
书书书

第二军医大学学报　２０１１年４月第３２卷第４期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２０１１，Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．４

·４１３　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１１．００４１３ ·论　著·

经下腔静脉逆灌注含氧自体稀释血对中低温停循环猪血清及肝肾
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　　［摘要］　目的　探讨中低温停循环时经下腔静脉逆行灌注对猪血清及肝、肾组织丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量及超
氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性的影响。方法　选择健康小型猪２０只，随机分为２组，每组１０只。Ａ组（对照
组）给予中低温停循环９０ｍｉｎ，Ｂ组（实验组）给予中低温停循环联合经下腔静脉逆行灌注９０ｍｉｎ。检测逆灌注前（Ｔ１）、停循环１ｈ

（Ｔ２）及复灌１ｈ（Ｔ３）、３ｈ（Ｔ４）、５ｈ（Ｔ５）血清及肝、肾组织内ＭＤＡ含量及ＳＯＤ活性。结果　血清及肝肾组织内ＭＤＡ、ＳＯＤ在Ｔ１
时间点两组差异无统计学意义。在Ｔ３～Ｔ５时间点两组血清 ＭＤＡ含量均升高，ＳＯＤ活性均下降，但Ｂ组变化幅度低于 Ａ组

（Ｐ＜０．０５）。Ａ组在Ｔ２～Ｔ５时间点肝、肾组织内 ＭＤＡ含量高于Ｂ组，而ＳＯＤ活性低于Ｂ组（Ｐ＜０．０５）。结论　经下腔静脉逆灌
注含氧自体稀释血能部分改善中低温停循环猪肝、肾器官缺血再灌注损伤，对肝肾功能具有一定的保护作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（４）：４１３４１６］

　　累及主动脉弓部的ＳｔａｎｆｏｒｄＡ型主动脉夹层是
一种危及生命的疾病，年发病率为２．９／１０万，２１％
的患者入院前死亡，６８．２％在入院４８ｈ内死亡，显

示了本病的高危性［１］。对于ＳｔａｎｆｏｒｄＡ型主动脉夹
层只有外科手术能够有效挽救患者生命，手术需要在
低温停循环条件下进行，但停循环期间的缺血及复灌
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后的缺血再灌注损伤容易造成术后腹腔脏器功能不

全或衰竭［２３］。本研究通过建立中低温停循环经下腔
静脉逆行灌注自体血动物模型，观察其对动物肝肾功
能及血清、肝肾组织丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）水平的影响，探讨中低温停循环时经下腔静脉
逆行灌注对腹腔脏器可能的保护作用。

１　材料和方法

１．１　主要仪器　Ｓａｒｎｓ人工心肺机和变温水箱（美国

３Ｍ公司），膜式氧合器（宁波菲拉尔医疗用品厂），ＤＨ
１４０Ｂ型动物人工呼吸机、心电监护仪（美国 ＨＰ公
司），ＣＰＳ超声波粉碎机（上海华岩仪器设备有限公
司）。ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量检测试剂盒购自南京建成
生物工程研究所。

１．２　动物分组及麻醉处理　上海种白猪２０只（由第
二军医大学实验动物中心提供），体质量２５～３０ｋｇ，
雌雄不拘，随机分为２组（Ａ、Ｂ），每组１０只。动物麻
醉前肌内注射东莨菪碱０．２ｍｇ，肌内注射氟哌利多５
ｍｇ及氯胺酮２０ｍｇ／ｋｇ诱导麻醉。麻醉成功后，行气
管插管呼吸机辅助呼吸，并在颈部动脉和静脉处进行
置管用于血压监测和液体支持。普鲁泊福、芬太尼和
琥珀酰胆碱 （司可林）从颈静脉注射维持麻醉。

１．３　体外循环（ＣＰＢ）的建立及逆行灌注　体外循
环预充１００ｍｌ羟乙基淀粉＋２００ｍｌ乳酸林格液。
置实验猪于仰卧位，取胸部正中切口暴露心脏。行
升主动脉及上、下腔静脉插管。充分肝素化后，连接
体外循环机开始体外循环。流量 ８０ ｍｌ／（ｋｇ·

