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血必净注射液减轻 ECMO 保存的离体空跳猪心脏的
炎症反应

王春华　岳晓　武伟　覃冠斌　罗兰　黄强信　银世杰

【摘要】　目的　 探讨血必净注射液对体外膜肺氧合保存离体空跳猪心过程中炎症反应的调节作用。方法　

12 头健康广西巴马小型猪随机分为血必净组（n=6）和生理盐水组（n=6）。血必净组模型建立后，经膜式氧和

器，微量泵泵注血必净注射液 5 mL/h；生理盐水组则以等量的 0.9% 氯化钠注射液进行泵注，两组均持续泵入 8 h。

记录两组猪心脏的复跳时间以及 8 h 后灌注压、心率、灌注流量。观察保存 8 h 后停搏的心脏左心室壁心肌组织

的病理学及超微结构改变。检测两组在模型建立初（T0）、2 h（T2）、4 h（T4）、6 h（T6）、8 h（T8）时血

清 中 心 肌 损 伤 标 志 物 及 炎 症 因 子 水 平 。 检 测 T0、T2、T4、T6、T8 时 刻 心 肌 组 织 中 NOD 样 受 体 蛋 白

3（NLRP3）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（Caspase-1）、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）信使 RNA（mRNA）的

表达。结果　两组心脏复跳时间及保存 8 h 后的灌注压、心率、灌注流量比较差异均无统计学意义（均为

P>0.05）。与生理盐水组比较，血必净组 T4 时乳酸脱氢酶（LDH），T6、T8 时肌酸激酶（CK）、LDH、α-羟丁

酸脱氢酶（α-HBDH）水平均较低，T4、T6、T8 时肿瘤坏死因子（TNF）-α，T0、T2、T4、T6、T8 时白细胞介
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素（IL）-6、IL-18、IL-1β 水平均较低，T2、T4、T6 时 NLRP3、Caspase-1，T8 时 Caspase-1、ASC 的 mRNA 相

对表达水量较低（均为 P<0.05）。苏木素-伊红染色及透射电镜结果显示血必净组心肌组织损伤程度较生理盐水

组轻。结论　血必净注射液能有效减轻 ECMO 保存离体空跳猪心过程中的炎症反应，具有一定的心肌保护作用。

【关键词】　血必净注射液；体外膜肺氧合；心脏移植；离体空跳心脏；供心保存；炎症反应；炎症小体；

心肌酶

【中图分类号】　R617, R654.2　【文献标志码】 A　【文章编号】 1674-7445（2024）05-0013-08

Xuebijing injection alleviates inflammatory response in isolated empty beating pig hearts preserved by ECMO　 Wang Chunhua*,
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【Abstract】 Objective   To investigate the regulatory effect of Xuebijing injection on inflammatory reaction during
the  preservation  of  isolated  empty  beating  pig  hearts  with  extracorporeal  membrane  oxygenation.  Methods   Twelve
healthy  Guangxi  Bama  miniature  pigs  were  randomly  divided  into  the  Xuebijing  group  (n=6)  and  normal  saline  group
(n=6).  After  the  models  were  established  in  the  Xuebijing  group,  Xuebijing  injection  was  given  at  a  dose  of  5  mL/h
through micropump in membrane oxygenator. In the normal saline group, an equivalent amount of 0.9% sodium chloride
injection was pumped. Continuous pumping was performed for 8 h in both groups. The time of cardiac resuscitation and
perfusion  pressure,  heart  rate,  perfusion  flow rate  after  8  h  preservation  were  recorded  in  two  groups.  Pathological  and
ultrastructural changes of myocardial tissues in the left  ventricular wall of hearts with cardiac arrest were observed after
8 h preservation. Serum levels of myocardial injury markers and inflammatory cytokines were detected in two groups at the
beginning (T0), 2 h (T2), 4 h (T4), 6 h (T6) and 8 h (T8) after model establishment, respectively. The expression levels of
NOD-like receptor protein 3(NLRP3), cysteinyl aspartate specific proteinase-1(Caspase-1), apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD(ASC) messenger RNA (mRNA) in myocardial tissues were measured at T0, T2, T4, T6 and
T8, respectively. Results  There were no significant differences in the time of cardiac resuscitation and perfusion pressure,
heart rate,  perfusion flow rate after 8 h preservation between two groups (all P>0.05). Compared with the normal saline
group, the levels of lactate dehydrogenase (LDH) at T4, creatine kinase (CK), LDH and α-hydroxybutyrate dehydrogenase
(α-HBDH) at T6 and T8, tumor necrosis factor (TNF)-α at T4, T6 and T8, and interleukin (IL)-6, IL-18 and IL-1β at T0,
T2, T4, T6 and T8 were lower, and the mRNA relative expression levels of NLRP3 and Caspase-1 at T2, T4 and T6, and
Caspase-1 and ASC at T8 were lower in the Xuebijing group, respectively (all P<0.05). Hematoxylin-eosin staining and
transmission electron microscopy showed that  the  degree  of  myocardial  injury  in  the  Xuebijing  group was  slighter  than
that  in  the  normal  saline  group. Conclusions   Xuebijing  injection  may  effectively  mitigate  inflammatory  response  and
exert certain myocardial protection effect during the ECMO preservation of isolated empty beating pig hearts.

