
· 论著·

大鼠心脏移植急性排斥合并肺部细菌感染

模型的建立

陈浩　于伟勇　卢晨

ＤＯＩ：１０畅３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４唱０７８５．２０１２．１６．１０１
基金项目： 上海市科学技术委员会浦江人才计划（１０ＰＪ１４０３６００）
作者单位： ２０００４０　上海，复旦大学附属华东医院心胸外科（陈浩、

于伟勇），病理科（卢晨）

通讯作者： 陈浩，Ｅｍａｉｌ：ｈ．ｃｈｅｎ＠ｆｕｄａｎ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　【摘要】　目的　建立大鼠心脏移植急性排斥合并肺部细菌感染模型。 方法　异基因大鼠心脏移植术
后给予环孢霉素 Ａ（ＣＳＡ）１０ ｍｇ· ｋｇ －１ · ｄ －１皮下注射。 术后第 ６天将动物随机分为继续 ＣＳＡ治疗（Ａ组）和
生理盐水 １０ ｍｇ· ｋｇ －１ · ｄ －１皮下注射（Ｂ组）。 在术后第 １３天将动物进一步随机给予 ０畅２ ｍｌ，１ ×１０９ ｃｆｕ／ｍｌ
铜绿假单胞菌气管内接种（Ｃ组）或 ０畅２ ｍｌ生理盐水气管内接种（Ｄ组）。 观察各组生存率，并于术后第 １４
天处死动物，切取移植心脏和肺脏组织做病理学检查。 结果　实验动物全部存活；Ａ组动物未见明显排斥反
应；Ｂ组动物移植心脏发生 ＩＳＨＬＴ ３Ｒ级（重度）排斥反应；Ｃ组动物发生中唱重度肺部炎症反应；Ｄ组动物肺部
病理未见明显异常。 结论　通过急性排斥和细菌气管内接种这两种干预因素处理，成功建立了心脏移植术
后急性排斥合并肺部细菌感染模型。
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【Abstract】 　 Objective　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｕｎｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ．
Methods　Ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ａｎｉｍａｌｓ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｈｅａｒｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ ０ ｗｅｒｅ ｂｅｇｕｎ ｏｎ ｄａｉｌｙ ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ Ａ （ＣＳＡ）
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（１０ ｍｇ／ｋｇ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ）．Ｏｎ ｐｏｓｔ唱ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｄａｙ（ＰＯＤ）６，ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｔｏ ｅｉｔｈｅｒ ｈａｖｅ ｔｈｅｉｒ
ＣＳＡ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ （ Ｇｒｏｕｐ Ａ）， ｏｒ ｈａｄ ｔｈｅｉｒ ＣＳＡ ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ａｎｄ ｂｅｇｕｎ ｏｎ ａ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｐｌａｃｅｂｏ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
（１０ ｍｇ／ｋｇ· ｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ）．Ｏｎ ＰＯＤ １３，Ｇｒｏｕｐｓ Ａ ａｎｄ Ｂ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｔｏ Ｇｒｏｕｐ Ｃ ， ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ （０畅２ ｍｌ，１ ×１０９ ｃｆｕ／ｍｌ）ａｎｄ Ｇｒｏｕｐ Ｄ，ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ（０畅２ ｍｌ）．Ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ｏｎ ＰＯＤ １４．Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｄｏｎｏｒ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ．Results　Ａｌｌ ａｎｉｍａｌｓ ｓｕｒｖｉｖｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ．ＩＳＨＬＴ ｇｒａｄ ３Ｒ（ｓｅｖｅｒｅ）ｒｅｊｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｄｏｎｏｒ ｈｅａｒｔ ｏｆ Ｇｒｏｕｐ Ｂ ，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ０（ｎｏ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ） ｉｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｇｒｏｕｐ Ａ．Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｔｏ ｓｅｖｅｒｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ａｌｌ ａｎｉｍａｌｓ ｏｆ
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗｈｉｌｅ Ｇｒｏｕｐ Ｄ ｓｈｏｗｅｄ ｍｉｎｏｒ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｌｕｎｇｓ．Conclusions　Ｂｙ ｉｍｐｏｓｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ／ｏｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ，ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｕｎｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ．

【Key words】　Ｈｅａｒｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；　Ｇｒａｆｔ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ；　Ｍｏｄｅｌｓ，ａｎｉｍａｌ；　Ｌｕｎｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　　免疫排斥和感染都是心脏移植术后常见的严重并
发症和致死原因

