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基因修饰供体猪肾脏获取、灌注、保存和运输方法的
建立

朱飞艳　赵耀博　赵红芳　魏太云　程文杰　刘凯　保岳宵　娄亚玲　魏红江　徐凯祥

【摘要】　目的　 建立基因修饰供体猪肾脏获取、灌注、保存和运输的方法。 方法　 以 8 基因修饰猪为实验

动物，肾脏获取前通过血液学检查猪的健康状况，影像学检查肾脏血管结构。肾脏获取后对猪肾脏进行灌注，将

猪肾打包后放入粘贴“器官运输专用”标识的低温保存箱中，与运输部门沟通运输流程后跨省运输。采用苏木素-
伊红（HE）染色、实时荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）、脱氧核糖核酸末端转移酶介导的 dUTP 缺口末端标

记（TUNEL）荧光染色和酶联免疫吸附试验（ELISA）评估猪肾病理损伤情况。 结果　 术前检查 8 基因修饰猪的

血清肌酐 73.2 μmol/L、血尿素氮 2.8 mmol/L、血红蛋白 116 g/L，均在正常范围内，提示肾功能正常；CT 造影显

示猪肾脏无病变，血管无扩张、狭窄或过早分支的情况；从 8 基因修饰猪获取左、右肾时间共计（125±
10）min，出血量为（20±2）mL，热缺血时间分别为 3 min 和 7 min；左、右肾灌注修整时间分别为 36 min 和

41 min，灌注后双肾色白质润；冷保存运输时间为 8 h，HE 染色结果显示肾脏保存至 8 h 时部分肾小球发生皱

缩，周围肾小管管腔向内轻微凹陷肿胀并有部分内膜脱落，有微小空泡形成；肾脏组织中半胱氨酸天冬氨酸酶

3 信使 RNA 水平在冷保存 2 h 后随时间延长逐渐升高（P<0.05）；TUNEL 荧光染色显示冷保存至 8 h 仅有少量细

胞凋亡，这与 0 h 相比无差异（P>0.05）。ELISA 结果显示保存液乳酸脱氢酶（LDH）和肌酐含量保持相对稳

定，但肾损伤分子 1（KIM-1）含量随保存时间延长逐渐升高，提示猪肾脏有轻微损伤。 结论　 通过建立基因修

饰供体猪的肾脏获取、灌注、保存和运输方法，可有效可靠地将基因修饰猪肾脏用于异种肾脏移植。
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Establishment of a method for acquisition, perfusion, preservation and transportation of the genetically modified donor pig
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【Abstract】  Objective    To  establish  a  method  for  acquisition,  perfusion,  preservation  and  transportation  of  the
genetically modified pig kidneys. Methods   An eight genetically modified pig was utilized as experimental subject. Prior
to  kidneys  procurement,  the  health  status  of  the  pig  was  assessed  through  hematology  examination,  and  the  vascular
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structure  of  the  kidneys  was  examined  using  imaging  techniques.  Following  kidneys  acquisition,  the  pig  kidneys  were
perfused  and  subsequently  packaged  into  the  cryogenic  storage  container  labeled  "For  Organ  Transportation  Only"  for
interprovincial  transport  after  communicating  the  transportation  process  with  transportation  department.  To  evaluate
pathological  damage  to  the  pig  kidneys,  a  serious  of  methods  were  employed  such  as  hematoxylin-eosin  (HE)  staining,
real-time fluorescent  quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR),  terminal  deoxynucleotidyl  transferase-mediated
dUTP nick-end labeling (TUNEL) fluorescence staining and enzyme-linked immune absorbent assay (ELISA). Results   The
preoperative examination of the eight genetically modified pig showed that the serum creatinine was 73.2 μmol/L, blood
urea nitrogen was 2.8 mmol/L and hemoglobin was 116 g/L, all within the normal range, indicating normal renal function.
CT  angiography  revealed  no  lesions  in  the  pig  kidneys,  and  no  dilation,  stenosis  or  premature  branching  of  the  blood
vessels. The total time of obtaining the left and right kidneys from the eight genetically modified pig was (125 ± 10) min,
with  a  blood  loss  of  (20  ±  2)  mL.  The  warm  ischemia  times  were  3  min  and  7  min,  respectively.  The  perfusion  and
trimming  times  of  the  left  and  right  kidneys  were  36  min  and  41  min,  respectively.  After  perfusion,  both  kidneys  were
white  and  moist.  The  cold  preservation  and  transportation  time was  8  h.  HE staining  showed that  some glomeruli  were
shrunk, and the lumens of the surrounding renal tubules were slightly depressed and swollen with partial inner membrane
shedding  and  microvacuoles  formed  when  the  kidneys  were  preserved  for  8  h.  The  level  of  cysteinyl  aspartate-specific
proteinase-3 messenger RNA in the kidneys tissue gradually increased with the extension of cold preservation time after
2 h (P<0.05). TUNEL fluorescence staining showed that only a small number of cells underwent apoptosis after 8 h of cold
preservation, which was not significantly different from that at  0 h (P>0.05).  ELISA results showed that the contents of
lactate  dehydrogenase  (LDH)  and  creatinine  in  the  preservation  solution  remained  relatively  stable,  but  the  content  of
kidney  injury  molecule  1  (KIM-1)  gradually  increased  with  the  extension  of  preservation  time,  suggesting  that  the  pig
kidneys had mild injury. Conclusions   By establishing methods for acquisition, perfusion, preservation and transportation
of the kidneys from genetically modified donor pig, it is possible to effectively and reliably use genetically modified pig
kidneys for xenotransplantation.

