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体外膜氧合再灌注猪心脏死亡供体后肠黏膜屏障功能
的改变
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近年来，体外膜氧合技术（+,>.）应用于心脏

死亡器官捐献（C,C）供体的研究显著增加，特别是

对 C,C 供体肝、肾等器官的循环支持、体外修复及

相关机制研究是目前 +,>.在该领域的研究热点DEFGH。

包括肠道在内，C,C 供体器官存在不同程度的低灌

注打击和热缺血损伤，肠黏膜屏障损伤可引起肠内

菌群异位、毒素入血，从而影响其他组织器官功能IJKLM。

+,>. 在对 C,C 供体的保护、支持过程中是否会对

肠黏膜屏障功能也提供相关保护还是造成进一步

损伤尚不完全清楚，因此明确这一过程中肠黏膜屏

障功能变化十分必要。本实验应用巴马小型猪，模

拟临床建立马斯特里赫特（>88&)$17%)）!类 C,C 模

型，应用 +,>. 再灌注 C,C 供体后观察肠黏膜屏

障功能的变化情况，为 +,>. 相关损伤修复机制研

究提供新的依据。

0 !"#$%

E;E !"#$ GN 只雌雄不限健康成年巴马小型

猪作为实验对象，常规饲料喂养，体质量 JN"JO P:，

月龄 EN"EG 个月，实验前给予禁食 GL %，禁水 EG %

处理。

E;G %&'()*+,-./01 经臀大肌

注射氯胺酮 EN 3:QP:、安定 N;L 3:QP: 及阿托品

N;NJ 3:QP: 行基础麻醉，麻醉后称体质量，将猪仰卧

位固定于恒温手术台，胸前连接五导联心电监护，

通过耳缘静脉建立外周静脉通路，给予氯化琥珀胆

碱 E 3:QP:诱导麻醉，然后行气管插管，连接麻醉机，

设置吸入氧气浓度为 LNR，流量为 E SQ314，潮气量

为 EN 3SQP:，呼吸频率为 ET 次Q314，吸呼比为 EUG，

术中七氟烷吸入作麻醉维持。麻醉完成后，经颈部

右侧纵行切口，游离颈内动脉和颈内静脉并置管，

颈内动脉置管用于术中监测平均动脉压及采集血

样，颈内静脉置入中心静脉导管，用于术中监测中

心静脉压和液体输注。于上腹部正中行纵行切口，充

分游离肾动、静脉水平以下腹主动脉和下腔静脉，以

备 +,-V 置管。参考文献DOM方法建立猪-88&)$17%)

!类心脏死亡模型。静脉推注氯化钾 E : 和肝素

J 3:QP:，当心电监护提示出现室颤后使用心肺复苏

机给予标准心脏按压DWM，按压频率为 ENN 次Q314，按压

深度为 O 73，期间呼吸机维持呼吸。心肺复苏

（,XY）JN 314 后关闭所有心肺支持，心电监护示直

线，在 O 314 不接触（4" )"#7%）时间内若无心电活动

及自主呼吸，判定猪心脏死亡。即成功建立猪心脏

死亡模型。

E;J +,-V 01'23 判定猪心脏死亡后，迅速

经腹主动脉下行分叉水平以上部位置入 EOZ$ +,!

-V 插管，插管深度为插管尖端应位于肾动脉开口

处；再经同一水平于下腔静脉中置入 E[Z$ +,-. 插

管，插管尖端位于肝静脉开口处，然后将插管与

+,-. 管路连接。其中动脉插管与管路连接中间放

置三通管，用于 +,-. 运行过程中血压监测及血样

采集。剪开膈肌，将胸主动脉贴近膈肌处夹闭，防止

血液分流。开始运行 +,-.，+,-. 参数设定为：温

度 JT"J[#，流量 JN 3SQP:，氧流量 J SQ314。+,-.

运行过程中持续给予肝素泵入抗凝，维持活化凝血

时间\],^_$JNN &。

E;L 456789:;< 术中及 +,>. 运行过

程中持续监测生命体征，每分钟记录平均动脉压

（>]X）。分别于基础阶段、判定心脏死亡时、+,>.

运行 G %、L % 及 W % 时获取血液标本，酶联免疫分

析法测定血清中内毒素、二胺氧化酶（C].）和肠型

脂肪酸结合蛋白（`FZ]aX）水平；在相同时间点，各

获取面积为 N;O 73%N;O 73 的全层小肠组织用生理

盐水冲净肠内容物后，通过甲醛固定、石蜡包埋、切

片、<+ 染色进行小肠病理检查。

E;O =>?@A 实验数据采用 bXbbE[;N 统计软

件进行数据处理，计量资料以 !"# 表示，计量资料比

较采用 ! 检验，"&N;NO 为差异具有统计学意义。

1 &'

G;E !"BCDE GN 头巴马小型猪均成功建立

心脏死亡模型，并顺利运行 +,>. W %。静脉推注氯

化钾 E : 后 EW 头巴马小型猪即刻出现室颤，平均动

脉压降至 GO 33c:（E 33<:'N;EJJ PX8）以下，至心

肺复苏结束，复苏过程中均无自主心率恢复。L 头巴

马小型猪在心肺复苏阶段出现自主心率恢复，再次

给予氯化钾 E : 后，无自主心率恢复。此方法建立模

型效果稳定。+,>. 插管顺利，运行 EO 314 后，小肠
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注：基础阶段为未推注氯化钾诱导心脏死亡前；!"# 为二胺氧

化酶，$%&"'( 为肠型脂肪酸结合蛋白；与前一时间点血清学指标水

平比较，)

!!*+,-，.

