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摘　要　目的:探讨不同热 、冷缺血时间对供肝胆道的影响。方法:将经历不同热缺血时间的 SD大鼠肝脏用 4 ℃ UW 液(solut ion of Uni-

versity of Wisconsin)经门静脉灌注 ,胆管用 4 ℃ UW液或 Ringer 液逆行灌注后置 4 ℃ UW 液中保存一定时限。光镜观察胆道粘膜。结果:

UW液灌注组:热缺血时间在 3 min以内胆道经历 12 h冷缺血后无明显改变;热缺血时间达 5 min的胆道在经历 12 h冷缺血后出现严重的损

伤。用 Ringer液进行胆道灌洗效果欠佳。结论:①UW液对供肝胆道有保护作用。 ②关于供肝胆道的保存时限:热缺血时间不应超过 5 min;

若热缺血时间在 3 min以内 ,冷缺血时间可延长至 12 h;热缺血时间达 5 min ,则冷缺血时间不应超过 8 h。
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Abstract　Objective:To study the best preservation time of bile ducts.Methods:Rat livers underlying various warm ischaemic timewere

perfused with U W solution at 4 ℃, bile ducts were flushed retrograde with UW solution at 4 ℃o r Ringer' s solution and livers were stored in

UW solution at 4 ℃.Bile ducts were examined by light microscopy.Results:The quality of bile ducts in UW' s group was depend on the warm

and cold ischaemic time.The injury of different degrees in epithelial cells of bile ducts could be observed in Ringer' s group.Conclusions:①UW

solution is suitable to bile ducts preservation;②Within 3 minutes warm ischaemic time, bile ducts stored in UW solution within 12 hours cold

ischaemic time are safety;the cold ischaemic time can not exceed 8 hours as the warm ischaemic time is 5 minutes.
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　　肝移植术后的胆道并发症直接影响了患者术后的长期

