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小鼠异位肢体复合组织移植模型的建立
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立稳定的小鼠异位肢体复合组织移植模型。 方法　 选用 ２５ 对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠行同品系异

位肢体复合组织移植手术。 取供体小鼠后肢，于腹股沟韧带下缘起沿股动脉、股静脉向上游离，电凝切断除股静

脉、股动脉外所有分枝血管至髂外动脉、髂外静脉，断髂外动脉、髂外静脉后，横断股骨、股部肌肉。 将供体髂外动

脉、髂外静脉分别与受体小鼠右侧颈总动脉、颈外静脉行端侧吻合。 连续缝合供体皮缘于受体皮肤切缘固定肢体。
于供肢胫骨远端关节处切断，结扎残端。 结果 　 手术成功率 ７６％ ，总手术时间（８７􀆰 １ ± １０􀆰 １）ｍｉｎ，供体获取时间

（２３􀆰 ８ ± ４􀆰 ９）ｍｉｎ，血管吻合时间（５５􀆰 ３ ± ９􀆰 ６）ｍｉｎ。 结论　 小鼠异位肢体复合组织移植成功率较高，稳定可靠，是一

种新的研究移植免疫的理想的动物模型。
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　 　 随着转基因技术的发展，转基因动物器官移植

模型成为从分子水平研究移植免疫的新手段。 小鼠

的基因型相对容易控制， 各种纯系小鼠的成功繁殖

等有利因素， 使小鼠模型在移植免疫方面占据不可

替代的地位。 随着移植免疫研究的进展，复合组织

移植模型的运用逐步受到重视，但目前国内尚未有

较成熟的复合组织移植的小鼠模型报道。 因各型小

鼠具有相似的解剖结构，在模型的建立上操作相同，
为避免不同基因小鼠间组织移植的免疫排斥影响，
我们选择基因型基本相同的近交系小鼠探索复合组

织移植的可能性。 笔者在参考国外文献的基础上，
通过不断的摸索与练习，成功建立了小鼠异位肢体

复合组织移植模型，简便易行，成功率高。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物及分组

清洁级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ （ Ｈ２ｂ ） 小鼠 ５０ 只，６ ～
８ 周龄，体重 １６ ～ ２２ ｇ，购自上海交通大学医学院实

验动物科学部［ＳＣＸＫ（沪）２０１３ － ００２１］，并在上海

交通大学医学院附属新华医院动物实验室［ ＳＹＸＫ
（沪）２０１３ － ０１０６］完成实验。 ５０ 只小鼠随机分 ２５
对作异位肢体移植。 实验过程按实验动物使用的

３Ｒ 原则给予人道关怀，并通过上海交通大学医学院

附属新华医院医学伦理委员会的动物实验伦理审查

（编号：ＸＨＥＣ⁃Ｆ － ２０１６ － ００４）。
１􀆰 ２　 手术器械及试剂

手术显微镜（ 上海医用光学仪器厂）； 血管夹（
Ａｃｃｕｒａｔｅ Ｓｕｒｇｉｃａｌ ＆ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司）； 显

微持针器（ Ｅｒｉｅｍ Ｓｕｒｇｉｃａｌ 公司）； 显微剪刀和镊子（
Ｆｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｔｏｏｌｓ 公司）； １１ ／ ０ 带针缝线（Ｃｒｏｗｎ⁃
ｊｕｎ）和 ４ ／ ０ 医用丝线 （上海金环医用缝线厂）； 戊