ｍｉｎ），常温转流１０ｍｉｎ后开始降温，控制降温时间

２０ｍｉｎ。同时开腹显露肝肾组织。待肛温降至

２８℃，停止体外循环，阻断升主动脉并注入心肌麻痹
液使心脏停跳。同时经右无名动脉插管予持续顺灌
行脑保护。停循环期间每隔３０ｍｉｎ灌注１次心肌保
护液。Ａ组（对照组）单纯低温停循环９０ｍｉｎ；Ｂ组（实
验组）在停循环同时经下腔静脉逆灌含氧的灌注液，
灌注压力为２５ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ），灌注
流量在２０～２５ｍｌ／（ｋｇ·ｍｉｎ），灌注液为体外循环机
储血槽内的自体血，氧饱和度是９５％～１００％，Ｈｃｔ
２０％～２５％。两组均在停循环９０ｍｉｎ后开放升主动
脉，心脏复跳，缓慢复温至３７℃循环稳定后脱离体外
循环机，继续维持麻醉状态５ｈ，放血处死。

１．４　检测指标及方法　分别在逆灌前（Ｔ１）、停循环１
ｈ（Ｔ２）、复灌１ｈ（Ｔ３）、复灌３ｈ（Ｔ４）、复灌５ｈ（Ｔ５）取少
量肝、肾组织块（约１０ｇ），放在冰冷的生理盐水中漂洗
称质量，用移液管量取预冷的生理盐水，生理盐水体
积与组织块质量之比为９１，用ＣＰＳ超声波粉碎机制
成１０％组织匀浆，然后倒入试管中，用离心机１０００×

ｇ４℃ 离心１０ｍｉｎ，取上清液测定 ＭＤＡ含量及ＳＯＤ
活性。并分别在Ｔ１～Ｔ５时间点抽取颈静脉血４ｍｌ分
成２管，２ｍｌ用于检测血清 ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活性，另
外２ｍｌ用于检测丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨
酶（ＡＳＴ）、尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｓｃｒ）、β２微球蛋白（β２
ＭＧ），标本送第二军医大学长海医院检验科行全自动
生化分析检测。

　　ＭＤＡ 检测原理：过氧化脂质降解产物中的

ＭＤＡ可与硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）结合，形成红色产
物，在５３２ｎｍ处有最大吸收峰值。ＳＯＤ检测原理：
通过黄嘌呤以及黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴

离子自由基，后者氧化羟胺形成亚硝酸盐，在显色剂
的作用下呈现紫红色，分光光度仪测其光密度（Ｄ）。
当被测样品中含有ＳＯＤ时，则对超氧阴离子自由基
有专一性的抑制作用，使形成的亚硝酸盐减少，比色
时测定管的光密度值低于对照管的光密度值，通过
公式计算可求出被测样品中的ＳＯＤ活力。ＭＤＡ、

ＳＯＤ检测严格按照说明书要求进行测定。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析
处理，实验数据以珚ｘ±ｓ表示，两组间均数的比较采
用ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同时间点动物肝肾功能指标的变化　结果
（表１）表明：Ｂ组ＡＬＴ、ＡＳＴ在Ｔ５时间点比Ａ组降低
（Ｐ＜０．０５）；Ｓｃｒ和ＢＵＮ水平在Ｔ４、Ｔ５时间点明显低
于Ａ组（Ｐ＜０．０５）；而反映肾功能的早期敏感指标β２
ＭＧ两组出现差异的时间更早，在Ｔ３时间点差异就有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｔ２时间点全身停循环，此时
局部的静脉血浓度不能反映全身的肝肾功能水平，故
不纳入统计对比。结果说明经下腔静脉逆行灌注对
猪肝、肾功能具有一定保护作用。

２．２　不同时间点血清 ＭＤＡ 含量、ＳＯＤ 活性变

化　结果（图１）表明：两组血清 ＭＤＡ含量随复灌时

间延长而相应增加，ＳＯＤ活性随复灌时间延长而相

应下降，在Ｔ３～Ｔ５时间点数值对比差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　不同时间点肝脏组织中 ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活性

