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【摘要】
目的: 与传统体外循环相比，微创体外循环(MiECC)被认为可以减少失血。本研究目的是比较两个系统对凝血功能的影响。
方法: 选择择期冠状动脉手术患者，分为常规体外循环组(n=30)和微创体外循环组(n=30)，比较手术后早期内源性凝血酶生成潜能。 次要终点为体内凝血酶生成、出血终点和血液稀释，以及30天随访的发病率和死亡率。
结果: 与常规体外循环组相比，MiECC组（1）术后早期内源性凝血酶生成潜能明显升高（P=0.06)，（2）术中凝血酶-抗凝血酶复合物和凝血酶原片段1 + 2水平明显降低(P <0.001) ，（3）根据红细胞压积和体重，术后早期血液稀释较少，但与凝血因子和出血终点无关。此外，尽管术后出血量在各组之间没有差异(P =0.84)，MiECC 组有一半的患者需要术后输血(17% vs 37% ，P =0.14) 。 凝血酶-抗凝血酶复合物(rs=0.36，P =0.005)和凝血酶原片段1 + 2(rs= 0.45，P =0.001)与输血需求增加有显著相关性，但术后早期内源性凝血酶生成潜能(rs =0.05，P =0.72) 与输血需求增加无显著相关性。 MiECC 组肌酸激酶同工酶、乳酸脱氢酶和游离血红蛋白水平显著降低，表明心肌保护较好，组织损伤减少，溶血减少。 围手术期的发病率和30天的死亡率两组间没有差异。
结论: 与MIECC相比，尽管传统体外循环进行了全量肝素化，但仍与术中大量凝血酶产生显著相关。凝血因子或出血终点事件与血液稀释程度无相关性。
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前言
在冠状动脉旁路移植术(CABG)中，体外循环(ECC)为完全心肌血运重建提供了最佳条件。为了减轻 ECC 的副作用[1]，提出了微创体外循环(MiECC)的概念。MiECC 包括一个封闭回路、一个离心泵、一个用于收集血液的血液回收机、低预充量和减少心脏停搏液容量以尽量减少血液稀释以及生物涂层回路。随机试验的Meta分析已经证明，与传统的体外循环相比，CABG使用MiECC可以降低术后病死率， 减少输血 [2,3]。心脏手术后输血已被证明与病死率的增加独立相关[4,5]。
MiECC输血的减少主要是由于血液稀释减少[1]。冠状动脉搭桥术后,MiECC 和 CECC比较,标准凝血标志物水平和出血情况呈现出矛盾的结果[6,7]。然而，在2个小型随机试验中，血浆凝血酶-抗凝血酶复合物(TAT)和凝血酶原片段1 + 2(f1 + 2)的水平显示，MiECC的冠状动脉搭桥术中体内凝血酶产生明显减少[8,9]。    
建议采用自动校正凝血酶曲线法评估内源性凝血酶生成潜能（Endogenous thrombin-generating potential, ETP）来测量体外生成凝血酶的能力，从而重新评估血浆的总体止血能力[10]。最近的研究表明，使用CECC 的冠状动脉搭桥术后早期ETP 下降，与术后出血增加有关[11-13]。我们假设 MiECC 与CECC相比，能够保存冠状动脉搭桥术后早期ETP 主要终点所测量的止血能力。次要终点包括输血需求、术后出血量、通过血浆TAT和 F1+2水平评估的术中体内凝血酶生成，围术期红细胞压积和体重作为血液稀释的衡量标准，以及30天随访的病死率。

