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探索基于基因修饰猪血红细胞灌注液亚低温有氧机械
灌注对食蟹猴缺血缺氧脑损伤的保护作用

李申　董阳辉　宋翔宇　李鹏凯　米召迪　朱奕宣　崔梦一　彭熙为　程龙　袁满　许文静　彭江　赵亚群

【摘要】　目的　 探讨基因修饰猪血红细胞作为亚低温有氧机械灌注液对创伤性失血引起的食蟹猴脑组织缺

氧缺血脑损伤的保护作用。 方法　 按随机数字表法将食蟹猴分为阳性对照组（左脑半球）、阴性对照组（右脑半

球）（共 3 只）和亚低温灌注组（3 只）。阳性对照组为自循环停止 1 h 直接取材，阴性对照组为自循环停止

1 h 亚低温放置 6 h，亚低温灌注组为自循环停止 1 h 后利用基于基因修饰猪血红细胞灌注液对食蟹猴脑缺氧缺血

损伤模型双侧颈总动脉进行 6 h 亚低温有氧机械灌注。灌注前进行六基因修饰猪与食蟹猴交叉配血实验，灌注开

始后检测 0、1、2、3、4、5、6 h 各时间点灌注液血常规指标水平变化，记录血氧饱和度，检测灌注液 Na+、K+、
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Ca2+、葡萄糖水平和血液酸碱度（pH 值），以及灌注液 IgG 和 IgM 水平。灌注 6 h 后，检测食蟹猴脑组织含水

量。取额叶皮质区和海马区进行尼氏染色，免疫荧光染色检测胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、离子钙结合适配器

分子 1（Iba1）和神经元核抗原（NEUN）的表达情况。结果　 六基因修饰猪与食蟹猴交叉配血结果呈阴性。在灌

注 3 h 时灌注液红细胞数量下降较为明显，血红蛋白水平在 1、3、5、6 h 均呈下降趋势，白细胞和血小板数量在

各 时 间 点 均 呈 下 降 趋 势 。 亚 低 温 灌 注 组 血 氧 饱 和 度 始 终 保 持 在 95%~98%， 血 氧 饱 和 度 、Na+、Ca2+、
葡萄糖水平以及 pH 值均保持稳定，K+水平先升高后降低。灌注前后 IgG 和 IgM 水平差异无统计学意义。亚低