【Key words】  Xuebijing  injection; Extracorporeal  membrane  oxygenation; Heart  transplantation;  Isolated  empty
beating heart; Donor heart preservation; Inflammation; Inflammasome; Myocardial enzyme

 

对于终末期及严重先天性心脏病患者，心脏移植

手术是挽救生命和提高生活质量唯一有效的治疗手

段，供心保存技术是心脏移植发展的决定性因素之

一[1-2]。连续灌注不停搏保存供心相较于传统静态冷

保存技术可使离体心脏处于比较接近生理的条件，更

大程度减轻心肌缺血-再灌注、高钾及降温复温对心

肌的损伤，降低移植物功能延迟恢复和原发性移植物

失功的发生率，是较为理想的供心保存方式[3-4]。体

外循环是连续灌注需要使用的一种技术，体外膜肺氧

合 （ extracorporeal  membrane  oxygenation， ECMO）

作为体外循环的延伸和扩展，与体外循环同样面临炎

症反应、微循环障碍、血细胞破坏等问题 [5]。使用

ECMO 保存离体供心过程中，由于血液与人工管道

和膜肺等异物直接接触可激活炎症因子，释放更多炎

症介质，形成“瀑布”效应，造成炎症失控的情况，

因此合理应用抗炎药物抑制炎症反应至关重要[6-7]。

中成药制剂血必净注射液是按照我国现代危重病

抢救中医药创始人王今达教授的“菌毒并治”“四证
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四法”辨证治疗原则，结合王清任的血府逐瘀汤研制

而成。其有效成分提取自红花、赤芍、川芎、丹参、

当归，具有下调促炎因子减轻炎症反应、菌毒并治、

保护血管内皮、减轻组织损伤、提高机体特异性免疫

功能、减轻心脏损伤等功效 [8-9]。本研究通过建立

ECMO 保存的离体空跳猪心模型，评估血必净注射

液对供心保存中炎症因子的影响，探讨血必净注射液

对减轻离体猪心炎症反应的作用机制，以期为离体供

心的保存提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料 

1.1.1   实验动物　25～30 kg 健康成年广西巴马小型

猪 12 头，购自广西大学实验动物中心（实验动物生

产许可证：SCXK 桂 2018—0003）。本研究动物实

验过程及实验后处置经过广西中医药大学动物伦理委

员会的批准（编号：DW20190305-047）。 

1.1.2   实验药品及主要试剂　血必净注射液购自天津

红日药业股份有限公司。Trizol 试剂购自美国赛默飞

世尔公司。猪白细胞介素（interleukin，IL）-6、肿瘤

坏死因子（ tumor  necrosis  factor，TNF） -α、 IL-18、

IL-1β 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme-linked  immune
absorbent assay，ELISA）试剂盒购自江苏晶美生物

