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体外循环对血浆血栓调节蛋白 、内皮素-1和一氧化氮的影响

陈力勇 ,葛衡江 ,刘怀琼　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所麻醉科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨体外循环(CPB)对血管内皮细胞(VEC)的损伤及血浆 ET-1/NO 平衡的影响。方法　40 例心血管择期手术

病人 ,在全麻中低温 CPB下手术。分为先心病Ⅰ组(n =20)和心脏瓣膜病Ⅱ组(n=20)。于术前至术后 3 d 共7 个点采血 , 测定血浆

TM 、ET-1和 NO 的变化。结果　两组病人血浆 TM 在CPB 期间和术后1 d均显著增高(P<0.05和 P<0.01), 手术结束时达最高 , Ⅰ
组为(4.88±1.12)ng/ml , Ⅱ组为(8.34±1.84)ng/ ml , 于术后 3 d 恢复至术前水平(P>0.05);两组病人 CPB 后 ET-1 都非常显著增高

(P<0.01), Ⅰ组手术结束时达最高为(129.04±22.29)pg/ml , Ⅱ组停 CPB 时达最高为(156.62±29.66)pg/ml , 两组至 3 d 仍高于术前

水平(P<0.05);而两组 NO无显著变化(P>0.05)。结论　在心血管 CPB 手术中 , CPB可导致机体急性全身性VEC 损伤 , 这种损伤

可持续 24～ 48 h ,大约 72 h 恢复;CPB可致血浆 ET-1/NO平衡失调。
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Effect of cardiopulmonary bypass on plasma thrombomodulin , endothelin-1 and nitric

oxide levels in vivo
CHEN Li-yong , GEHeng-jiang , LIU Huai-qiong (Department of Anesthesiology , Daping Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effect of cardiopulmonary bypass(CPB)on vascular endothelial cell injury and plasma endothelin-1

and nitric oxide equilibrium in patients undergoing cardiovascular operation with CPB.Methods　A total of 20 patients with congenital heart disease

(Group Ⅰ)and 20 with valvular problem(group Ⅱ)were operated on under CPB respectively.Blood samples were collected from central vein be-
fore skin incision , before CPB , 30 min after CPB , at the end of CPB , and end of operation , the first morning and third morning after operation.The

levels of plasma thrombomodulin(TM), endothelin-1(ET-1)and nitric oxide(NO)were measured.Results　The plasma TM level was significantly

elevated during CPB(P<0.01 , P<0.05)and 1 d after operation , reached its peak as(4.88±1.12)ng/ ml in Group Ⅰ and(8.34±1.84)ng/

ml in group Ⅱ at the end of surgery and came back to the level as before operation.The plasma level of ET-1 was also increased significantly after

CPB and reached peak as(129.04±22.29)in Group Ⅰ and(156.62±29.66)in Group Ⅱ at the end of operation.And the level was still higher

than before operation in 2 groups 3 d after operation.No change was found on the level of NO in 2 groups.Conclusion　CPBmay cause extensive

acute endothelial cells damage for about 24-48 h and recovered about 72 h and it may also cause an imbalance of ET-1 and NO.
　　Key words:vascular endothelial cell;thrombomodulin;endothelin-1;nitric oxide;cardiopulmonary bypass;cardiovascular operation

　　血管内皮细胞(Vascular endothelial cells VEC)不仅
是机体的重要屏障和半透膜 ,而且还是重要的代谢和
内分泌系统的细胞 ,具有重要而广泛的生物学功能。
在心血管体外循环手术中 ,VEC的损伤/活化是急性血
管痉挛 、凝血功能失调 、全身炎症反应和缺血-再灌注
损伤的一个关键环节

[ 1 , 2]
。本实验通过对 VEC 损伤的

标志物血浆血栓调节蛋白(Thrombomodulin ,TM)、以及
血浆内皮素-1(Endothelin-1 , ET-1)和一氧化氮(Nitric

oxide ,NO)的动态观察 ,探讨体外循环(Cardiopulmonary

bypass ,CPB)对 VEC 的损伤及 ET-1/NO平衡的影响。

1　材料与方法

1.1 　观察对象
　　40 例心血管择期手术病人。分为 2 组:先天性心脏病组

(Ⅰ组), 20例 , 男 9例 、女 11例 ,其中室间隔缺损修补术 13 例 ,
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房间隔缺损修补术 7 例 , 年龄(14.3±7.8)岁 , 体重(30.2 ±