巴比妥钠和肝素钠（上海医药集团公司）。 手术操

作均在 １０ ～ ２５ 倍显微镜下完成。
１􀆰 ３　 手术方法

１􀆰 ３􀆰 １　 供体手术

麻醉采用腹腔注射 ０􀆰 ６５％ 戊巴比妥钠（ ０􀆰 ０１
ｍＬ ／ ｇ）。 剃除腹部、左后肢、左背部毛，小鼠取仰卧

位固定四肢远端，术野消毒。 沿左腹股沟韧带方向

横行切开左后肢皮肤，垂直此切口斜向上切开腹腔，
充分显露股动静脉、髂动静脉，自腹股沟韧带水平起

逐步向腹腔游离、电凝切断除股静脉、股动脉外所有

分枝血管，股动脉向上游离范围至髂外动脉下二分

之一，股静脉向上游离至腹股沟韧带以上即可。 游

离完成后，用显微血管夹阻断腹主动脉，在血管夹下

方用 ３０Ｇ 针头斜行向下穿刺腹主动脉，灌注 ４℃肝

素生理盐水（１０ Ｕ ／ ｍＬ） １ ｍＬ。 于髂外动脉下二分

之一处断动脉，于腹股沟韧带水平上方断静脉，获取

血管蒂。 于股骨中段横断股骨，切断股部肌肉、背侧

皮肤，获取后肢放入 ４℃ 肝素生理盐水（１０ Ｕ ／ ｍＬ）
中备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 受体手术

小鼠腹腔注射 ０􀆰 ６５％ 戊巴比妥钠（ ０􀆰 ０１ ｍＬ ／
ｇ）麻醉后剃右侧颈、胸部毛，取仰卧位固定，头端朝

向术者。 术野消毒。 作颈部偏右侧竖切口切开皮

肤，游离右侧颈外静脉、颈总动脉。 先使用显微弯血

管夹侧方阻断颈外静脉（图 １），切开后与供体髂静

脉行端侧吻合，吻合方法为：将供肢放于术野右侧，
于吻合口上下两端各缝一针打结牵引固定血管，以
上端缝线连续缝合右侧血管壁至下端后，绕过下端

再连续向上缝合至上端与上端打结线，尾部打结完

成静脉吻合。 取另一显微弯血管夹侧方阻断颈总动

脉（图 １），切开颈总动脉侧壁，与供体髂动脉行端侧

吻合，吻合方法为：先于吻合口上端间断缝合一针，
打结固定后，向下连续缝合右侧壁至下端后向上连

续缝合左侧壁至上端与线尾打结。 吻合完成后先开

放静脉血管夹，后开放动脉血管夹，可见供体动脉搏

动。 将供肢皮缘与受体切口皮缘连续缝合固定供

肢。 于供肢胫骨远端关节处切断，结扎残端，使残端

皮肤完全包埋骨性断端。
１􀆰 ４　 术后处理

术后，将小鼠置于 ３７℃暖箱内复温，自由活动

后放回笼内，正常进食水。 每天观察小鼠活动情况、
移植肢体存活情况。

２　 结果

供体手术时间为（２３􀆰 ８ ± ４􀆰 ９）ｍｉｎ， 动、静脉吻

合时间 （５５􀆰 ３ ± ９􀆰 ６） ｍｉｎ，总手术时间为 （８７􀆰 １ ±
１０􀆰 １）ｍｉｎ。 术后所有受体小鼠存活良好，活动无影

响。 四个移植肢体术后第 ２ 天出现干结、脱水表现，
至第 ５ 天供肢干结、坏死明显，解剖提示动脉吻合口

血栓形成。 两个小鼠供肢出现明显肿胀，一周后出

现坏死，解剖提示静脉吻合口血栓形成，血液回流

不畅。 其余小鼠供肢成活良好，供肢皮肤有毛生

长（见图 ２）。 术后 ３ 周移植肢体存活率 ７６％ 。 ３
周后取成活供肢作病理检查（见图 ３）证实肌肉存

活良好。

９５２
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　 　 图 １　 阻断血管方法示意图

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｃｋ
ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ

　 　 图 ２　 小鼠颈部肢体移植后 ３ 周

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｌｉｍｂ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｃｋ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ． ｏｐｅｒａｔｉｏｎ．