科 技 有 限 公 司 。 聚 合 酶 链 反 应 （polymerase  chain
reaction，PCR）逆转录试剂、PCR 扩增试剂购自莫

纳（苏州）生物科技有限公司。 

1.1.3    主要仪器　 包 括 ECMO 机 （ 德 国 迈 柯 唯 公

司，型号：CARDIOHELP-i），全自动生化分析仪

C16000（ 美 国 雅 培 公 司 ） ， 透 射 电 子 显 微 镜

HT7800（日本日立公司），PCR 循环仪、高速冷冻

离心机（德国艾本德公司），1 510 酶标仪（美国赛

默飞世尔科技公司），480Ⅱ实时荧光定量 PCR 仪

（瑞士罗氏公司）。 

1.2    分组与模型建立 

1.2.1   动物分组　随机将 12 头广西巴马小型猪分成

血必净组和生理盐水组，每组 6 头。 

1.2.2   模型建立　术前 12 h 禁食，4 h 禁饮。各种药

品及器械准备完毕后，首先臀部肌肉注射咪达唑仑

5 mg，待基础麻醉生效后，开放耳缘静脉通道，依次

静 脉 推 注 丙 泊 酚 2.5  mg/kg、 咪 达 唑 仑 0.10～
0.15 mg/kg、舒芬太尼 1 μg/kg、罗库溴铵 0.5 mg/kg。

经成人大号喉镜暴露声门后，沿着气流方向将气管导

管插入气管后，与连接氧气袋的呼吸球囊连接，潮气

量为 10 mL/kg。吸气/呼气比为 1∶2。麻醉维持：采

用静脉泵入右美托咪定 1～2 μg/（kg·h），丙泊酚

4～12 mg/（kg·h），瑞芬太尼 8～12 μg/（kg·h）。

实验猪在全麻下，经胸骨正中切口进入胸腔，向

上完全剪开胸骨，全身肝素化后，游离心脏、主动脉

弓降部，上下腔静脉，在升主动脉靠近无名动脉处插

入灌注针并固定，连接采血管采血 600 mL。切断右

上肺静脉、上下腔静脉。排空心脏后阻断主动脉，并

灌注心肌保护液使心脏停跳，剪断其余动静脉取出完

整心脏并放入冰 0.9% 氯化钠溶液中。待转移至体外

膜肺机旁，立即用 0.9% 氯化钠溶液冲洗心脏中残存

的停跳液，随后在 10 min 内与 ECMO 连接并进行血

液灌注，来完成心脏复跳这一过程。自行组装的灌注

装置与心脏相连后，开始进行连续灌注氧合温血液，

水箱温度调至 35 ℃，氧气流量 0.05 L/min、氧浓度

40% 对灌注回路中的血液进行氧合，灌注压力控制

在 40～60 mmHg（1 mmHg=0.133 kPa）。用采血袋

采取经白细胞过滤器去除白细胞和血小板的肝素化全

血，滤过后的全血在预充过程中输入到离体心脏灌注

装置中与其余预充药物和胶体混合，进行氧合变温。

灌注液中添加甲泼尼龙、氨甲环酸、抗生素、葡萄糖

酸钙等使其成为氧合血灌注液。心脏复跳开始计时，

使用膜式氧合器微量泵持续灌注 8 h，血必净组在灌

注过程中以 5 mL/h 的速度连续泵注血必净注射液，

生理盐水组则泵注等量的 0.9% 氯化钠溶液。 

1.3    研究内容及方法 

1.3.1   复跳时间及一般情况　记录两组猪心复跳时间

及模型建立后 8 h 时的灌注压、心率以及灌注流量。 

1.3.2   心肌损伤指标检查　在建立离体空跳灌注模型

开始时（T0）、2 h（T2）、4 h（T4）、6 h（T6）、

8 h（T8）各取血 5 mL，离心后取上清液，2 h 内检

测 α-羟丁酸脱氢酶（α-hydroxybutyrate dehydrogenase，
α-HBDH） 、 乳 酸 脱 氢 酶 （ lactate  dehydrogenase，
LDH）、肌酸激酶（creatine kinase，CK）水平。 

