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大鼠体外循环后肺损伤的实验研究

黄海嵘!张!雷!李德闽!吴海卫!易!俊!申!翼!董国华!李忠东!王常田

!!!摘要"!目的!研究大鼠体外循环""#$%&'()*+',#$-.-(#//#012$后肺脏损伤及其相关机制% 方法!34 只雄性 56大鼠

随机均分成两组&伪手术组"57#+组$和体外循环组"012组$#57#+组建立012模型管道#不进行体外循环'012组建立体外

循环后流量逐步调至最大(

!

899 +*:";<!+&,$)维持转流 =9 +&,% 于转流开始前">9$和转流结束后">8$*术后 8 7">3$*术

后 3 7">?$*术后 83 7">4$行血清肿瘤坏死因子"@)+'$,A"$'/&/B#"@'$C

!

#>DEC

!

$*基质金属蛋白酶CF"+#@$&G+A@#**'($'@A&,#/AC

F#HH1CF$因子检测及动脉血气分析% 术后 83 7">4$获取支气管肺泡灌洗液".$',"7'#*IA'*#$*#I#<AB*)&%#2JKE$和肺组织检

测>DEC

!

*HH1CF 浓度及肺组织和和核转录因子 DEC

"

2",)"*A#$@$#,/"$&(@&', B#"@'$CL#((#2#DEC

"

2$的表达水平#并行组织学

检查% 结果!012组012后大鼠血清*肺组织及2JKE中炎症因子>DEC

!

*HH1CF 均较 57#+组明显上升#012组肺组织 DEC

"

2蛋白表达水平显著高于 57#+组"!M9N9O$'组织学检查发现012组表现为中性粒细胞浸润*肺间质水肿*出血*透明膜形

成和坏死等病理变化% 结论!012可导致肺组织DEC

"

2激活#上调>DEC

!

*HH1CF 等炎症因子表达#引起肺损伤%

!关键词"!体外循环'炎症因子'肺损伤

!!!中图分类号"!P=O4N8!!!文献标志码"!J!!%'&#89N?F=F:QN&//,N8=R3C3R8SN3984N93N998
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!!

(534+')-+)!63&,-+%7,!>'&,IA/@&<#@A@7A&,B*)A,"A'B"#$%&'()*+',#$-.-(#//"012$ ', *),<&,Q)$-&, $#@/#,% &@/$A*#@A%

+A"7#,&/+N8,+9/.4!>TA,@-B')$+#*A5($#<)A6#T*A-$#@/TA$A$#,%'+*-%&I&%A% &,@'@T'<$')(/&/7#+'(A$#@&', <$')( "57#+$

#,% 012<$')(N57#+<$')( A/@#.*&/7 012+'%A*#.)@T&@7')@012.-(#//NJB@A$A/@#.*&/7 @7A012#@7AB*'T$#@AT#/<$#%)#**-#%Q)/@A%

@'@7A+#G&+)+(

!

899 +*:";<!+&,$) #,% +#&,@#&,A% B'$=9 +&,N2*''% /#+(*A/TA$A"'**A"@A% #@@7A.A<&,,&,<#,% @7AA,% 'B

012#8 7#3 7#83 7 B'$#//#-/'B@)+'$,A"$'/&/B#"@'$C

!

">DEC

!

$#+#@$&G+A@#**'($'@A&,#/ACF "HH1CF$ #,% #$@A$&#*.*''% <#/#,#*-C

/&/N2$',"7'#*IA'*#$*#I#<AB*)&% "2JKE$ #,% *),<@&//)ATA$A'.@#&,A% 83 7 #B@A$@7A'(A$#@&', B'$%A@A"@&', 'B>DEC

!

#HH1CF #,%

DEC

"

2($'@A&, AG($A//&', *AIA*/#7&/@'*'<&"#*AG#+&,#@&', T#/#*/'(A$B'$+A%N:,4"1+4!0'+(#$A% T&@7 57#+<$')(#&,B*#++#@'$-"-@'C

;&,A/'B>DEC

!

