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体外循环导致大鼠小肠微循环损伤的机制研究

吴海卫，许　飚，景　华，王常田，钱建军，董国华

［摘要］：目的　定量分析研究体外循环（ＣＰＢ）对小肠微循环功能的影响，并初步探讨其可能的微观病理生理机制。方法
　建立大鼠常温ＣＰＢ模型，２０只大鼠均分为对照组和ＣＰＢ组，以异硫氰酸荧光素标记牛白蛋白及吖啶橙作为示踪剂，分别标
记血浆及白细胞，并采用活体荧光显微镜技术，在ＣＰＢ前、ＣＰＢ３０ｍｉｎ、ＣＰＢ６０ｍｉｎ、ＣＰＢ后６０ｍｉｎ、ＣＰＢ后１２０ｍｉｎ，定量分析
小肠壁小动脉直径、收集静脉红细胞流速、功能毛细血管密度、毛细血管通透性、白细胞附壁情况。结果　ＣＰＢ可以使肠壁小
动脉直径减小，收集静脉血流速度减慢，黏膜及肌层功能毛细血管密度减低，血管壁通透性增加及大量白细胞附壁，转流停止

后１２０ｍｉｎ，各项改变达到峰值。结论　常温ＣＰＢ可以导致大鼠明显而持续的小肠微循环损伤，血流重新分配和炎性细胞浸
润可能是最主要的致伤因素。
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　　体外循环（ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｂｙｐａｓｓ，ＣＰＢ）过程中
非生理性血流可引起全身炎症反应综合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ），造成各种器
官功能损伤。小肠在ＳＩＲＳ发生发展中即是“靶”又
是“源”，ＣＰＢ后肠黏膜屏障功能的损害可以造成内
毒素入血、肠道菌群易位，从而触发瀑布效应，甚至
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引起多脏器功能障碍，影响临床治疗效果［１－２］。

ＣＰＢ引起肠道损伤的机制尚不清楚，本研究采用大
鼠ＣＰＢ模型，用荧光活体显微镜技术对小肠微循环
变化进行直接观察，定量分析肠壁血流灌注、血管通

透性及白细胞附壁情况，探讨ＣＰＢ后肠道损伤的发
生机制。

１　材料与方法

１．１　动物模型及分组　采用４５０～５５０ｇ成年雄性
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ＳＤ大鼠，建立常温 ＣＰＢ模型［３－４］。简要步骤如下，

大鼠麻醉后气管切开接小动物呼吸机辅助通气，吸

入氧浓度１００％。左股静脉置２２Ｇ套管针，接微量
输液泵，维持静脉通道；右侧颈动脉置２４Ｇ套管针，
连接动脉泵管，用于ＣＰＢ动脉血泵入。右颈静脉置
入带网状侧孔的 １６Ｇ穿刺导管，深入至右心房水
平，引流静脉血入贮血槽。全身肝素化（５００ＩＵ／ｋｇ）
后开始转流。静脉血由右房经颈静脉管依靠重力和

虹吸引出，引流到位于心脏平面下方３０ｃｍ的开放
贮血槽，经微型膜肺（广东科威医疗器械有限公司，

气血交换面积０．０５ｍ２，预充量４ｍｌ）氧合，氧合血
由小型蠕动泵（保定兰格恒流泵有限公司，ＢＴ００－
３００Ｍ型）泵入右颈动脉。预充液由８ｍｌ贺斯和８
ｍｌ供体血液构成。在贮血槽和膜肺上方，用１００Ｗ
白炽灯照明加热，以维持肛温在３６．５～３８．３℃。逐
渐增加流量，稳定于１００～１５０ｍｌ／（ｋｇ·ｍｉｎ），维持
平均动脉压在６０～８０ｍｍＨｇ。转流６０ｍｉｎ后，逐
步降低灌注流量并停机，依次拔除各管道。缓慢输

入贮血槽中的余血，维持循环稳定。继续辅助呼吸

１２０ｍｉｎ并进行微循环观察。２０只大鼠随机分为
ＣＰＢ组及对照组，每组各１０只。两组动物手术操作
相同，ＣＰＢ组连接 ＣＰＢ装置并转流６０ｍｉｎ，对照组
同样连接装置并肝素化但不转流。