1.3.3   炎症因子检测　T0、T2、T4、T6、T8 各取血

5 mL，离心后吸取上层血清 2 mL，保存于−80 ℃ 冰

箱中备用，按照 ELISA 试剂盒说明书，检测 TNF-α、

IL-6、IL-18、IL-1β 水平。 

1.3.4   炎症小体信使 RNA 检测　T0、T2、T4、T6、

T8 各取一定量心肌组织，加入 Trizol 后研磨组织，

提取心肌组织总 RNA，参照逆转录试剂盒说明书步
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骤合成互补 DNA（complementary DNA，cDNA），

随 后 进 行 PCR 扩 增 ， 检 测 NOD 样 受 体 蛋 白 3
（NOD-like receptor protein 3，NLRP3）、半胱氨酸

天冬氨酸蛋白酶（cysteinyl aspartate specific proteinase，
Caspase） -1、 凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白 （ apoptosis-
associated  speck-like  protein  containing  a  CARD，

ASC）信使 RNA（messenger RNA，mRNA）表达，

采用 2-ΔΔCT 法分析，基因引物序列见表 1。
 

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences

基因 序列

NLRP3
上游5′-GGCTTCTGGGACACCTTTCT-3′
下游5′-CAGGGCATAGGTCCACACAA-3′

Caspase-1
上游5′-CCCCAGACATAGCCCAAAGG-3′
下游5′-CAAGGCGTGTGCGAATTGAT-3′

ASC
上游5′-CAGCCCTCATCTCAAGGGTC-3′
下游5′-CCTGGTACTGCTCTTCCGTC-3′

GAPDH
上游5′- CCTCCCCGTTCGACAGAC-3′
下游5′- GCGGCCAAATCCGTTCA-3′

  

1.3.5   心肌超微结构检查　取第 8 小时后心脏左心室

壁内膜下一小块组织，放入电镜固定液 4 ℃ 固定 2~
4 h，漂洗后 1% 锇酸室温（20 ℃）固定 2 h，再次漂洗

脱水后用 812 包埋剂渗透、包埋，最后在切片机上切片

后染色，透射电子显微镜观察心肌细胞的超微结构。 

1.3.6   心肌组织病理学检查　取第 8 小时后心肌组

织，采用 4% 多聚甲醛保存并固定 24 h，脱水、石蜡

包埋、切片后进行苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色，光学显微镜下观察心肌组织形态变化。 

1.4    统计学方法

采用 SPSS 24.0 软件进行数据分析。满足正态分

布和方差齐的计量资料采用均数±标准差表示，重复

测量资料用重复测量方差分析，当交互效应有意义

时，采用独立样本 t 检验比较组间单独效应，单组重

复测量方差分析比较时间单独效应，组内多重比较

采用 LSD-t 检验。不符合正态分布或方差不齐的计量

资料采用中位数（下四分位数，上四分位数）表示，

重复测量资料用广义估计方程，当交互效应有意

义时，采用秩和检验分析单独效应，组间单独效应

采 用 比 较 Mann-Whitney U 检 验 ， 组 内 比 较 采 用

Friedman 检验，组内多重比较用独立样本 Kruskal-
Walis 检验。多重比较采用 Bonferroni 法校正。检验

水准为 α=0.05。 

2    结　果
 

2.1    复跳时间及一般情况

两组心脏复跳时间及模型建立后 8 h 时灌注压、

心率、灌注流量比较差异均无统计学意义（均为

P>0.05，表 2）。
  

表 2    两组离体猪心复跳时间及一般情况

x̄
Table 2    The time of cardiac resuscitation and general

situation of isolated pig hearts in two groups (   ±s)

