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动态灌注与静态保存对犬离体肺组织中ＡＱＰ１表达的影响
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　　摘　要：目的　通过比较体外循环机持续灌注、间断压力灌注、单存低温保存离体肺的水通道蛋白１（ＡＱＰ１）表达变化，探索

离体肺保存的最佳保存方法。方法　将３０只 Ｍｏｎｇｒｅｌ犬分成体外循环组、压力灌注组、低温保存组，每组１０只。在保持机械通

气的条件下，完整摘取双肺。进行体外循环机灌注、间断压力灌注、单存灌注离体肺循环后低温浸泡保存，并按时间点留取标本；

ＨＥ染色法观察犬离体肺组织形态学改变，免疫组织化学法、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测犬离体肺组织 ＡＱＰ１的表达。

结果　ＨＥ染色发现，随着离体时间的延长，肺泡组织结构逐渐塌陷，炎性细胞及渗出物增多，肺泡间隔也逐渐增宽，肺泡腔内可

见渗出物；在同一时间点，体外循环组的组织结构损伤变化比压力灌注组和低温保存组轻。在各实验组随着时间推移 ＡＱＰ１的

表达量呈现下降趋势；在每个时间点上，体外循环组ＡＱＰ１的表达量高于压力灌注组，压力灌注组又高于低温保存组。结论　体

外循环机械灌注对离体肺的保护作用显著优于间断压力灌注和单存低温保存。
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　　肺移植是治疗晚期肺实质及肺血管疾病的惟一有效方法，

随着外科技术、术后处理、免疫抑制剂的快速发展，肺移植患者

存活率有了明显提高［１］。然而仍有１５％～２０％的肺移植患者

在术后早期出现严重的移植肺功能障碍，其主要原因为离体肺

保存方式欠佳以及缺血再灌注损伤［２３］。供肺保存的质量对肺

移植的成功与否起着决定作用，不同的保存方式对离体肺组织

的结构和功能有着重要的影响。单存肺动脉灌洗后低温保存

法是目前应用最广泛的保存方式，该保存方式简单、易操作，但

不符合肺循环的生理条件，易导致肺循环栓塞，影响供肺的保

存质量和保存时间。随着肺移植技术的发展，对供肺保存的质

量和时间要求也越来越高。本研究通过比较体外循环机持续

灌注、间断压力灌注、单存低温保存离体肺的水通道蛋白１

（ＡＱＰ１）表达变化，探讨离体肺的损伤机制，阐明模拟肺循环

和心脏机械灌注的优越性，为保证安全、有效、较长时间的离体

肺保存创造了有利条件。

１　材料与方法

１．１　材料　选取健康成年 Ｍｏｎｇｒｅｌ犬３０只，犬龄２～３年，雌

雄不限，体质量１５～１８ｋｇ（购自昆明医科大学动物实验中心）。

实验前禁食１２ｈ，禁饮６ｈ。分成３组：体外循环机动态灌注组

（体外循环组）、间断压力灌注组（压力灌注组）和静态的单存肺

７１４４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期
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动脉灌注后低温保存组（低温保存组），每组１０只。

１．２　方法

１．２．１　仪器与试剂　手术相关器械、ＰＨＩＬＩＰＳ有创动脉压监

测仪、ＴＫＲ２００Ｃ小型动物呼吸机、体外循环机、离体肺保存

液、ＡＱＰ１抗体等。

１．２．２　肺组织标本摘取　３％戊巴比妥钠犬前肢静脉注射，出

现睫毛反射消失，肌力下降时立即进行四肢固定、气管插管、脱

毛处理（取仰卧位，前胸脱毛）；游离股动、静脉并插管，正中开

胸，心包内游离上、下腔静脉和主动脉，全身肝素化（５００ＩＵ／

ｋｇ），肺动脉接有创动脉监测仪，监测及记录实时肺动脉压，升

主动脉插心脏麻痹液灌注管，肺动脉干插入肺灌洗导管，依次

阻断上、下腔静脉和升主动脉。灌洗心脏麻痹液，切断下腔静

脉，排出心脏麻痹液。心脏停跳后，开始肺灌洗，切除左心耳尖

端，排出灌洗液，收集保存。在保持正常机械通气的条件下，完

整摘取双肺。心脏停搏前同时从股动脉回收血液，采血瓶预

存。摘取双肺后称取湿肺质量，经气管向肺内按潮气量１０

ｍＬ·ｋｇ
－１·ｍｉｎ－１进行通气，维持呼吸，ＦｉＯ２２１％，进行持续

体外循环机灌注、间断压力灌注、单存灌注离体肺循环后低温

浸泡保存直至实验结束。

肺保存液成分：Ｎａ＋１３８．０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｋ＋６．０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｃｌ－