*HH1CF 'B@7A012<$')( &, /A$)+**),<@&//)A#,% 2JKE/&<,&B&"#,@*-&,"$A#/A% #,% DEC

"

2($'@A&, AG($A//&', *AIA*/

&, @7A*),</#+(*A/TA$A'.I&')/*-7&<7A$#B@A$012"!M9N9O$NU&/@'*'<&"#*AG#+&,#@&', $AIA#*A% @7#@@7A012<$')( /7'TA% ,A)@$'C

(7&*&,B&*@$#@&',#&,@A$/@&@&#*()*+',#$-A%A+##7A+'$$7#<A#7-#*&,A+A+.$#,AB'$+#@&', #,% ,A"$'/&/N;/#-1"4%/#!K),<&,Q)$-&,%)"A%

.-012&/$A*#@A% @'DEC

"

2#"@&I#@&', #,% @7)/&,"$A#/A'B>DEC

!

*HH1CFN

!!(<,( =/'.4)!"#$%&'()*+',#$-.-(#//'&,B*#++#@'$-"-@';&,A/'*),<&,Q)$-

!!急性肺损伤"#")@A*),<&,Q)$-#JKV$是体外循环

术后常见的并发症#其中约有 3W患者可发展成急

性呼吸窘迫综合征 "#")@A$A/(&$#@'$-%&/@$A///-,C

%$'+A#JP65$#死亡率高达 O9W XR9W

(8C3)

% 尽管

近年来外科手术技巧*心肺转流术和心肌保护措施

及术后监护措施有了很大提高#但 JKV仍然保持着

较高的发生率#尤其是在先天性心脏病合并肺动脉

高压的婴幼儿身上#明显增加了死亡率% 这已成为

体外循环术后不可忽视的重要并发症#因而建立大

鼠体外循环""#$%&'()*+',#$-.-(#//#012$术后肺损

伤模型越来越受到重视% 本实验通过建立 56大

基金项目# 国家自然科学基金"Y8898R3?$

作者单位# 389993 江苏南京#南京军区南京总医院心胸外科

通讯作者# 王常田#ZC+#&*&%$N"7#,<@&#,[8=?N"'+

鼠012模型#研究大鼠012对肺损伤的影响并探讨

其可能机制#为012后肺脏保护提供新思路%

>?材料与方法

>N>?动物分组?健康雄性清洁级 56大鼠 34 只#

鼠龄 ? X4 月#体重"4O9 \O9$<#由南京军区南京总

医院动物中心提供(生产许可证号 50SL"军$399RC

983#使用许可证号 5]SL"军$399RC93F)#置于相对

清洁*恒温环境中#予标准饲料分笼饲养#术前 83 7

禁食#自由饮水#实验过程中对动物的处置符合动物

伦理学要求% 大鼠随机分为 3 组&伪手术组"57#+

组$与012组各 83 只#57#+组常规动静脉穿刺*面

罩给氧#肝素化等 012建模操作#不进行 012'012

组按下列程序造模%

!?88!东南国防医药 3984 年 ? 月第 8= 卷第 3 期!H&*&@#$-HA%&"#*̂')$,#*'B5')@7A#/@07&,##_'*N8=#D'N3#H#$N3984



>N@?012模型建立?大鼠用 3W戊巴比妥"O9 +<:

