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［摘要］　目的：观察上海多器官保存液（Ｓｈａｎｇｈａｉｍｕｔｉｌｏｒｇａｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＳＭＯ液）对离体大鼠肝脏的保存效果，探讨应用ＳＭＯ

液保存离体供肝的可行性。方法：ＳＤ大鼠随机分为ＳＭＯ液、ＵＷ液和 ＨＴＫ液保存组，建立离体肝脏单纯低温保存模型，保

存液保存８、１６、２４、３６ｈ分析肝脏组织能量代谢情况，观察肝组织形态学改变和肝脏细胞凋亡情况。结果：保存１６、２４、３６ｈ，

ＳＭＯ液组肝组织三磷酸腺苷（ＡＴＰ）、磷酸腺苷总量（ＴＡＮ）及Ａｔｋｉｎｓｏｎ能荷（ＡＥＣ）均明显高于同时点ＨＴＫ液组 （Ｐ＜０．０５），

与同时点ＵＷ液组无显著差异；形态学检查见ＳＭＯ液组组织损伤较同时点ＨＴＫ液组轻，除细胞肿胀较同时间点ＵＷ液组明

显外，其余表现基本一致。保存２４、３６ｈ，ＳＭＯ液组凋亡指数明显低于 ＨＴＫ液组（Ｐ＜０．０５），而与 ＵＷ 液组无明显差异。结

论：ＳＭＯ液对大鼠离体肝脏的保存效果总体上与ＵＷ液相当，优于 ＨＴＫ液，仅在防止细胞水肿方面较ＵＷ液稍差。
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　　肝移植是目前治疗终末期肝病的有效手段之
一，而肝移植术后疗效明显受离体供肝保存效果的
影响［１］。理想的器官保存液应减少或减轻器官保存
过程中的各种损伤，较长时间地保存器官而很少影
响移植物重要生理功能。ＵＷ 液和 ＨＴＫ液是目前
世界上许多器官移植中心广泛采用的器官保存液，
能较大程度地保护移植器官，但二者制备成本较高，
费用昂贵，且不便于运输、储存和使用。为弥补这些
缺陷，我科在ＵＷ 液和 ＨＴＫ液的基础上，结合传统
中药优势，制备出一种新的多器官保存液———上海

多器官保存液（Ｓｈａｎｇｈａｉｍｕｔｉｌｏｒｇａｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＳＭＯ
液），并将其应用于临床肾脏移植，取得较好的疗
效［２］。前期研究［３］已证实其在低温下保存离体肾脏

的效果优于 ＨＣＡ液。然而，其对离体肝脏的保存
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效果目前还不很明确，这大大限制了其在肝脏移植
中的应用。本研究在前期研究的基础上，根据肝脏
代谢的特点，对ＳＭＯ液成分进行了微调，将其应用
于离体大鼠肝脏保存，并与 ＵＷ 液、ＨＴＫ液保存效
果作比较，探讨应用ＳＭＯ液保存离体供肝的可行
性，为将其应用于临床肝脏移植奠定基础。

１　材料和方法

１．１　动物分组及试剂来源　健康、成年、清洁级ＳＤ
大鼠购自第二军医大学实验动物中心，体质量

２５０～３００ｇ，雌雄不限，随机分为 ＳＭＯ 液保存组
（ＳＭＯ液组）、ＵＷ 液保存组（ＵＷ 液组）和 ＨＴＫ液
保存组（ＨＴＫ液组），每组２４只；每组大鼠根据离体
肝脏保存的不同时间（８、１６、２４、３６ｈ）再均分为４个
亚组（ｎ＝６），分别测定、观察各项指标。ＨＰＬＣ级三
磷酸腺苷 （ＡＴＰ）、二磷酸腺苷 （ＡＤＰ）、腺苷酸
（ＡＭＰ）钠盐购自Ｓｉｇｍａ公司；ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８０ＤＳ’反向
色谱柱和Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型化学工作站购自Ａｇｉｌｅｍ公
司。ＴＵＮＥＬ法细胞凋亡试剂盒和蛋白酶Ｋ购自南
京建成生物公司。ＵＷ 液和 ＨＴＫ液均购自美国

