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逆行灌注心脏不停跳心肌保护的实验研究
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　　提　要:目的　探讨逆行灌注心脏不停跳心肌保护的效果。方法　中国大白兔 32只随机分为 4 组 ,每组 8只 , A组(对照组),

B 组(心脏不停跳组 ,血温 34 ℃), C 组(温血心脏麻痹液组 , 血温34 ℃), D组(冷血心脏麻痹液组 ,血温 4 ℃)。采用离体兔心左室做
功模型 ,经冠状静脉窦逆行灌注稀释血液或血停搏液60 min。比较观察心功能 、冠脉排出液心肌酶谱 、心肌组织乳酸 、心肌细胞内游

离钙浓度 、心肌细胞膜 ATP酶活性 、心肌细胞膜脂质过氧化产物丙二醛含量的变化。结果　B 组心功能恢复 、心肌细胞膜 ATP酶活

性显著优于 C组和 D组 , C组优于 D组;B 组心肌酶漏出 、乳酸生成量 、心肌细胞内游离钙浓度 、心肌细胞膜丙二醛(MDA)含量低于
C 组和 D组 , C 组低于 D组。结论　常温氧合血逆灌心脏不停跳良好的心肌保护效果与其减轻自由基损伤 , 较好地保持细胞内外

Ca2+平衡 , 减轻细胞内钙超载 ,保护细胞膜酶功能有关。
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Experimental study of cardial protection with retrograde coronary sinus perfusion in

beating heart
LI Fu-ping , XIAO Ying-bin , GAO Ling-yun (Department of Cardiovascular Surgery , Xingqiao Hospital , ThirdMilitary University , Chongqing 400037, China)

　　Abstract:Objective　To study the myocardial protective effects of retrograde coronary sinus perfusion in beating heart.Methods　Isolated rabbit
working heart models were used in this study.Thirty-two isolated rabbit hearts were randomized to four groups , group A received antegrade perfusion

with KH , group B were maintained heart beating by retrograde perfusion with normothermic oxygenated blood , group C received retrograde coronary si-
nus perfusion with warm blood cardioplegia , group D with cold blood cardioplegia.After retrograde perfusion for 60 min , the hearts were switched on

Langendorff-Neely antegrade perfused working heart model for another 60 min.The cardiac function , myocardial enzyme leak , myocardial content of
lactate , intramyocyte free calcium , ATPase of myocardial membrane andMDA of myocardial membrane were measured.Results　①After retrograde

coronary sinus perfusion , recovery of cardiac funtion , activity of ATPase of the myocardial membrane in group B was superior to those of group C and

D.Recovery of group C was better than group D.②The leak of CK , LDH , myocardial content of lactate andMDA , and the intramyocyte calcium af-

ter retrograde perfusion was much lower in group B than those of group C and D.Conclusion　Myocarial protective effects of retrograde normothermic

oxygenated blood perfused beating heart is superior to those perfused with cold blood cardioplegia or warm blood cardioplegia.

　　Key words:retrograde perfusion beating heart myocardial protection

　　近年来 ,浅低温体外循环心脏跳动中心内直视手
术技术日益受到重视 ,临床研究表明浅低温体外循环
心脏跳动中心内直视手术技术安全可行 ,可有效减轻
低温和缺血再灌注对心肺等脏器的损伤作用 ,有利于
避免术中心脏传导阻滞的发生

[ 1]
。心脏跳动中心内直

视手术可获得较理想的心肌保护效果
[ 2]
,体外循环效

果和术后护理较心脏停跳心内直视手术满意
[ 3 ,4]
。为

了进一步探讨心脏跳动中心内直视手术心肌保护的机

制 ,我们用离体兔左心做功模型及逆灌模型 ,从心功
能 、心肌酶谱 、心肌组织的无氧代谢 、脂质过氧化产物 、
心肌细胞内游离钙 、心肌细胞膜酶活性进行研究。

1　材料和方法

1.1　灌注装置及灌注液
　　参照 Neely 和肖家思[ 5] 的离体心脏灌注装置组建左心
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做功装置及冠状静脉窦逆灌装置。 Langendorff灌注(经主动脉

灌注)和顺灌左心做功(经左房灌注)用改良的 KH 液;稀释血灌

注液配制方法为兔血与KH 液按 4∶1 混合 ,红细胞压积 20%以

上 , pH 7.25 ～ 7.45 , K+ 4.4 mmol L, Na+ 135 mmol L , Ca2+ 1.32
mmol L。血温调至 34 ℃;稀释血心脏麻痹液配制方法为兔血与