9.64)kg ,心功能均为Ⅰ ～ Ⅱ级 , CPB 时间(60.5±20.4)min ,升主
动脉阻断时间(31.6±17.5)min。 心脏瓣膜病组(Ⅱ组), 20 例 ,

男10例 、女 10例 , 其中二尖瓣膜替换术 15 例 ,主动脉瓣替换术
3 例 ,二尖瓣和主动脉瓣联合替换术2 例 ,心功能为Ⅰ ～ Ⅱ级13

例 、Ⅲ ～ Ⅳ 7 例 , CPB 时间(92.5±31.2)min , 升主动脉阻断时间
(60.8±27.3)min。在全麻中低温 CPB 下手术。

1.2 　标本采集及处理
　　标本采集为:术前 、转流前 、转流后 30 min 、停转流 、手术结

束 、术后 1 d 和术后 3 d 共 7个点。采血 2 ml经抗凝离心后 , 取
血浆测 TM 、NO;血 2 ml加入 10%EDTA 二钠 30 μl和抑肽酶 40

μl , 离心后取血浆测 ET-1。

1.3 　TM 浓度测定
　　TM 试剂盒 ,用自动酶联免疫检测仪 , 通过酶联免疫吸附双

抗体夹心法测定。

1.4 　ET-1浓度测定
　　ET-1 试剂盒 ,用γ放射免疫计数器测 ET-1 的含量。

1.5 　NO含量测定

　　NO试剂盒 ,利用硝酸还原酶特异性将 NO-
3 还原为 NO-

2 ,
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用分光光度计测定其浓度 ,间接反应血浆 NO含量。

1.6 　测定值校正
　　稀释后物质含量校正值 =实测值×术前 HCT/取样时
HCT。

1.7 　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 用方差分析和 t检验。

2　结果

2.1 　TM 的变化

　　两组变化趋势一致 , CPB 30 min 至术后 1 d 均增高 ,与术前

相比CPB 30 min时有显著性差异(P<0.05),停转流 、手术结束

和术后 1 d有非常显著性差异(P<0.01),但转流前无显著性

差异(P >0.05)。术后 3 d 恢复到术前水平。组间比较 , Ⅱ组
TM水平持续高于Ⅰ组 , 术前到术后 1 d 均差异非常显著(P <

0.01),术后 3 d 差异显著(P<0.05),见表 1。

2.2 　ET-1的变化
　　两组 CPB 后 ET-1 都增高。 Ⅰ组术前与 CPB 30 min 至术后

1 d 相比差异非常显著 , 与转流前相比差异不显著 , 与术后 3 d

相比差异显著。 Ⅱ组术前与 CPB 30 min 至术后 1 d 相比差异非

常显著 ,与转流前和术后 3 d 相比差异显著。 Ⅱ组一直高于 Ⅰ
组。两组术前 、转流前 、术后 1 d 和术后 3 d 差异显著(P <

0.05), CPB 30 min 和停 CPB 差异非常显著(P<0.01),见表 2。

表 1　TM的变化(ρB/ ng·ml-1 , x ±s)

Tab 1　Changes of plasma TM(ρB/ ng·ml -1 ,  x ±s)

n Before operation Pre-CPB CPB for 30 min End of CPB End of operation 1 d after operation 3 d after operation

Ⅰ 20 2.59±0.48 2.63±0.39 3.14±0.77＊ 3.69±0.68＊＊ 4.88±1.12＊＊ 3.69±1.06＊＊ 2.78±0.75

Ⅱ 20 3.72±0.67## 3.68±0.84## 5.69±1.54＊## 7.76±1.46＊＊## 8.34±1.84＊＊## 5.81±1.57＊＊## 3.78±1.24#

＊P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs before operation;#:P<0.05 , ##:P <0.01 vs Ⅰ

表 2　ET-1的变化(ρB/ pg·ml -1 ,  x ±s)

Tab 2　Chnages of plasma ET-1(ρB/ pg·ml-1 , x ±s)

n Before operation Pre-CPB CPB for 30 min End of CPB End of operation 1 d after operation 3 d after operation

Ⅰ 20 57.51±13.91 61.46±11.90 102.21±21.69＊＊ 116.34±24.37＊＊ 129.04±22.29 ＊＊ 97.13±24.57＊＊ 65.68±12.57 ＊

