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氧合血停搏液连续灌注心脏保存模型的建立

张　帆，林　辉，莫安胜，温昭科，周一凡

［摘要］：目的　通过自行设计的离体心脏灌注装置，建立连续灌注大型动物心脏保存模型；评价连续灌注对供心保存的
效果。方法　广西巴马小型猪２４头，分别作为供、受体。单纯冷保存组（ｎ＝６）：供心在４℃的ＵＷ液中冷保存８ｈ后移植到受
体猪；连续灌注组（ｎ＝６）：心脏停搏后连接灌注装置，连续灌注氧合血停搏液，体外保存供心８ｈ后移植到受体猪。观察两组
移植心脏恢复情况，进行左室功能监测，包括左室收缩压（ＬＶＳＰ），左室舒张末压（ＬＶＥＤＰ），左室内压最大上升／下降速率
（±ｄＰ／ｄｔｍａｘ），并测定心肌组织氧摄取分数和心肌含水量。结果　主动脉开放后３ｍｉｎ内心脏自动复跳率连续灌注组优于冷
保存组（Ｐ＝０．０１５）；尽管连续灌注组心肌含水量在实验结束时高于冷保存组，但心肌功能测定不论是收缩功能的指标
（ＬＶＳＰ、＋ｄＰ／ｄｔｍａｘ），还是舒张功能的指标（ＬＶＥＤＰ、－ｄＰ／ｄｔｍａｘ），连续灌注组均优于冷保存组（Ｐ＜０．０００１）。结论　本自行设
计的实验装置，可成功建立连续灌注保存大型动物（猪）心脏模型，与常规冷保存相比，减少缺血性损害，心脏自动复跳率高，

功能恢复良好，能够延长供心保存时限。
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　　阻止器官功能恶化，减轻时间依从性的缺血 －
再灌注损伤一直是供体心脏保存研究的重点。虽然

心脏移植的发展经历了几十年，但临床供心保存的

方法仅有很小的改变。如何延长离体心脏的保存期
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限、提高保存质量以扩大供体选择范围成为突出问

题。采用氧合的、富含代谢底物的液体连续灌注保

存供心是一种更加适合的心脏保存方法。本研究通

过自行设计的离体心脏灌注装置，采用氧合的血液

停搏液连续灌注保存大型动物 －－猪的心脏，与单
纯冷保存方法进行比较，评价连续灌注对供心保存

的效果，建立连续灌注心脏保存模型。为今后发展

供心保存系统奠定理论及技术基础。
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１　材料与方法

１．１　实验动物准备　广西巴马小型猪（由广西大
学动物学院实验动物中心提供）２４头，体重２５～３０
ｋｇ。肌肉注射氯胺酮２０ｍｇ／ｋｇ麻醉后，气管插管，
机械通气。通气频率１５～２０次／ｍｉｎ，潮气量１０ｍｌ／
ｋｇ，维持动脉二氧化碳分压３５～４０ｍｍＨｇ。麻醉维
持给予吸入体积分数为１％ ～２％异氟烷。开放耳
缘静脉，以５０ｍｌ／ｈ速率输注５％葡萄糖溶液。胸骨
正中切开，分离大血管后注射肝素３００Ｕ／ｋｇ达到全
身肝素化。

１．２　实验分组　２４头猪分为两组，分别作为供、受
体。单纯冷保存组（冷保存组，ｎ＝６对）：按目前常规
方法灌注４°Ｃ的 Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ停搏液。心脏停搏后放
入冰水清洗，紧接着灌注４°Ｃ的ＵＷ液（ＶｉａＳｐａｎ，
万事安ＴＭ，百时美施贵宝公司，其中加入４０Ｕ正规胰
岛素，１６ｍｇ地塞米松，２万Ｕ的青霉素Ｇ）。摘取的
心脏浸泡在盛有 ＵＷ液的无菌袋中，４°Ｃ保存８ｈ
后移植到受体猪。连续灌注氧合血停搏液组（连续

灌注组，ｎ＝６对）：主动脉根部置入灌注管，灌注
４℃的Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ液停搏心脏后，立即切下供心，连
接至灌注装置。在心脏离体后５ｍｉｎ内开始连续灌
注氧合血停搏液，体外保存供心８ｈ后移植到受体
猪。

１．３　受体手术　８ｈ保存期结束后，与已切除心脏
建立体外循环的受体猪行同种异体原位心脏移植。

主动脉开放后，移植心脏在体外循环辅助下空跳２
ｈ，停机，再自主跳动１ｈ、检测相关指标后结束实验。
１．４　离体心脏连续灌注装置及灌注液　此装置是
一个小型的体外循环回路，包括：器官室，恒流泵