;<$腹腔内注射麻醉#模型建立参照 `#,<等(?)的方

法#并适当改进 012模型% 左股动脉置入肝素化

34a套管接监护仪#尾动脉置入 39a套管并与膜肺

的动脉血出口连接#右颈外静脉置入带有侧孔的

8=a套管至右心房处用以引流静脉血入储血槽#途

经转流泵#由小动物特制膜肺进行氧合% 转流开始

时灌注量约 49 +*:";<!+&,$#逐步增加转流速度

至 899 +*:";<!+&,$#并维持此转速 =9 +&,#然后

缓慢降低至停机#术中密切监测动脉压*心率*肛温

等指标#循环结束后拔除右心房插管#尾动脉插管继

续低流量灌注#在血压升至术前水平后拔除#保留左

股动脉 3 7后拔除插管#密切观察大鼠生命体征变

化#直至完全苏醒#放入鼠笼#禁食#自由饮水%

>NA?标本的取材与保存?分别于肝素化后转流前

">9$和转流结束后">8$*术后 8 7">3$*术后 3 7

">?$及术后 83 7">4$由左侧股动脉采血 9NR+*#

O999 $:+&, 离心 89 +&,#离心半径 39 "+#收集上层

血清# bR9 c深低温冰箱保存标本% >4 时再次麻

醉大鼠#打开胸腔#游离主支气管及其分支#钳夹右

主支气管#左侧予以 7#,;/液灌洗#获取支气管肺泡

灌洗液".$',"7'#*IA'*#$*#I#<AB*)&%#2JKE$#以 8999

$:+&, 离心 89 +&,#离心半径 39 "+#取上清置于

bR9 c下保存#右中肺*右下肺置于 bR9 c下保

存#右上肺置于 89W中性甲醛溶液中保存%

>NAN>?血气分析?取 >9 X>4 时间点动脉血查血

气分析#测定动脉血氧分压"1#d

3

$*动脉血二氧化

碳分压"1#0d

3

$*(U值和红细胞压积"U0>$% 计算

呼吸指数"$A/(&$#@'$-&,%AG#PV$#PVe1"JC#$6d

3

:

1#d

3

'1"JC#$6d

3

e"12b1U3d$ fE&d

3

b1#0d

3

b

1#d

3

% 同时记录术前与术后的平均动脉压"HJ1$%

>NAN@?炎症因子及DEC

"

2检测?血清肿瘤坏死因

子"@)+'$,A"$'/&/B#"@'$C

!

#>DEC

!

$*基质金属蛋白

酶CF"+#@$&G+A@#**'($'@A&,#/ACF#HH1CF$因子及核转

录因子 DEC

"

2",)"*A#$@$#,/"$&(@&', B#"@'$CL#((#2#

DEC

"

2$`A/@A$, .*'@法蛋白检测均按说明书操作%

>DEC

!

*HH1CF ZKV5J试剂盒"南京建成生物科技有

限公司$#8=4CO9O8`A/@A$, .*'@电泳仪 "美国 2&'C

P#%$#DEC

"

2蛋白抗体 "美国 5#,@#0$)g0J$#

2$#B'$% 蛋白含量检测试剂盒与考马斯亮蓝染色法

检测蛋白试剂盒"南京凯基生物科技发展有限公

司$% 其中 >DEC

!

浓度在血清中以 (<:+*表示#在

肺组织中以 (<:+<表示'而 HH1CF 在血清中以 ,<:

+*表示#在肺组织中以 ,<:+<表示%

>NANA?肺组织病理检查?取固定于甲醛中肺组织#

经乙醇脱水#石蜡包埋#切片呈 4

#

+厚#用苏木精

和伊红染色#光镜下观察肺组织病理变化#应用

57#'等的半定量分析方法来进行肺脏损伤评分%

>NB?统计学处理?采用 5155 84N9 软件#定量数据

以均数\标准差"I\G$表示'组内各时间点比较采用

两因素方差分析'两两时间点比较采用K56检验'两

组间比较采用?检验'变量之间关系采用1A#$/', 直

线相关分析#!M9N9O 为差异有统计学意义%

@?结?果

所有 012组动物均顺利建立 012并平稳渡过

转流期及术后 83 7#顺利完成预期实验*标本留取*

检测等程序%

@N>?大鼠实验生理数据及呼吸指数变化?57#+组

大鼠术前术后血气分析无明显差异"!h9N9O$#两

组大鼠术前 HJ1及动脉血气分析数据之间无显著

差异"!h9N9O$'而 012组 012后大鼠 HJ1*(U

值*U0>均较术前明显降低#1#d

3

升高显著"!均M

9i9O$#1#0d

3

无明显变化"!h9N9O#表 8$% 012组

012后大鼠PV明显上升#在>8 达到高峰#后趋于下

降#>8 X>4 各时间点均较 57#+组显著升高"!M

9N9O$#但>9时两组无明显差异"!h9N9O#图 8$%

@N@?炎症因子的表达变化?57#+组血清炎症因子

>DEC

!