St.Thomas 液按 4∶1 混合 , 红细胞压积 20%以上 , pH 7.3～ 7.5 ,

K+ 15 mmol L , Na+ 135 mmol L , Ca2+ 1.8 mmol L。 血温调至 34

℃。灌注液不循环使用。

1.2　动物模型和实验分组
　　成年中国大白兔32 只, 体重 3.0 ～ 3.5 kg , 雌雄不拘 , 随机分

为4 组, 每组8 只。耳缘静脉麻醉 , 肝素化 ,开胸取心 ,行 Langen-

dorff灌注 10 min ,待心跳平稳后 , 自左房插入左房灌注管 , 顺灌左
心做功 20 min(前负荷为 1.67 kPa ,后负荷为 7.86 kPa), 持续逆行

灌注 60 min(逆灌压 4.9 kPa, 逆灌流量 3 ml min)。然后 Langen-

dorff灌注(经主动脉灌注)10 min , 恢复顺灌左心做功60 min。

　　A组 , 顺灌左心做功 20 min , 不行逆灌;B 组(心脏不停跳

组), 顺灌左心做功 20 min , 经冠状静脉窦持续逆灌稀释血液 60

min(血温 34 ℃), 恢复顺灌左心做功 60 min;C 组(温血心脏麻

痹液逆灌组), 顺灌左心做功 20 min ,经冠状静脉窦持续逆灌温

血麻痹液(血温 34 ℃), 恢复顺灌左心做功 60 min;D组(冷血心
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脏麻痹液逆灌组), 顺灌左心做功 20 min , 经冠状静脉窦持续逆

灌冷血麻痹液(血温 4 ℃), 恢复顺灌左心做功 60 min。

1.3　实验内容
　　于恢复顺灌左心做功 60 min 取左室壁心肌组织进行各项

指标检测。

1.3.1　心功能测定　　于逆灌前顺灌左心做功和逆灌后恢复

顺灌左心做功第 60 min 用二道生理记录仪记录心功能指标:左

室收缩峰压(LVSP)、左室舒张末压(LVEDP)心率(HR)、左室内

压变化速率(±dp dt)。并测量主动脉排出量(AF), 冠脉排出

量(CF), 心输出量(CO)。

1.3.2　冠脉流出液指标检测　　取逆灌前及逆灌后顺灌左心

做功第 60 min冠脉流出液 , 按照 CK 测试盒和 LDH 测试盒(南

京建成生物工程研究所)测定肌酸磷酸激酶(CK)和乳酸脱氢酶

(LDH)含量。

1.3.3　心肌组织匀浆指标检测　　制备心肌组织匀浆 , 取上

清 , Lowry法蛋白定量 , 用乳酸测试盒(南京生物工程研究所)测

定心肌组织乳酸含量。

1.3.4　心肌细胞内游离钙浓度([ Ca2+] i)测定[6] :钙敏染料 Fu-

ra 2-AM 与心肌细胞共同孵育 , 利用荧光分光光度计测定荧光

强度 ,计算钙离子浓度。

1.3.5　心肌细胞膜提取[ 7] 及指标检测　　改良的差速离心法

提取心肌细胞膜 , Lowry 法蛋白定量 , 用试剂盒(南京建成生物

工程研究所)测定心肌细胞膜 Na+-K+-ATPase、Ca2+-ATPase、

Mg2+-ATPase活性。单位用μmol·mg-1·h-1表示。 TBA 法进行

心肌细胞膜丙二醛(MDA)含量测定(荧光法)。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 用单因素方差分析进行数据处理。

2　结果

2.1　心功能变化
　　B组心功能恢复率高于 C 、D组 , 见表 1。

表 1　逆灌后心功能恢复率( x±s)

Tab 1　Recorvery of cardiac function after retrograde perfusion( x±s)

Group LVSP(kPa)% LVEDP(kPa)% +dp dt(kPa s)% -dp dt(kPa s)% HR(min)% AF(ml min)% CF (ml min)% CO(ml min)%

B(n=8) 87.41±2.34##＊＊188.71±14.23##＊＊78.05±3.11##＊＊ 91.38±4.67##＊＊ 87.58±1.52#＊ 71.42±2.89#＊＊ 61.89±3.11##＊＊ 65.33±3.79##＊＊

C(n=8) 70.12±3.11＊ 301.22±20.15 63.47±5.88 83.21±3.42＊ 81.64±2.35 65.54±3.85 48.75±5.32＊ 58.76±2.15＊