温灌注组灌注终末脑组织含水量显著高于阳性对照组（P<0.001）。尼氏染色结果显示，与阳性对照组比较，亚

低温灌注组前额叶皮质区锥体神经元保持较好的形态结构完整性，肿大变型细胞无明显增多；海马 CA1 区肿大

变型细胞稍增多，少数结构未被破坏细胞出现胞体缩小；海马齿状回区有较少颗粒神经元细胞结构完整性被破

坏，细胞水肿增加。NEUN 免疫荧光染色显示，与阳性对照组比较，亚低温灌注组前额叶皮质区和海马 CA1 区

锥体神经元细胞形态结构状态较好，轴突清晰可见，海马齿状回区颗粒细胞保存完整，但细胞核保护欠佳。

GFAP 免疫荧光染色显示，与阳性对照组比较，亚低温灌注组突起片段较为稀疏，与神经元结合较为紧密。

Iba1 免疫荧光染色显示，与阳性对照组比较，亚低温灌注组突起片段较粗壮，数量较少。结论　 与阳性对照组相

比，基因修饰猪血红细胞灌注液亚低温有氧机械灌注后食蟹猴脑组织水肿增加，神经元细胞和胶质细胞结构形态

保存相对完整，保护作用可能与该技术持续供氧供能、平衡离子稳态和灌注液 pH 值、降低排斥反应及维持全脑

低代谢相关。

【关键词】　基因修饰猪；亚低温有氧机械灌注；缺血缺氧；脑损伤；创伤性失血；神经元细胞；离子稳

态；血氧饱和度
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【Abstract】 Objective   To explore the protective effects of genetically modified porcine erythrocyte suspension as
a subnormothermic normoxic mechanical perfusate on hypoxic-ischemic brain injury in cynomolgus monkeys caused by
traumatic hemorrhage. Methods   Cynomolgus monkeys were randomly divided into positive and negative control groups
(a total of 3 monkeys, with 3 left cerebral hemispheres as the positive control group and 3 right cerebral hemispheres as the
negative control group) and the subnormothermic perfusion group (n=3). The positive control group was directly sampled
1 hour after circulatory arrest, while the negative control group was placed at subnormothermic conditions for 6 hours after
circulatory  arrest.  The  subnormothermic  perfusion  group  underwent  6  hours  of  subnormothermic  normoxic  mechanical
perfusion of the bilateral common carotid arteries of the cynomolgus monkey hypoxic-ischemic brain injury model using
genetically  modified  porcine  erythrocyte  suspension  1  hour  after  circulatory  arrest.  Before  perfusion,  cross-matching
experiments  were  conducted  between  the  six  genetically  modified  pig  and  the  cynomolgus  monkeys.  After  the  start  of
perfusion, the levels of routine blood indicators in the perfusate were detected at 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 hours. Blood oxygen
saturation was recorded, and the levels of Na+, K+, Ca2+, glucose and blood pH in the perfusate were measured, as well as
the levels of IgG and IgM in the perfusate. After 6 hours of perfusion, the water content of the brain tissue was measured.
Nissl staining was performed on the frontal cortex and hippocampal regions, and immunofluorescence staining was used to
detect  the  expression  of  glial  fibrillary  acidic  protein  (GFAP),  ionized  calcium-binding  adapter  molecule  1  (Iba1)  and
neuronal nuclear antigen (NEUN). Results   The cross-matching results between the six genetically modified pig and the
cynomolgus monkeys were negative. The number of red blood cells in the perfusate decreased significantly at 3 hours of
perfusion, and the hemoglobin level showed a downward trend at 1, 3, 5 and 6 hours. The number of white blood cells and
platelets decreased at all time points. The blood oxygen saturation in the subnormothermic perfusion group remained stable
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at  95%-98%,  and the  levels  of  blood oxygen saturation,  Na+,  Ca2+,  glucose  and pH were  stable,  while  the  K+  level  first
increased and then decreased. There was no significant difference in the levels of IgG and IgM before and after perfusion.
The water content of brain tissue at the end of perfusion in the subnormothermic perfusion group was significantly higher
than  that  in  the  positive  control  group  (P<0.001).  Nissl  staining  results  showed that  compared  with  the  positive  control
group,  the  pyramidal  neurons  in  the  prefrontal  cortex  of  the  subnormothermic  perfusion  group  maintained  better
morphological integrity, with no significant increase in enlarged and deformed cells. In the hippocampal CA1 region, there
was a slight increase in enlarged and deformed cells, and a few cells with undamaged structures showed reduced cell size.
In the hippocampal dentate gyrus, fewer granule neurons had compromised structural integrity, with increased cell edema.
NEUN immunofluorescence staining showed that compared with the positive control group, the pyramidal neurons in the
prefrontal cortex and hippocampal CA1 region of the subnormothermic perfusion group had better morphological states,
with clear  axons.  The granule cells  in the hippocampal dentate gyrus were well  preserved,  but  the nuclei  were less well
protected.  GFAP  immunofluorescence  staining  showed  that  compared  with  the  positive  control  group,  the
subnormothermic  perfusion  group  had  sparser  protrusions  that  were  more  tightly  associated  with  neurons.  Iba1
immunofluorescence staining showed that compared with the positive control group, the subnormothermic perfusion group
had thicker and fewer protrusions. Conclusions    Compared with the positive control group, subnormothermic normoxic
mechanical perfusion with genetically modified porcine erythrocyte perfusate increases brain tissue edema in cynomolgus
monkeys, but better preserves the morphological integrity of neurons and glial cells. The protective effects may be related
to the continuous oxygen and energy supply, maintenance of ion homeostasis and perfusate pH, reduced rejection, and low
metabolic state of the whole brain.