*HH1CF 呈水平趋势#012组上升趋势明显#

>3 X>4 各时间点 >DEC

!

*HH1CF 较 57#+组明显上

升#且呈持续上升趋势"!M9N9O$#但 >9 时两组无

明显差异"!h9N9O#图 3*图 ?$% 012组肺组织匀

浆及2JKE中>DEC

!

*HH1CF 炎症因子较 57#+组显

著升高"!M9N98#表 3$%

表 8!两组大鼠012前后生理指标比较$I\G%

组别 时间点 HJ1"++U<$

1#d

3

"++U<$ 1#0d

3

"++U<$

(U U0>"W$

57#+组 >9 89FN83 \YN88 8=9N?3 \8ONO9 ?YN89 \3N98 RN?F \9N98 44N48 \3N83

", e83$ >8 89=N48 \RN9? 8=3N98 \8?N4? ?FN38 \3N33 RN?F \9N93 4?N=? \3NF3

012组 >9 89YN93 \YNF9 8ORNF3 \83N?9 ?YNO9 \3N48 RN49 \9N98 4ON93 \3N49

", e83$ >8

Y?N83 \=N?8

"

j

348NR8 \3ON33

"

j

48N88 \3NF?

RN?? \9N9R

"

j

?8N?3 \?N?9

"

j

!注&与同组术前水平比较#

"

!M9N9O'与 57#+组同期比较#

j

!M9N9O
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表 3!肺组织&2JKE中炎症因子>DEC

!

&HH1CF 的表达$I\G%

组别 ,

>DEC

!

肺组织"(<:+<$ 2JKE"(<:+*$

HH1CF

肺组织",<:+<$ 2JKE",<:+*$

57#+组 83 38N39 \4NF8 YN88 \3N?3 8?NY3 \3NR8 =NR9 \8NY?

012组 83

3O8YN33 \348N?3

"

?34NF? \38N39

"

8?O=NY9 \8O8N?3

"

8FON38 \8=N89

"

!注&与 57#+组比较#

"

!M9N98

图 8!呼吸指数$PV%的变化趋势

与 57#+组比较#

"

!M9N9O

图 3!012组与 57#+组血清>DEC

!

的变化趋势

!!>9&012前#>8&012结束#>3 X>4&012结束后 8*3*

83 7'与 57#+组比较#

"

!M9N9O

图 ?!012组与 57#+组血清HH1CF 水平的变化趋势

!!>9&012前#>8&012结束#>3 X>4&012结束后 8*3*

83 7'与 57#+组比较#

"

!M9N9O

@NA?肺组织中 DEC

"

2检测比较?以 `A/@A$, .*'@

法半定量分析检测DEC

"

2#012组术后 83 7 肺组织

中DEC

"

2较 57#+组明显增高"!M9N9O#图 4$%

图 4!012组与 57#+组肺组织中DEC

"

2蛋白的表达

与 57#+组比较#

"

!M9N9O

@NB?肺组织病理学观察?57#+组肺组织肺泡及间

质组织结构基本完整#而 012组大鼠肺泡壁水肿*

增厚#出现局限性不张#中央部分实变'间质*肺泡腔

内有以中性粒细胞为主的炎性浸润% 肺损伤半定量

评分显示&012组"?NY9 \9N83$分#明显高于 57#+

组"9 \9N?9$分"!M9N9O#图 O$#且 012组肺脏损

伤评分与肺组织 >DEC

!