ＢｒｉｓｔｏｌＭｙｅｒｓＳｑｕｉｂｂ公司，ＳＭＯ液由本院药学部制
剂中心配制，各保存液组成成分见表１。

表１　ＵＷ、ＨＴＫ、ＳＭＯ保存液组分

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＵＷ，ＨＴＫａｎｄＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ＵＷ ＨＴＫ ＳＭＯ

Ｍａｎｎｉｔｏｌ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１）  ３０ １２．５
Ｌａｃｔｏｂｉｏｎｉｃａｃｉｄ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １００  
Ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｓｔａｒｃｈ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） ５０  
Ｒａｆｆｉｎｏｓｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ３０  
Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）  １８０ １５０
Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）  １８ １５
Ｈ２ＰＯ４－／ＨＰＯ４２－ ２５  
ＯＨ－（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）   
Ｎａ＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２５３０ １５ ８０
Ｋ＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １２５１３０ １０ １０
Ｍｇ２＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５ ４ ５
Ｃａ２＋（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）  ０．０１５ 
Ｃｌ－（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）  ５０ 
ＳＯ４２－（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５  ５
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ３  
Ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １  
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５  ５
Ａｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）  １ 
Ｒｙｐｔｏｐｈａｎ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）  ２ ２
Ｃｉｔｒａｔｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）   ５５
Ｘｙｌｉｔｅ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１）   ３．２５
Ａｒｇｉｎｉｎｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）   ２

ｐＨ ７．４０ ７．２０ ７．３０
Ｏｓｍｏｔｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ３２０ ３１０ ３８０

１．２　大鼠离体肝脏单纯低温保存模型的制备　大
鼠肝脏离体灌注模型的制备参照文献［４］进行，大鼠
禁食１２ｈ，腹腔注射３％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ体质
量）麻醉，仰卧位固定。取腹部“十”字切口进腹。将
肠管压向左下腹，经下腔静脉注入２５Ｕ／ｍｌ肝素生
理盐水２ｍｌ，分离切断肝脏周围韧带，解剖肝门，游
离门静脉、胰胆管和肝上、下腔静脉，在距肝门１ｃｍ
处切开胰胆管并向其近端置管并固定，门静脉置管、
固定。在右肾平面上切断肝下下腔静脉，经门静脉
置管原位灌注４℃ 的保存液，以５ｍｌ／ｍｉｎ的流速行
肝脏原位灌注３０ｍｉｎ至肝脏变为土黄色，然后将肝
脏连同部分膈肌一并切下，置于４℃保存液中保存。

１．３　离体肝脏组织能量物质的测定　利用快速等
浓度高效液相色谱技术［５］检测不同保存时间肝组织

中 ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ 含量；计算磷酸腺苷总量
（ＴＡＮ）和 Ａｔｋｉｎｓｏｎ能荷（ＡＥＣ），ＴＡＮ＝ＡＴＰ＋
ＡＤＰ＋ＡＭＰ，ＡＥＣ＝（ＡＴＰ＋０．５ＡＤＰ）／ＴＡＮ。

１．４　离体肝脏组织形态学观察

１．４．１　光镜观察　取肝中叶组织约１．０ｃｍ×０．５
ｃｍ×０．５ｃｍ投入２０倍于肝体积的１０％甲醛溶液
中固定，常规脱水、透明、石蜡包埋、切片及 ＨＥ染
色，光镜观察并备行凋亡检测。

１．４．２　电镜观察　在蜡板上将肝组织用锐利刀片
切成约１ｍｍ３小块，立即放入３％戊二醛中固定，经

１％四氧化锇固定，梯度乙醇脱水，ＥＰＯＮ８１２环氧树
浸透包埋，超薄切片，醋酸铀柠檬酸铅重染色后，行
透射电镜观察。

１．５　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况　石蜡切片（４

μｍ）常规脱蜡水化，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，加蛋
白酶Ｋ（２０ｍｇ／Ｌ，ＴｒｉｓＨＣｌ浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
８．０）３７℃消化３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤，３ｇ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２甲
醇液 封 闭，室 温 下 置 ３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗 涤，加 入