【 Key  words】  Kidney;  Xenotransplantation;  Genetically  modified  pig;  Acquisition;  Perfusion;  Preservation;
Transportation; Cysteinyl aspartate-specific proteinase-3

 

基因修饰猪肾脏移植到非人灵长类动物体内，与

临 床 免 疫 抑 制 方 案 相 结 合 后 存 活 期 已 达 758  d[1]。
2022 年 Montgomery 等[2] 报道了 2 例基因修饰猪移植

到脑死亡患者的异种肾移植临床试验，数据表明基因

修饰猪肾脏植入人体后，在标准免疫抑制治疗的情况

下，受试者未发生急性排斥反应并发挥排尿功能[3]。

2024 年，美国马萨诸塞州麻省总医院与纽约大学朗

格尼医疗中心进一步将基因修饰猪肾脏移植到 2 例活

体患者体内，这 2 例患者分别存活了 59 d 和 47 d[4-5]，
这一研究结果预示异种肾移植可能即将应用于临床中。

基因修饰猪肾脏作为供体器官在临床前和临床研

究中都取得了显著进展[6-8]，然而，在供体猪应用于

临床之前，仍需建立一套完善、可靠的基因修饰供体

猪器官保存与运输体系，以确保器官在保存运输后仍

能发挥有效性[9]。在人体器官移植中已有远程保存运

输供体器官的先例[10]，并形成了相应的运输规范[11]。

然而，将基因修饰猪器官作为医源性器官运输的相关

报道较为有限，与人体器官运输相比，基因修饰猪器

官的运输还需考虑到实验动物的特性[12-13]，确保运输

过程中的生物安全性和供体器官活性，以防止潜在的

病原体传播[14-15]。同时，由于基因修饰猪器官在异种

移植中的应用尚处于发展阶段，专用于该类器官运输

的法规制定及批示文件的获得，可能与今后的临床移

植效果相关，并涉及多个监管部门的审批，流程复

杂，所需时间较长。因此，该类供体器官运输时可向

运输公司提供本文附件中的相关文件证明其合法来

源、生物安全性及最终用途与人类供者器官一致，基

因修饰猪器官可参照人体器官运输的标准进行操作。

本研究通过建立规范化基因修饰供体猪肾脏的获取、

灌注、保存及远距离运输程序，确保器官在合法、安

全的条件下进行跨区域运输，为异种肾移植的临床应

用奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料与仪器

雄性 8 月龄 8 基因修饰猪 1 头，体质量为 25 kg，

本研究动物实验由云南农业大学生命科学伦理委员会

审核批准（批号：202105009）。
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脱氧核糖核酸末端转移酶介导的 dUTP 缺口末端