１４２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ
２＋０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，ＳＯ２

２－０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，ＰＯ４
３－

０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｃａ２＋０．３ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＣＯ３
－ １．０ｍｍｏｌ／Ｌ，右旋糖

酐４０．０ｇ／Ｌ，葡萄糖０．９ｇ／Ｌ。

离体肺组织标本留取方法：离体肺保存０、６０、１２０、１８０、

２４０、３００、３６０、４２０、４８０ ｍｉｎ 取 材；组 织 标 本 约 １．５ｃｍ×

１．０ｃｍ×０．５ｃｍ备用，每次取材后缝合创面，防止漏气。

１．２．３　ＨＥ染色法观察犬离体肺组织形态学改变　肺组织采

用１０％甲醛溶液固定，９５％乙醇常规浓度梯度脱水，二甲苯透

明２次，石蜡包埋，常规制备５μｍ切片，ＨＥ染色。

１．２．４　免疫组织化学法检测犬离体肺组织 ＡＱＰ１的表达　

石蜡切片脱蜡和水化后，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）冲洗

３次，对组织抗原进行相应的修复。每张切片加１滴３％过氧

化氢，室温下孵育，ＰＢＳ冲洗，加一抗，室温下孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ

冲洗，加二抗，室温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗加新鲜配制的二氨

基联苯胺（ＤＡＢ）溶液，显微镜下观察３～５ｍｉｎ，自来水冲洗，

苏木素复染，分化，自来水冲洗，ＰＢＳ返蓝，切片经梯度乙醇脱

水干燥，中性树胶封固。结果半定量的判定方法：在每个时间

点抽取染色清楚的切片，每张切片于光镜下（×４００）随机抽取

５个视野，固定窗口面积，计数 ＡＱＰ１，根据 ＡＱＰ１着色深度及

阳性细胞数分别记分为０～３分，着色深度以多数 ＡＱＰ１呈色

程度为准。如果肺泡周围出现明显黄色或棕黄色及棕褐色颗

粒为阳性染色，不着色的为０分，呈黄色时为１分，棕黄色为２

分，棕褐色为３分。整块切片中阳性染色占所有细胞中的比例

小于或者等于５％为０分，５％～２５％为１分，２６％～５０％为２

分，５１％～７５％为３分，大于７５％为４分。根据上述两项指标

的积分相乘进行半定量分析。

１．２．５　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测犬离体肺组织

ＡＱＰ１的表达　组织蛋白抽提，配制１０％十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶，４％浓缩胶，取蛋白质样

品上样电泳，采用硝酸纤维素膜湿转，ＡＱＰ１多克隆抗体和羊

抗鼠ＩｇＧ二抗稀释比例分别为１∶５００与１∶２０００，将ＥＣＬ显

色试剂滴加到膜上，曝光显影保存。采用相关分析软件分析，

以每条蛋白电泳带与βａｃｔｉｎ的灰度值比值表示ＡＱＰ１蛋白的

相对表达量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析。计量

资料以狓±狊表示，采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　犬离体肺组织病理改变　通过观察病理 ＨＥ染色切片，

发现体外循环组肺泡组织结构比压力灌注组及低温保存组完

整，炎性细胞及渗出液少，肺泡间隔也小。组内对比可见，随着

离体时间的延长，肺泡组织结构逐渐塌陷，炎性细胞及渗出物

增多，肺泡间隔也逐渐增宽，肺泡腔内可见渗出物。综合比较，

在同一时间点，体外循环组的组织结构损伤变化比压力灌注组

和低温保存组轻。

２．２　免疫组织化学法检测结果　随着时间推移，各实验组

ＡＱＰ１的表达量呈现下降趋势；在每个时间点上，体外循环组

ＡＱＰ１的表达量高于压力灌注组，压力灌注组又高于低温保存

组。体外循环组３～８ｈ各时间点两两比较，差异均有统计学

意义（犘＜０．０５）；在１～２ｈ各时间点，各组间两两比较，差异均

无统计学意义（犘＞０．０５）；在３～８ｈ各时间点，各组间两两比

较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；低温保存组３～８ｈ各时

间点两两比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；压力灌注组

３～８ｈ各时间点两两比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；

见图１～３，表１。

表１　　免疫组织化学检测离体犬肺组织ＡＱＰ１的表达结果（狓±狊）

组别 ０ｈ １ｈ ２ｈ ３ｈ ４ｈ ５ｈ ６ｈ ７ｈ ８ｈ

体外循环组 １０．４０±０．６３ １０．００±０．７３ ９．７０±０．６６ ８．２０±０．９９ ７．６０±１．５７ ６．６０±１．１７ ５．７０±１．４９ ４．７０±０．９５ ３．８０±０．８２