!",+,-；与心脏死亡时比较，/

!!,+,-，0

!",+,-

组织基本恢复粉红色。实验过程中，123# 流量

4*#4- 567（89·5:;），氧流量 4 675:;，平均动脉压

基础值为（<=>=-$->,?）55@9，123# 运行过程中

为（?<>4<$A>BB）55@9。持续肝素泵入，维持活化凝

血时间（"2C）"4,, D。

=>= !"#$%&' 与基础阶段比较，判定猪心

脏死亡后，血清内毒素、!"# 及 $E&"'( 均明显升

高（均 !!,>,-）。123# 运行开始后，血清内毒素和

!"# 在 = F 及 G F 时均呈明显下降趋势（均 !!,>,-），

123# 运行 A F 时内毒素水平有轻度上升，!"# 较

G F 无明显变化；血清 $E&"'( 呈先缓慢下降，后升

高趋势，在 123# 运行前 = F 有所下降，但差异无

统计学意义（!",>,-），123# 运行 G F 时，下降显著，

到 A F 时 $E&"'( 水平明显升高（!!,>,-，表 B）。

=>4 ()*+,-.&' 当判定猪心脏死亡后，

小肠组织外观呈现淤紫暗红色，肠壁无弹性、无水

肿，小肠表层被覆上皮不完整、较多脱落，绒毛及黏

膜腺体排列不规则，固有层中可见大量淋巴细胞、

嗜酸性粒细胞及浆细胞。随着 123# 的运行，小肠

组织逐渐恢复粉红色，颜色均匀，肠壁弹性逐渐恢

复，肠蠕动明显；病理表现亦有好转趋势，当 123#

运行至 = F 及 G F 时，光镜下均见小肠表层被覆上

皮偶见脱落，至 123# 运行 G F 时，部分绒毛排列

不规则，肠黏膜腺体排列大致规则，固有层有少量

淋巴细胞、嗜酸性粒细胞及浆细胞浸润；当 123#

运行时间超过 G F 后，肉眼可见肠壁开始水肿，并呈

逐渐加重趋势，弹性较前变差，蠕动逐渐减弱，A F

病理切片可见小肠表层被覆上皮偶见脱落，部分绒

毛脱落及萎陷，肠黏膜腺体排列大致规则，炎细胞

浸润较前加重（图 B）。

! ! "#$%&'()*+,"#$- %&'#()./0123!"#4

*+, ! -.+/012 34 1/536378/9 "#$ +/5 %&'#() :1;1:2 5<=8/0 6.1

17>1=8?1/63!"$4

检测时间点 " 内毒素（1H756）!"#（H756）$E&"'(（;9756）

基础阶段 =, ,>=4B$,>,4= -B><4$<>?, B?>IB$4>B=

心脏死亡时 =, ,>4<A$,>,4B

)

?A>A4$I>4A

)

=4><<$4>=B

)

运行 123# = F =, ,>4,-$,>,4G

)

AA>=<$->I<

)

==>,4$B>4<

.

运行 123# G F =, ,>=G4$,>,=B

)/

A,>==$->GB

)/

B?><A$B>?4

)/

运行 123# A F =, ,>=-B$,>,=4

./

-I>4A$<>G,

./

==>G<$B>IA

)0

注：">正常猪小肠；'> 判定心脏死亡后；2>运行 123# = F；!>运行 123# G F；1>运行 123# A F

5 ! 6789:;<=>-?@ @-A$$A&BCDEFGH13B@IJ!CDD4

'80 E )+6.3:308F+: F.+/012 34 6.1 2?+:: 8/61268/+: 8/ 6.1 >=3F122 34 126+,:82.8/0 >80 F+=58+F 51+6. ?351: +/5 @-A$ F8=F<86 GB@!CDDH

I KL

123# 已有近 ?, 年的应用历史，随着器材的

不断改进以及近年来器官移植技术和研究的快速发

展，123#广泛应用于供体移植物的保护、移植受者

生命支持及移植后各种并发症的抢救等J?K，特别是为缓

解临床供体短缺，123# 对 !2! 器官供体的循环支

持及质量修复成为研究热点之一J<EIK。目前，国际上

认为最具扩大供体器官来源的是 3))DLM:/FL 心脏死

亡分类标准中的 3))DLM:/FL !类JB,K。因此本实验设

计建立在此类心脏死亡供体模型基础上。相关研究

表明，123# 技术可以用来选择改善 3))DLM:/FL !

类供体器官质量，西班牙巴塞罗那大学 &N;0OP:Q)等JBBK

" ' 2

!

1

!