标 记 （ terminal  deoxynucleotidyl  transferase-mediated
dUTP  nick-end  labeling，TUNEL） 试 剂 盒 和 蛋 白 酶

K 购自碧云天生物科技有限公司；肾损伤分子（kidney
injury molecule  ，KIM） -1、 乳 酸 脱 氢 酶 （ lactate
dehydrogenase，LDH）酶联免疫吸附试验（enzyme-
linked immune absorbent assay，ELISA）试剂盒、肌

酐试剂盒均购自上海科艾博生物科技有限公司；DNA
提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；威斯康

星大学保存液（University of Wisconsin solution，UW
液）购自上海暄众生物科技有限公司；DNA 聚合酶

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；引物分别由

上海生物工程股份有限公司和昆明擎科生物科技有限

公司合成。全自动生化分析仪购自深圳迈瑞生物医疗

公司；全自动酶标仪购自美国伯乐公司。 

1.2    实验方法 

1.2.1   血型检测　在决定猪的 AO 血型的 EAA 基因

的第 7 号内含子和第 8 号外显子的保守基因核苷酸

序 列 设 计 1 对 特 异 性 引 物 ， 上 游 引 物 序 列 为 5'-
GCTTCTTGATGGATTGACAC-3'，下游引物序列为

5'-GATCCAGAAGTTCCTTCAGC-3'， 利 用 DNA 试

剂盒提取猪血液 DNA，按照试剂盒说明书配制扩增

体系，通过聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）技术对 DNA 样品进行目标片段扩增。 

1.2.2   生化与血常规指标测定　前腔静脉采血后装入

乙二胺四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）

抗凝管和红色无添加剂采血管，立即采用全自动生化

分析仪检测供体猪血常规与生化指标。 

1.2.3   多层螺旋 CT 肾脏造影　由专人将麻醉保定后

的实验猪转运至多层螺旋 CT 扫描室内，耳沿静脉注

射造影剂碘海醇，采取双前肢先进入的方式进行双定

位相扫描，然后进行动态容积扫描。设置动态连续扫

描模式，总扫描时间为 1 min，扫描条件为层厚 1 mm，

窗宽 400 Hu，窗位 40 Hu，电压 120 kV，电流 150 mA，

旋转时间 0.5 s，碘海醇剂量 590 mgI/kg，流速 2 mL/s，
碘流率 800 mgI/s，生理盐水 1.5 mL/kg，流速 3 m/s，
并确保充分分布。 