ＴＵＮＥＬ反应液５０μｌ，３７℃３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤，加入
转换剂ＰＯＤ５０μｌ，３７℃３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤，ＤＡＢ显
色５ｍｉｎ；蒸馏水洗涤，苏木精复染；脱水、透明、封
片，光镜下观察，细胞核中有棕色颗粒者为凋亡细
胞。每例切片在放大１００倍镜下计数１０个视野，计
算凋亡指数（ＡＩ）即每１００个细胞中凋亡细胞所占比
例。

１．６　统计学处理　用ＳＡＳ统计软件包进行分析，
数据采用珚ｘ±ｓ表示，组间行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　保存液对离体大鼠肝组织能量代谢的影响　
如表２所示，随着保存时间的延长，各组肝组织
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ＡＴＰ、ＴＡＮ 及 ＡＥＣ均逐渐降低，ＨＴＫ 液组更明
显。保存１６、２４、３６ｈ，ＳＭＯ液组肝组织中 ＡＴＰ、

ＴＡＮ及ＡＥＣ均明显高于同时点 ＨＴＫ液组（Ｐ＜
０．０５），而与同时点ＵＷ 液组无显著差别。

表２　肝组织保存不同时间的能量物质含量

Ｔａｂ２　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｅｎｅｒｇｙｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｓｔｏｒａｇｅ
ｐｅｒｉｏｄｓ

Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｅｎｅｒｇｙ（ｍＢ／μｍｏｌ·ｇ－１）

ＡＴＰ ＡＤＰ△ ＡＭＰ△ ＴＡＮ ＡＥＣ

ＨＴＫ ８ｈ ６．５８±０．７９ ４．８５±０．５８ ４．１８±０．４３ １６．１５±２．４１ ０．６０±０．０８

１６ｈ ４．０８±０．４０ ４．１２±０．４８ ５．３７±０．４５ １４．４７±１．９１ ０．４２±０．０６

２４ｈ ３．０３±０．３１ ３．８４±０．３４ ４．９８±０．５３ １２．３８±１．６７ ０．２４±０．０３

３６ｈ ２．３８±０．４１ ２．４１±０．３４ ５．０３±０．７３ １０．０８±１．３６ ０．１８±０．０４

ＵＷ ８ｈ ６．８１±０．８０ ４．８３±０．６０ ４．１３±０．３８ １６．８３±２．０６ ０．６１±０．０８

１６ｈ ４．９６±０．７２ ４．１９±０．６４ ６．１７±０．７９ １５．３７±１．９８ ０．５４±０．０６

２４ｈ ４．０６±０．３８ ４．１４±０．５０ ５．４５±０．４８ １４．９１±２．０１ ０．４５±０．０５

３６ｈ ３．０６±０．２９ ３．９４±０．３０ ５．６６±０．６３ １１．２７±１．７２ ０．３８±０．０３

ＳＭＯ ８ｈ ６．５７±０．８２ ４．８４±０．６１ ４．２４±０．４９ １６．７６±２．４２ ０．６１±０．０７

１６ｈ ４．８１±０．５３ ４．０８±０．５４ ６．０９±０．８９ １５．３１±２．２３ ０．５８±０．０５

２４ｈ ３．５４±０．３９ ３．７９±０．４０ ５．８８±０．７３ １４．６７±１．８７ ０．４５±０．０４

３６ｈ ３．０８±０．３２ ３．８７±０．３３ ５．５８±０．６９ １２．５７±１．４２ ０．４４±０．０３

　Ｐ＜０．０５ｖｓＳＭＯｏｒＵＷｇｒｏｕｐ；△：ＴｈｅｄａｔａｏｆＡＤＰａｎｄＡＭＰｗｅｒｅｎｏｔｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎ３ｇｒｏｕｐｓ

