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摘要院目的 观察犬肺移植中供体离体保存后肺组织随时间延长而产生的结构变化遥方法 4 益 改进型 EC 液灌注 6 只

健康成年杂种犬肺袁灌注结束后离体保存 30尧60尧120尧180尧240min遥取材制作组织标本袁观察不同时间点肺组织结构变

化袁以灌注前作为对照组遥结果 0min 时肺组织结构清晰完整袁肺泡上皮细胞线粒体轻微肿胀曰30min 时肺泡壁尧血管

周围组织轻微水肿曰60min 时肺泡壁结构轻度破损袁肺泡上皮细胞肿胀袁线粒体肿胀较明显曰120min 时部分肺泡壁断

裂袁肺泡腔融合曰180min 时肺泡壁断裂袁肺泡腔融合形成少量肺大泡曰240min 时肺泡壁断裂袁肺泡腔融合形成多个肺

大泡袁肺泡上皮细胞泡浆空泡变袁域型肺泡细胞板层小体模糊不清, 空泡变明显袁微绒毛已消失遥结论 改进型 EC 液离

体保存 4 h 内对离体保存肺组织细胞无明显损伤袁4 h 后肺损伤较为严重遥
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Abstract: Objective Toinvestigate the structural changes in canine lungs perfused with modified Euro-Collinssolution
(mECS), thusprovidinginsightintothepreservationofthe donor lung tissue for transplantation. Methods Sixdogswere
anesthetizedandpulmonaryperfusionwithmECS(4 益) wasperformedbeforethelungswereisolatedthereafterandstoredat
4 t o 8 益 for30,60,120,180,240minrespectively,afterwhichtissuesamplesofthedonorlungweretakenformorphological
observationwithbothlightand transmissionelectronmicroscope. Results Immediately afterreperfusion, thepulmonary
tissuesexhibitedclearandintactstructures,showingthatmitochondrionswelledslightlyinthealveolarepithelialcells(AECs).
Mild edemaoccurredinthealveolarwallandthetissuesaroundtheveinsat30minafterpreservation, which exacerbatedto
dilapidationofthealveolarwallandobvioustumefactionofthemitochondrionintheAECsat60min.At180min,ruptureof
alveolarwallandmergenceofthealveoluswasobservedat120min,andafewpulmonarybullaewereformed,theAECs(I)
ofwhichpresentedvacuolarchangesinthecytoplasmaandmitochondrion, withdisappearanceofthetinyvillusoftheAECs
(II) at240min. Conclusion Within4hofpreservationinmECS, thepulmonarytissuesdonotundergoobviouschangesas
signsofinjury,which,however,maynotbethecaseafterlongerpreservation.
Key words: hypothermia;lung/pathology;lungtransplantation;organpreservation;cardioplegicsolutions

20 世纪 80 年代以来袁随着免疫抑制剂环孢霉素

A尧高效抗生素的应用以及手术和麻醉方法的改进袁
肺移植成为中尧晚期肺部疾病的有效治疗方法咱1暂遥为

提高肺移植术的成功率袁必须解决肺来源尧肺保存质

量等问题遥肺移植成功条件之一取决于肺缺血期保存

方法的优劣及保存时间长短袁这些因素对肺组织形态

学结构乃至功能活性有重要影响袁而形态学结构的变

化是肺保存质量的评价方法一遥本实验采用 4 益改进

的 EC 液渊modifiedEuro-Collinssolution袁mECS冤灌注

犬肺袁观察离体低温保存后不同时间点肺组织形态学

变化袁从形态学角度为实验犬供肺保存研究提供依据遥

1 材料和方法

1.1 对象

6 只健康成年杂种犬袁由第一军医大学南方医院

动物所提供袁雌雄不拘袁体质量(20.69 依1.82) kg袁实验

前禁食 1 2 h遥
1.2 分组

每只犬均采用自身前后对照的方法遥灌注前为对

照组袁实验组分别为灌注后30尧60尧120尧180尧240min遥
1.3 改进的 EC 液

EC 液由南方医院药物制剂室配制袁成分组成院
2.05g/LKH2PO4尧9.70g/LK2HPO4尧1.12g/LKCl尧0.84 g/L
NaHCO3尧2.50g/LMgSO4尧50.00g/L 葡萄糖尧20.00g/L
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图 1 供肺灌注后支气管尧肺动脉与肺静脉