4

" 马宁，等+体外膜氧合再灌注猪心脏死亡供体后肠黏膜屏障功能的改变
=BB



!"#$ !"#%&

应用 $%&' 在体修复 ( )，使供体器官得到一定程

度的恢复，后因供体腹腔渗出增多、$%&' 流量难

以维持，腹腔器官质量变差而停止。截至目前，

$%&' 对 *%* 供体器官的保护机制尚不十分明确。

包括肠道在内，*%* 供体器官存在不同程度的低灌

注打击和热缺血损伤，肠黏膜结构和功能的损伤，

可引起肠道细菌移位、内毒素入血，诱发全身炎性

反应，从而造成多种组织器官的损害。相关研究认为，

体外循环病人的肠道是导致脓毒血症、全身炎性反应

综合征（+,-+）和多系统器官功能衰竭（&'*+）的重

要器官，是损伤的始动器官."!/"01。基于以上考虑，本

实验深入探讨 $%&' 再灌注 *%* 供体过程中肠黏

膜屏障功能是否能够得到有效保护，还是进一步加

重黏膜损伤，为这一过程中肝、肾、胰腺等其他器官

的功能变化及相关机制研究提供新的思路。

笔者用静脉推注氯化钾，继而给予标准心肺复

苏的方法成功建立了巴马小型猪 &2234567)4 !类心

脏死亡捐献模型，模型成功率高、易于标准化。$%&'

运行过程稳定，转速和流量分别为 ! 888!! 988 5:;6<

和 08!09 ;=:（>?·;6<），运行 $%&' @ ) 维持有效

平均动脉压（#AB0A"@C""）;;D?，保证了肠道血液灌

注。在 $%&' 运行 "9 ;6< 后，肠道即恢复均匀粉红

色，接近正常颜色，利用肝素在建立心脏死亡模型

及 $%&' 运行过程中抗凝有效，血液灌注理想。评

价肠黏膜屏障功能指标除病理学观察，血清中 *E'

能准确、快速地反应肠道机械屏障的完整性和损伤

程度，小肠黏膜中 *E' 活性与黏膜上皮细胞的核

酸和蛋白质合成相关，当肠黏膜屏障受损，*E' 进

入肠细胞间隙淋巴管和血管中，血 *E' 升高."(/"91。

,/FEGH 在黏膜中的含量最丰富，由于黏膜层对缺

血最为敏感，肠缺血时 ,/FEGH 能较早释放，当肠道

缺血 "9 ;6< 后血清中即迅速增加，由于 ,/FEGH 的

特异性和敏感性，使其在判断黏膜损伤程度方面具

有显著优势."@1。内毒素是革兰阴性细菌细胞壁中的

一种成分，检测其血液浓度可以反映肠黏膜通透性

和细菌入血情况."#/"A1。判定心脏死亡后，肠道呈现淤

紫状态、弹性较差，黏膜上皮部分脱落，绒毛萎缩，

固有层大量炎性细胞浸润，血清学指标均大幅升

高，整体表现显示肠道经历严重的缺血缺氧后导致

炎性反应和肠上皮细胞及结构损伤。$%&'运行 ! )

和 ( ) 的检测结果显示肠黏膜组织病理相比心脏死

亡后均有不同程度好转，黏膜上皮坏死脱落减轻，

绒毛排列大致规则，炎性细胞浸润明显减少，内毒

素、*E' 和 ,/FEGH 随时间延长有逐渐下降趋势。

$%&' 运行能够为肠道提供充足的氧气和营养，维

持肠道的生理温度，有利于肠黏膜上皮细胞的恢

复，保护黏膜屏障功能。$%&' 运行 @ ) 后，肠壁水

肿、变薄，肠蠕动减弱，腹腔渗出增多，黏膜固有层

炎细胞大量浸润，血清内毒素和 *E' 变化不明显，

,/FEGH 从前 ( ) 的逐渐下降趋势转为快速上升，综

合以上结果提示肠黏膜屏障功能没有得到持续保

护，反而有恶化趋势。在本实验的预实验中，$%&'

运转超过 @ ) 后，因腹腔渗出增多，通过补液升压等

措施后，流量仍难以维持，腹腔脏器颜色和质地明

显变差，$%&' 体外灌注的目的是保护和支持脏器

功能，因此实验没必要继续延长 $%&' 运行时间来

观察肠黏膜屏障功能变化。

$%&' 作为一种中短期心肺替代辅助治疗技

术，可以为 *%* 供体提供有效的血液灌注和氧供，

短期运行对肠道具有保护支持作用，维护黏膜屏障

功能，减少菌群异位及毒素入血，为其他腹腔脏器

修复提供良好的循环微环境。但同时，$%&' 作为

一种侵入性技术，能激活炎症反应，本实验证实长

时间运行 $%&' 会引起肠黏膜屏障功能的进一步

损伤，炎症反应严重，可能成为移植术后相关并发症

的潜在使动因素，因此有待进一步研究。本实验为今

后 $%&' 对 *%* 供体器官的损伤修复机制和肠道

功能损伤相关性研究提供新的思路和依据。
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