１．２　活体观察方法　在观察开始前，经股静脉分别
注入异硫氰酸荧光素标记牛白蛋白（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏ
ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ－ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＦＩＴＣ－ＢＳＡ）
（５％，０．２ｍｌ／１００ｇ）和吖啶橙（０．２％，０．１ｍｌ／１００
ｇ），其中ＦＩＴＣ－ＢＳＡ可以使血浆着色，以显示肠壁
毛细血管结构，吖啶橙可以标记体内白细胞，使其细

胞核在镜下呈现为发光亮点。做腹部正中切口，将

末段回肠连同肠系膜轻轻拉出腹外，逆肠系膜方向

纵形切开肠管约１ｃｍ，以６－０单丝线缝于四周，舒
展、固定于载玻片，置于观察台，连续用３７～３８℃生
理盐水表面灌流给肠壁保温、保湿。黏膜及黏膜下

层由通过切口由内向外，浆膜层及肌层则直接从肠

管外由外向内进行观察。采用荧光显微镜（上海

２ＸＣ４ＴＶ型）进行活体观察，用１００Ｗ汞灯分别通过
Ｉ２／３（绿色，波长 ５３０～５６０ｎｍ）和 Ｎ２（兰色，波长
４５０～４９０ｎｍ）滤色板顶部照明。分别于 ＣＰＢ前
（Ｔ１）、ＣＰＢ３０ｍｉｎ（Ｔ２）、ＣＰＢ６０ｍｉｎ（Ｔ３）、ＣＰＢ后
６０ｍｉｎ（Ｔ４）、ＣＰＢ后１２０ｍｉｎ（Ｔ５）对小肠微循环状
态进行显微观察，选定有代表性的４个不交叉区域
经行各项指标检测，通过摄影、摄片记录有关图像资

料，用ＩｍａｇｅＪ图像分析系统做评估。
１．３　指标检测　

１．３．１　微循环血流动力学指标　选择无分枝、长度
１００μｍ、直径３０μｍ左右的小动脉，测量其直径变
化；用逐祯回放分析技术，测量黏膜下层收集静脉中

的红细胞流速；测量观察区域内荧光灌注毛细血管

长度，分别计算肌层、黏膜层单位面积 ＦＩＴＣ－ＢＳＡ
灌注毛细血管的长度，即功能毛细血管密度（ｆｕｎｃ
ｔｉｏｎａｌｃａｐｉｌｌａｒｙｄｅｎｓｉｔｙ，ＦＣＤ），ＦＣＤ值以单位面积
ＦＩＴＣ－ＢＳＡ灌注毛细血管的长度表示（／ｃｍ）。
１．３．２　毛细血管通透性　ＦＩＴＣ－ＢＳＡ分子量大，正
常情况下不能通透血管壁而位于血管腔内，当毛细

血管通透性增加时，ＦＩＴＣ－ＢＳＡ可穿过血管壁进入
组织间隙，使血管周围出现散在的不规则斑片状荧

光。利用计算机图像处理技术，将其转为２５５灰阶
图时，可以表现为灰度值增加，其增加幅度与 ＦＩＴＣ
－ＢＳＡ的漏出程度呈正相关。通过测定微血管周围
的灰度值变化，可以定量了解血管壁的通透性情况，

灰度值越高，则表示组织间的大分子物质越多，血管

通透性就越大。

１．３．３　白细胞浸润情况　于高倍视野下找到黏膜
下层清晰的毛细血管后微静脉，通过摄像系统记录白

细胞的流动状态。将静止于血管内皮＞３０ｓ和游走
于血管外但仍在小血管旁的白细胞认定为附壁状态，

对其计数，并计算１００μｍ长度血管的附壁白细胞数。
１．４　统计分析　所有数据用平均数±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，以ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析处理，组内比较采
用ｔ检验，组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５
认为差异显著。