（ＬＥＡＤ－２型，保定兰格有限公司），变温水浴箱，膜
肺（ＴＥＲＵＭＯ，ＢＡＢＹ－ＲＸ，ＴｅｒｕｍｏＣｏ．，Ｔｏｋｙｏ，
Ｊａｐａｎ），储血罐，微栓过滤器及管道系统（广东东莞
科威公司），ＢＬ－４２０Ｆ生理记录仪系统（成都泰盟
科技有限公司）。此装置以晶体液（林格氏液）预充

排气，再以胶体液（万汶，北京费森尤斯公司）尽
可能排掉晶体液。

１．５　灌注液的配制　供血猪麻醉后开胸，肝素化后
以采血袋（生复血袋，长春泰尔茂医用器具有限
公司）从中心静脉尽可能多的采集抗凝血，通过白

细胞滤器（ＲＦ－Ⅱ－４００型，南京赛尔金公司）滤过
后输入到离体心脏灌注装置中与胶体混合，进行氧

合变温。灌注液中添加红细胞保存液、ＫＣｌ、ＭｇＳＯ４、
三磷酸腺苷、二磷酸果糖、胰岛素、甲泼尼龙、复合维

生素、抗生素等成为氧合血灌注液。灌注液动脉血

气、电解质和其他成分的基础值，如表２。在此灌注
保存装置的器官室内连续灌注氧合血液，体外保存

供心８ｈ。离体心脏灌注系统示意图如图１。

　图１　连续灌注保存装置构成图

１．６　检测指标　记录各组移植心脏吻合时间，心脏
自动复跳率及成功停机数目。在主动脉开放 ２ｈ
后，左室尖端置入测压管进行左室功能监测。所有

数据以ＢＬ－４２０Ｆ（成都泰盟科技有限公司）生理记
录仪记录并测量。包括左室收缩压（ＬＶＳＰ），左室舒
张末压（ＬＶＥＤＰ），左室内压最大上升

!

下降速率

（±ｄＰ／ｄｔｍａｘ）。在连续灌注保存的０ｈ、４ｈ和８ｈ三
个时点抽动脉血及冠状静脉窦血检测血液灌注液的

血气、血常规及电解质，并按公式计算心肌氧摄取百

分数：１００×（ＰａＯ２－ＰｖＯ２）／ＰａＯ２。主动脉开放２ｈ
后同时检测两组的这些指标。分别测定心肌干湿

重，以计算心肌含水量。

１．７　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
分析。所得的数据计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，采用ｔ检验和单因素方差分析，计数资料采
用Ｘ２检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　两组移植心脏恢复情况　两组心脏吻合时间
无明显差别。冷保存组６例均需除颤复跳，其中１
例除颤４次仍未能复跳。连续灌注组除１例需除颤
复跳外，其余５例均在３ｍｉｎ内自动复跳。连续灌
注组６例全部成功停机，冷保存组仅４例成功停机。
主动脉开放后 ３ｍｉｎ内心脏自动复跳率明显不同
（Ｐ＜０．０５）。见表１。
２．２　血液学检查　在经过了８ｈ灌注保存期及２ｈ
的再灌注期后，血液灌注液的各成分维持较好。在
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表１　移植心脏恢复情况比较（珋ｘ±ｓ）

项目 冷保存组 （ｎ＝６） 连续灌注组（ｎ＝６） Ｐ

除颤（例） ６ １ ０．０１５

复跳（例） ５ ６ １．０００

停机（例） ４ ６ ０．１２１

心脏吻合时间（ｍｉｎ） ６１±１２ ６３±１６ ０．７８４

表２　血气、血常规及电解质变化（珋ｘ±ｓ）

项目 生理值
连续灌注组（ｎ＝６）

保存期０ｈ 保存期４ｈ 保存期８ｈ 再灌注期
冷保存组再灌注期（ｎ＝５）

ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） １６．１±４．０ ０．５±０．３ ０．５±０．４ ０．８±０．３ ７．０±１．７ ６．３±１．７

Ｈｂ（ｇ／Ｌ） １０９±１３ ９３±１１ ８６±５ ８１±７ ９７±１２ ９５±１

Ｈｃｔ（Ｌ／Ｌ） ３０±３ ２１±２ １９±１ １８±１ ２６±３ ２６±４

Ｐｌｔ（×１０９／Ｌ） ３３６±１０３ １５±６ ３６±９ ７４±１７ １２２±３０ １１５±３２

ｐＨ ７．４０±０．０４ ７．３８±０．１１ ７．３６±０．０６ ７．３７±０．０６ ７．３９±０．０２ ７．４１±０．０３

ＰａＯ２（ｍｍＨｇ） ３１２±５２ １５４±２５ １５７±１７ １５９±２６ ６０２±３１ ５８５±５９

ＰｖＯ２（ｍｍＨｇ） ７１±５ －－ ６４±８ ６３±１０ ６５±６ ６８±３

ＰａＣＯ２（ｍｍＨｇ） ３７±５ ４１±５ ３２±４ ４２±５ ３９±４ ３７±５

ＳＯ２（％） １００ ９９．７±０．６ １００ １００ １００ １００

Ｎａ＋（ｍｍｏｌ／Ｌ） １４４±７ １４８±７ １５０±６ １５２±５ １４５±４ １４５±３

Ｋ＋（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．１±０．７ １３．３±２．９ １４．４±１．０ １６．２±１．１ ５．１±０．７ ５．４±０．９