D(n=8) 66.45±2.41 298.56±17.55 60.86±6.35 77.75±4.61 80.76±3.75 63.42±4.12 40.24±3.88 55.17±3.63

#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs Group C;＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Group D;

2.2　冠脉流出液心肌酶谱
　　恢复顺灌左心做功第 60 min , B 、C、D组冠脉流出液肌酸磷

酸激酶(CK)和乳酸脱氢酶(LDH)含量明显高于 A 组(P <

0.01), B组明显低于 C 、D组(P<0.01), 见表 2。

表 2　冠脉流出液心肌酶谱及心肌组织乳酸含量( x±s)

Tab 2　Content of myocardial enzyme leak and lactate( x±s)

Group CK(mg ml) LDH(μmol ml) Lactate(mmo l g)

A(n=8) 5.56±2.79 27.56±21.53 0.035±0.009

B(n=8) 20.44±4.47＊Δ 188.15±18.85＊#Δ 0.037±0.008#Δ

C(n=8) 23.54±5.34＊ 222.11±15.20＊ 0.043±0.011＊

D(n=8) 26.75±4.04＊ 284.30±17.41＊ 0.043±0.012＊

＊:P<0.01 vs Group A;#:P<0.05 vs Group C;Δ:P<0.01

vs Group D

2.3　心肌组织乳酸(Lactate)含量
　　逆灌后恢复顺灌左心做功第 60 min , B 组与 A组相比差异

不显著(P>0.05), C 、D 组与 A 组相比明显较高(P <0.05), B

组心肌组织乳酸含量明显低于 C、D组(P<0.05),见表 2。

2.4　心肌细胞内钙离子浓度([ Ca
2+
] i)

　　逆灌后恢复顺灌左心做功第 60 分钟 , B 组与 A 组相比差

异不显著(P>0.05), C 、D 组心肌细胞内钙与 A 组相比明显较

高(P<0.01), B 组明显低于 C、D 组(P<0.05),见表 3。

2.5　心肌细胞膜ATPase活性

　　逆灌后恢复顺灌左心做功第 60 min , B、C、D组心肌细胞膜

Na+-K+-ATPase 活性与A 组相比明显较低(P <0.05)。 C 、D 组

Ca2+-ATPase、Mg2+-ATPase 活性明显降低(P <0.05), B 组与 A

组相比无显著差异(P >0.05)。 B 组 ATPase 活性高于 C、D 组

(P<0.05),见表 3。

2.6　心肌细胞膜丙二醛(MDA)含量
　　逆灌后 B、C、D组丙二醛含量明显升高(P<0.01), B 组明

显低于 C、D组(P<0.01),见表 3。

表 3　心肌细胞内钙离子浓度 、心肌细胞膜 ATP酶活性和

膜 MDA含量( x±s)

Tab 3　Content of intramyocyte free calcium , activi ty of myocardial

cells membrane ATPase and MDA content of

ATPase(μmol·mg-1·h-1)
Group [ Ca2+] i(nmol L) MDA (nmol ml)

Na+-K+ Mg2+ Ca2+

A(n=8) 110.00±14.16 38.20±3.14 8.86±1.37 7.77±1.44 1.55±0.71

B(n=8) 136.55±25.00＊##ΔΔ28.20±2.42＊#■ 7.83±1.97#■ 6.93±1.40#■ 4.13±1.54＊##ΔΔ

C(n=8) 210.42±10.30＊ 23.81±2.90＊ 6.07±1.25＊ 4.39±0.72＊ 8.63±2.72＊■

D(n=8) 250.14±16.38＊ 21.03±1.32＊ 6.28±0.80＊ 3.61±0.58＊ 11.92±1.78＊

＊:P<0.01 vs Group A;#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs Group C;■:

P<0.05 , ■■:P<0.01 vs Group D

3　讨论

　　心脏直视手术后的主要并发症之一是低心输出量
综合征 ,因此 ,最大程度地恢复心脏功能是心肌保护的

主要目的。我们的研究结果表明 ,逆灌心脏不停跳心
肌保护方法心功能恢复率高于温血和冷血逆灌心脏停

跳。心肌酶谱是评价心肌损害程度的重要指标 ,在本
研究中 ,常温氧合血逆灌心脏不停跳心肌酶漏出明显

较低 ,也就是说不停跳组心肌受损较轻 。
　　较理想的灌注方法可以增加心肌的有效灌注 、减
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少灌注过程中酸性代谢产物的聚集和滞留。经冠状静