［１］ 。 即使在现代免疫抑制方案治疗
下，术后 １年内仍有近 ３０％的患者至少发生 １ 次排斥
反应［２］ 。 同时，由于免疫抑制剂的应用，宿主免疫功能
低下，容易发生感染。 移植术后 １ 年内感染平均发生
率约为 ４０％，移植后死亡近 ３０％为感染所致，远远超
过因排斥而死亡者

［１］ 。 心脏移植术后感染最常发生部

位是肺脏，最常见的感染类型是肺炎［３唱５］ 。
排斥和感染的早期鉴别比较困难，两者早期均表

现为相似的非特异性症状，如疲倦、气促、低热、活动能
力下降等，有时即使组织学检查也难以辨别。 然而，两
者的鉴别又至关重要，因为对应的治疗原则截然不同，
而且还相互影响

［６］ ：加强抗排斥治疗使供心耐受，但同
时会造成免疫低下，易诱发感染；降低免疫抑制剂量虽
然会减少感染率，但又可诱发排斥；而一旦发生排斥，
则更容易引起感染，造成恶性循环。
建立稳定可靠的动物模型，是开展相关疾病研究

的基础，对理解疾病的发生发展至关重要。 为此，我们
以大鼠心脏移植模型为基础，通过气管接种铜绿假单
胞菌，模拟临床常见的移植术后患者的肺部感染，建立
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心脏移植术后急性排斥合并肺部细菌感染的动物

模型。

材料和方法

１．实验动物：２００ ～２５０ ｇ清洁级雄性近交系大鼠，
购自中国科学院上海实验动物中心，其中 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
为供体，Ｌｅｗｉｓ 大鼠为受体。 实验方法经复旦大学附属
华东医院动物管理委员会批准，动物管理和福利按相
关规范和标准执行。

２．实验设备：显微外科手术器械 （ Ｃｏｄｍａｎ ＆
Ｓｈｕｒｔｌｅｆｆ Ｉｎｃ．，Ｒａｙｎｈａｍ，ＭＡ）、３ ×手术显微镜（Ｄｅｓｉｇｎｓ
ｆｏｒ Ｖｉｓｉｏｎ Ｉｎｃ．， Ｒｏｎｋｏｎｋｏｍａ， ＮＹ）、 ８唱０ 无损伤缝线
（Ｅｔｈｉｃｏｎ，Ｒａｌｅｉｇｈ，ＮＣ）。

３．动物模型： （１）腹腔内心脏移植模型［７］ ：在
１００ ｍｇ／ｋｇ氯胺酮腹腔注射麻醉下，常规备皮消毒，肝
素化后切取供体心脏，切开右心房，并经此通路破坏三
尖瓣并制造房间隔缺损，将供心升主动脉和右心房分
别与受体腹主动脉和下腔静脉连续吻合。 手术完成
后，供体心脏应恢复自主窦性搏动，没有活动性出血和
明显外科损伤。 （２）大鼠肺部细菌感染模型［８］ ：在
１００ ｍｇ／ｋｇ氯胺酮腹腔注射麻醉下，常规备皮消毒，动
物 ３０ 度角头高脚低仰卧于手术台，分离暴露气管后在
直视下注入 ０畅２ ｍｌ １ ×１０９ ｃｆｕ／ｍｌ铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ
２７８５３，复旦大学附属中山医院临床微生物实验中心提
供）并保持 １０ ｍｉｎ，使气管内菌液在重力作用下流入支
气管和肺泡内，诱发肺部感染。 （３）术后管理：动物清
醒并自动翻身后，放入单独消毒鼠笼，置于恒温恒湿动
物房饲养，定时记录一般情况，腹部触诊供心搏动
情况。

４．实验分组（图 １）：心脏移植术当日即开始给予
环孢霉素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ Ａ，ＣＳＡ，１０ ｍｇ· ｋｇ －１ · ｄ －１

皮

下注射）治疗。 术后第 ６天将动物随机分为两组，Ａ组
继续 ＣＳＡ治疗，Ｂ组停用 ＣＳＡ，改用 １０ ｍｇ· ｋｇ －１ · ｄ －１

生理盐水皮下注射。 在术后第 １３ 天将动物进一步随
机给予０畅２ ｍｌ １ ×１０９ ｃｆｕ／ｍｌ铜绿假单胞菌气管内接种
（Ｃ组）或 ０畅２ ｍｌ 生理盐水气管内接种（Ｄ 组）。 因此
实验动物可分为 ＡＣ、ＡＤ、ＢＣ、ＢＤ ４组（每组 １０ 只）。