【Key words】 Genetically modified pig; Subnormothermic normoxic mechanical perfusion; Ischemia and hypoxia;
Brain injury; Traumatic hemorrhage; Neuronal cell; Ion homeostasis; Blood oxygen saturation

 

创伤性失血是全球创伤发生后高病死率的主要原

因之一[1-3]。当失血过多发生失血性休克时，会出现

血流动力学稳态丧失、氧传递减少、细胞坏死和器官

损伤，最终导致死亡[4-6]。众所周知，在众多器官和

组织中，脑组织需要更多的氧气维持自身代谢，对缺

血缺氧耐受极差[7]。一旦脑组织缺血缺氧后，会发生

离子稳态失衡、膜去极化、炎症因子释放和血管通透

性增加等危险因素[8]，甚至可能导致精神发育异常、

癫痫、脑瘫和认知障碍[9]，进而产生缺血缺氧脑损伤。

对于缺血缺氧脑损伤，早期识别、及时反应和快

速治疗是成功救治患者的前提[10]。一部分学者认为亚

低温是脑组织保护的有效方法，且被广泛应用在重型

颅脑损伤、心脏手术和主动脉弓置换手术等[11]，也有

部分学者认为亚低温与脑灌注相结合可以通过持续给

予能量供应而提供最佳脑组织保护效果[12]。尽早尽快

恢复再灌注对缺血缺氧发生后改善脑组织神经元凋

亡、认知水平、水肿程度以及患者术后生存质量具有

极为重要的作用[13]。近年来，心脏骤停对躯干、内脏

和大脑的影响日益受到关注，此类病例通常需要采取

保护性干预措施，同时还会辅以亚低温或联合机械灌

注等治疗手段[14]，提示亚低温机械灌注是一种有效的

脑组织保护方法。

临床上，亚低温机械灌注常常使用自体或同种异

体血作为灌注液[15]。近年来血液短缺是世界性难题，

并且在血袋中的红细胞寿命较短（约 42 d）[16-17]。受

疫情冲击，世界各地血库告急，临床用血极为困

难[18]，人类在制造血液替代品方面进行不断尝试，人

造血、氟碳化合物和动物血红蛋白相继被研发[19-21]，

但能与血液媲美的能量物质载体仍较难以研制，因而

人类将目光转向异种动物间血液输注[15]。动物血液输

入人体的方法源自于 1667 年，最终失败告终[22]。进

入 21 世纪，随着科学技术和免疫学的不断深入研究

以及转基因猪技术的发展，异种输血研究又重燃了希

望[23]。为了更好地研究转基因猪血异种输注的安全性

和有效性，笔者团队设计了食蟹猴脑组织缺血缺氧脑

损伤模型亚低温机械灌注的实验，探究转基因猪全血

作为灌注液保护食蟹猴脑组织缺血缺氧脑损伤模型是

否可行，初步探讨六基因修饰猪全血对猴脑组织缺血

缺氧脑损伤排斥反应相关安全性和有效保护效能

问题。

 1    材料与方法

 1.1    实验动物与材料

食蟹猴 6 只，4 周龄雌性，体质量约 3.5 kg，购
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自北京华福源生物技术有限公司。六基因修饰猪