压力灌注组 １０．４０±０．６３ １０．１０±０．７４ ９．８０±０．８２ ７．５０±１．４７ ６．５０±１．２６ ５．４０±１．５１ ４．３０±１．３１ ３．１０±０．７４ ２．１０±０．７１

低温保存组 １０．４０±０．６３ １０．１０±１．０３ ９．６０±０．６７ ７．００±１．２４ ５．７０±１．７２ ４．１０±０．９９ ３．４０±０．８４ ２．４０±０．７０ １．２０±０．４２

表２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测离体犬肺组织ＡＱＰ１的表达结果（狓±狊）

组别 ０ｈ １ｈ ２ｈ ３ｈ ４ｈ ５ｈ ６ｈ ７ｈ ８ｈ

低温保存组 １．１１±０．０６ １．０７±０．０４ １．０６±０．０３ １．０６±０．０４ ０．９５±０．０５ ０．８７±０．０５ ０．８０±０．０９ ０．７２±０．０５ ０．６３±０．０４

压力灌注组 １．１１±０．０６ １．１６±０．０４ １．１０±０．０５ １．０８±０．０４ １．０２±０．０５ ０．９３±０．０４ ０．９０±０．０５ ０．８４±０．０７ ０．７３±０．０６

体外循环组 １．１１±０．０６ １．１２±０．０７ １．１１±０．０５ １．１０±０．０５ １．０６±０．０４ ０．９９±０．０５ ０．９４±０．０４ ０．８９±０．０４ ０．８６±０．０７
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图１　　低温保存组离体犬肺组织ＡＱＰ１免疫组织化学染色（×４００）

图２　　压力灌注组离体犬肺组织ＡＱＰ１免疫组织化学染色（×４００）
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图３　　体外循环组离体犬肺组织ＡＱＰ１免疫组织化学染色（×４００）

图４　　各组不同时间点离体肺组织ＡＱＰ１的表达结果

　　ａ：体外循环组；ｂ：压力灌注组；ｃ：低温保存组。

图５　　各时间点下各组离体肺组织ＡＱＰ１的表达结果

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　各种保存方式下，随着保存时

间的延长，条带灰度变浅，提示 ＡＱＰ１在离体肺组织中的表达

随着时间的延长呈逐渐减少的趋势（图４）。各时间点下，０～３

ｈ的各条带灰度基本均匀一致，但在４～８ｈ条带灰度逐渐变浅

（图５）。各实验组内０～３ｈ两两比较，差异均无统计学意义

（犘＞０．０５）；低温保存组内４～８ｈ在组内各时间点（除５ｈ与６

ｈ外）两两比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；压力灌注组

４～８ｈ在组内各时间点（除３ｈ与４ｈ、５ｈ与６ｈ外）两两比

较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；体外循环组４～８ｈ在组

内各时间点两两比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；在１～

３ｈ各时间点，各组间两两比较，差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）；在４～８ｈ各时间点，各组间两两比较（除４ｈ和６ｈ压

力灌注组与体外循环组外），差异均有统计学意义（犘＜０．０５），

见表２。

３　讨　　论

目前国际公认的离体肺保存时间最好在４ｈ以内，超过４

ｈ，发生移植肺功能障碍的概率明显增加
［４］。最常用的保存方

式为肺循环灌注后的单存低温保存，既往研究表明，离体肺保

存过程中最容易出现细胞损伤，它是一个非常复杂的过程，主

要包括炎性细胞因子的产生［５］、氧自由基的释放［６］、微小血管

的损伤及其通透性的增加［７］。

水的跨膜转运对维持细胞正常代谢具重要作用。水通道

蛋白是一组介导水的跨膜转运的通道蛋白，在肺内，其位于肺

泡毛细血管内皮的血液侧，主要负责转运肺间质内的水分［８］。

ＡＱＰ１不仅对各级支气管及肺组织内生理和病理状态下水的

吸收和转运有重要调节作用，同时也协同钠通道和 Ｎａ＋Ｋ＋
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ＡＴＰ酶对胸腔内液体进行转运。在肺泡上皮细胞、气管支气