1.2.4   肾脏获取　实验动物仰卧保定，接入呼吸麻醉

机，异氟烷维持麻醉，监测心率、血压和血氧饱和

度。碘伏消毒腹部后沿腹中线切开，逐层分离组织，

暴露肾脏并显露肾脏动静脉和输尿管。依次分离肾动

脉、肾静脉及周围组织纤维鞘，尽可能完整保留输尿

管长度。钳夹阻断腹主动脉血管后，在腹主动脉侧壁

剪开弧形切口以扩大吻合口，离断肾脏动静脉完成摘

取。记录热缺血时间，修复供体血管后缝合并关闭腹

腔，确保无菌操作及供体器官质量。 

1.2.5   肾脏灌注　肾脏灌注采取自然重垂压力灌注

法，将取出的肾脏迅速放入盛有冰屑的无菌不锈钢盆

中，使用 UW 液冷灌，灌注高度为 100 cm，经肾动

脉插软管，均匀地灌注清除肾脏内的淤血，灌注期间

轻揉肾脏，加速淤积血液的排出，使其温度均匀迅速

降至 10 ℃ 以下的状态，灌洗至肾脏外观变为均一润

白、静脉管流出透明清澈且无红细胞的灌注液，表明

灌洗充分。 

1.2.6   肾脏保存　本次实验采取单纯低温冷保存方

法。根据《移植器官质量与安全指南（第 6 版）》中

的指导方法 [16]，将灌注结束后的供肾放入充满 UW
液的无菌塑料袋内，并保持处于 1~4 ℃ 的状态，封

口，再套上两个无菌塑料袋，分别扎紧袋口，放入器

官低温保存箱中，分别于保存的 0、2、4、6、8 h 右

肾取样，器官运输箱表面粘贴“器官运输专用”标识

并标明信息（器官名称、供体猪编号、供体猪血型、

目的地、紧急联系人及运输要求）。 

1.3    肾脏运输

将供体器官从获取地运输至目的地可根据实际情

况选择交通工具，其中常用的交通工具可选择航空、

高铁或公路，运输流程见附件 1（扫描二维码可见）。 

1.3.1   航空运输　航空运输要求器官转运箱的总重量

不超过 75 kg，体积不超过 40 cm×60 cm×100 cm。若

超过该限度，需要购买客运机票。器官运输人员应在

明确获取供体器官后，确定所乘航班班次，并在航班

起飞前 4 h 通过客服电话联系航空公司沟通详情（扫

描二维码见附件 2）。所需文件包括：医院开具的介

绍信（扫描二维码见附件 3）；负责运输人员的执业

医师资格证；运输器官情况说明书 2 份（扫描二维码

见附件 4），注明运输器官的合法来源、用途、联系

人姓名及联系电话等信息，内容明确说明用于救助患

者生命，并注明组织器官的合法来源和用途。材料需

由旅客及医疗机构相关责任人分别签字，并加盖医疗

机构公章。在办理运输手续时，需在机场填写并签署

《XX 航空股份有限公司供体器官运输协议书》（扫

描二维码见附件 5，参考海南航空公司），视为接受

航空运输可能存在的风险。开具上述文件的单位需为

具备器官或组织移植能力的医疗机构。
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扫描二维码可见附件 1~5
 

1.3.2   铁路运输　铁路运输时应当将火车车次等信息

提前 24 h 向承运方明确说明，携带运输器官所需资

料与航空运输相同，铁路运输方将提供快捷通道帮助

缩短器官运输时间。 

1.3.3   公路运输　公路运输时应当优先使用救护车运输

或由移植医院自行协调运输用车，携带与航空运输相同

材料，经过公路收费站时可优先通过。运送捐献器官的

救护车遇有交通堵塞等情形，可依法使用警报器和标志

灯具，在确保安全的前提下，不受行驶路线、行驶方向、

行驶速度和信号灯的限制，其他车辆和行人应当让行。

行使以上道路优先权仍无法通过的，可拨打 110、122 等

向当地报警电话求助。如遇公路收费站拥堵，可通过拨

打应急电话联系交通运输部门进行协调，保障优先通过。 

1.4    肾脏冷保存期间质量检测 

1.4.1   组织病理检测　取 0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm 体积

大小肾脏组织固定于 4 % 甲醛溶液中 48 h，常规脱

水、包埋后做组织切片进行苏木素-伊红（hematoxylin-
eosin，HE）染色和 TUNEL 荧光染色用。 

1.4.2   凋亡相关基因检测　实时荧光定量聚合酶链反

应（ real-time fluorescent  quantitative polymerase chain
reaction，RT-qPCR）检测肾脏组织中凋亡相关基因

半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 酶 3（ cysteinyl  aspartate-specific
proteinase-3， Caspase-3） 信 使 RNA（ messenger
RNA， mRNA） 水 平 ， 其 上 游 引 物 序 列 为 5'-