生存以及生活质量 , 其发病率约 50%, 死亡率约 30%[ 1] 。

引起胆道并发症的高危因素是多种多样的。针对我国供体

情况 ,作者对不同热 、冷缺血时间下供肝胆道的形态学变化

进行了研究 ,结合文献探讨适合我国国情的供肝胆道保存

方法和保存时限。

1　材料和方法

1.1　实验动物和分组

雄性 SD大鼠 , 300 ～ 350 g , 共 108 只。 按供肝热缺血

时间随机分为 3 大组 ,分别为 I组(0 min), Ⅱ组(3 min), Ⅲ

组(5 min)。每组 36 只 , 每大组内按胆道灌注液随机等分

为A(UW 液:Solution of University of Wisconsin)、B(林格氏

液:Ringer′s Solution)两组。 A、B 组按冷缺血时间又随机分

为 3 小组 ,每小组 6 只 , 分别为 A1 、A2 、A3、B1 、B2 、B3。 1 ～

3 小组供肝冷缺血时间分别为 4、8、12 h。

1.2　方　法

给大鼠予 3%戊巴比妥钠按 35 mg/ kg 行腹腔内麻醉。

正中切口进腹。结扎远端胆管后用一长 2 cm 硬外管插入

近端胆管并予丝线牢固固定 , 留待作胆道灌注。游离并结

扎幽门静脉 、脾静脉。门静脉游离后过线。结扎门静脉远

端 ,近端行门静脉插管。同时剪断肝下下腔静脉 、腹主动脉

及肝上下腔静脉。其中 ,第 I组马上经门静脉插管开始予 4

℃UW 液 10 m L 进行肝脏灌注 , 直至肝脏变为均匀土黄

色。第Ⅱ 、Ⅲ组则按不同的热缺血时间行门静脉灌注。每

组在进行门静脉灌注的同时 ,分别用 4 ℃ UW 液或 Ringer

液 1 mL 在 30 s 内匀速进行胆道低压灌注。各组胆道灌注

压力大致相等。胆道灌注完毕立即拔除胆道插管 , 让胆汁

及灌注液自然流出。灌注完毕 , 切取肝门部约 1 cm ×1 cm

×1 cm 肝脏置 4 ℃ UW 液中保存。按实验设计将经历冷

缺血后的肝脏用 10%福尔马林磷酸缓冲液(pH =7.4)固

定。
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1.3　病理观察

标本进行 HE染色后在 400 倍光镜下观察。为避免阅

片中的主观因素 ,采用随机盲法看片。

2　结　果

2.1　UW液灌注组

热缺血时间为 0、3 min 的第Ⅰ组及第Ⅱ组 , 供肝胆道分别

经历 4 h(A1 组)、8 h(A2 组)和 12 h(A3 组)冷缺血时间后 ,

光镜下胆道均无明显保存性损伤的表现:胆道立方上皮细胞

基本上排列整齐 ,无肿胀 ,胞浆清楚 ,核固缩不明显 , 核染色

质无溶解 ,胆管结构无破坏。

热缺血时间为 5 min的第Ⅲ组供肝胆道则随着冷缺血时

间延长而表现出不同程度的保存性损伤改变。其中热缺血

时间都为 5 min , 冷缺血时间分别为 4 和 8 h 的ⅢA1 组和Ⅲ

A2 组光镜下胆道改变大致相同:胆道立方上皮细胞大部分

出现中等程度的肿胀 、核固缩 、部分核染色质溶解(图 1)。

图 1　UW组:热缺血时间达 5min , 冷缺血时间为 8 h , 胆道上

皮有一定程度损伤改变

Fig.1　UW group:within 5 minutes warm ischaemic time and 8

hours cold ischaemic time , a mild injury in epi thel ial cell s of bile

ducts can be observed

　　热缺血时间为 5 min , 冷缺血时间为 12 h 的 ⅢA3 组供

肝胆道则出现严重的保存性损伤改变:光镜下胆道立方上

皮细胞不规则肿胀明显 , 胞浆染色差 , 核固缩较明显 , 核染

色质溶解明显 ,大小胆管均累及(图 2)。

2.2　Ringer液灌注组

热缺血时间分别为 0 、3、5 min 的第Ⅰ 、第 Ⅱ 、第Ⅲ组 ,

无论冷缺血时间为 4 、8 还是 12 h , 供肝胆道均呈现严重的

保存性损伤改变:绝大部分胆管立方上皮细胞肿胀严重 ,胞

浆不清楚 , 核固缩变形明显 , 核染色质溶解 , 甚至发生胆管

结构破坏(图 3)。

3　讨　论

3.1　供肝胆道发生保存性损伤的原因

常温下器官发生缺血超过一定时限 ,细胞结构的破坏

图 2　UW组:热缺血时间达 5min ,冷缺血时间为 12 h ,胆道上

皮出现严重损伤

Fig.2　UW group:within 5 minutes warm ischaemic time and 12

hours cold ischaemic time , severe injury in epi thel ial cel ls of bile

ducts can be seen