1 只，8 月龄雄性，体质量约 41.2 kg，购自成都中科

奥格生物科技有限公司。该猪为 GTKO/β4GalNT2KO/
CMAHKO/hCD55/hCD46/hTBM 的六基因编辑猪，详

见文献 [24]。野生猪来自北京大兴屠宰场。本实验获

北京华福源生物技术有限公司福利伦理委员会审核批

准（批号：HFYIACUC20230809001）。

盐酸赛拉嗪购自吉林华牧动物保健品有限公司；

舒泰 50 购自上海维克贸易有限公司；羟乙基淀粉电

解质溶液购自湖南科伦制药有限公司；D-葡萄糖酸钙

购自北京索莱宝科技有限公司；头孢唑啉钠购自广州

白云山天心制药股份有限公司；甲泼尼龙购自北京辉

瑞制药有限公司；肝素钠、生理盐水均购自武汉赛维

尔生物科技有限公司。膜式氧合器购自意大利 Sorin
Group 公司；低温恒温槽购自上海助蓝仪器科技有限

公司；蠕动泵购自河北保定融柏恒流泵制造有限公

司；回流管路连接单人用透析装置购自日本日机装株

式会社；监护仪器购自深圳科曼医疗设备有限公司。

 1.2    实验分组与步骤

按随机数字表法将食蟹猴分为阳性对照组、阴性

对照组（共 3 只，其中 3 只取左脑半球作为阳性对照

组，3 只取右脑半球作为阴性对照组）和亚低温灌注

组（3 只）。阳性对照组为自循环停止 1 h 直接取

材，阴性对照组为自循环停止 1 h 亚低温放置 6 h，

亚低温灌注组为自循环停止 1 h 后利用基因修饰猪血

红细胞灌注液对食蟹猴脑缺氧缺血损伤模型双侧颈总

动脉进行 6 h 亚低温有氧机械灌注。灌注液温度设定

在 33 ℃。对照组除不进行灌注外，其余处理包括对

食蟹猴脑的备皮、置管、冲洗等均与亚低温灌注组处

理相同。

 1.2.1   实验灌注流程　血液经过膜式氧合器及低温恒

温槽恒温后，利用蠕动泵加压，最终进入左右颈总动

脉。回流管路连接单人用透析装置排除多余水分以及

代谢废物以维持内环境稳态，静脉血收集至收集瓶，

再通过蠕动泵泵回至膜式氧合器。在灌注过程中，全

程使用监护仪器监测温度、血氧饱和度和灌注液温度

（图 1）。

 1.2.2   食蟹猴脑处理　将舒泰 50（0.03 mg/kg）和盐

酸赛拉嗪（0.03 mL/kg）注射至食蟹猴的臀肌进行麻

醉，观察一段时间后将食蟹猴头颅以及颈部毛发剃干

净，碘伏消毒。从颈部正中线依次切开皮肤、皮下组

织，剥开肌层，找到左右颈总动脉，结扎近心端。用

眼科剪剪开一个斜口，将两根 7F 管路分别置入左右

颈总动脉，方向朝向远心端，4-0 丝线结扎。用含肝

素钠的 9 g/L 生理盐水进行冲洗以防脑组织血管血栓

形成，直至无红色血水流出后，再冲洗 30 min，总时

长约为 1 h。最后从颈部近心端将头离断。对照组与

亚低温灌注组均按以上方法处理。

 1.2.3   灌注液采集及制备　六基因修饰猪右侧臀肌注

射盐酸赛拉嗪（0.03 mL/kg）和舒泰 50（0.03 mg/kg）

对其麻醉。对颈部进行备皮和消毒，而后将六基因猪

置于手术台上。经颈部自皮肤依次解剖直至暴露颈外

静脉，而后置入 10F 管路，将血液采集至血袋备用。

将 250 mL 羟乙基淀粉电解质溶液、250 mg D-葡萄糖

酸钙、6 250 IU 肝素钠、500 mg 头孢唑啉钠、甲泼尼

龙 500 mg、2 mL 50% 葡萄糖溶液和 0.5 μL 胰岛素注

射液，加入至 250 mL 自体血液中制备灌注液。添加

物质根据最初检测指标进行适当调整，在灌注 3 h 时

更换灌注液。

 1.2.4   灌注后大脑取材　灌注结束后取出完整大脑。

取左右额叶皮质和双侧海马组织，置于 40 g/L 多聚

甲醛中固定。取出双侧部分顶叶组织，称取湿质量后

将其置于 56 ℃ 烘箱，比较干湿质量。

 1.3    研究内容及检测方法

 1.3.1   血液配型　在灌注前进行交叉配血。将六基因

猪全血 1 000 ×g 离心 5 min 后弃上清及白膜层；加入

等体积磷酸盐缓冲液颠倒混匀后，离心弃上清及白膜

层，洗涤 3 次；压积红细胞以磷酸盐缓冲液配制为

 