Fig.1 Thebronchus, pulmonary artery and vein of the
donor lung perfusedwith mECS

甘露醇尧渗透压 576.00moSm/L袁pH 值 7.4遥与传统

EC 液不同之处在于院渊1冤甘露醇替代白蛋白曰渊2冤
MgSO4尧K2HPO4尧葡萄糖含量增加曰渊3冤添加血管扩张

剂前列腺素 E1渊PGE1冤曰渊4冤使 pH 值进一步偏碱性遥
1.4 供体肺的获得及低温保存

动物用 3%的戊巴比妥钠渊30~40mg/kg窑b.w.冤静

脉全麻后袁气管插管袁连接呼吸机渊NMIE100i 型呼吸

机冤辅助呼吸遥手术操作过程院实验犬呈正中仰卧位固

定袁取正中胸骨切口袁纵劈胸骨袁纵行剪开心包牵向两

侧遥粗丝线结扎并切取右肺组织为正常对照样本袁然

后分离出肺动脉主干及左右肺动脉袁插肺动脉灌注

插头袁肺动脉主干内快速推注 PGE1 400~450 滋g渊20
滋g/kg窑b.w.冤后袁钳闭肺动脉主干袁远侧端灌注4 益
mECS1500ml 渊灌注液按 60~100ml/kg窑b.w.袁另加