２　结　果

２．１　小动脉直径　小动脉直径自 ＣＰＢ开始后开始
逐步下降，到观察结束时最为明显，从（３０．８±３．６）
μｍ降至（２０．６±３．７）μｍ，差异显著（Ｐ＜０．００１），
这种血管收缩与小血管的自律运动无关，见图１。
２．２　小静脉血流速度　ＣＰＢ开始后小静脉内血
流速度减慢，随着 ＣＰＢ时间的延长，血流速度进
一步降低。在 Ｔ４和 Ｔ５时小静脉血流速度仍持续
降低，从Ｔ１时的（１．３８±０．０８）ｍｍ／ｓ降为至 Ｔ５时
的（０．４４±０．０６）ｍｍ／ｓ，见图２。
２．３　功能毛细血管密度　对照组黏膜层毛细血管
网丰富，绒毛内小血管细而迂曲，结构清晰；肌层毛

细血管网在正常情况下呈规则矩形，毛细血管网丰

富，显影清晰，见图３Ａ。ＣＰＢ状态下可见到明显的
血管充盈减少，并有血管边缘模糊表现；转流后１２０
ｍｉｎＦＩＴＣ－ＢＳＡ灌注血管影明显减少，并有相互之
间的交通中断现象，见图３Ｂ。对照组肌层和黏膜层
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ＦＣＤ值随时间的延长无明显变化，而ＣＰＢ后则逐渐
减少，至ＣＰＢ后１２０ｍｉｎ时分别由从ＣＰＢ前（５１１±
１７）／ｃｍ和（２２１±１３）／ｃｍ降为（１５０±１７）／ｃｍ和
（６４±７）／ｃｍ，差异显著（Ｐ＜０．００１），见图４。

注：与Ｔ１相比Ｐ＜０．０１；与对照组相比＃Ｐ＜０．０１
　图１　小动脉直径

注：与Ｔ１相比Ｐ＜０．０１；与对照组相比＃Ｐ＜０．０１
　图２　小静脉内血流速度

注：Ａ：对照组术后１２０ｍｉｎ；Ｂ：ＣＰＢ术后１２０ｍｉｎ
　图３　肌层毛细血管网

２．４　毛细血管通透性　对照组术后１２０ｍｉｎ毛细血
管轮廓清晰，ＦＩＴＣ－ＢＳＡ局限于血管内，血管周围
背影黑暗，见图５Ａ。ＣＰＢ转流开始后，随时间延长
可以见到逐步增多的血管外透亮区，在小肠黏膜层

绒毛微血管和黏膜下层毛细血管后微静脉中尤为明

显，至观察结束时，个别小血管结构变得模糊不清，

边界难以确认，见图５Ｂ。定量分析则表现为小血管
周围灰度值的逐步增加，由开始时的（１４２±７）升至
实验结束时的（２２０±１３），有显著统计学差异 （Ｐ＜
０．００１），表明ＣＰＢ后小血管通透性增加。见图６。

　图４　ＣＰＢ组肌层和黏膜层ＦＣＤ变化

注：Ａ：对照组术后１２０ｍｉｎ；Ｂ：ＣＰＢ术后１２０ｍｉｎ
　图５　微循环大分子漏出情况对比

注：与Ｔ１相比Ｐ＜０．０１；与对照组相比＃Ｐ＜０．０１
　图６　小肠微循环血管周围组织灰度
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２．５　白细胞浸润情况　对照组毛细血管内很少见
到附壁白细胞，毛细血管内偶见被吖啶橙染亮的白

细胞颗粒，见图７Ａ，箭头所示为停留于血管边缘的
白细胞，在吖啶橙染色下呈现桔红色颗粒；而 ＣＰＢ
组大鼠在转流１２０ｍｉｎ后，附壁的白细胞数目明显
增加，以黏膜下层小静脉内最为突出，可见到许多的

白细胞亮点聚集于小血管内及血管周边，见图７Ｂ。
定量分析显示白细胞附壁数由 ＣＰＢ前（２．８±１．３）
个／１００μｍ升至（３０．３±１．３）个／１００μｍ，差异显著
（Ｐ＜０．００１），见图８。