Ｃａ２＋（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．７±０．４ ０．７±０．２ １．０９±０．２ １．０１±０．２ １．９±０．３ ２．２±０．２

ＨＣＯ３－（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２３±４ ２２±３ ２１±４ ２２±３ ２３±４ ２２±２

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ３±１ ２．３±０．４ ２．１±０．３ ２．２±０．５ ３．５±０．５ ３．５±０．５

Ｃｒｅａ（μｍｏｌ／Ｌ） ６６±１６ ４４±７ ４２±６ ４１±７ ６０±１１ ５７±９

Ｇｌｕ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ９．５±２．３ １２．８±１．９ １０．１±１．６ ８．３±１．９ ９．５±２．２ ９．３±１．０

使用了白细胞过滤器后，连续灌注组的氧合血停搏

液的白细胞和血小板计数在０ｈ，４ｈ和８ｈ三时点
与基础值比较显著减少。两组再灌注期内血液学比

较无明显差异（Ｐ＞０．０５），见表２。
２．３　心肌氧摄取百分数与心肌含水量比较　连续
灌注组在连续灌注保存期间的４ｈ，８ｈ时点与基础
值０ｈ比较有显著下降［（５９±３）％，（６１±４）％ ｖｓ
（７７±３）％，Ｐ＜０．０００１）］，而两时点之间无明显差
异。经过１１ｈ后（８ｈ保存期与３ｈ的再灌注），两组
间心肌组织含水量有明显差别：冷保存组为 （７９．６
±０．９）％，连续灌注组为（８１．５±１．３）％（Ｐ＝０．
００３）。见图２。
２．４　左室心肌功能的测定　不论是收缩功能的指
标ＬＶＳＰ、＋ｄＰ／ｄｔｍａｘ，还是舒张功能的指标 ＬＶＥＤＰ、
－ｄＰ／ｄｔｍａｘ，连续灌注组均优于冷保存组，差异显著
（Ｐ＜０．０００１）。冷保存组 ｖｓ连续灌注组，见图３、
图４。ＬＶＳＰ：（７７．８±３．３）ｍｍＨｇｖｓ（９２．５±２．７）

ｍｍＨｇ；ＬＶＥＤＰ：（－１．７±１．４）ｍｍＨｇｖｓ（－８．０±
０．６）ｍｍＨｇ；＋ｄＰ／ｄｔ：（８０６±１７）ｍｍＨｇ／ｓｖｓ（１６１６
±９４）ｍｍＨｇ／ｓ；（－ｄＰ／ｄｔ：（－５２０±２３）ｍｍＨｇ／ｓｖｓ
（－６３２±３３）ｍｍＨｇ／ｓ。

注：与０ｈ时比较Ｐ＜０．０００１。
　图２　连续灌注组在各时点的心肌氧摄取百分数
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注：与连续灌注组比较Ｐ＜０．０００１。
　图３　再灌注２ｈ后两组ＬＶＳＰ和 ＬＶＥＤＰ比较