*HH1CF 等炎症因子表达水

之间存在明显正相关"*e9NY4#!M9i9O$%

图 O!肺组织病理学比较$UZf899%

A?讨?论

体外循环可以引起多个脏器的损伤#如心*肺*

肾*脑等#其中急性肺损伤是最为常见的并发症之

一#其产生急性肺损伤的病理生理机制非常复杂#尚

未得到准确而又系统的阐述% 当前的观点认为012

过程中血液与人工材料的接触*转流期间的低温*血

细胞的破坏*手术创伤等均可激活中性粒细胞等

炎症细胞#引起细胞因子*化学因子*黏附分子在内

的炎症介质的激活和释放'其次012过程中非正常

!O88!东南国防医药 3984 年 ? 月第 8= 卷第 3 期!H&*&@#$-HA%&"#*̂')$,#*'B5')@7A#/@07&,##_'*N8=#D'N3#H#$N3984



的搏动血流#导致周围脏器血流灌注不足#形成一个

缺血再灌注的损伤过程#特别是以肠道为主的肠黏

膜缺血导致血管壁和黏膜屏障功能障碍#致使内毒

素大量进入血液#激发炎症反应#从而导致多器官功

能障碍和严重并发症(4CR)

% 文献报道显示#012术

后患者都伴有不同程度的肺功能障碍#其中 3W可

发展成JP65#死亡率高达 O9W XR9W

(4#Y)

% 为了能

更好地研究 012后肺损伤#本研究建立了可靠性*

重复性及生存率都较为满意的大鼠 012模型% 经

研究发现012引起大鼠 PV明显上升#结合术后组

织病理学检查#提示012确实对肺造成损伤%

核转录因子 DEC

"

2是重要的炎症调控转录因

子#在多种炎症性因子*趋化因子基因启动子上存在

着识别位点#可有效调控其生成#在炎症细胞因子介

导的炎症反应中起关键作用(F)

% 当细胞受到脂多

糖*氧化应激等外源性刺激后#通过信号转导引起

V

"

2降解#导致 DEC

"

2移位至细胞核#介导 >DEC

!

*

HH1CF 等诸多炎症介质表达#进而引起中性粒细胞

黏附聚集#导致组织细胞级联放大的炎症反应损

伤(89C88)

% 本研究显示#012后 83 7 大鼠肺组织 DEC

"

2表达较 57#+组明显增高#提示012可以促使肺

内DEC

"

2的活化% 多数研究认为 012通过血液与

人工材料的接触及缺血再灌注损伤等可能导致体内

炎症因子水平增高#这些因素可能与 012术后 DEC

"

2的活化有关%

>DEC

!

是炎症反应过程中重要的促炎因子#可

以对脂多糖*细胞因子*促炎介质等多种刺激发生早

期应答反应#并可诱导血管内皮细胞*中性粒细胞产

生黏附分子#加重组织损伤(83)

% 潘闪等(8?)通过对

心内直视手术患者血浆 >DEC

!

含量的动态监测发

现#012后血浆中 >DEC

!

水平即有增加#012结束

时达到高峰% 本实验中#012后血浆中 >DEC

!

持续

上升#与上述研究不同#这一差异可能和本实验选择

不同实验对象有关% 本实验亦发现肺组织中>DEC

!

水平约为血浆中 89 倍#这一结果与 L'@#,&等(84)研

究相符#其研究认为肺泡巨噬细胞能比血浆中相关

炎症细胞生成更多的 >DEC

!

#从而提示肺组织中

>DEC

!

与炎症反应导致的肺损伤关系更加密切%

HH1CF 能有效降解细胞外基质*促进中性粒细

胞的渗出#在炎症反应中发挥作用% K&, 等(8O)报道

体外循环术后#血浆中 HH1CF 的浓度显著升高%

0#$,A-等(8=)也指出心脏直视术后#患者 2JKE中

HH1CF 的含量增加#并且 HH1CF 的水平与中性粒

细胞的数量密切相关% 本文结果符合上述结论#

012后血浆及2JKE中的HH1CF 均显著增加%

>DEC

!