Ⅱ 20 63.31±11.77# 69.64±15.67＊# 134.17±23.60＊＊## 156.62±29.66＊＊## 144.60±28.24 ＊＊# 109.51±20.92＊＊# 74.73±21.16 ＊#

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs before operation;#:P <0.05 , ##:P<0.01 vs I

2.3 　血浆 NO的变化
　　两组组内不同时相点数据虽然有升高或降低趋势 , 但 t 检

验均无显著性差异。两组转流前和术后 1 d 相比差异显著(P

<0.05),其余时相点相比差异不显著(P>0.05),见表 3。

表 3　血浆 NO的变化(CB/μmol·L-1 , x ±s)

Tab 3　Changes of plasma NO(CB/μmol·L-1 , x ±s)

n Before operation Pre-CPB CPB for 30 min End of CPB End of operation 1 d after operation 3 d after operation

Ⅰ 20 59.61±13.27 56.02±11.25 55.90±10.61 57.86±11.45 64.70±12.45 63.79±11.28 57.97±10.02

Ⅱ 20 62.18±9.46 61.41±8.25# 57.81±9.32 58.11±8.20 69.35±15.31 72.85±13.98 # 65.45±13.01

#:P <0.05 vs Ⅰ

3　讨论

3.1 　CPB对 VEC的损伤

　　TM是细胞表面的凝血酶受体 ,本质为跨膜糖蛋
白 ,主要表达于内皮细胞的膜表面 , 在血小板 、单核细
胞和中性白细胞上也有少量表达。 Ishii[ 3] 发现在体
外 ,用白细胞介素-1 或凝血酶激活 VEC 不能诱导 TM

释放 ,只有当细胞有形态学损伤时 ,TM 才从VEC表面

蛋白水解释放。在体内VEC 损伤时 ,TM 从 VEC表面

脱落入血引起血浆 TM水平增加 ,血浆TM的浓度增加
是VEC损伤的可靠标志物[ 4] 。实验表明 ,CPB 30 min

时TM水平增高 ,此后到术后 1 d非常显著性升高 ,术
后3 d才恢复至术前水平 ,两组病人变化趋势一致 ,这
提示在CPB手术中 ,CPB可导致机体急性全身性VEC

损伤/活化;在 CPB停止后机体 VEC可由于 CPB启动

的继发性损伤因素持续作用一段时间(24 ～ 48 h),大
约72 h恢复 。 Ⅱ组病人 CPB期间至术后 1 d TM均高
于Ⅰ组 ,提示Ⅱ组病人 CPB所致的急性全身 EC 损伤

的程度比Ⅰ组大 ,可能与 Ⅱ组病人 CPB时间和升主动

脉阻断时间长相关。而Ⅱ组病人术前血浆 TM 就高于

Ⅰ组 ,这与 Ⅱ组病人心功能较差 、长期瘀血和年龄因素
相关。另外 ,VEC 上的 TM 是维持血管表面抗凝特性

的重要成分 ,VEC上 TM的存在和蛋白 C 的完整性是

凝血-纤溶之间平衡所必须的
[ 5]

。由于 CPB 致 EC 表
面TM脱落释放入血 ,而伴随 CPB 增加的细胞因子如

肿瘤坏死因子(TNF)、IL 、脂多糖(PLS)又下调 EC 的

TM表达 ,使 EC膜表面 TM数量减少 ,这可导致 EC表

面抗凝特性丧失 。
3.2 　CPB致 VEC分泌内皮素-1和NO平衡失调

　　正常血管张力的维持有赖于血管收缩物质和血管
舒张物质之间的平衡 。生理状态下 , ET-1主要由VEC

合成和释放 ,其合成和释放很低 ,呈连续式释放 ,主要
作用在于维持血管系统的基础张力。本实验结果显
示:两组血浆 ET-1水平在 CPB期间及术后 1 d非常显