PGE1 200 滋g冤袁灌注压力控制在 3~4kPa袁灌注时间

渊6.67依2.73冤 min遥灌注同时切开左心耳使灌注液流

出袁正压通气袁使肺膨胀曰灌注结束时从左心耳流出的

灌洗液呈无色透明袁肺呈白色渊图 1冤遥解剖分离肺的

纵隔面袁双重钳夹切断下腔尧上腔静脉尧主动脉及气

管袁完整取出心脏及两侧肺遥分离出左尧右主支气管袁
在充气膨胀状态下钳闭左尧右主支气管并切断袁将肺

迅速分别置入冰屑的生理盐水液和 4 益冰箱内保存遥

1.5 标本留取方法

1.5.1光镜标本取材及制作 每一时间点切取 1cm伊1cm
伊1 cm 肺组织标本 2 块袁10%福尔马林固定遥按常规

方法制作光镜标本遥HE 染色袁光镜下观察肺组织病

理形态变化遥
1.5.2 电镜标本取材及制作 低温保存 0尧60尧240min
后随机取材曰4 益生理盐水漂洗尧冲洗后用滤纸吸去

表面水份袁将标本切成 1mm伊1mm伊1mm 大小 8 块曰
2.5%戊二醛固定 8 h 以上曰10mmol/LPBS渊pH7.4冤浸

洗 6 次伊15min曰1%锇酸后固定 1 .5h曰10mmol/LPBS
渊pH 7.4冤浸洗 15 min曰用 75尧90尧100尧100尧100%丙 酮

逐级脱水各 15min曰环氧树脂置换丙酮后用 SPURR
浸透尧包埋袁70 益聚合 8 h遥行 50nm 超薄切片袁并将

超薄切片收集在 230 目铜网上袁铀尧铅电子染色各

30尧15min袁并注意隔绝二氧化碳遥透射电镜观察遥

2 结果

2.1 光镜下肺组织形态学变化

2.1.1 保存 0min 肺泡尧肺泡腔结构清晰袁肺泡壁结

构完整渊图 2A冤袁细小支气管组织及上皮细胞结构完

好袁肺泡腔内偶见巨噬细胞尧淋巴细胞和红细胞遥
2.1.2 保存 30min 肺泡尧肺泡腔结构清晰袁肺泡壁结

构尚完整袁细小支气管组织及上皮细胞结构完好袁肺

泡腔内偶见单个散在的淋巴细胞尧巨噬细胞及少量单

个散在的红细胞袁部分区域肺泡壁轻度肿胀袁局部结

构断裂尧融合渊图 2B冤袁血管壁周围组织水肿袁肺包膜

亦有轻度水肿遥
2.1.3 保存 60min 肺泡尧肺泡腔结构清晰袁肺泡壁结

构尚完整袁细小支气管组织及上皮细胞结构完好袁部

分肺泡腔内可见少量散在的巨噬细胞和红细胞尧单个

散在的淋巴细胞遥部分区域肺泡壁肿胀尧肺泡壁轻度

破损袁局部区域有轻度淤血遥血管周围组织水肿袁肺包

膜亦有轻度水肿渊图 2C冤遥
2.1.4 保存 120min 肺泡尧肺泡腔结构清晰袁肺泡壁

结构完整袁细小支气管组织及上皮细胞结构完好袁血

管周围间质组织局限性水肿袁肺泡腔内可见巨噬细

胞尧红细胞尧淋巴细胞袁部分肺泡壁断裂尧肺泡腔融合

形成散在的肺大泡袁部分区域肺泡壁轻度水肿袁肺包

膜有轻度水肿渊图 2D冤遥
2.1.5 保存 180min 肺泡尧肺泡腔结构清晰袁肺泡壁

结构完整袁细小支气管组织及上皮细胞结构完好袁肺

泡腔内可见巨噬细胞尧淋巴细胞尧红细胞袁部分肺泡壁

断裂尧肺泡腔融合形成少量肺大泡渊图 2E冤袁血管周围

间质组织尧肺包膜下有轻度水肿袁部分区域肺间质中

有轻度水肿袁部分肺泡壁局部区域内轻度水肿遥
2.1.6 保存 240min 部分肺泡壁断裂尧肺泡腔融合形

成肺大泡渊图 2F冤袁细小支气管组织及上皮细胞结构

完好袁部分肺泡腔内可见散在的淋巴细胞尧巨噬细胞

和红细胞遥肺包膜下尧部分区域肺间质尧肺泡壁尧血管

壁周围间质及结缔组织均有不同程度水肿遥
2.2 肺组织超微结构变化

2.2.1 保存 0 min 玉型及域型肺泡上皮细胞边界清

楚袁细胞及线粒体轻微肿胀袁线粒体嵴欠完整袁细胞膜

完整遥域型肺泡细胞的板层小体模糊不清晰尧结构欠完

整袁部分已发生空泡变袁微绒毛排列尚整齐渊图 3A冤遥
2.3.2 保 存 60 min 玉型 及域型肺泡上皮细胞均肿

胀袁细胞膜尚完整袁核膜欠规则袁电子密度减低袁线粒
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图 2 光镜下离体肺组织形态学变化渊HE袁伊60冤
Fig.2 Morphological changes of isolated lung tissues observed under light microscope (HE, 伊60)

A:At0minofpreservation;B:At30minofpreservation;C:At60minofpreservation;D:At120minofpreservation;E:At180min

ofpreservation;F:At240minofpreservation

体明显肿胀袁嵴变大尧变圆袁已发生空泡变遥域型肺泡

上皮细胞板层小体肿胀尧结构不完整, 微绒毛明显减

少渊图 3B冤遥
2.3.3 保存 240 min 玉型及域型肺泡上皮细胞胞质

空泡变袁部分细胞膜可见破裂袁核膜不规则袁核染色质

边集遥域型肺泡细胞板层小体模糊不清袁明显空泡变袁
微绒毛明显消失渊图 3C冤遥

D E F

图 3 透射电镜下离体肺组织形态学变化渊原放大倍数院伊15000冤
Fig.3 Morphological changes of isolated lung tissues observed under transmission electron microscope

(originalmagnification: 伊15000)
A:At0minofpreservation;B:At60minofpreservation;C:At240minofpreservation