脉窦逆行灌注心脏不停跳心肌灌注较充分 ,使心肌保
持着较好的有氧代谢 、酸碱和电解质平衡 ,酸性代谢产

物比停搏组少 ,尤其比冷血停搏组少。不使用心脏停
跳液 ,心脏不遭受停搏 、高钾 、中深度低温等的损害 ,最

大程度地减轻了缺血缺氧损伤和再灌注损伤 。膜酶功
能得到较好的保护 ,对能量代谢和离子交换 ,尤其是钙
离子的平衡影响小 。我们的研究结果表明 ,心脏不停

跳组心肌组织乳酸含量明低于温血停搏和冷血停搏

组 ,这是停跳与不停跳的区别之一 。

　　氧自由基生成及细胞内钙超载是心肌缺血再灌注
损伤的重要机制。MDA 是观察氧自由基产生和造成

膜损害的指标 ,在逆灌流量充分时 ,可使各层心肌组织
较均匀地得到氧合血液供应。本实验不停跳组心肌细

胞膜MDA虽略有增高 ,但与停搏组相比明显较低。停
搏组逆灌后恢复顺灌左心做功心肌细胞膜 MDA和心

肌细胞内 Ca
2+
含量大大增加 ,而不停跳组心肌细胞内

Ca
2+
只有轻度的升高 ,远低于各停搏组 。

　　心肌细胞膜的损伤是心肌受损的重要环节 ,心肌
细胞膜对载体介导通道 、膜结合酶都有一定的作用

[ 8]
。

心肌细胞膜MDA蓄积可抑制膜酶(如ATP 酶)活力
[ 9]
。

我们发现 ,逆灌心脏不停跳心肌细胞膜酶功能得到了
较好的保护 ,有效地维持了细胞内外离子平衡 ,特别是

钙离子平衡 ,这对于减轻心肌细胞内钙超载 ,减轻缺血

再灌注损伤具有重要作用 。
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　　(上接 1207页)
(88.3 %)恢复正常 , 49 例下肢水肿的患者 41 例(83.7 %)水肿

消失。40 例重度(AHI≥50)患者经治疗后有 3例降为中度(20

≤AHI<50), 2 例降为轻度(5≤AHI≤20), 35 例降为正常(AHI

<5), 15 例中度 、2 例轻度患者治疗后均恢复正常。另外 , 治疗

后患者的体重有不同程度的降低。

表 1　57例 OSAS患者 CPAP治疗前和治疗期间 PSG参数的比较

AHI(次 h) OSA(次) OSAT (s) LSaO2(%)

治疗前 48.64±11.04 218.22±90.09 32.47±4.67 80.57±5.71

治疗期间 5.59±4.40＊ 23.34±16.83＊ 13.52±3.08＊ 88.03±5.21＊

＊:P<0.01与治疗前比较

3　讨论

　　OSAS 是最常见的睡眠呼吸障碍性疾病 , 其发生系患者睡

眠过程中上气道发生反复的可逆性阻塞导致反复呼吸暂停 , 严

重者可出现缺氧和 或二氧化碳潴留 , 其主要特点是频发睡眠

呼吸暂停 、低通气引起的血氧饱和度下降和频繁觉醒 , 从而导

致各脏器的缺氧及日间的不适症状。 nCPAP 治疗是目前国内

外应用最广泛 、安全性最高的无创伤治疗手段[3] 。 nCPAP是通

过在呼吸过程中给气道内增加一定程度的正压 , 来保持上气道

通畅 ,防止上气道发生塌陷和阻塞的机制治疗 OSAS。 本组患

者均整夜接受 nCPAP呼吸机治疗 , 临床症状明显改善 , 患者睡

眠后白天精神佳 、无嗜睡 , 夜间尿频减少 , 下肢水肿消失 , PSG

检测结果也改善明显 , 低通气及呼吸暂停明显减少 (P <

0.01), 睡眠时最低血氧饱和度明显增加(P<0.01),本组多数

患者的体重有不同程度的降低 , 是因为夜晚睡眠缺氧的改善 ,

使白天嗜睡 、乏力情况明显纠正 , 患者活动量增加 , 体重得以减

轻;此外内分泌及代谢系统得到较好的恢复 , 激素分泌正常 , 也

是体重减轻的原因。以上结果充分表明 CPAP治疗 OSAS 患者

效果明显。不足之处有:鼻咽干燥 、鼻充血 、局部皮肤反应等 ,

通过加强护理及使用湿化器 ,可尽量避免不良反应的出现。

　　关键词:阻塞性睡眠;呼吸暂停综合征;经鼻持续气道正

压通气治疗
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