变化　结果（图２）表明：与Ａ组相比，Ｂ组在Ｔ２～Ｔ５
时间点 ＭＤＡ含量下降，ＳＯＤ活性升高（Ｐ＜０．０５）。

组内不同时间点对比：Ａ组在Ｔ２～Ｔ５时间点 ＭＤＡ
含量较Ｔ１时间点升高，ＳＯＤ活性降低（Ｐ＜０．０５）；

而Ｂ组 ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活性在 Ｔ２～Ｔ３时间点较

Ｔ１时间点差异无统计学意义，仅在Ｔ４～Ｔ５时间点差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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表１　不同时间点猪肝肾功能指标对比

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｆｕｎｃｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ Ｇｒｏｕｐ Ｔ１ Ｔ３ Ｔ４ Ｔ５

ＡＬＴｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） Ａ ２３．３２±５．３５ ２７．３４±６．７３ ３５．９８±８．５３ ４４．８４±１１．３７
Ｂ ２４．７８±６．７２ ２６．８７±６．８４ ２９．７４±７．６４ ３２．６２±７．２４

ＡＳＴｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） Ａ ３５．８７±５．８６ ４２．８７±７．８３ ４９．８７±１２．８４ ６４．８４±１１．８４
Ｂ ３７．７４±６．８７ ４１．７３±８．７３ ４３．４８±６．８４ ４８．８４±９．８９

ＢＵＮｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ａ １０．８４±４．７２ １４．７５±５．８９ ２０．７８±９．７８ ２６．８７±１３．８７
Ｂ ９．８７±３．７３ １２．８３±６．８７ １５．８７±７．８７ １８．８７±１０．８７

ＳＣｒｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ａ ６０．８３±１８．９８ ７３．９４±１９．８３ ８７．２６±２２．７４ １０９．８７±３６．７３
Ｂ ６４．８３±２４．８７ ７０．９８±２２．８７ ７４．８７±１８．８７ ７９．９８±２８．９８

β２ＭＧρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１） Ａ １．４８±０．３５ ２．６４±０．７３ ３．７８±１．０２ ４．８７±１．８７
Ｂ １．６２±０．４２ ２．０６±０．５５ ２．６５±０．８９ ２．８９±１．３２

　ＧｒｏｕｐＡｈａｄｍｏｄｅｒａｔｅｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉｃｌｏｗｅｒｂｏｄｙｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙａｒｒｅｓｔｆｏｒ９０ｍｉｎ，ｇｒｏｕｐＢｈａｄｍｏｄｅｒａｔｅｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉｃｌｏｗｅｒｂｏｄｙｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙａｒｒｅｓｔ

ａｎｄｒｅｔｒｏｇｒａｄｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＩＶＣａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＡ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图１　不同时间点血清中 ＭＤＡ含量（Ａ）与ＳＯＤ活性（Ｂ）变化

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓ（Ａ）ａｎｄ

ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｂ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
　Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图２　不同时间点肝脏组织中 ＭＤＡ
含量（Ａ）与ＳＯＤ活性（Ｂ）变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓ（Ａ）ａｎｄ
ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｂ）ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＴ１．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．４　不同时间点肾脏组织中 ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活性
变化　结果（图３）表明：与Ａ组比较，Ｂ组在Ｔ２～Ｔ５
时间点 ＭＤＡ含量下降，ＳＯＤ活性升高（Ｐ＜０．０５）。
与Ｔ１时间点比较，Ａ组在Ｔ２～Ｔ５时间点 ＭＤＡ含量
升高，ＳＯＤ活性降低（Ｐ＜０．０５）；而Ｂ组ＭＤＡ含量、

ＳＯＤ活性在Ｔ２～Ｔ３时间点差异无统计学意义，仅在

Ｔ４～Ｔ５时间点差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　不同时间点肾脏组织中 ＭＤＡ
含量（Ａ）与ＳＯＤ活性（Ｂ）变化

Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓ（Ａ）ａｎｄＳＯＤ

ａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｂ）ｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＴ１．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　脏器损伤一直是深低温停循环后常见的并发症
之一。近年来，很多学者倡导提高停循环温度结合
选择性顺行脑灌注的方法来施行主动脉弓部手

术［４７］，已基本解决了脑保护的问题。但停循环温度
大幅提高后腹腔脏器对缺血缺氧的耐受程度也相应

降低，肝肾功能损害进一步加重［８９］。停循环期间的
缺血和复灌后缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）是腹腔脏器损
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伤的主要原因。停循环期间，腹腔脏器处于缺血状
态，再灌注后可通过氧自由基、钙超载、白细胞及炎
症介质等的作用造成腹腔脏器的缺血再灌注损伤。
同时，由于血液与体外循环人造物质接触激活白细
胞，通过白细胞活化，促进血液炎症因子释放，白细
胞和炎症介质通过血液循环到达腹部组织，会进一
步造成腹腔脏器损伤［１０１１］。此外，停循环期间毛细
血管微栓沉积导致微循环闭塞也是原因之一［１２］。因
此，保证腹腔脏器持续的血流灌注是脏器保护的中
心环节。本研究拟在中低温停循环条件下，经下腔
静脉逆行灌注含氧灌注液，通过检测血清及肝肾组
织中 ＭＤＡ含量及ＳＯＤ活性变化，评价该方法对腹
腔脏器的保护作用。猪、犬与人解剖结构相似，下腔
静脉及肝、肾等大静脉处均无明显的静脉瓣［１３］，理论
上经下腔静脉逆灌更容易到达肝、肾、肠道等重要脏
器从而起到保护作用。

　　本研究结果发现，对照组在中低温停循环后，

ＳＯＤ活力降低，ＭＤＡ含量上升，且随着缺血再灌注
时间的延长（复灌后５ｈ内），ＳＯＤ活性进一步下降，

ＭＤＡ含量进一步上升。ＭＤＡ为脂质过氧化代谢产
物，其含量可反映机体内脂质过氧化的程度，用以判断
细胞损伤的程度；ＳＯＤ是自由基的重要清除酶之一，
能清除超氧化物阴离子，对机体的氧化与抗氧化平衡
起着至关重要的作用，保护细胞免受损伤，其活性可反
映组织内清除自由基的能力。因此，ＭＤＡ与ＳＯＤ的
联合检测可以推测体内自由基的代谢情况［１４１５］。本研
究结果说明停循环后造成腹腔脏器缺氧缺血，氧自由
基增加，脂质过氧化反应增强，抗氧化酶大量消耗，从
而引起组织缺血再灌注损伤。这与对照组术后的

ＡＬＴ、ＡＳＴ升高及肾功能损伤的结果相符合。

　　实验组予下腔静脉逆灌干预后，能显著上调

ＳＯＤ的活性和抑制 ＭＤＡ表达，而ＳＯＤ活性增加和

ＭＤＡ含量减少能加快组织内氧自由基清除，提升机
体的抗氧化能力，从而减轻缺血再灌注损伤，对腹腔
脏器起到明显的保护作用。其机制可能与逆灌后机体
的血氧含量增加，组织氧量增加，机体缺氧状况得到改
善有关；也可能与逆灌后血流能提供组织代谢需要的

ＡＴＰ等多种底物并带走代谢产物有关。实验结果还
表明，实验组ＡＬＴ、ＡＳＴ在Ｔ５时间点较对照组明显下
降，Ｓｃｒ和ＢＵＮ指标在Ｔ４～Ｔ５时间点就出现改善，而
肾功能的早期敏感指标β２ＭＧ在Ｔ３时间点就较对照
组明显改善。这些结果与逆灌后体内的ＳＯＤ活性上
升和 ＭＤＡ水平下降的结果具有一致性。

　　综上所述，中低温停循环时经下腔静脉逆行灌
注含氧自体稀释血的方法能减轻停循环时腹腔器官

的缺血再灌注损伤，从而对肝肾功能起到一定保护

作用，有望成为主动脉弓部手术中腹腔重要脏器保
护的新手段。
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