图 1    实验装置示意图

Figure 1    Schematic diagram of the experimental setup
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1% 红细胞悬液；取 20 μL 红细胞悬液+40 μL 猴血

清，112×g 离心 1 min，取出后吹打混匀。移至 96 孔

板于镜下观察凝集情况。

 1.3.2   灌注液生化等指标检测　自灌注 0 h 起，检测

0、1、2、3、4、5、6 h 各时间点灌注液中红细胞、

血红蛋白、白细胞和血小板等水平，并监测 Na+、
K+、Ca2+、葡萄糖水平及血液酸碱度（pH 值），以

此评价炎症反应以及灌注液效能。

 1.3.3   血氧饱和度监测　自灌注 0 h 起，使用监护仪

器持续监测 0、1、2、3、4、5、6 h 各时间点血氧饱

和度，评估动脉血含氧量。含氧量<95％时提示缺

氧，含氧量越低则表示机体缺氧越严重。

 1.3.4   灌注液抗体检测　在灌注 0 h（起始）和 6 h
（终止）两个时间节点取灌注液血清检测 IgG 和 IgM
水平，以评估食蟹猴脑组织对六基因修饰猪血液排斥

反应。

 1.3.5   脑组织含水量检测　灌注 6 h 后取顶叶一定组

织 称 取 组 织 湿 质 量 ， 置 于 56 ℃ 烘 箱 中 烘 干 处 理

24 h，将其取出后称取干质量[25]，含水量=（湿质量−
干质量）/湿质量×100%，脑组织含水量与脑组织水

肿程度呈正比。

 1.3.6   组织病理学观察　在灌注 6 h 时切取前额叶皮

质以及分离海马组织，置于 40 g/L 多聚甲醛中固

定。对前额叶皮质和海马组织进行尼氏染色和免疫荧

光 染 色 ， 检 测 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 （ glial  fibrillary
acidic protein，GFAP）、离子钙结合适配器分子 1
（ ionized  calcium-binding  adapter  molecule  1， Iba1）

以及神经元核抗原（neuronal nuclei antigen，NEUN）

的表达情况。GFAP 和 Iba1 评价胶质细胞保存完整性

和活跃性，NEUN 评价神经元保存完整性。染色方法

详见文献 [26]。
 1.4    统计学方法

使用 Graphpad Prism 8 软件进行统计分析。符合

正态分布的计量资料以均数±标准差表示，两样本比

较采用配对样本 t 检验，计数资料以率表示，所有检

验为双侧。P<0.05 为差异有统计学意义。

 2    结　果

 2.1    六基因修饰猪与食蟹猴交叉配血结果呈阴性

交叉配血实验结果显示，六基因修饰猪与食蟹猴

主次侧配血均未出现凝集，结果呈阴性；而野生猪与

食蟹猴主次侧配血均发生凝集，结果呈阳性（图 2）。

 

