of endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) in hepatic tissues in each group 
(Immunohistochemistry staining, ×400) 

    图 4  肝移植后各组肝组织内内源性一氧化氮合酶免疫组
织化学染色(×400) 

a: 50 mL/h group                b: 100 mL/h group

c: 150 mL/h group                 d: 200 mL/h group

a
P < 0.01, vs. 50 mL/h group 

Figure 5  Expression of endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) mRNA in hepatic tissues 

    图 5  肝移植后各组肝脏组织内内源性一氧化氮合酶
mRNA表达变化 
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eNOS基因缺陷小鼠肝移植后缺血再灌注损伤表现明显

加重，移植物组织内单核巨噬细胞浸润更加明显，表明

eNOS对肝移植后缺血再灌注损伤具有保护作用
[13-14]

。

进一步的研究发现，eNOS 基因缺陷小鼠肝移植后

kupffer 细胞活性明显增强；而给与 GdCl3抑制 kupffer

细胞功能时可以明显缓解 eNOS 基因缺陷小鼠肝脏缺

血再灌注损伤，因此认为 eNOS 可能通过抑制 kupffer

细胞激活，减少多种细胞因子和炎性递质合成和释放，

减轻肝移植后缺血再灌注损伤
[15]
。同时 Grisham 等

[16]

研究表明 eNOS 基因缺陷或功能抑制将导致血管平滑

肌收缩、减少组织血供，同时增加内皮细胞表面黏附分

子的表达而增强单核巨噬细胞浸润，最终导致微循环障

碍加重组织器官损伤。本实验中发现高速灌注组肝脏组

织内 eNOS表达微弱或不表达，明显低于低速灌注组，

表明较高的灌注速度和压力可能导致肝脏血窦内皮细

胞的损伤和缺失，减少 eNOS表达，从而通过多种途径

加重肝移植后缺血再灌注损伤。 

以前的研究表明，肝脏的缺血再灌注损伤分为早期

阶段(再灌注后 1~3 h)和晚期阶段(再灌注后 6~24 h)，

早期阶段的肝脏损伤与激活的 Kupffer 细胞释放的炎症

递质有关，而晚期阶段出现的损伤则由肝脏组织内浸润

的炎症细胞释放的炎症递质和细胞因子介导
[17]
。TNF-α

主要由活化的单核-巨噬细胞分泌，CoLIetti等
[18]
研究发

现 TNF-α 是肝脏缺血再灌注损伤后炎性递质和细胞因

子释放最主要的始动细胞因子，通过多种途径参与了肝

脏的损伤。实验中检测了术后 6，12，24 h外周血 TNF-α

水平，发现术后 6 h 各组 TNF-α 水平明显高于正常，   

12 h达峰，24 h时有所下降。同时相同时间点高速灌

注组 TNF-α水平明显高于低速灌注组。其变化的趋势和

组织学改变一致。结果表明较高的灌注速度可能导致了

更加严重的肝脏血窦内皮细胞损伤和单核巨噬细胞浸

润，在肝脏局部合成和释放 TNF-α，继而激活细胞因子

级联网络而促进肝损伤。作者在实验中发现术后 24 h 

50 mL/h灌注组 TNF-α表达强于 100 mL/h灌注组，可

能与肝脏局部血液残留再灌注后激活淋巴细胞免疫反

应以及形局部微小血栓有关；同时本实验发现 50 mL/h

灌注组移植后肝组织内 eNOS的表达低于 100 mL/h灌

注组，可能由 TNF-α下调 eNOS表达所致
[19]
。  

综上所述，本实验发现在大鼠肝移植供体肝脏制备

过程中高速灌注可能通过加重肝脏血窦内皮细胞的损

伤，下调 eNOS的表达，从而经过多个途径促进肝移植

后缺血再灌注损伤；同时单核巨噬细胞浸润促进了细胞

因子和炎性递质级联的活化，进一步抑制 eNOS表达，

加重肝脏功能的损伤。过低的灌注速度可能导致供体血

液成分残留形成微血栓，在肝脏再灌注后激活免疫反应

加重肝功能的损伤。因此，适当的灌注压力和速度是获

得高质量供体的保障。 
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