３　 讨论

随着机械化、工业化社会的形成，各种复合组织

损伤时有发生，对复合组织的修复要求日趋受到重

视，但复合组织移植的免疫排斥问题还需要更多的

研究［１］。 皮肤、肌肉甚至骨骼复合组织的移植免疫

研究尚未广泛开展，而缺乏稳定的复合组织移植模

型可能是限制其研究的原因之一。 因此，稳定的复

合组织移植的动物模型的建立，对开展移植免疫研

究至关重要。 相对于大鼠及其他大动物而言，小鼠

有其不可替代的优点： 人们对小鼠基因组特征的认

识比大鼠及其他任何大动物都清楚，转基因小鼠种

　 　 图 ３　 小鼠异位肢体移植后 ３ 周

肌肉组织 ＨＥ 染色图片（ × １００）
　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｅａｒｅａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ
ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌｉｍｂ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ． （ × １００）

系较纯， 已有大量的纯种小鼠及单抗可用，而有些

蛋白成分如酶或趋化因子只能通过特定细菌或细胞

分泌产生，产量非常少，无法批量用于大动物甚至大

鼠。 但由于小鼠体积和重量小，手术操作难度大，常
见的小鼠移植模型多限于相对较大血管吻合的模

型，如心脏移植、肾移植、肝移植等［２ － ４］。 １９９９ 年

Ｚｈａｎｇ 等［５］报道了原位小鼠肢体移植模型，但因为

其较低的成功率，及受体小鼠创伤大、耐受性差限制

了其发展。 ２００１ 年 Ｔｈｏｍａｓ 等［６］ 报道了异位小鼠肢

体移植模型，成功率有了明显的提高，小鼠的耐受也

有改善，但其移植供体组织为较小的肢体皮片、肌肉

或部分骨性组织，难以完整体现复合组织移植免疫

过程。 同时由于肢体血管细小，手术难度大，成功率

低等，限制了小鼠肢体移植模型的发展，此后国外相

继有少数几个较大的研究中心报道了涉及小鼠肢体

复合组织移植模型的研究［７ － １１］，而国内尚未见相关

报道。 但国外已有的报道多使用较少的供体肢体组

织，或行原位移植、腹部移植等，受体小鼠耐受较差，
或受体小鼠易自行咬到供体组织影响实验。 我们在

参考国外相关文献的基础上，通过摸索与练习，成功

建立了异位小鼠肢体复合组织移植模型。 本模型设

计的优点有：移植血管使用端侧吻合方法，不阻断受

体小鼠原有的血供，避免对受体小鼠血流的影响。
移植肢体位于受体小鼠颈部，不影响受体小鼠的正

常活动，且无明显疼痛刺激，受体小鼠耐受性好。 同

时受体小鼠无法咬到位于颈部的供体组织，可较好

的保护移植物。
本模型建立的几点体会：取供体时，关键需要保

护供体血管无损伤，且要注意处理分支时可靠电凝，

０６２
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防止移植后分支血管出血。 供体血管切断的位置在

腹股沟韧带以上，其血管径明显较腹股沟韧带下方

股动脉、股静脉粗，便于后期血管吻合。 在吻合血管

时，受体血管切口略大于供体血管开口径。 因静脉

壁很薄，有张力牵拉时很难分辩前后血管壁，在开始

缝合时先在上下两端各缝一针作牵引，缝合过程中

血管端间断冲生理盐水使血管腔鼓起后便于分辩血

管壁，连续缝合完打结前，轻拉吻合口，使吻合口充

分展开，缝线自然舒展，打结时线结靠上即可，防止

用力拉线导致吻合口狭窄。 动脉吻合时，注意修剪

干净吻合口附近血管外膜，缝合时防止外膜组织入

吻合口，导致术后血栓形成，缝合完打结时勿过于用

力致吻合口狭窄。
缝合完供体皮肤后，于供肢胫骨远端关节处切

断，如果血管吻合良好，可见残端出血。 结扎残端

时，注意使皮肤完整包埋骨性断端，否则后期胫骨由

残端穿出，致局部组织环死。 切除供体远端肢体可

较好的减少对受体小鼠活动的影响，同时不影响供

肢复合组织的免疫学研究。
总之，小鼠异位肢体复合组织移植模型有一定

的技术难度，对实验室条件、实验者显微外科技术要

求较高，但通过适当的练习，可以建立稳定的复合组

织移植模型，有助于对移植免疫机制进行更深的研

究。
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