组别 n
复跳时
间（s）

灌注压
（mmHg）

心率
（次/分）

灌注流量
（L/min）

生理盐水组 6 74±36 55.8±3.9 67±9 0.19±0.06
血必净组 6 76±23 54.5±2.4 78±17 0.16±0.02

t值 0.14 0.72 1.52 0.86
P值 0.89 0.49 0.16 0.41

  

2.2    两组心肌损伤指标比较

两组不同时间点血清 CK、LDH、α-HBDH 的水

平 变 化 存 在 交 互 效 应 （ P<0.05） 。 生 理 盐 水 组

T4 时 CK、LDH 及 T6、T8 时 CK、LDH、α-HBDH
水平均高于 T0 时；血必净组 T4 时 CK、α-HBDH 以

及 T6、T8 时 CK、LDH、α-HBDH 水平均高于 T0 时

（ 均 为 P<0.05） 。 血 必 净 组 T4 时 LDH 以 及 T6、

T8 时 CK、LDH、α-HBDH 水平均低于同时刻生理盐

水组（均为 P<0.05，图 1）。
 
 

注：与同组 T0 比较，aP<0.05；与同时刻生理盐水组比较，bP<0.05。

图 1    两组心肌损伤标志物表达水平比较

Figure 1    Comparison of expression levels of myocardial injury markers between two groups
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2.3    两组炎症因子比较

两组不同时间点 TNF-α、IL-6、IL-18 的水平变

化存在交互效应（P<0.05）。血必净组 T4、T6、T8

时TNF-α 水平，T0、T2、T4、T6、T8 时 IL-6、IL-18、

IL-1β 水平均低于生理盐水组（均为 P<0.05，图 2）。
 

2.4    两组心肌组织炎症小体 mRNA 表达

两组模型建立后心肌组织中 NLRP3、Caspase-1、

ASC 的 mRNA 相对表达量与不同时间点的变化均存

在交互效应（P<0.05）。与生理盐水组相比，血必净

组 T2、 T4、 T6 时 NLRP3、 Caspase-1 的 mRNA

相对表达量较低，T8 时 Caspase-1、ASC 的 mRNA

相对表达量较低（均为 P<0.05，图 3）。
 

2.5    两组心肌组织病理改变及超微结构改变

HE 染色结果显示，血必净组细胞边缘清晰，肌

纤维排列有序，细胞核大小正常，生理盐水组心肌纤

维断裂，少量炎细胞浸润（图 4A）。

电镜结果显示，生理盐水组细胞损伤程度相对严重，

肌纤维大面积退化，线粒体中度肿胀，膜破损、基质外

溢或灶性变，血必净组细胞损伤程度相对次之，肌纤维

部分断裂、粗细不均，线粒体肿胀程度相对次之，膜完

整，嵴排列紊乱、断裂，基质电子密度均匀（图 4B）。
 

 

注：与同组 T0 比较，aP<0.05；与同时刻生理盐水组比较，bP<0.05。

图 2    两组炎症因子水平比较

Figure 2    Comparison of inflammatory factors levels between two groups

 

注：与同组 T0 比较，aP<0.05；与同时刻生理盐水组比较，bP<0.05。

图 3    两组心肌组织中炎症小体 mRNA 表达水平比较

Figure 3    Comparison of mRNA expression levels of inflammasome in myocardial tissue between two groups
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3    讨　论