*HH1CF 是 DEC

"

2调控的炎症反应介

质#已有研究表明 >DEC

!

*HH1CF 可作为 012术后

脏器功能不全及肺组织炎症反应损伤程度标

志(4#8R)

% 本研究发现 2JKE及肺组织 >DEC

!

*HH1C

F 炎症因子表达水平与肺组织损伤程度呈明显正相

关"*e9NY4#!M9N9O$#且 012后血清 >DEC

!

*

HH1CF 持续上升#其原因可能为012过程导致血液

与异物接触*炎症介质的激活及内毒素的入侵#激活

作为炎症因子调控枢纽的 DEC

"

2#从而介导血清炎

症因子表达增加#引起 >DEC

!

*HH1CF 持续上升及

肺组织的损失% 组织病理学检查提示#012组大鼠

肺泡壁水肿*增厚#出现局限性不张#中央部分实变'

间质*肺泡腔内有以中性粒细胞为主的炎性浸润%

这表明012确实造成了大鼠肺组织的病理损伤%

综上所述#012能够导致肺内 DEC

"

2表达增

加#介导>DEC

!

*HH1CF 炎性因子表达上升#从而引

起肺组织损伤% 因此全面阻断这一炎症的放大机

制#有可能为防治012后肺损伤提供新的思路%
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U(感染*胃酸分泌过高*机体免疫机能异常*饮食不

节等因素有关(Y)

% 本病治疗上的难点就是疣状隆

起病灶的消退*腺体萎缩和肠上皮化生的逆转% 单

纯西药根除U(*抑酸*保护胃黏膜治疗#虽能取得一

定临床疗效#但部分隆起糜烂病灶仍持续存在(F)

%

中医中药在局部病变治疗同时#注重整体调节% 研

究表明(?)

#中药在改善胃黏膜微环境*提高机体免

疫功能*增强组织修复能力等方面具有一定优势%

中西结合治疗隆起型糜烂性胃炎是目前研究的一个

重要方向%

隆起型糜烂性胃炎归属于中医+胃脘痛,*+胃

痞,等范畴#系肝胃不和*气机不疏导致气滞血

瘀(F)

% 虚*痰*瘀是本病的基本病机% 健脾益气是

中医治疗胃黏膜损伤的核心治则#通过补充脾胃之

气#利于修复胃黏膜创面% 本方胃特安中的白术*干

姜*茯苓*黄芪有健脾益气功效#枳实*陈皮*制香附*

瓜萎*厚朴*木香可疏肝理气#神曲*莱菔子有消食之

功#黄柏*黄芩*泽泻有清热利湿的作用(89)

% 本研究

显示#中西医结合治疗组临床总的疗效明显优于单

纯西药组% 本方胃特安中的白术*木香*茯苓*陈皮*

厚朴可增强胃黏膜屏障*改善黏膜微循环*阻止胆汁

反流的作用#有促进胃黏膜修复的功效(89)

% 本研究

也表明#中西医结合治疗组的胃镜下疗效显著高于

西药对照组%

腺体萎缩*肠上皮化生等改变是隆起型糜烂性

胃炎较常见的病理征象#是癌前病变(Y)

% 本研究发

现#中西医结合治疗对胃黏膜活动性炎症*腺体萎

缩*肠上皮化生等病理征象的改善作用#明显优于西

药治疗组#这可能与中成药组方胃特安的抗损伤*抗

氧化*增强免疫力等整体调节效应有关(89)

% 本方胃

特安片中的黄芩*厚朴*陈皮*木香有一定的抑杀U(

作用(88)

% 本研究观察到#中西医结合治疗组的 U(

根除率虽高于西药对照组#但两者差异不显著#这可

能与胃特安片的杀菌协同功效还不够强有关%

本研究提示#西药联合胃特安片治疗隆起型糜烂

性胃炎疗效较好#值得军队基层卫生机构推广应用%
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