注：　Ａ：对照组术后１２０ｍｉｎ；Ｂ：ＣＰＢ术后１２０ｍｉｎ
　图７　毛细血管白细胞附壁情况

注：　与Ｔ１相比Ｐ＜０．０１；与对照组相比＃Ｐ＜０．０１
　图８　毛细血管白细胞壁定量比较

３　讨　论

限于伦理道德方面的制约，对 ＣＰＢ所致胃肠道
损伤及其在术后全身炎症反应中作用的研究，在人

体上难以深入，大多限于临床经验总结或间接测定，

如：对术后消化系统并发症的分析、Ｄｏｐｐｌｅｒ超声腹
内血管血流测定、动脉－胃黏膜ｐＨｉ测定等，从而推
断胃肠道缺血及黏膜损伤程度，无法做到直接、定量

分析，进一步的研究必须依赖适当的动物模型［４－５］。

本实验建立大鼠ＣＰＢ模型，采用活体荧光显微镜技

术，对小肠微血管形态、管壁结构完整性及血管内的

细胞运动状态进行直接、定量观察和分析研究。过

去的研究常采用肠系膜作为微循环观测对象，然而，

肠系膜与肠壁内的微血管在结构分布和血流状态上

存在很大差别，且肠壁各层之间也有明显不同［６－７］，

因此，必须对肠壁各层（包括绒毛层、黏膜层、黏膜

下层及肌层等）微循环直接观测，才是判断其损伤

程度最直观、有效的方法。

通过上述方法，我们发现，ＣＰＢ可造成肠道缺
血、血管通透性增加和炎性细胞浸润等病理现象。

ＣＰＢ后小动脉管径变细，伴随着血流速度减慢，导致
肠壁血供减少、灌注不足；ＦＣＤ进行性下降，到观察
结束时，大约只有转流前的３０％，表明肠道存在血
流重新分布，肠壁缺血的程度严重；白蛋白的外溢，

显示血管壁通透性增加，屏障功能受损，而周围组织

的水肿形成，可以进一步加重微循环损害；小静脉内

聚集的附壁白细胞，可能是最早参与炎症反应的活

化细胞，它们产生、释放各种炎性介质，破坏血管内

皮完整性，加重液体外渗，并在随后的病理改变中伴

演重要角色。研究还发现，毛细血管和黏膜下收集

静脉的改变最早、最明显，是 ＣＰＢ损伤中最易受影
响的结构单元。而转运毛细血管减少和腔内淤滞，

可以导致小肠肌层毛细血管灌注和营养紊乱，肌肉

活力丧失或减少，最后导致肠麻痹［８］。

实验中为了避免药物作用的影响，未使用任何

血管活性药物，然而在这种状态下，小肠微循环损伤

的改变仍然非常明显。因此，可以认为，ＣＰＢ导致的
小肠微循环缺血不仅仅是机体低灌注或低心排的结

果，而非生理性转流过程中的血流重新分配可能是

最初的致伤原因［９］。值得注意的是，这种损伤在

ＣＰＢ结束后的２小时没有任何缓解的征象，反而达
到了高峰。这表明，ＣＰＢ诱发的炎症反应可能是肠
道损伤最主要的机制，ＣＰＢ过程尽管已经停止，但炎
症反应却仍在继续。ＣＰＢ过程中血液和血细胞与体
外管道人工表面接触、泵的机械损伤、缺血再灌注损

伤导致白细胞活化、炎性介质释放、血浆酶、补体活

化、白细胞溢出、氧自由基释放［１０－１１］，这些都可以直

接或间接影响微循环，导致血管收缩，血液浓缩和血

流淤滞，随后内皮细胞肿胀，阻塞血管，血管通透性

增加，大分子渗漏。

总之，本研究利用大鼠 ＣＰＢ模型和活体荧光显
微镜技术，直观地研究了 ＣＰＢ所致小肠微循环进行
性损伤的现象，初步揭示了其微观病理生理机制。研

究发现，在体循环状态稳定的情况下，常温ＣＰＢ可以
导致大鼠明显而持续的小肠微循环损伤，血流重新分
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配和炎性细胞浸润可能是最主要的致伤因素。
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ｃｒｅａｓｉｎｇｃａｒｄｉａｃｏｕｔｐｕｔ［Ｊ］．ＪＡｎｅｓｔｈ，２０１０，２４（１）：１７－

２３．

　［７］　王刚，高长青，周琪，等．非体外循环下机器人冠状动脉旁

路移植手术的麻醉管理 ［Ｊ］．中华胸心外科杂志，２０１１，２７

（７）：４０４－４０６．

　［８］　ＲｕｓｓｅｌｌＷＪ．Ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅａｉｒｗａｙｐｒｅｓｓｕｒｅｔｏｍａｎａｇｅｈｙ