注：A、B 图分别为六基因修饰猪与食蟹猴主侧和次侧

配血结果；C、D 图分别为野生猪与食蟹猴主侧和次侧配血

结果。

图 2    交叉配血实验结果（×10）
Figure 2    Results of the crossmatching experiment

 
 2.2    灌注液血常规指标呈下降趋势

图 3 为灌注液在 0、1、2、3、4、5、6 h 各时间

点血常规指标的变化情况。在灌注 3 h 时灌注液红细

胞数量下降较为明显（图 3A），血红蛋白水平在

1、3、5、6 h 均呈下降趋势（图 3B），白细胞和血

小板数量在各时间点均呈下降趋势，但血小板数量最

低点保持在 135×109/L 左右（图 3C、D）。

 2.3    亚低温灌注组血氧饱和度、Na+、Ca2+、葡萄糖水

平以及 pH 值均保持稳定，K+水平先升高后降低

亚 低 温 灌 注 组 血 氧 饱 和 度 始 终 保 持 在

95%~98%（图 4A）。灌注液 Na+水平始终维持在

140 ~155 mmol/L；K+水平在灌注 3 h 时达 7 mmol/L，更

换灌注液后降低至 5.1 mmol/L 左右；Ca2+水平保持在

1.8 ~2.0 mmol/L；葡萄糖水平维持在 5.0 ~6.2 mmol/L；

pH 值维持在 7.15~7.30（图 4B~F）。

 2.4    灌注前后 IgG 和 IgM 水平无显著变化

为评估食蟹猴脑组织对基因修饰猪血液的排斥反

应，灌注前后分别抽取部分灌注液样本，对 IgG 和

IgM 水 平 进 行 测 定 ， 结 果 如 图 5 所 示 ， 灌 注 前 后

IgG 和 IgM 水平差异均无统计学意义。

 2.5    亚低温灌注组灌注终末脑组织含水量显著高于

阳性对照组

在灌注 6 h 时，取脑组织测定相应范围脑组织含

水量（图 6A、B）。亚低温灌注组灌注终末脑组织
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含水量显著高于阳性对照组（P<0.001），但与阴性

对照组比较差异无统计学意义（图 6C）。

 2.6    灌注后脑组织大多数神经元细胞形态结构保持

相对完整

尼氏染色结果显示（图 7），阳性对照组前额叶

皮质区锥体神经元细胞形态相对完整，轴突及树突较

多，肿大变型细胞数量较少；亚低温灌注组锥体神经

元保持较好的形态结构完整性，肿大变型细胞无明显

增多。阳性对照组海马 CA1 区灌注前锥体神经元细

胞未发生明显水肿，形态结构几乎无破坏；亚低温灌

注组肿大变型细胞稍增多，少数结构未被破坏细胞出

现胞体缩小。阳性对照组海马齿状回区颗粒细胞层形

态未被破坏，多数细胞出现轻微肿胀，但仍存在完整

细胞结构；亚低温灌注组有较少颗粒神经元细胞结构

 

注：A 图为红细胞数量；B 图为血红蛋白水平；C 图为白细胞数量；D 图为血小板数量。

图 3    灌注液血常规指标变化情况

Figure 3    Changes in the routine blood test indicators of perfusion fluid
 

注：A 图为血氧饱和度；B 图为 Na+水平；C 图为 K+水平；D 图为 Ca2+水平；E 图为葡萄糖水平；F 图为 pH 值。

图 4    血氧饱和度、离子水平、葡萄糖水平和 pH 值变化情况

Figure 4    Changes in oxygen saturation, ion levels, glucose levels and pH values

 

图 5    灌注前后 IgG 和 IgM 水平变化

Figure 5    Changes in IgG and IgM levels before and
after perfusion
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完整性被破坏，细胞水肿增加。

