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体外循环对先天性心脏病婴幼儿循环内皮祖细胞影响
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［摘要］：目的　通过测量围术期先天性心脏病患儿重复内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）数量，明确体外循环（ＥＣＣ）对循环ＥＰＣｓ的影
响。方法　２０１０年７月到２０１０年１２月外科治疗先天性心脏病伴肺动脉高压患儿４０例，分为非 ＥＣＣ组和 ＥＣＣ组，每组 ２０
例。非ＥＣＣ组在非ＥＣＣ下行胸部小切口直视封堵和动脉导管未闭结扎术；ＥＣＣ组在经典ＥＣＣ下行各种心脏畸形矫正手术。
两组患者分别于麻醉前（Ｔ１）、手术后即刻（Ｔ２）、术后４ｈ（Ｔ３）、２４ｈ（Ｔ４）、７２ｈ（Ｔ５）抽取患儿桡动脉血，通过流式细胞仪测定
外周血中ＥＰＣｓ数量。分析ＥＣＣ对循环ＥＰＣｓ的影响。结果　两组患儿Ｔ１时间ＥＰＣｓ无显著差异（Ｐ＞０．０５）；在 Ｔ３时间点
ＥＣＣ组患儿循环ＥＰＣｓ数高于非ＥＣＣ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；术后Ｔ２、Ｔ４、Ｔ５时间点ＥＣＣ组循环ＥＰＣｓ数均低于非
ＥＣＣ组和Ｔ１时间ＥＰＣｓ数，结果有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ＥＣＣ可以导致术后循环ＥＰＣｓ水平的降低。
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　　体外循环（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，ＥＣＣ）是心
脏直视手术中常用的一种心肺功能替代技术。但

ＥＣＣ是非生理状态的血液循环，不可避免对心肺血
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管及组织造成不同程度的损伤。内皮祖细胞（ｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）是内皮细胞的前体细
胞，主要存在于骨髓中，在炎症、缺血、肿瘤等病理状

态下可从骨髓中动员入外周血液中，到达病变部位，

分化为内皮细胞，修复组织和血管损伤。因此，本研

究通过测量 ＥＣＣ手术围术期循环 ＥＰＣｓ数，明确
ＥＣＣ对循环ＥＰＣｓ的影响。
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１　资料与方法

１．１　实验对象纳入、排除标准及一般资料　
１．１．１　纳入标准　①患儿为左向右分流的先天性
心脏病，年龄＜３岁。②伴中度以上肺动脉高压（肺
动脉收缩压／体动脉收缩压≥０．４５），患儿肺动脉压
力均经术前超声评估。③患者符合手术适应证，经
家属签署知情同意手术。

１．１．２　排除标准　①患儿为紫绀性心脏病，手术时
间过长＞１８０ｍｉｎ，手术时间过短 ＜３０ｍｉｎ。②一周
内有中、重度感染发生。③伴有血液系统疾病或严
重心、肝、肾功能不全疾病。④患有恶性肿瘤及全身
免疫性疾病者。

１．１．３　临床资料和分组　２０１０年７月到２０１０年
１２月，外科治疗先天性心脏病伴中重度肺动脉高压
患儿４０例，分为非ＥＣＣ组和ＥＣＣ组，每组各２０例，
ＥＣＣ手术患儿２０例，在低温 ＥＣＣ下进行的各种心
脏畸形矫正手术。男 １１例，女 ９例；年龄 ２～３２
（１０．６±１０．５）个月；身高５５～９４（６８．６±２３．７）ｃｍ；
体重３．５～１５．３（７．６±３．５）ｋｇ；肺动脉压力（５７．３±
９．１）ｍｍＨｇ；单纯室间隔缺损（ＶＳＤ）６例，ＶＳＤ＋房
间隔缺损（ＡＳＤ）４例，ＶＳＤ＋三尖瓣关闭不全（ＴＩ）２
例，ＶＳＤ＋ＡＳＤ＋ＴＩ３例，ＶＳＤ＋动脉导管未闭
（ＰＤＡ）２例，ＶＳＤ＋右室双出口（ＤＯＲＶ）＋肺动脉瓣
关闭不全（ＰＩ）１例，ＶＳＤ＋大动脉转位（ＴＧＡ）１例，
ＶＳＤ＋ＤＯＲＶ＋ＴＩ＋ＴＧＡ＋二尖瓣关闭不全（ＭＩ）１
例。非ＥＣＣ手术患儿２０例，在非 ＥＣＣ下行胸部小
切口介入封堵和动脉导管未闭结扎术。男１２例，女
８例；年龄４～３４（１２．４±１１．８）个月；身高６０～１０４
（７６．２±２７．４）ｃｍ；体重５．０～１７．３（８．４±４．３）ｋｇ，
肺动脉压力（５２．４±６．３）ｍｍＨｇ。ＡＳＤ１３例，ＰＤＡ
７例。
１．２　手术方法　
１．２．１　ＥＣＣ装置及预充　Ｓｔｏｃｋｅｒｔ５型人工心肺
机，Ｄｉｄｅｃｏ９０１、９０２型膜式氧合器，Ｊｏｓｔｒａ血液超滤
器，婴儿型循环管道，停搏液为Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ液，预充液
由红细胞悬液、勃脉力Ａ（Ｐｌａｓｍａｌｙｔｅ－Ａ）、２０％人血
白蛋白、５％碳酸氢钠、１０％葡萄糖酸钙、速尿（５～
１０ｍｇ）等组成。
１．２．２　ＥＣＣ手术　患儿均采用静脉吸入复合麻
醉，气管插管。于右侧颈内静脉放置双腔深静脉导