图 3　Ringer′s组:胆道灌洗效果欠佳 ,胆道上皮出现不同程度

的损伤改变

Fig.3　Ringer′s group:Its flushed effect is bad , the injury of

different degrees in epithilial cell s of bi le ducts can be seen

所导致的器官功能障碍将产生不可逆性损害。我们曾

进行的一系列动物实验证实了不同的热缺血时间直接影响

到器官在冷保存中的质量。本实验热缺血时间在 3 min 以

内且采用 UW液作胆道灌注的Ⅰ A1 ～ 3 及Ⅱ A1 ～ 3 组 ,在

经历 12 h 冷缺血时间后胆道结构仍无明显病理变化。而

在热缺血时间达 5 min 组(ⅢA1～ 3 组), 尽管同样使用 UW

液行胆道灌注 , 但冷保存至 4 h 后已开始出现胆道上皮损

伤 ,至 12 h 时胆道损伤的形态学变化更加明显。胆道上皮

细胞的病理变化与第Ⅰ A、ⅡA 组有显著性差异。

一般认为 , 在低温条件下 , ATP 酶失活 , 能量释放停

止 , Na+/K +ATP酶泵受到抑制 , 使细胞内外离子失衡 , 一

些离子如 Na+、Cl-等渗入细胞内导致细胞肿胀。这种水肿

作用能够通过使用无毒的非渗透性大分子物质所抑制[ 2] 。

Clavien[ 3]等指出 , ATP酶泵的抑制不是低温下导致细胞肿

胀的唯一原因。低温本身也可产生一种能增加细胞膜通透

性的物质从而导致细胞外的离子渗入细胞内致细胞肿胀。

在冷保存期间 ,内皮细胞表面的改变使血小板和白细胞粘

附导致直接的损伤 ,且这种损伤会随着冷缺血时间的延长

而加重[ 3] 。
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即使在低温条件下 , 器官由于缺血仍可产生巴士德效

应 ,导致细胞内酸中毒 , 从而诱使溶酶体活化并改变线粒体

的特性。

3.2　胆道灌注液的选择

选择一种合适的胆道灌注液就如选择合适的肝动脉 、

门静脉灌注液一样重要。充分有效的胆道灌注冲洗能使胆

道在冷保存期间获得最佳的保护。供肝胆道损伤的另一原

因是胆盐对缺血状态下的胆管上皮具有毒性作用[ 4] , 其程

度是基于胆盐的浓度和成分。 Knoop 等[ 5] 发现 , 当使用

UW 液和胆汁混合液(各为 50%)对胆总管进行冷保存 12

h , 胆管壁粘膜已开始坏死 , 而单纯使用 UW 液则仅表现为

胆管上皮水肿。 Belzer[ 6]指出 ,使用 UW 液灌洗胆道能降低

移植术后胆道并发症的发生率。本实验结果显示:在相同

的条件下 ,采用 UW 液作胆道灌洗组与采用 Ringer 液组相

比 ,其灌洗效果有显著性差异。热缺血时间在 3 min 以内

且以 UW液作胆道灌注的 ⅠA1～ 3 和ⅡA1～ 3 组在分别经

历 4、8、12 h 冷缺血时间后光镜下胆管结构无破坏 。而热

缺血时间同样在 3 min 以内但以 Ringer 液行胆道灌注的 B

组 ,即使经历 4 h 冷缺血后 ,光镜下胆道已发生明显的病理

变化。故切取肝脏进行冷保存前采用 UW液进行充分的胆

道冲洗可减轻胆道的保存性损伤。

3.3　供肝胆道冷保存的时限

尽管目前公认采用 UW 液对肝脏进行冷保存可长达

30 h , 但 Sanchez-Urdazpal[ 7]指出 ,供肝采用 UW 液保存<

11.5 h 组 , 肝移植术后的胆道狭窄发生率仅 2%,而>11.5

h组其发生率则高达 35%。两者之间差异有统计学意义。

将使用 UW液进行冷保存的时间限制在<13 h 以内可以

显著地降低移植术后胆道并发症的发生率。本实验结果也

提示:在供肝存在热缺血损伤的基础上 , 冷缺血时间与胆道

上皮的损伤程度有一定的关系。虽然第Ⅰ 、Ⅱ组(热缺血时

间分别为 0 和 3 min)采用 UW 液灌注胆道及保存 12 h 后

光镜下胆道仍无明显病理变化。 但同样条件下的ⅢA1 ～ 2

组(热缺血时间为 5 min ,冷缺血时间分别为 4 、8 h)与第Ⅰ 、

Ⅱ组相比 ,其胆道上皮已出现一定程度的损伤 ,而经历 12 h

冷缺血后的ⅢA3 组胆道病理变化则极为严重。上述结果

揭示:在一定热缺血损伤基础上经历不同的冷缺血时间后 ,

供肝胆道会出现有明显差异的病理变化 ,供肝的热 、冷缺血

因素与供肝胆道的保存质量有直接关系。应尽可能缩短热

缺血时间 。最长不应超过 5 min。若热缺血时间在 3 min

以内 , 冷保存时间延长至 12 h 仍安全 , 可争取更多的修肝

时间。而热缺血时间达到 5 min , 则冷保存时间不应超过 8

h。
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