材料和方法
研究设计
在丹麦奥尔胡斯大学医院的胸心外科，多学科心脏团队对将接受单纯心脏搭桥手术的病人进行前瞻性研究。 图1为研究流程图。
在签署知情同意后，患者按照REDCap 随机模型1:1的比例分配入组[14]。研究小组知道分配结果，但对参与者、护理人员、实验室人员和结果评审人员实行盲法管理。 这项研究得到了地区伦理委员会的批准(id 1-10-72-150-17; 2017年9月1日)。
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干预
两组的外科医生，麻醉师和灌注师都是同一组人员，确保外科手术，麻醉和临床管理一致。 采用左乳内动脉，no-touch技术获取大隐静脉行冠状动脉搭桥术。对普通肝素和鱼精蛋白的剂量进行滴定管理(HMS PlusVR ; *Medtronic International,Tolochenaz, Switzerland)。ACT目标值>400s。所有病人围手术期静脉注射4克氨甲环酸。 采用常温灌注和目标导向灌注治疗(保持混合静脉血氧饱和度65% ，供氧水平270ml / min / m2)。我们使用了微创体外国际协会定义III 型 MiECC 系统: 离心泵(AffinityTM CP AP40*)、集成动脉过滤器的氧合器(Affinity FusionVR *)、自动静脉排气装置(AffinityVR VARD*)、带生物相容涂层的聚氯乙烯 / 硅橡胶管(BalanceVRBiosurface*)、软壳储存袋和省血装置(AutoLogVR *)。采用顺行自体预充和逆行自体预充的方法，将有效预充量减少到400ml 林格氏液。采用<50ml的改良 calafiore 冷血停搏液顺行间歇灌注进行心肌保护。
CECC 管路路包括: 滚压泵(Stockert S5VR ,德国慕尼黑)、集成动脉过滤器氧合器(Affinity FusionVR *)、硬壳静脉储存器和硅胶管(Costumpack M450311F*)。1400毫升林格溶液预充管路。 300-600ml冷血Harefield停搏液顺行间歇心肌保护。

临床管理
术前不停药的情况下，所有患者每天口服75毫克阿司匹林。 异丙酚、舒芬太尼、罗库溴铵和七氟醚诱导和维持麻醉。所有病人术后服用扑热息痛，吗啡类止痛药和酮咯酸。术后第一天恢复阿司匹林和他汀类药物治疗。 皮下注射 dalteparin (达肝素钠)5000IE，每天一次。 对于新发房颤，在12-48小时内给予治疗剂量。根据丹麦的输血指南进行输血[15]。 持续出血时将测定凝血活酶指导输注冰冻血浆和血小板浓缩物。外科医生决定是否开胸探查。

血液取样和实验室分析
采样的真空试管含有以下添加剂: 3.2% 柠檬酸钠(ETP，TAT，F1 + 2，标准凝血试验) ，肝素锂(LDH， CK-MB，肌酐，乳酸，术中红细胞压积)和乙二胺四乙酸(血液学分析)。
分别于术前麻醉诱导、停止体外循环、鱼精蛋白中和后、术后6小时(术后6-10小时)和术后第1天(术后16-20小时)5个时间点采集血液标本。样本通过中心静脉管获得，不使用肝素，前5毫升丢弃。 血液离心15分钟收集(3300转/分，20 ℃，25分钟)。血浆分离并储存在零下80摄氏度，然后成批分析。 术后第2-4天肘前静脉穿刺抽取常规血样监测肾功能(图2)。
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结果测量
凝血标志物
主要终点是 ETP，使用自动校正凝血酶曲线仪(ThrombinoscopeVR ,马斯特里赫特，荷兰) 测量贫血小板血浆曲线下的面积(nmol / min)。测定了以下次级终点: 血浆 TAT 和 F1 + 2，反映在体内凝血酶的产生; 使用内部动态浊度法测定血凝块溶解度，为曲线下的血凝块溶解面积，反映血凝块形成和血凝块溶解之间的平衡;D-二聚体、纤维蛋白原、INR和APTT;自动凝血分析仪测定血凝块化学参数;游离血红蛋白。

临床预后
24小时后登记输注血液制品的患者人数，以及具体部分，并在30天后随访。 术后24小时胸液引流量评估术后失血情况。术后末梢器官功能障碍的评估方法如下： (i) 肾小球滤过率反映的肾损伤[17]和RIFLE急性肾损伤分类[18] ; (ii)肌酸激酶峰值反映心肌损伤; (iii)乳酸峰值反映组织灌注不足; (iv)需要医疗干预的房颤发生率; (v)乳酸脱氢酶反映组织损伤; (vi)游离血红蛋白反映溶血; (vii) 血红蛋白最低值和体重增加反映血液稀释。
30天的随访评估主要的心脑血管不良事件: (i)死亡，(ii) 美国国立卫生研究院中风量表评估脑血管意外，(iii)围手术期和随访期自发性心肌梗死 [19,20] ，(iv)再次冠状动脉介入治疗或冠状动脉搭桥术。