５．病理检查：于术后第 １４ 天处死动物，切取移植
心脏横断面中段和左肺中段组织，１０％福尔马林液固
定后常规切片、ＨＥ 染色，由同一位病理科医师随机双
盲读片。 按照国际心肺移植学会（ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｓｏｃｉｅｔｙ
ｏｆ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ，ＩＳＨＬＴ）心脏病理分级
标准

［９］
对移植心脏组织进行分级评价。

结　　果

实验期间动物全部存活。 免疫抑制组移植心脏色

泽红润、大小正常、心律整齐、搏动有力，病理镜下观察
未见明显排斥反应，ＩＳＨＬＴ 评级为 ０ 分（图 ２Ａ，２Ｃ）。
免疫排斥组移植心脏呈苍白色，明显肿胀，搏动微弱，
病理镜下观察发生 ＩＳＨＬＴ ３Ｒ 级（重度）排斥反应（图
２Ｂ，２Ｄ）。

气管接种后，无肺部感染组数小时内活动开始增
多，主动进食饮水，２４ ｈ时已经完全恢复接种前活跃状
态，病理镜下观察肺部仅见轻微炎症反应（图 ３Ａ，３Ｃ）。
肺部感染组动物术后表现出萎靡少动，呼吸急促，进食
饮水次数明显减少，病理镜下观察可见中唱重度肺炎表
现（图 ３Ｂ，３Ｄ）。

讨　　论

作为目前治疗终末期心脏疾病的惟一有效手段，
心脏移植近年来在我国取得了巨大进步［１０唱１１］ 。 免疫排
斥和感染是心脏移植术后常见的严重并发症和致死原

因，两者因初期临床表现极为相似而难于进行早期鉴
别诊断，导致贻误治疗。 为模拟临床常见的移植术后
患者的肺部感染，我们在大鼠心脏移植模型基础上，通
过气管接种铜绿假单胞菌，建立心脏移植术后急性排
斥合并肺部细菌感染的动物模型，这将有助于开展相
关疾病研究，如基因在体功能分析、发病机制探讨，以
及发现诊断治疗新靶点。

Ｋｏｂａｙａｓｈｉ 等［１２］通过结扎盲肠导致腹腔感染，研究
了感染对移植心脏存活的影响。 但该模型主要存在两
个不足之处：（１）感染部位为腹腔，而临床最常见的心
脏移植术后感染部位为肺脏；（２）感染严重程度的可控
性差，盲肠结扎后动物死亡率高，而本模型可通过调整
气管接种的病原微生物种类、数量以及时间频率等条
件，比较方便地达到理想的实验状态。 目前尚无其他
类似动物模型的报道。
我们经过预实验，探索了抑制排斥诱导肺脏感染

的细菌种类、剂量、给药途径以及给药时间点等各种关
键性实验条件。 本实验结果表明：（１）受体动物皮下注
射 ＣＳＡ １０ ｍｇ· ｋｇ －１· ｄ －１，能可靠地抑制排斥反应，并
且在停用 ＣＳＡ后一周内稳定发生 ＩＳＨＬＴ ３Ｒ级排斥反
应。 （２）动物接种细菌后，能稳定地诱发病理学证实的
细菌性肺炎，而且接种细菌后的实验动物在供心排斥
的情况下均能存活 １ ｄ以上。
本实验的主要不足之处在于未对肺脏感染导致的

系统性炎症反应进行验证，如白细胞计数、血培养和炎
症因子如肿瘤坏死因子检测等。 因本模型同时用于研
究免疫排斥（ＣＳＡ）和肺脏感染（细菌气管接种）两种实
验因素对动物基因表达谱的影响，所以实验分组采用
了 ２ ×２析因实验设计，由于排斥亦可导致系统性炎症
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反应，容易与肺部感染所致者混淆。 另一方面，本模型
是对心脏移植［７］和肺部机会致病菌感染［８］这两个成熟

动物模型的整合，肺部感染引起的系统性炎症反应表
现已经有了全面充分的报道。

综上所述，我们成功建立了心脏移植术后急性排
斥合并肺部细菌感染的动物模型，这将有利于开展相
关研究，从而提高临床诊疗水平。
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