BA C

3 讨论

较长时间高质量的肺保存是实现远距离异地运

输供肺尧保持供肺组织活力的关键遥由于具有活力的

离体肺组织能量代谢仍在进行袁但其能量代谢所必须

的能量物质及氧供给均被阻断袁细胞不可避免地发生

缺血性损伤袁长时间后将导致组织细胞的不可逆损

伤袁发生缺血性坏死遥通过降低温度以降低组织细胞

的能量代谢水平尧人工供给必须的代谢底物是通常采

用的肺保存技术遥低温是防止组织器官缺血性损害的

重要条件袁但它能阻止 ATP 依赖的 Na-K 泵功能袁从

而阻止膜电位下降和钠离子内流袁防止细胞内水肿的

发生遥Cooper咱2暂和 Konr咱3暂认为最佳保存温度应在 4~8 益遥
合适的灌注保存液对于减少或减慢器官保存过程中

的各种损伤尧延长器官保存时间及提高器官质量有着

十分重要的意义遥成功的器官保存液应满足院渊1冤减少

因低温保存导致的细胞水肿曰渊2冤防止细胞的酸化作

用曰渊3冤防止灌洗保存过程中细胞间隙的肿胀曰渊4冤防

止氧自由基的损伤曰渊6冤提供再生高能磷酸化合物的

底物遥
单纯灌洗虽是目前最广泛的临床保存方法袁但该

技术也有缺点咱4暂遥针对其缺陷袁我们在 mECS 中加入

甘 露 醇尧PGE1袁 灌 注 同 时 用 PGE1袁 加 大 葡 萄 糖 尧
MgSO4尧K2HPO4 量来增加底物和渗透压遥低温条件下

加入一定量的代谢底物可维持一定的新陈代谢活动袁
从而加强肺保存作用咱5袁6暂遥有实验证明袁葡萄糖可作为

底物提高供肺的保存效果咱7袁8暂遥甘露醇是一种高渗性
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脱水剂袁起到高渗脱水作用袁减少水份流入细胞内袁维

持细胞体积袁防止组织细胞和血管内皮细胞损伤袁从

而改善微循环曰清除羟自由基以防止自由基对细胞的

损伤咱9暂袁同时也减少了脂质过氧化反应对组织的损伤曰
抑制补体激活袁可明显减低移植术后移植物早期无功

能的发生咱10暂曰增加渗透压袁防止肺水肿袁白蛋白主要以

增加胶体渗透压为主遥PGE1 具有扩张血管袁尤其是肺

血管的功能袁可以拮抗高钾和低温所致的肺血管收缩咱11暂袁
使肺灌注更加均匀尧充分袁并可以使小血管充血扩张袁
使灌洗阻力减低袁增强灌洗液对肺组织的保护作用曰
PGE1 还通过 cAMP 系统抑制血小板凝集和血小板释

放血栓素 A袁达到保护细胞的作用遥保存液偏碱时可

以降低肺血管阻力袁使保存液均匀分布袁肺动脉冲洗

彻底袁并能抑制溶酶体酸性蛋白酶活化遥此外袁缺血期

间肺组织尚处于低水平代谢袁因 pH 值偏碱而中和局部

堆积的酸性代谢产物袁减轻酸中毒引起的组织损伤咱12暂遥
供肺保存期间袁由于缺氧袁黄嘌呤氧化酶不能产

生超氧化基团或过氧化氢遥此时袁虽然由于 Ca2+ 梯度

的破坏及蛋白水解作用已产生了缺血性损害袁但在此

阶段点的组织学检查尚未有明显的形态学破坏迹象遥
只有在保存期间内源性抗氧化剂 渊如超氧化物歧化

酶冤失活或耗尽袁使氧自由基不能及时清除时袁作用于

细胞的重要成分氧化脂质尧蛋白质尧核酸尧糖类等才能

对细胞造成广泛尧严重的结构损伤遥本实验结果提示袁
4 h 内离体肺组织与灌注前相比袁形态学变化不明显曰
4 h 后不可逆性损伤比率逐渐上升遥这与李刚等咱13暂的
研究结果基本相同袁但李刚所用的灌注保存液是传统

的 EC 液 袁 其 成 分 无 甘 露 醇尧PGE1 和 低 葡 萄 糖 尧
MgSO4尧K2HPO4 及低渗遥我们以前的实验发现袁离体

保存肺组织一氧化氮尧超氧化物歧化酶尧丙二醛及肺

泡上皮细胞核 / 质体积密度尧表面积密度尧表面积与

体积比袁实验组与对照组无显著差异袁但随着保存时

间延长袁一氧化氮尧超氧化物歧化酶尧体积密度尧表面

积密度均呈下降趋势袁而丙二醛尧表面积与体积比却

呈上升趋势咱4袁14暂遥这些均说明应用 mECS袁4 h 内肺组

织内氧自由基未大量产生袁超氧化物歧化酶未明显消

耗袁氧自由基终产物丙二醛并未明显增加袁肺组织活

性尚好袁缺血预处理有助于抑制供体肺产生氧自由

基袁肺泡上皮细胞核不变或变小袁而细胞质的体积尧表

面积则轻度变大袁组织和细胞水肿变化不明显曰而 4 h
后肺损伤明显加剧遥
致谢院本研究得到了南方医院胸心外科刘亚湘和毛向辉尧药物

制剂室谭亚非尧麻醉科刘高望尧动物所王元占主任和刘秋菊的

帮助袁在此深表谢意遥
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