统计学分析
每组30例患者能够排除 MiECC 和CECC在冠状动脉搭桥术后早期无差异的无效假设: CECC中 ETP 1508±297nmol / l×min [标准差(sd)][12] ，估计最小相关差异为250nmol / l×min，显著性差异为0.05， 90%可信区间。
分类变量以数字和百分比表示，连续变量以平均值表示，当分位数图表评估分布接近正态时，连续变量以平均值表示，否则以中位数表示(四分差)。 组间比较是用 fisher 的精确检验来检验所有二元分析结果，用 t 检验来检验服从正态分布的连续结果，否则用 wilcoxon-mann-whitney 检验。 符合正态分布进行配对 t 检验，不符合正态分布用 wilcoxon signeanktest 进行比较。 以p <0.05为有统计学意义，采用 spearman 秩相关法以相关系数(rs)表示非正态分布变量之间的关联强度。 所有统计分析均使用STATA15 (stata corp.，college station，TX，USA)。

















结果
患者：2017年9月28日至2018年10月31日期间，随机分配了60名患者入组(图1)。 患者人口统计资料及实验室检查结果见表1。
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凝血酶生成和辅助凝血
围手术期与凝血酶产生有关的标志物的变化如图3所示。 除4例患者外，其余所有患者在肝素化过程中 ETP 完全被抑制。 两组患者术后6小时内ETP明显低于基线水平。 术后6小时，MiECC 组的中位数ETP 与 CECC 组一样高，但差异无统计学意义。两组TAT和 F1 + 2水平手术期间都显著升高。 TAT和 F1 + 2水平MiECC 组显著低于CECC 组，两组患者的纤溶活性，在给予氨甲环酸后完全消失。
术中D二聚体水平在MiECC 患者中明显低于CECC组。 围手术期其余凝血标志物和血小板水平在两组间没有显著差异(表2)。
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出血终点事件
与 CECC 患者相比，MiECC 组24小时后和30天后出血终点的输血量减少了一半(表3)。 两组间24小时失血量无差异。 CECC组1例因出血需要再次手术探查，术后早期输血与30天输血量无关(rs = 0.05, P = 0.72)。 然而，术中 TAT和 F1 + 2水平与术后30天输血量增加有显著相关性(TAT: rs = 0.36, P = 0.005; F1 + 2: rs = 0.45,P = 0.0003)。

血液稀释
术中和术后早期血细胞比容明显高于CECC(图4)。第一天体重增加明显减少。 红细胞压积下降与个体凝血分析无相关。 因此，省略了血液稀释的调整。
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终末器官功能障碍
MiECC 组术后 CK-MB 峰值、乳酸脱氢酶和血红蛋白水平显著低于CECC组，表明对心肌有较好的保护作用，组织损伤较少，溶血较少。 其他指标的住院临床结局没有不同(表3)。

安全性和可行性
所有病人都接受了分配治疗。 灌注质量指标和手术质量指标在两组之间进行比较(表1)。 MiECC 组中发现3例 VARD 报警(1例意外断开中心静脉导管，1例静脉插管移位，1例未发现异常)。 在所有病例中，VARD 都有效地清除了空气，没有造成气栓或随后的神经功能障碍。 2例 CECC组在去除阻断钳后需要进行重新吻合。
长期重症监护住院时间、机械通气在两组之间没有差异(表3)。 CECC组无死亡、无中风、1例围术期心肌梗死(CK-MB升高，无临床缺血症状)和1例不完全手术血运重建，出院前行经皮冠状动脉介入治疗。
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讨论
这是第一个研究 MiECC与 CECC对凝血酶产生影响的随机研究，同时还研究了出血终点和血液稀释。ETP 减少认为与 CECC搭桥术后出血增加有关[12, 13]。ETP 的降低认为比单个血浆凝血因子的降低更能反映术后出血，因为它反映了血浆凝血能力的全面抑制。
两组患者术后早期ETP 均有显著下降，在MiECC组术后早期ETP无明显改善趋势。在 MiECC 组，术中TAT和 F1 + 2水平非常低，表明手术过程中没有明显的体内凝血酶生成。与此相反，我们证实了原先的发现，即冠状动脉搭桥术采用CECC与术中凝血酶（通过TAT和 F1 + 2水平测量）显著生成相关[22,23]。观察到 MiECC 组术中D-二聚体明显降低，这是由于氨甲环酸抑制了两组的纤维蛋白溶解作用，间接反映了凝血酶生成的程度。因此，研究结果证实了先前的发现， “开放回路”与“密闭回路”相比，即使完全肝素化，仍会引发体内凝血酶显著生成 [8,9]。
通过体内凝血作用消耗凝血因子可以解释术中 TAT和 F1 + 2水平增加与输血需求增加的正相关性。 然而，我们的研究结果质疑术后早期ETP是否能够反映输血需求，因为数值变异范围很大。
另外，两组患者术后早期 ETP 的差异可能因为我们在治疗过程中使用了基于肝素浓度的抗凝管理而得到缓解。与传统ACT相比，肝素滴定法可显著减少凝血酶的生成[24]。
与其他研究相一致，至术后第一天，通过红细胞压积降低水平和体重增加量[7,25,26]来测量显示MiECC 组血液稀释减少。 我们的研究结果推翻了血液稀释是造成凝血功能损害的主要因素的理论，因为凝血因子和出血终点事件都与血液稀释程度无关。
与其他研究相比，本研究结果没有证实术中凝血酶产生和失血之间的任何相关性[11,13]。 这种差异的可能原因是，本研究纳入的是低风险的冠状动脉搭桥手术患者，且由2名经验丰富的心脏外科医生进行治疗，导致失血量较少。