灌注 6 h 后，NEUN 免疫荧光染色结果显示，亚

低温灌注组神经元细胞结构形态与阳性对照组比较发

现，前额叶皮质区亚低温灌注组锥体神经元细胞保存

相对完整，轴突依旧存在，细胞水肿较阳性对照组增

加；海马 CA1 区亚低温灌注组锥体神经元细胞保存

较为完整，有轴突存在，细胞水肿较阳性对照组增

加，核仁可见；海马齿状回区亚低温灌注组颗粒细胞

细胞保存完整，细胞水肿少，细胞密度与阳性对照组

无显著差异，但细胞核保护欠佳（图 8）。

GFAP 免疫荧光染色结果显示，阳性对照组突起

片段密集，与神经元结合紧密。与阳性对照组比较，

亚低温灌注组突起片段较为稀疏，与神经元结合较为

紧密；阴性对照组突起片段极为稀疏，与神经元连接

欠紧密（图 9）。

Iba1 免疫荧光染色结果显示，阳性对照组突起片

段较多，胞体多见。与阳性对照组比较，亚低温灌注

组突起片段较粗壮，数量较少；阴性对照组突起片段

较少（图 10）。

 3    讨　论

创伤性失血后及时补充血液制品对于缺血缺氧脑

损伤患者的救治具有重要的临床意义[27]，血液短缺已

成为全球难题，国内外学者希望通过研制血液替代品

解决这一困境[28-29]。随着基因修饰猪的出现，其血液

或可作为血液制品解决血液短缺的问题[23,30-31]。亚低

温机械灌注在动物实验和器官移植方面已被证明能够

减轻心、肝、肾和肺等多器官缺血损伤[32]。本研究结

果表明以基因修饰猪全血为灌注液进行亚低温机械灌

注，可通过持续供氧供能、减少排斥反应和降低代谢

水平等，保护食蟹猴锥体神经元细胞和胶质细胞，从

而减轻创伤性失血引起的缺血缺氧脑损伤。

脑组织血流中断后导致氧和葡萄糖等供应缺失、

有毒氨基酸堆积、离子稳态失衡，进而引发细胞水

肿、脑电活动停止及细胞坏死凋亡[33]。本研究建立食

蟹猴创伤性失血脑组织损伤模型，在完全血流中断

1 h 后利用基因修饰猪全血进行亚低温机械灌注，灌

注前的基因修饰猪-食蟹猴交叉配血实验结果呈阴

性，这也是进行异种输血的基础 [34]。在 6 h 灌注期

间，血氧饱和度始终保持在 95%～98%，表明在基因

修饰猪全血为食蟹猴脑组织提供了充足氧供。Na+、
K+、Ca2+对于维持细胞渗透压以及细胞电活动至关重

要。本研究中，Na+和 K+水平在灌注 3 h 后均呈现升

高趋势，可能与两方面因素相关：（1）蠕动泵对红

细胞机械破坏导致细胞破裂膜内 K+的释放；（2）灌

注液中 K+升高诱发脑组织细胞膜内 Na+外流。Ca2+水

 

注：A 图为脑组织取材后大体观；B 图为脑组织含水

量测定取材区域，紫色圆圈为取材范围，黑色箭头方向为

前额叶方向；C 图为各组脑组织含水量比较。

图 6    灌注终末脑组织含水量比较

Figure 6    Comparison of brain tissue water content at the
end of perfusion

 

注：A~C 图分别为亚低温灌注组前额叶皮质区、海马

齿状回区、CA1 区；D~F 图分别为阳性对照组前额叶皮质

区、海马齿状回区、CA1 区；G~I 图分别为阴性对照组前

额叶皮质区、海马齿状回区、CA1 区。红色箭头代表受损

细胞，黑色箭头代表细胞核，三角箭头代表轴突。

图 7    不同组别脑组织神经元尼氏染色（×200）

Figure 7    Nissl staining of neurons in brain tissue among
different groups
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平在 6 h 灌注期间为 1.8～2.0 mmol/L，这与该离子的