著增加(P <0.01),至术后 3 d还高于术前水平(P <
0.05),提示 CPB可致 VEC 合成和分泌 ET-1增加。 Ⅱ

362　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 23卷



组比Ⅰ组血浆 ET-1在术前 、转流前 、术后 1 d和术后 3

d显著性增高 ,CPB 30 min 和停 CPB 期间非常显著性

增高 ,血浆 TM已提示 Ⅱ组病人 CPB所致的VEC损伤

的程度比Ⅰ组大 , Ⅱ组血浆 ET-1一直高于Ⅰ组也反映
了这一点。在心血管 CPB 手术中 ,伴随着 CPB 的启

动 ,许多与 CPB相关的因素如非搏动血流 、缺血-再灌
注 、血凝血酶和内毒素水平增高以及炎症递质的大量
表达 ,均可导致全身 VEC 急性损伤/活化 ,从而上调
VEC的 ET-1 基因的表达 ,使血浆 ET-1水平增高[ 6] 。
EC表达内皮细胞型 NO合酶(eNOS),其合成和释放的
NO通过激活血管平滑肌细胞 GTP 转变为 cGMP ,发挥
强有力的松弛血管效应。VEC损伤/活化可下调 eNOS

的基因表达 ,使 NO合成减少[ 1] ;而CPB所致的炎症递

质和内毒素可引起可诱导型 NO合酶(iNOS)表达 ,使
NO的释放增加[ 7] 。本实验结果显示:两组病人 CPB

围术期血浆 NO水平无明显变化 。而 Ⅱ组血浆 NO除

转流前和术后 1 d比 Ⅰ组显著性增高(P <0.05)外 ,其
余时相点相比无显著性差异 。其原因可能与 eNOS表

达下调和 iNOS 的激活程度不平衡相关。动物实验显
示:心肌缺血-再灌注对 VEC 的损伤 ,减少 NO的合成

和释放 ,并且增加 ET-1合成和释放 ,导致冠状血管的
内皮细胞依赖舒缩功能之 ET-1/NO平衡失调

[ 8]
,在再

灌注过程中 ,用 L-Arg或 NO供体能有效地减轻与缺血

-再灌注相关的内皮细胞和心肌细胞损伤
[ 9]

。Beghet-
ti
[ 10]
报道 CPB导致病人呼出气体中 NO 水平下降 ,这

可能是继发于肺 VEC 损伤/活化导致 NO 合成下降所

致。在心血管 CPB手术中 ,阻断升主动脉将不可避免
出现心肌缺血-再灌注损伤 ,推测在复跳后早期可能存
在EC损伤所致的 NO 合成和分泌下降的情况 。本实
验在复跳后早期时相点也未见血浆 NO水平下降。这
可能表明血浆NO水平可能不能准确反映心 、肺器官NO

水平的变化。两组病人 CPB围术期血浆 ET-1和NO的

变化趋势一致 ,均表现为血浆ET-1增加而NO无明显变

化 ,这提示 CPB可致 ET-1/NO平衡失调 。内皮细胞依
赖缩血管物质和扩血管物质的比例失调可能是导致

CPB术后早期急性血管痉挛的重要原因[6] ,尤其在心脏
可引起术后心肌细胞缺血 ,导致心功能不全;在肺可引
起肺血管阻力增高 ,导致肺动脉高压 ,从而增加并发症
和死亡率。因此 ,在心血管 CPB手术中 ,采取保护内皮
细胞的治疗措施具有重要的意义。
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3　讨论

　　MTT为线粒体脱氢酶的作用底物 , 活细胞能将其还原为不

溶于水的结晶体 formazon , 此结晶体在被 DMSO 溶解后呈紫色 ,
在540 nm处有最大吸收峰 ,通过 A540可以定量反应出存活细胞

数[ 2] 。本实验显示在 X射线照射剂量低于 6 Gy 时 ,MTT 法和

克隆计数法所测细胞存活分数无显著性差别 ,说明二者在一定

范围内可以相互替代;在 10 Gy时 MTT法所测结果偏高 , 可能

与MTT 法的敏感程度有关。本实验结果提示 ,当受试组吸光值
极低时(A540<0.15),不易准确测出更低的吸光值 , 从而表现出

较大误差(结果未示)。由于 2 Gy 照射时的细胞存在分数通常

代表细胞的内在放射敏感性[ 3] , 我们认为 ,MTT 法可用于细胞

放射敏感性检测 , 而且具有方便 、迅速 、重复性好等优点。 此

外 ,我们按文献[ 1] 所推荐方法 , 先在 96 孔板中培养数天后进

行X 线照射 ,然后再继续培养 5 d 后进 MTT 检测 , 不如本实验
步骤所得结果准确。

　　关键词:放射敏感性;MTT 法;克隆计数法
　　中图法分类号:R446;R814.2　　　文献标识码:B
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