GGACGACCTATCACAAACTTGAAAT-3'，下游引物

序列为 5'-ATGGTCTTCTTTAGAAACACTGTGC-3'。 

1.4.3   保存肾脏质量测定　留取各时间点保存液 1 mL，

1 800×g 离心 2 min 取上清，按照 LDH、肌酐、KIM-1
试剂盒说明书的操作方法进行实验操作，利用全自动

酶标仪进行检测。 

1.5    统计学方法

采 用 GraphpadPrism7 对 实 验 数 据 进 行 分 析 统

计，采用 t 检验对实验结果进行差异显著性分析。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    供体猪血型鉴定

提取血液 DNA 并利用 PCR 技术检测 8 基因修饰

猪的血型，并与 2 头 A 型血阳性对照猪和 1 头备用

猪的血型进行对照，均为 A 型血。 

2.2    术前生化指标检测

供体肾功能及供体内环境稳态的准确评估对肾移植

术后受者维持正常的生理功能尤为重要，其中主要生理

指标包括血清肌酐 73.2 μmol/L、血尿素氮 2.8 mmol/L、

血红蛋白 116 g/L，均在参考值范围内[17-18]，左右肾

的热缺血时间分别为 3 min 和 7 min。 

2.3    肾脏移植前多层螺旋 CT 造影

为了解活体肾移植术前供体猪肾脏的位置、形

态、血管变异及集尿系统的情况，采用多层螺旋

CT 进行术前造影获取了本次实验供体猪肾脏大小，

肾脏长径为 10~12 cm，宽径为 5~6 cm，厚径为 4~5 cm，

肾动脉直径为 0.5~0.6 cm，输尿管的长度为 18~23 cm，

输尿管的内径为 6~8 mm（图 1）。未见肾脏畸变，

无副动脉，血管无扩张、狭窄或过早分支的情况。 

2.4    器官获取及灌注

供体猪预先麻醉后于上午 9：13 接入呼吸麻醉机
 

图 1    不同体位多层螺旋 CT 造影结果

Figure 1    The multi-detector spiral CT imaging results with different body positions