管，右侧桡动脉测压。患儿取仰卧位，消毒铺巾后，

行胸部正中切口，常规插管建立 ＥＣＣ并转流，待鼻
咽温降至３２℃后阻断升主动脉，于升主动脉根部灌
注改良Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ液，心脏停跳后行心内畸形矫治

术（ＶＳＤ和ＡＳＤ补片修补或直接缝合术，ＤＯＲＶ心
室内隧道修复术，ＴＧＡ大动脉转换术等），常规关
胸，安置心包、纵隔引流管，术毕转至重症监护室。

１．２．３　非 ＥＣＣ手术　麻醉方法同 ＥＣＣ手术。①
动脉导管结扎手术：行左胸后外侧切口第四肋间进

胸，切开纵膈胸膜，显露动脉导管，双１０号丝线结扎
动脉导管，缝合胸膜，安放胸腔引流，关闭胸腔，术毕

转至重症监护室。②经胸小切口房间隔缺损封堵手
术：于右侧胸骨旁第四肋间行３～５ｃｍ切口入胸腔，
剪开心包并悬吊于胸壁上，暴露右心房，用５－０号
涤纶线在右房外侧壁行荷包缝合，直径约７～９ｍｍ；
在荷包中央穿刺入右心房，在食管超声引导下将推

送导管经右心房和房间隔缺损送入左心房，经推送

导管送入合适型号的 ＡＳＤ封堵器。反复推拉闭合
器确认无移位，经食管超声显示无血液穿隔分流后，

释放闭合器，退出推送导管，结扎荷包缝线，缝合心

包切口，关闭胸腔，术毕转至重症监护室。

１．３　观察指标和方法
１．３．１　观察指标　① 两组于患儿麻醉后（Ｔ１）、术
毕（Ｔ２）、手术结束后４ｈ（Ｔ３）、２４ｈ（Ｔ４）、７２ｈ（Ｔ５）
抽取桡动脉血查 ＥＰＣｓ数及血气。通过流式细胞仪
测定外周血中 ＥＰＣｓ数量。观察循环 ＥＰＣｓ变化。
② 记录患者术后呼吸机使用时间，ＩＣＵ停留时间，
观察术后并发症，分析 ＥＰＣｓ与 ＥＣＣ时间之间的关
系。