ｐｏｘｉａｄｕｒｉｎｇｏｎｅ－ｌｕｎｇａｎａｅｓｔｈｅｓｉａ［Ｊ］．ＡｎａｅｓｔｈＩｎｔｅｎｓｉｖｅ

Ｃａｒｅ，２００９，３７（３）：４３２－４３４．

（收稿日期：２００１２０２１３）　　
（修订日期：２０１２０２１４）　　

（上接第４０页）
　［７］　ＤｒｅｓｓｅｒＬＰ，ＭｃＫｉｎｎｅｙＷＭ．Ａｎａｔｏｍｉｃａｎｄｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ

ｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｎａｌｊｕｇｕｌａｒｖａｌｖｅ［Ｊ］．ＡｍＪＳｕｒｇ

１９８７；１５４（２）：２２０－２２４．

　［８］　ＯｋｉｔａＹ，ＭｉｎａｔｏｙａＫ，ＴａｇｕｓａｒｉＯ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

ｓｔｕｄｙｏｆｂｒａｉｎｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｔｏｔａｌａｏｒｔｉｃａｒｃｈｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ：ｄｅｅｐ

ｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉｃｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙａｒｒｅｓｔｗｉｔｈｒｅｔｒｏｇｒａｄｅｃｅｒｅｂｒａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｏｒｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｎｔｅｇｒａｄｅｃｅｒｅｂｒａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎＴｈｏｒａｃＳｕｒｇ，

２００１，７２（１）：７２－７９．

　［９］　ＴａｎｏｕｅＹ，ＴｏｍｉｎａｇａＲ，ＯｃｈｉａｉＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｆ

ｒｅｔｒｏｇｒａｄｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃｅｒｅｂｒａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎｗｉｔｈｔｒａｎｓｃｒａｎｉａｌ

Ｄｏｐｐｌｅｒ［Ｊ］．ＡｎｎＴｈｏｒａｃＳｕｒｇ，１９９９，６７（３）：６７２－６７５．

　［１０］　ＰａｃｉｎｉＤ，ＤｉＭａｒｃｏＬ，ＤｉＢａｒｔｏｌｏｍｅｏＲ．Ｍｅｔｈｏｄｓｏｆｃｅｒｅｂｒａｌ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｓｕｒｇｅｒｙｏｆｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＣａｒ

ｄｉｏｖａｓｃＴｈｅｒ，２００６，４（１）：７１－８２．

　［１１］　ＭａｌｖｉｎｄｉＰＣ，ＳｃｒａｓｃｉａＧ，ＶｉｔａｌｅＮ．Ｉｓｕｎｉｌａｔｅｒａｌａｎｔｅｇｒａｄｅｃｅｒ

ｅｂｒａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｔｏｂｉｌａｔｅｒａｌｃｅｒｅｂｒａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎｆｏｒｐａ

ｔｉｅｎｔｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇａｏｒｔｉｃａｒｃｈｓｕｒｇｅｒｙ［Ｊ］？ＩｎｔｅｒａｃｔＣａｒｄｉｏｖａｓｃ

ＴｈｏｒａｃＳｕｒｇ，２００８，７（５）：８９１－８９７．

　［１２］　缪娜，侯晓彤，刘瑞芳，等．应用孙式手术治疗主动脉夹层

的体外循环管理策略［Ｊ］．中国体外循环杂志，２０１０，８

（２）：７２－７４．

　［１３］　ＢｌａｃｋＪＨ，ＤａｖｉｓｉｏｎＪＫ，ＣａｍｂｒｉａＰＲ．Ｒｅｇｉｏｎａｌｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａｗｉｔｈ

ｅｐｉｄｕｒａｌｃｏｏｌｉｎｇｆｏｒｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｓｃｈｅｍｉｃｃｏｍｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎｓａｆｔｅｒｔｈｏｒａｃｏａｂｄｏｍｉｎａｌａｏｒｔｉｃｓｕｒｇｅｒｙ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＴｈｏｒａｃ

Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｓｕｒｇ，２００３，１５（４）：３４５－３５２．

（收稿日期：２０１１０７２７）　　
（修订日期：２０１１０９０５）　　
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