第 2 期 朱飞艳等．基因修饰供体猪肾脏获取、灌注、保存和运输方法的建立 ·275·   



维持呼吸，调整呼吸频率为 12~15 次/分，上午 11：18
阻断腹主动脉后开始获取肾脏，左、右肾获取时间共

计（125±10）min。左肾热缺血时间为 3 min，右肾

热缺血时间为 7 min，共计出血量为（20±2）mL。获

取左肾重量为 108 g，右肾为 112 g。左肾灌注时间

为 36 min，右肾由于动脉管较短，寻找过程花费较多

时间，灌注时间为 41 min，灌洗至肾脏外观变为浅红

色、静脉管流出透明清澈且无红细胞的灌注液，共计使

用 500 mL UW 液，灌注后的肾脏质地柔软外观白润。 

2.5    器官打包及运输

本研究将器官打包后放入器官低温保存箱中，以

公路、高铁运输器官为例进行示范（图 2A），运输

箱表面粘贴本实验室自行设计的“器官运输专用”标

识（图 2B），从手术室出发运至高铁站，事先与高

铁站相关负责人沟通器官运输流程有关事项。 

2.6    肾脏在 UW 液中保存 8 h 内的病理学改变

灌注后肾脏组织结构轮廓清晰，肾小球无皱缩，

肾小管排列紧密无肿胀变形；近端小管内刷状缘结构

完整；保存 2 h 后，肾脏组织轮廓结构依旧完整清

晰，与 0 h 比较无明显改变；保存 4 h 后，组织结构

基本完整但肾小管上皮有部分微小空泡形成，肾小管

管腔内少部分内膜脱落；保存 6 h 后，肾脏组织结构

仍旧完好，肾小管管腔内少部分内膜脱落；保存

8 h 后部分肾小球发生皱缩，周围肾小管管腔向内轻

微凹陷肿胀并有部分内膜脱落，有微小空泡形成

（图 3A）。 

2.7    保存 8 h 内的肾脏细胞凋亡情况

肾脏组织中 Caspase-3 mRNA 水平随保存时间的

延长而上调（图 3B），与保存 0 h 相比，保存至 2、

4、6、8 h 时肾脏组织中 Caspase-3 mRNA 水平均升

高（均为 P<0.05）；肾脏组织 TUNEL 试验凋亡计

数结果为 0 h（2±1）个/mm2，8 h（6±1）个/mm2，表

明保存至 8 h 时肾脏凋亡细胞数量无差异（P>0.05，

图 3C）。 

2.8    组织损伤标志物

保 存 液 中 KIM-1、LDH 和 肌 酐 检 测 结 果 显 示

KIM-1 水平随保存时间延长逐渐升高，提示肾小管上

皮细胞受损；LDH 活性在保存 6 h 后上升，表明肾组

织轻微损伤；肌酐水平在保存过程中保持稳定，表明

肾功能基本未受影响（图 3D）。 

 

注：A 图为器官打包运输示意图；B 图为器官运输箱专用标识。

图 2    器官打包及运输流程

Figure 2    The organ packaging and transportation process
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3    讨　论

基因修饰猪肾脏作为供体器官已经进入了临床试

验阶段[19-20]，多项临床试验数据表明供体猪肾脏能够

在受者体内发挥正常功能[21-22]，有望实现临床应用。

我国幅员辽阔，器官运输距离远至全国各地，但目前

仍未建立一套针对异种器官运输的方案或体系。本研

究建立了一套适用于基因修饰猪供体肾脏获取、灌

注、运输和保存的方法，确保了器官在长途运输和保

存中的功能稳定性，为异种器官移植的临床应用奠定

了基础。

关于供体器官的保存，静态冷保存（static cold

storage, SCS）由于操作便捷、适用性广，仍是肾脏

短期保存的主流方法 [23-27]。有研究表明，移植后的
 

注：A 图为 HE 染色结果（×200）；B 图为 Caspase-3 mRNA 表达水平，与 0 h 比较，aP< 0.05；C 图为 TUNEL 染色结

果（×400）；D 图为保存液肌酐、LDH、KIM-1 的表达水平。

图 3    猪肾脏病理学损伤评估

Figure 3    The evaluation of pathological injury of pig kidney
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SCS 肾脏动脉阻力略高、氧气消耗略低，但在 2 d 内

能够较好地保持基因修饰猪供体肾脏的结构完整

性[28]。此外，捐赠的人体肾脏经 SCS 与冷脉动机械

灌注保存后，两种方法保存的肾脏移植后肾功能的延

迟恢复、急性排斥反应的发生率及移植物和患者的长

期存活率并无显著差异[29]。

自然重垂压力灌注方法因其有效、简单、廉价被

沿用至今[30]，但灌注压力和温度需由人工控制，压力

过大会导致血管损伤，过小则会导致灌注不充分。因

此，在操作过程中需轻柔灌注并观察肾脏颜色变化以

确保灌注充分。各器官对热缺血时间耐受程度不同，

一般认为供肝需<30 min，供肾需<60 min[31-32]，超过

该时间段会增加移植失败的风险，长时间冷缺血被认

为与移植后肾功能延迟恢复相关[33]，并且可能增加急

性 排 斥 反 应 发 生 率 [34]
。本 次 实 验 中 热 缺 血 时 间 为

7 min，被认为是较为理想的肾脏获取时长。冷保存

时间为 8 h，光学显微镜观察结果显示肾小球内仅有

少量细胞凋亡，周围肾小管管腔向内轻微凹陷肿胀并

有部分内膜脱落，这种损伤通常是可逆的[35-36]。

本研究发现 Caspase-3、KIM-1 和 LDH 的含量随

保存时间的延长而增加，提示冷保存时间过长会导致

肾脏细胞凋亡率增加、肾小管上皮细胞损伤和肾脏细

胞缺氧等不利因素的产生[37-39]，可能会影响肾脏移植

效果。尽管如此，通过检测 UW 液中肌酐的含量，

其在保存期间水平并未有明显波动，提示肾功能正

常。若需长途冷保存运输，可考虑运送至目的地后第

一时间更换新的保存液，可能会在一定程度上减少肾

脏损伤。
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