额外添加有关。血液供应中断后，脑组织细胞由有氧

代谢转为无氧代谢，2～4 min 后葡糖糖消耗殆尽，无

氧糖酵解也将消失；4～5 min 后三磷酸腺苷耗竭，细

胞膜钠钾泵停止转运，最终导致细胞内环境稳态丧

失，诱导炎症因子表达和组织水肿[35]。本研究中葡萄

糖水平在整个灌注期间为 5.0～6.2 mmol/L，这将有

利于缺氧缺血脑组织的复苏，减少细胞坏死和凋亡。

灌注 3 h 左右葡萄糖水平处于较高水平，可能是神经

元细胞和部分红细胞受损，葡萄糖需求降低。本研究

中 pH 值在 3 h 和 4 h 均呈下降趋势，可能与脑组织

损伤和红细胞破坏导致细胞膜外 K+的升高，H+从膜

内转运至膜外有关。因此，亚低温基因修饰猪全血机

械灌注可以维持较好的血氧饱和度、离子稳态以及充

分的能量供应，这对脑组织神经元细胞和胶质细胞形

态和功能维持极为重要[36]。

研究表明，创伤性失血数分钟内会出现细胞膜去

极化、炎症反应和血管通透性增加等，致使脑组织细

胞发生不可逆损伤，最终导致细胞凋亡坏死[37]。本研

究中，亚低温灌注组终末脑组织含水量显著高于阳性

对照组，但与阴性对照组无显著差异，表明创伤性失

血脑组织损伤模型导致脑组织水肿，诱发炎症反应，

破坏脑血管内皮，最终加剧脑组织水肿[38]。而亚低温

灌注组水肿较为严重，可能与细胞外离子水平增加相

关。本研究中 IgG 和 IgM 水平在灌注前后差异无统

 

注：A~C 图分别为亚低温灌注组前额叶皮质区、海马

齿状回区、CA1 区；D~F 图分别为阳性对照组前额叶皮质

区、海马齿状回区、CA1 区；G~I 图分别为阴性对照组前

额叶皮质区、海马齿状回区、CA1 区。白色箭头表示神经

元细胞胞体，白色三角形箭头表示锥体神经元轴突。

图 8    不同组别锥体神经元及颗粒细胞 NEUN 染色（×200）

Figure 8    NEUN staining of pyramidal neurons and
granule cells among different groups

 

注：A~C 图分别为亚低温灌注组前额叶皮质区、海马

齿状回区、CA1 区；D~F 图分别为阳性对照组前额叶皮质

区、海马齿状回区、CA1 区；G~I 图分别为阴性对照组前

额叶皮质区、海马齿状回区、CA1 区。白色箭头表示星形

胶质细胞轴突。

图 9    不同组别前额叶皮质区及海马区 GFAP 染色（×200）

Figure 9    GFAP staining in the prefrontal cortex and
hippocampal regions among different groups

 

注：A~C 图分别为亚低温灌注组前额叶皮质区、海马

齿状回区、CA1 区；D~F 图分别为阳性对照组前额叶皮质

区、海马齿状回区、CA1 区；G~I 图分别为阴性对照组前

额叶皮质区、海马齿状回区、CA1 区。白色箭头表示小胶

质细胞胞体，白色三角形箭头表示小胶质细胞轴突。

图 10    不同组别前额叶皮质区及海马区 Iba1 染色（×200）

Figure 10    Iba1 staining in the prefrontal cortex and
hippocampal regions among different groups
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计学意义，可能是未产生排斥反应，抗体含量没有发

生减少。尼氏染色结果表明，与阳性对照组相比，亚

低温灌注组前额叶皮质区和海马 CA1 区锥体神经元

细胞形态结构相对完整，破坏细胞数量较少；海马齿

状回区颗粒细胞形态结构完整，破坏数量较少。其原

因可能是基因修饰猪全血为食蟹猴脑组织细胞提供了

充足的氧气和能量供应。NEUN 免疫荧光染色显示，

与阳性对照组相比，亚低温灌注组前额叶皮质和海

马 CA1 区锥体神经元细胞形态结构状态保存较好，

轴突清晰可见，海马齿状回区颗粒细胞形态结构相对

完整，破坏数量也较少。GFAP 免疫荧光染色显示，

与阳性对照组比较，亚低温灌注组突起片段较为稀

疏，与神经元结合较为紧密。Iba1 免疫荧光染色显

示，与阳性对照组比较，亚低温灌注组前额叶皮质、

海马 CA1 区和齿状回区突起片段较粗壮，提示小胶

质细胞活跃。

综上所述，以基因修饰猪全血为灌注液的亚低温

机械灌注，可通过持续供氧、维持离子稳态、供能以

及减少排斥反应，有效保护脑组织锥体神经元和胶质

细胞。本研究可为使用异种基因修饰猪血液治疗创伤

性失血引起的大动物脑组织缺氧缺血脑损伤治疗，以

及心、肝和肾等组织损伤治疗拓宽思路和参考依据，

还可为将来临床前试验提供理论依据。
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