注：与连续灌注组比较Ｐ＜０．０００１。
　图４　再灌注２ｈ后两组＋ｄＰ／ｄｔ和－ｄＰ／ｄｔ比较

３　讨　论

随着心脏移植的广泛开展和供心来源困难，对

扩大供体库和扩大供体选择范围的要求越来越迫

切。尽管很多研究者试图延长供心保存时间和提高

供心质量，但在过去２０年里，临床供心保存的方法
仅有很小的改变。临床上广泛使用的传统保存方法

是采用低温冷保存供心，保存时间局限在 ４～６
ｈ［１－５］，但它并不能提供完善的心肌保护。深低温所
带来的细胞损伤，保存期间组织缺血缺氧，能量衰竭

以及随后的严重再灌注损伤均成为导致移植物早期

功能衰竭的危险因素［６］。这是由于长时间的心肌代

谢和离子平衡的紊乱所造成的。ＡＴＰ依赖的能量反

应受损，导致了膜稳定性、能量产生、酶的作用、需氧

的葡萄糖代谢、ＡＴＰ的产生和利用、环磷酸腺苷的产
生以及渗透压的平衡这些环节的功能受损［５，７－８］。

导致临床心脏移植病例中有大约３％发生早期移植
物功能障碍，２６％的患者在术后３０天内死亡［５－６］。

很多研究已证实采用氧合的、富含代谢底物的

液体连续灌注保存供心是一种更加适合的心脏保存

方法［９－１２］。连续灌注保存心脏比单纯低温心脏保存

心肌的损伤更小已经得到广泛认可。连续灌注相比

于冷保存主要有三个方面的优点：① 它避免了保存
期间的心肌缺血缺氧，改善氧供，减少了再灌注损

伤；② 连续灌注液中富含营养物质和代谢底物，含
有自由基清除剂和缓冲对，保证了良好的胶体渗透

压；③ 连续灌注及时冲洗去除组织内毒性代谢产
物，控制酸中毒。基本避免了低温所带来的一系列

问题［１３］。

Ｐｏｓｔｏｎ等制造出了轻便的器官保存装置［１４］，国

内没有发现类似装置以及实验的相关报道。我们根

据体外循环机的构成原理自行组装了离体心脏连续

灌注保存装置。这一小型的体外循环回路装置包

括：自行改装的器官室，用于放置储存离体心脏；恒

流蠕动泵为心脏的灌注提供动力，灌注流量在２０～
３００ｍｌ／ｍｉｎ范围内可以调节；变温水浴箱，温度可以
在２５～３８℃之间调节，用于调节灌注液的温度；膜肺
用于血液进行氧合和热交换；储血罐，微栓过滤器及

管道系统；自行改装的灌注针头可以在头臂动脉插

管对心脏进行灌注；ＢＬ－４２０Ｆ生理记录仪系统用于
监测离体心脏各项指标。用此装置，将供体心脏体

外保存８ｈ并且进行了原位心脏移植。将氧合血灌
注液连续灌注保存与单纯冷保存两种方法进行了对

比，结果显示离体猪心在长时间（８ｈ）保存情况下，
连续灌注保存的方法要优于传统的冷保存方法。

离体心脏连续灌注保存方法的关键是灌注液的

配制、适当的灌注压力和流量，血液的保护与置换。

灌注液采用的是经滤过去除白细胞和血小板的不凝

血与胶体液混合后稀释的血液，灌注液中添加了红

细胞保存液（含有葡萄糖、磷酸二氢钠、氯化钠、腺嘌

呤、甘露醇、枸橼酸钠、枸橼酸）、三磷酸腺苷、二磷酸

果糖、胰岛素、甲泼尼龙、复合维生素、抗生素等，成

为氧合血灌注液；在此基础上再添加碳酸氢钠，氯化

钾和硫酸镁配置成为氧合血灌注液。灌注液中富含

营养物质和心肌代谢所需的能量底物，而且含有自

由基清除剂和缓冲对，具有良好维持胶体渗透压的

物质。实验结果标明此灌注液对于离体心脏连续灌

注保存是合适的。Ａｕｐｐｅｒｌｅ等［１５］报道采用低的灌注
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压（４０～５０ｍｍＨｇ）连续灌注保存心脏，心肌超微结
构改变优于高灌注压组。另有研究显示［１３］，过低的

冠状动脉灌注压（１５ｍｍＨｇ）可能会导致心肌组织
内不均匀的血液灌注以及氧输送。本实验的灌注流

量为３０～４０ｍｌ／ｍｉｎ，与之相适应的灌注压力在３５～
４５ｍｍＨｇ左右。在灌注保存期间４ｈ和８ｈ两时点
的氧摄取百分数没有明显变化，这意味着心肌氧供

需和内环境的平衡，灌注流量是足够的。另外，在灌

注保存的第４ｈ进行换血以提供足够的代谢底物，保
证了灌注液中有足够的正常红细胞，改善了心肌氧

的供应，并且减少了与机器相关的溶血和细胞碎

片［１６］。尽管连续灌注组心肌含水量高于冷保存组，

但在测定的各项指标上（收缩性和舒张性），连续灌

注组心肌功能都要好于冷保存组。对于连续灌注期

间的水肿对心肌功能的影响现在还不是很清楚，且

影响水肿的因素很多：灌注压力、灌注液胶体渗透压

和灌注的方式等，理想的灌注液配方和灌注条件还

没有定论，因此，还需要进一步深入的研究。

本研究通过自行设计的离体心脏连续灌注装

置，成功建立连续灌注保存大型动物离体心脏模型

－－保存猪心脏８个小时并移植到受体猪。与常规
冷保存心脏相比，心脏功能恢复良好。进一步提示

了连续灌注氧合血这种方法能够延长供心保存时

限，减少缺血性损害，为临床远距离获取供心、扩大

供心选择范围提供有力的实验依据，为今后发展出

完整的供心保存系统奠定理论及技术基础。
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