１．３．２　循环 ＥＰＣｓ水平检测　目前比较公认的是，
将具有ＣＤ３４＋、ＣＤ１３３＋（ＡＣ１３３＋）、ＶＥＧＦＲ－２＋
等表面标志的细胞认为是 ＥＰＣｓ。本实验采用
ＣＤ３４、ＣＤ１３３标记，以 ＣＤ３４、ＣＤ１３３双阳性为
ＥＰＣｓ。具体步骤如下：①分别于各时间点取血于
ＥＤＴＡ－Ｋ２抗凝管中，轻轻摇匀以充分抗凝。保存
于２～８℃环境中，１２ｈ内送检。②样品染色：取２
支流式管，每管加入３００μｌ全血，分为同型对照管
和ＣＤ３４＋ＣＤ１３３检测管。同型对照管加入同型对
照抗体，检测管加入５μｌ的 ＣＤ３４－ＡＰＣ抗体，７μｌ
ＣＤ１３３－ＰＥ抗体。加入 ＦｃＲ阻断剂，充分混匀，室
温避光１５ｍｉｎ。③每管加入２ｍｌ的溶血素（１Ｘ），
混匀，室温避光１０ｍｉｎ。１５００转／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，
弃上清。若溶血不充分，可再加 ０．５ｍｌ的溶血素
（１Ｘ），重复本步骤。④每管加入２ｍｌ的ＰＢＳ，１５００
转／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清。⑤每管加入０．５ｍｌ的
ＰＢＳ，４ｈ内上机检测。如不能上机加入１％的多聚
甲醛，２４ｈ内上机。⑥采用 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞
仪以ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件进行分析。在前向角和侧向角
散射光双参数点图上对单个核细胞群设窗，计数２０
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万单个核细胞中 ＣＤ３４、ＣＤ１３３双阳性细胞的数量，
表示外周血的循环ＥＰＣｓ水平。
１．４　统计学处理　统计分析应用 ＳＰＳＳ１６．０软件
处理，各数据采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用ｔ检验，方差不齐用ｔ＇检验。Ｐ＜０．０５为有
统计学意义，计数资料采用行 χ列表的 χ２检验，Ｐ
＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组患者一般资料　两组患者性别、年龄、体
重、身高、手术时间［（１１０．８±４７．７）ｍｉｎｖｓ（８９．１±
３３．９）ｍｉｎ］差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　术后两组患儿外周 ＥＰＣｓ变化　①ＥＣＣ组患
儿各时间点外周血中每 ２０万单个核细胞中循环
ＥＰＣｓ数如表１。两组患儿 Ｔ１时间的循环 ＥＰＣｓ无
显著差异（Ｐ＞０．０５）；在 Ｔ３时间 ＥＣＣ组患儿循环
ＥＰＣｓ数高于非ＥＣＣ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．
０１）；术后Ｔ２、Ｔ４、Ｔ５时间点 ＥＣＣ组循环 ＥＰＣｓ均低
于非ＥＣＣ组和Ｔ１时间的循环ＥＰＣｓ数，结果有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。非 ＥＣＣ手术组，术前及术后
循环中ＥＰＣｓ量波动不大，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。②ＥＣＣ术后循环ＥＰＣｓ数量的变化趋势：在
ＥＣＣ结束时、术后４ｈ及术后２４ｈ波动较大，呈现
出手术中循环ＥＰＣｓ水平快速降低，术后到术后４ｈ
又快速升高，术后４ｈ到２４ｈ循环ＥＰＣｓ数第２次快
速降低，而２４ｈ后循环ＥＰＣｓ数缓慢上升，但一直维
持在较低水平。③ＥＣＣ时间与术后循环 ＥＰＣｓ数量
的相关性分析：以 ＥＣＣ时间为自变量，Ｔ２时的循环
ＥＰＣｓ数为因变量行相关分析。结果表明 ＥＣＣ时间
与Ｔ２时的循环 ＥＰＣｓ数呈负相关，（ｒ＝－０．６９，Ｐ
＜０．０１）见表１。
２．３　患者术后肺部相关并发症情况　① 两组患者

均无手术死亡。ＥＣＣ组１例合并重度肺动脉高压
的患儿，术后发生呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ），给予吸
痰、体疗和呼吸机治疗后治愈，两组间结果无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。② ＥＣＣ术后，患儿均有不同程
度发热，一般集中在术后４～１２ｈ。ＥＣＣ组患儿发
生术后发热率（１７／２０）明显高于非 ＥＣＣ组患儿（７／
２０），结果有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。③ 术后呼吸
机使用时间及ＩＣＵ住院时间，ＥＣＣ患儿明显长于非
ＥＣＣ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见表２。

３　讨　论

１９５３年Ｇｉｂｂｏｎ［１］等成功应用 ＥＣＣ修补１例房
间隔缺损患者，使得心内直视手术成为可能。经历

近６０年的发展，已被广泛应用于各种心脏及大血管
直视手术中。ＥＣＣ为心脏手术提供了良好的手术
视野和无血环境，并维持了其它组织器官的血流供

应，但 ＥＣＣ不同于生理循环，并且选择性的阻断了
心肺血流，ＥＣＣ后缺血与再灌注引起的心肺损伤仍
然是婴幼儿特别是合并中重度肺动脉高压患儿常见

的并发症之一，同时ＥＣＣ也给脑、肝、肾等器官带来
了不同程度的损伤。近年来发现当组织器官受损

后，ＥＰＣｓ在缺血、损伤、应激等内源性因素及药物等
外源性因素作用下，从骨髓中动员后释放入体循环

中，在各种趋化因子作用下，逐步募集在缺血或损伤

部位，分化为成熟的内皮细胞，参与受损部位的血管

发生和血管生成［２］。

目前发现ＥＰＣｓ与心、肺、脑、肝、肾等组织器官
损伤后愈合密切相关。研究发现冠心病患者循环

ＥＰＣｓ数量，可以预测心血管病事件的预后，冠状动
脉多支病变患者 ＥＰＣｓ明显低于单支病变患者及无
冠心病患者［３－５］。而给予心肌缺血小鼠体内移植

ＥＰＣｓ，发现可以减少心肌梗死面积，保护心功能［６－７］。

表１　各时间点循环ＥＰＣｓ数变化 （个／２０万单个核细胞，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４ Ｔ５