２．２　保存液对离体大鼠肝组织形态结构的影响

２．２．１　光镜观察结果　保存８ｈ各组肝细胞形态
基本正常；保存１６ｈ出现细胞肿胀、脂肪变性，随保
存时间延长，变性程度和范围加重，并出现散在的点
状坏死及灶性坏死，较多肝窦受压狭窄，甚至消失；
保存３６ｈ可见肝细胞肿胀、变性程度和范围加重，
点状坏死和灶性坏死增多，肝窦淤血明显，且见染色
质固缩的凋亡细胞。保存１６、２４、３６ｈ，ＳＭＯ 液、

ＵＷ 液组肝细胞损伤程度明显轻于同时点 ＨＴＫ液
组；ＳＭＯ液组除细胞肿胀较同时间点 ＵＷ 液组明
显外，其余光镜下表现基本一致。详见图１。

２．２．２　电镜观察结果　保存８ｈ各组肝细胞形态
基本正常，细胞连接完好，线粒体、内质网及毛细胆
管未见扩张；保存时间超过１６ｈ后，随着时间延长，
各组肝细胞损伤加重，具体表现为：肝细胞肿胀增

加，表面微绒毛减少，狄氏间隙扩大，细胞连接疏松，
可见髓鞘样变，胞质内可见中等密度的匀质脂肪滴，
线粒体肿胀，内质网扩张，毛细胆管扩张，腔内微绒
毛形态异常。保存１６、２４、３６ｈ，同一时间点下，

ＳＭＯ液、ＵＷ液组电镜下表现基本一致，ＨＴＫ液组
损伤相对重于前两者。详见图２。

２．３　保存液对离体大鼠肝细胞凋亡程度的影响　
各组肝脏细胞均出现凋亡现象，随保存时间的延长，
凋亡细胞逐渐增多，其凋亡细胞主要分布在小叶中
央静脉和门静脉周围的肝窦内皮细胞（ＳＥＣ）和肝细
胞，保存２４、３６ｈ，同时点ＳＭＯ液、ＵＷ 液组凋亡细
胞少于 ＨＴＫ液组（图３）。保存１６ｈ各组间 ＡＩ无
显著差异；保存２４、３６ｈ，ＳＭＯ液组ＡＩ明显低于同
时点 ＨＴＫ液组（Ｐ＜０．０５），高于同时点 ＵＷ 液组，
但无显著差异（表３）。

表３　不同保存液对肝脏细胞ＡＩ的影响

Ｔａｂ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｓｔｏｒａｇｅｐｅｒｉｏｄｓ

８ｈ １６ｈ ２４ｈ ３６ｈ

ＨＴＫ ０．１２±０．０７ ０．１９±０．１１ ０．３２±０．１４ ０．５８±０．１２

ＵＷ ０．０８±０．０３ ０．１１±０．０４ ０．１３±０．０５ ０．１８±０．０８

ＳＭＯ ０．０９±０．０６ ０．１５±０．０８ ０．１７±０．１３ ０．２３±０．０９

　Ｐ＜０．０５ｖｓＳＭＯｏｒＵＷｇｒｏｕｐ
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图１　ＨＴＫ液（Ａ）、ＵＷ液（Ｂ）、ＳＭＯ液（Ｃ）保存２４ｈ大鼠肝脏组织学变化

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒ２４ｈｃｏｌｄｓｔｏｒａｇｅｉｎＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），

ＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ａｎｄＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）（ＨＥ，×２００）

Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｆｏｃａｌｎｅｃｒｏｓｉｓ

图２　ＨＴＫ液（Ａ）、ＵＷ液（Ｂ）、ＳＭＯ液（Ｃ）保存２４ｈ大鼠肝脏细胞超微结构变化

Ｆｉｇ２　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４ｈｃｏｌｄｓｔｏｒａｇｅｉｎＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），

ＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ａｎｄＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）（×１００００）

Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

图３　ＨＴＫ液（Ａ）、ＵＷ液（Ｂ）、ＳＭＯ液（Ｃ）保存２４ｈ大鼠肝脏细胞凋亡情况

Ｆｉｇ３　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４ｈｃｏｌｄｓｔｏｒａｇｅｉｎＨＴＫｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），

ＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ａｎｄＳＭＯｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）（Ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，×１００）

Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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３　讨　论