局限性
本研究的主要限制是没有足够的证据来评估临床结局，如出血终点事件。 因此，这些发现需严格的观察和谨慎的解释。很有必要开展更大规模的研究或分析，以提供足够的统计数据来评估MiECC是否有所设想较好的临床结局。
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Figure 1: Study CONSORT flow diagram including inclusion and exclusion criteria. CABG: coronary artery bypass grafting; eGFR: estimated glomerular filtration rate.
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Figure 2: Flow chart of study interventions and blood sampling. Red drops symbolize time points of blood sampling. CABG: coronary artery bypass grafting; ECC:
extracorporeal circulation; preop: preoperative.
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Table 1: Demographics, procedural characteristics and laboratory findings

Variables MiIECC CECC
Demographics
EuroSCORE I, median (IQR) 0.89 (0.20) 0.99 (1.02)
Age (years),* mean + SD 64.6+9.0 682192
Gender (male),* n (%) 28(93) 23(77)
Moderate/severe renal impairment,” n (%) 10(33) 16 (53)
Extracardiac arteriopathy, n (%) 2(7) 2(7)
Poor mobility,* n (%) 0(0) 2(7)
Chronic lung disease,” n (%) 3(10) 5(17)
Diabetes on insulin,® n (%) 2(7) 3(10)
Moderate/poor ejection fraction,” n (%) 7(23) 8(27)
Recent acute myocardial infarction,” n (%) 5(17) 3(10)
Body mass index (kg/m?), mean  SD 282438 276+39
Arterial hypertension, n (%) 25(83) 25(83)
Hypercholesterolaemia, n (%) 30(100) 28(93)
Smoking history, n (%) 20(67) 24 (80)
Indication for revascularization, n (%)
Acute coronary syndrome 10(33) 5(17)
Stable angina pectoris 18 (60) 24 (80)
Angina equivalent (dyspnoea) 2(7) 1(3)
Procedural characteristics
Surgery time (min), mean + SD 186433 182+39
ECC time (min), median (IQR) 87(25) 76 (27)
Aortic clamp time (min), median (IQR) 47 (22) 45 (26)
Additional pulmonary vein ablation and left atrial appendage amputation, n (%) 2(7) 2(7)
Number of coronary artery grafts, mean + SD 28+09 27407
DO, maintained >270 ml, n (%) 27 (90) 24 (80)
SvO, maintained >65%, n (%) 27(90) 29(97)
Preoperative laboratory findings
Haematocrit (%), mean +SD 449137 423156
Haemoglobin (RI: 8.3-10.5 mmol/l), mean + SD 9.0+0.7 88+1.1
€GFR (RI: >60 ml/min/1.73 m?), median (IQR) 87(10) 82(26)

*Definition according to the EuroSCORE 11 [21].

CECC: conventional extracorporeal circulation; DO,: oxygen delivery; ECC: extracorporeal circulation; eGFR: estimated glomerular filtration rate per 1.73 m? body
surface area calculated according to Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation; EuroSCORE Il: European System for Cardiac Operative Risk
Evaluation II; IQR: interquartile range; MiECC: minimally invasive extracorporeal circulation; RI: reference interval; SD: standard deviation; SvO,: mixed venous
ooxygen saturation.
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Figure 3: Perioperative levels of thrombin generation markers in both groups. Centre line indicates median; box, interquartile range; error bars, upper/lower adjacent
values; and dots, outside values. ECC: extracorporeal circulation. Time points: on heparin: after weaning of ECC; post-protamine: after protaminization; 6 hours: 6 h
after surgery; day 1: 1 postoperative day.