非ＥＣＣ组 ６１．３０±１７．８７ ６２．１５±１７．０８ ６３．９５±１９．００ ５８．２０±１７．１７ ５９．５０±１８．３２

ＥＣＣ组 ６２．０５±１９．２４ ３７．５０±１５．０８ １２４．４０±４４．０４ １８．６０±１１．７０ ３１．８０±１３．４５

Ｐ值 ＞０．５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

表２　两组患者术后相关监测指标（珋ｘ±ｓ）

组别 术后发热（例） ＡＲＤＳ（例） 呼吸机使用时间（ｈ） ＩＣＵ时间（ｈ）

非ＥＣＣ组 ７／２０ ０／２０ ３．４６±１．８７ １３．６３±６．３９

ＥＣＣ组 １７／２０ １／２０ １２．６８±４．２３ ３０．８４±１１．８４

Ｐ值 ＜０．０１ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１
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在肺急性肺损伤方面，循环中ＥＰＣｓ培养后集落数高
的患者病情改善明显［８］。而且，通过给予急性肺损

伤模型动物移植ＥＰＣｓ可以明显减轻肺组织损伤，通
过抑制 ＥＰＣｓ动员可导致肺组织纤维化修复［９－１０］。

用野百合碱诱导鼠 ＰＡＨ，３周后移植转染了人 ｅＮＯＳ
基因的ＥＰＣｓ，结果发现移植２周后能逆转第３周已
经形成的肺部病变，恢复毛细血管灌注，降低肺微小

动脉的肌化及右心室收缩期压力，完全阻断野百合

碱处理引起的死亡［１１］。在脑组织损伤方面研究显

示，ＥＰＣｓ具有减轻缺血性及缺血再灌注等造成的脑
组织损伤［１２－１４］。给予大脑中动脉阻塞处理的小鼠

移植ＥＰＣｓ可以减轻缺血急性期大脑损伤，促进血管
生成及再生，达到脑损伤组织修复作用［１５］。而在肾

缺血性损伤方面，ＥＰＣｓ能够募集至缺血肾组织，减
轻肾缺血性损伤及缺血导致的尿酸升高。［１６－１８］。

可见循环中高水平的 ＥＰＣｓ有益于 ＥＣＣ术后各
脏器的恢复。本研究显示除术后４小时 ＥＰＣｓ数量
短时间升高外，术后循环ＥＰＣｓ数大部分时间维持在
较低水平。相关性分析表明 ＥＣＣ结束时循环的
ＥＰＣｓ数量与ＥＣＣ时间呈负相关、说明 ＥＣＣ导致了
术后循环ＥＰＣｓ水平的降低，ＥＣＣ时间是影响术后循
环ＥＰＣｓ降低的重要因素。各时间点循环ＥＰＣｓ的变
化原因主要为：Ｔ２降低：①ＥＣＣ使 ＥＰＣｓ大量破坏，
如：泵和管道的机械破坏。②ＥＣＣ预充液稀释了外
周血的ＥＰＣｓ。③低温导致骨髓释放合成 ＥＰＣｓ减少
等。Ｔ３升高：可能是由于心肺缺血再灌注损伤和
ＥＣＣ引起的全身炎症反应释放大量炎性趋化因子
［血管生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）、基质细胞衍生因子 －１（Ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ－ｄｅ
ｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ－１，ＳＤＦ－１）、碱性成纤维生长因子（ｂａｓｉｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、粒细胞巨噬细胞集落
刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＭ－ＣＳＦ）、粒细胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ
ｃｏｌｏｎｙ－ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，Ｇ－ＣＳＦ）、促红细胞生成
素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）等］，这些趋化因子促使骨
髓释放ＥＰＣｓ进入外周血液［１９－２０］。相关研究也证实

循环 ＥＰＣｓ数量和 ＶＥＧＦ、ＳＤＦ－１成正相关［２１－２３］。

Ｔ４、Ｔ５时间循环ＥＰＣｓ降低则可能与ＥＰＣｓ聚集至受
损器官参与损伤修复有关。

从ＥＣＣ后 ＥＰＣｓ的总体变化趋势及术后 ＥＰＣｓ
数与 ＥＣＣ之间的关系可以看出，ＥＣＣ导致了循环
ＥＰＣｓ的降低，ＥＣＣ时间是影响 ＥＰＣｓ降低的重要因
素。这不利于ＥＣＣ术后各器官损伤修复，因此，ＥＣＣ
术后通过各种手段提高循环 ＥＰＣｓ数，可能为 ＥＣＣ
术后各种并发症的治疗提供一种新的方法。
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