随着供心供需之间的差距不断增大，等待名单上

的病死率居高不下，使用边缘供者的呼声也越来越

高，而这对于供心保存技术提出了更高的要求[10-13]。

国内外多项研究已经表明连续灌注保存离体心脏技术

用温热、含氧、营养丰富、去除白细胞和血小板的供

体血液持续灌注不停跳心脏，在心肌功能保护、氧代谢

及微循环灌注等方面均远优于单纯低温保存[14-16]。冷缺

血时间的延长是原发性移植物功能障碍的独立危险因

素，而连续灌注可缩短冷缺血时间，减少冷保存造成的

细胞肿胀、细胞外水肿和细胞酸中毒，延长器官的保

存时间，提高边缘供者的利用率 [17-18]。使用 ECMO
保存心脏还可通过目测心脏搏动频率和节律、监测主

动脉压、冠状动脉血流和乳酸趋势等来评估移植物功

能，以确定供心是否适合移植[19-20]。连续灌注依赖于

体外循环，而微循环障碍、炎症反应始终是限制体外

循环应用的关键因素。ECMO 与体外循环相似，都

属于非生理性的灌注过程，因供心保存过程中主动脉

钳夹、血液长期与人工管道和人工膜肺接触等操作均

会激活体内的非特异性免疫，引发炎症反应，最终造

成心肌损伤[21-24]。因此减轻炎症对于维持移植物功能

和提高心脏移植成功率至关重要[25]。

炎症小体是一个巨大的细胞内信号传导平台，在

炎症小体复合物中，NLRP3 是用途最广、临床意义最

大的炎症小体，在心血管内皮细胞和心肌细胞中表达，

在人体的先天免疫系统中也起着至关重要的作用，

ASC 募集 pro-Caspase-1，促进Caspase-1 成熟和 IL-1β、

IL-18 释放[26-27]。IL-6、TNF-α 均是重要的炎症因子，

可激活 B 细胞和 T 细胞，诱导自然杀伤细胞，促进

单核细胞吞噬，这些细胞因子随后触发细胞凋亡，导

致炎症反应级联增加[28-29]。现代药理学研究表明，血

必净在抗血栓形成、调节免疫、扩张冠状动脉及抗氧

化方面具有重要作用，可增加冠状动脉流量、提高心

肌收缩能力，调节动脉血氧分压及心肌耗氧量[30-31]。

另外，其有效活性成分丹参素、原儿茶醛、川芎嗪、

阿魏酸、红花黄色素等也具有改善局部血液循环，降

低内毒素水平、对抗单核巨噬细胞系统释放内源性炎

症递质等功效，发挥抑炎反应、抗氧化应激和减轻心

脏损伤等作用[32-33]。已有研究表明血必净可抑制脓毒

血症患者血清中的 IL-6、TNF-α 等的释放，降低急性

肺炎患者血清促炎因子水平，在抑制 NLRP3 炎症小

体及其下游炎症通路的激活、有效控制内源性致热

源、提高机体免疫力等方面发挥重要作用[34-38]。

CK、LDH、α-HBDH 均为检测心肌损伤的主要

指标[39]。本研究结果表明，CK、LDH、α-HBDH 水

平随灌注时间延长增高，与生理盐水组相比，血必净

注射液可降低血清中 CK、LDH、α-HBDH 水平，抑

制 信 号 通 路 中 NLRP3、Caspase-1、ASC  mRNA 表

达，下调血清 TNF-α、IL-6、IL-18、IL-1β 水平。电

镜结果显示生理盐水组细胞损伤程度相对严重，而血

必净组细胞损伤程度较轻，可能因为血必净注射液抑

制了 NLRP3 相关信号通路的激活，减少炎症细胞释

放炎症因子，从而减轻心肌细胞的损伤，降低心肌损

伤标志物水平，改善心功能。

综上所述，血必净注射液可通过抑制心肌细胞

中 NLRP3 炎症小体及相关信号通路，减少 IL-18、

IL-1β、TNF-α 和 IL-6 表达，下调心肌损伤标志物

CK、LDH、α-HBDH 水平，减轻心肌组织损伤，对

ECMO 保存的离体空跳心脏发挥保护作用。后续将

进一步增加实验动物的样本量，并在此基础上研究不

同浓度血必净对离体心脏的心肌保护作用，进一步完

善该实验的设计和分组，以期为后续的基础研究及临

床研究提供实验基础和思路。
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