　　Ｂｅｌｚｅｒ等［６］认为理想的器官保存液应满足５个
要求：减少因低温保存导致的细胞水肿；防止细胞酸
化；防止灌注保存过程中细胞间隙膨胀；防止氧自由
基损伤，尤其在再灌注过程中；提供再生高能磷酸化
合物的底物。目前常用的肝脏保存液包括 ＵＷ 液
和 ＨＴＫ液。ＵＷ 液是目前最为成功的一种长效多
器官保存液，但仍存在一些缺陷：高黏滞性影响原位
灌注效果；高钾不符合生理；缺乏保护肝脏低温保存
的药物。ＨＴＫ液使用组氨酸缓冲对，以色氨酸和α
酮戊二酸作为细胞膜稳定剂和能量底物的补充，成
分更为简单有效，在低温保存时间不太长的情况下，

ＨＴＫ液肝脏保存效果与 ＵＷ 液相当［７］。但 ＨＴＫ
液对肝脏的灌注量是 ＵＷ 液的２倍，灌注时间延
长［８］，且长时间保存肝脏效果并不理想。

　　ＳＭＯ液是在全面分析 ＵＷ 液和 ＨＴＫ液配方
的基础上，结合了器官保存领域的新进展，简化改良
上述两种先进保存液的成分，经过反复配制而制备
成功的。其对离体肾脏的保存已取得较好效果［９］。
与ＵＷ 液和 ＨＴＫ液相比，其改进之处包括：（１）去
除羟乙基淀粉，以木糖醇代替木棉糖作为保存液中
的主要非通透成分来抑制细胞水肿，既减少了液体
的非通透性成分，避免细胞脱水，又降低了液体黏滞
度，并且木糖醇可在不依赖胰岛素情况下提供能量；
（２）添加川芎有效成分川芎嗪，充分发挥川芎嗪的细
胞保护作用；（３）应用枸橼酸盐枸橼酸缓冲对代替

ＨＴＫ液中组氨酸盐酸组氨酸，缓冲能力明显增强，
使肝脏保存过程中保持相对稳定的ｐＨ值；（４）改变

ＵＷ 液的高Ｋ＋低 Ｎａ＋组成，更符合生理；（５）去除

ＵＷ 液中青霉素、复方磺胺增效剂、地塞米松、胰岛
素等添加剂，以色氨酸作为细胞膜稳定剂；保留

ＨＴＫ液中Ｌ精氨酸。

　　ＳＭＯ保存液的上述改进具有重要的意义。低
黏滞度有利于肝脏原位灌注，尤其有利于复灌后胆
管血管的血流通畅，有望减轻肝移植术后的胆道并
发症；肝移植过程中开放血流后大量 Ｋ＋进入血液
循环，易诱发术中心跳骤停，低钾会降低这种可能。
川芎嗪主要影响血栓素Ａ２的合成，而对其他花生四
烯酸代谢产物无明显影响；同时其具有钙拮抗作用，
避免了细胞内钙超载引起的细胞损伤［９］。ＳＭＯ液
中含有的Ｌ精氨酸可以加强 ＮＯ 生物合成途径
（ＮＯＳＰ）［１０］，对供肝的保存及再灌注损伤时移植肝

具有重要的保护作用［１１］。

　　本研究结果表明，ＳＭＯ液对离体大鼠肝脏能量
代谢、形态结构及肝细胞凋亡的影响与 ＵＷ 液类
似，明显优于 ＨＴＫ液。研究中还发现ＳＭＯ液保存
的大鼠肝脏细胞水肿较 ＵＷ 液稍重。这可能与

ＳＭＯ液中非渗透性成分较少有关，但减少保存液中
非渗透性成分可降低液体黏滞度，对供肝胆管血供
的恢复有积极意义。

　　综上所述，ＳＭＯ液对离体大鼠肝脏的保存效果
总体上与ＵＷ 液相当，优于 ＨＴＫ液，仅在防止细胞
水肿方面较 ＵＷ 液稍差，可用于保存离体肝脏，且
其成分简单易得，成本远低于 ＵＷ 液，能大大减轻
患者的经济负担，值得进一步研究以应用于临床肝
移植，造福更多的肝移植患者。
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