管纤毛细胞质膜的顶端及浆液细胞、黏液细胞的基侧部存在的

ＡＱＰ１可能与肺水肿消除有关
［９］。有研究表明，敲除ＡＱＰ１后

肺泡毛细血管水的通透性呈显著下降趋势，表明其具有转运或

协同水转运的能力［１０１１］。

本研究中，通过比较体外循环机持续灌注、间断压力灌注、

单存低温保存这３种离体肺保存方式下，肺组织ＡＱＰ１表达的

变化来研究离体肺保存的最佳方法。本研究结果表明，在每种

保存方式下，ＡＱＰ１在离体肺组织中的表达随着时间的延长呈

逐渐降低的趋势，说明随着离体肺保存时间的延长，缺血缺氧

等各种因素的影响，导致肺组织水肿越来越重。脱离机体后，

肺组织仍然进行着有氧代谢，虽然低温可以有效限制有氧代谢

的进程，但随着时间的延长，离体肺的缺血性损伤不可避免，主

要表现在肺泡间质水肿，肺泡间隔增宽，影响了离体肺保存的

质量，加重了肺移植后再灌注损伤［１２］。既往研究证实，随缺血

缺氧时间延长，肺血管内皮细胞结构损伤越重，血管的通透性

增大，合成和释放多种细胞生长因子，导致水分及细胞毒性成

分进入肺泡间质，使得呼吸膜厚度增加，水通透性明显

降低［１３］。

同时在３种保存方式间比较研究发现，体外循环灌注组离

体肺组织中ＡＱＰ１的表达明显高于压力灌注组，压力灌注组

又高于低温保存组，表明体外循环机械灌注对离体肺的保护作

用明显优于间断压力灌注和单存低温保存。体外循环灌注肺

动脉恢复了肺循环，使保存液在肺内更加均匀分布，能更好地

清除微小血管内红细胞和血栓，并且可有效除去氧自由基、激

活的炎性介质和补体等细胞毒性成分，改善细胞有氧代谢，减

轻肺表面活性物质的损伤，保护上皮细胞的功能，减轻离体肺

缺血性损伤。体外循环灌注克服了肺微循环栓塞、肺冷却不均

匀、灌洗液分布不均匀、灌注压不易控制、灌洗温度难以调节、

灌注量或多或少、容易受到人主观因素的影响等低温保存不能

解决的困难。

综上所述，本研究中离体肺在通气过程中以体外循环机械

灌注肺循环，模拟了肺循环和心脏灌注的特点，确保恒温、灌注

标准化、灌注充分均匀，更接近于肺循环的生理状态，从而有效

地延长了肺保存的时限，为安全、有效、较长时间的离体肺保存

创造了有利条件，为肺移植提供更好的肺源，也为肺保存方法

提供了更好的研究方向。
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ＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２０１３，２６（５）：６６１６６５．

［９］ ＶｅｒｋｍａｎＡＳ，Ｍａｔｔｈａｙ ＭＡ，ＳｏｎｇＹ．Ａｑｕａｐｏｒｉｎｗａｔｅｒ

ｃｈａｎｎｅｌｓａｎｄｌｕｎｇｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＬｕｎｇＣｅｌｌ

ＭｏｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０００，２７８（５）：８６７８７９．

［１０］ＶｅｒｋｍａｎＡＳ．Ｒｏｌｅｏｆａｑｕａｐｏｒｉｎｓｉｎｌｕｎｇｌｉｑｕｉｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

［Ｊ］．ＲｅｓｐｉｒＰｈｙｓｉｏｌＮｅｕｍｂｉｏｌ，２００７，１５９（３）：３２４３３０．

［１１］ＬｉＪ，ＸｕＭ，ＦａｎＱ，ｅｔａｌ．ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡ Ａａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ

ｓｅａｗａｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ ｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ（ＡＱＰ）１ａｎｄＡＱＰ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇ［Ｊ］．

ＲｅｓｐｉｒＰｈｙｓｉｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１１，１７６（１／２）：３９４９．

［１２］ＬｅｇｇｅｔｔＫ，ＭａｙｌｏｒＪ，ＵｎｄｅｍＣ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ

ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｒｅ

ｑｕｉｒｅｓｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｑｕａｐｏｒｉｎ１［Ｊ］．

ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＬｕｎｇＣｅｌｌＭｏｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１２，３０３（４）：３４３

３５３．

［１３］陆德琴，陈莹，李涛，等．大鼠整体低氧预处理对在体肺缺

血再灌注损伤的保护作用［Ｊ］．重庆医学，２０１０，３９（１５）：

１９６０１９６２．

（收稿日期：２０１４０７０８　修回日期：２０１４０８１２
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《重庆医学》开通微信公众平台

《重庆医学》已开通微信公众平台（微信号：ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃｉｎｅ），《重庆医学》将以微信平台渠道向广大读作者发送终审

会动态报道、各期杂志目录、主编推荐文章、学术会议、《重庆医学》最新资讯等消息。欢迎广大读作者免费订阅。读作者可

以点击手机微信右上角的“＋”，在“添加朋友”中输入微信号“ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃｉｎｅ”，或在“添加朋友”中的“查找公众号”一栏

输入“重庆医学”，添加关注。
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