体外循环心脏手术后的微循环灌注障碍
与体外内皮高通透性和血管生成素-2水平升高有关
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摘要
背景：体外循环(CPB)后内皮高通透性导致心脏手术后微循环灌注紊乱和术后并发症。 我们研究了CPB后患者肾、肺内皮屏障功能的术后变化以及与微循环灌注和血管生成素-2水平的关系。
方法：收集行冠状动脉旁路移植术的CPB患者(n=17)临床资料、舌下微循环资料和血浆标本。肾、肺微血管内皮细胞与患者血浆孵育，体外内皮屏障功能用电细胞-底物阻抗传感进行评估。测定血管生成素-1、-2和可溶性Tie2的血浆水平，并测定其与体外内皮屏障功能和体内微循环灌注的关系。 
结果：在术后前三天内，所有样本均观察到血浆诱导的肾、肺内皮屏障功能降低(P<0.001)。与CPB前相比，血管生成素-2和可溶性Tie2水平在CPB后72h内升高(5.7±4.4与1.7±0.4ng/ml，P<0.0001；16.3±4.7对11.9±1.9 ng/ml，P=0.018)，而血管生成素-1保持稳定。有趣的是，体外肾、肺内皮细胞屏障功能的降低与CPB后体内微循环灌注(r=0.47，P=0.005；r=0.79，P<0.001)减少呈中度相关。 此外，血管生成素-2水平的升高与体外肾、肺内皮屏障功能的降低(r=−0.46，P<0.001；r=−0.40，P=0.005)，体内微循环灌注减少(r=−0.43，P=0.01；r=0.41，P=0.03)呈中度相关。 
结论：CPB与术后第一天持续的体外内皮屏障功能损害有关，并与术后微循环灌注减少和循环中血管生成素-2水平增加有关。这些结果表明血管生成素-2是术后内皮高通透性的生物标志物，可能与CPB后微循环灌注延迟恢复有关。 
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背景
体外循环（CPB）心脏手术常因全身炎症反应和血管内皮细胞通透性增高而并发组织水肿。我们以往的研究表明，内皮屏障功能的损害和随后的液体转移阻碍了微循环灌注，并导致术后器官功能障碍，特别是急性肾和肺损伤。
血管生成素/Tie2系统已被认为是CPB相关内皮高通透性的关键信号通路。 Tie2是一种血管限制性酪氨酸激酶受体，对血管生成素-1和血管生成素-2结合具有特异性。在静止状态，血管生成素-1与Tie2结合，导致受体磷酸化及炎症抑制。在CPB中观察到的应激过程中，储存的血管生成素-2从Weibel-Palade体内释放出来，并与血管生成素-1竞争Tie2结合，从而拮抗性地降低内皮屏障功能并增加炎症反应。
在脓毒症患者中，针对血管生成素-2作为内皮功能障碍和不良结局的生物标志物的潜力已开展了广泛的研究，但仅限于体外模型或心脏手术患者血浆标志物的评估。 CPB后血浆血管生成素-2水平升高与机械通气延长和急性肾损伤有关。我们和其他研究均表明CPB与体外内皮屏障功能的急性损害有关。此外，我们之前在实验模型中，用血管生成素-1模拟物靶向Tie2可以减少CPB期间和之后的肺血管渗漏，并保持体内微循环灌注，这意味着血管生成素1依赖的Tie2信号和内皮完整性对CPB后维持微循环灌注和器官功能的重要性。 
虽然最近的研究强调了CPB后第一小时血管生成素-2水平升高的生物学和临床相关性，但CPB术后血管生成素-2水平、内皮屏障功能和微循环灌注之间的关系仍有待阐明。 因此，我们的目标是探讨CPB心脏手术对体外肾、肺内皮细胞屏障功能的影响及其与循环血管生成素/Tie2和微循环灌注的关系。 

方法
试验设计 
该 GlyCar 研究得到了阿姆斯特丹UMC人体研究委员会的批准，临床数据先前已发表。纳入拟择期行体外循环(CPB)下冠状动脉旁路移植术(CABG) 的患者（年龄18-85岁）。 排除标准：二次手术、急诊手术、I型糖尿病患者、体重指数超过35kg/m2 以及有血液、肝脏或肾脏疾病史的患者(e GFR<50毫升/分钟)。患者接受标准化的麻醉和CPB流程。

采集血样 
在CPB前、CPB启动后、CPB停机后1h、手术后24h和72h诱导麻醉后采集动脉血，离心得到无血小板血浆快速冷冻在液氮中。采用酶联免疫吸附试验测定血管生成素-1、血管生成素-2和可溶性Tie2的血浆浓度。 

细胞培养 
人肾小球组织中分离出的人原发性肾小球内皮细胞来自细胞生物制品（从三个健康供体中获得的）(H-6014G，细胞生物制品公司，芝加哥，美国)，并在37°C下，在95%空气和5%CO2的环境中在明胶涂层的T25烧瓶上混合培养（附加文件1：补充方法）。 从三个供体获得的健康肺组织，从肺叶切除过程中分离出人肺微血管内皮细胞，并按前面所述进行培养。

内皮屏障功能 
采用细胞-基质阻抗传感（ECIS，Applied BioPhysics，Troy，NY，USA）测量内皮细胞的阻抗。将融合的肾小球内皮细胞或肺微血管内皮细胞与1%人血清白蛋白（HSA）在裸培养基中孵育1h，然后加入从心脏手术患者在CPB前后不同时间点获得的10%无血小板血浆。使用ECIS软件（v1.2.210.0PC；应用生物物理）在4.000Hz下连续测量内皮单层的电阻3小时，直到达到稳定状态。测量分两次进行，数据根据基线标准化。

免疫荧光染色 
免疫荧光法用于观察患者在CPB前(n=6)或后(n=6)血浆中内皮细胞的结构。 肾小球内皮细胞或肺微血管内皮细胞暴露于血浆中3h。随后，内皮细胞被VE-钙黏蛋白和肌动蛋白染色，用 DAPI染色细胞核（附加文件1：补充方法）。

微循环灌注 
本研究中所有患者的微循环灌注，以灌注血管的百分比(PPV，%)表示，以往也有报道。简单地说，舌下微循环灌注是用无创侧流暗场(SDF)视频显微镜测量的，目的是根据血红蛋白的吸收光谱来观察流动的红细胞。每个时间点在三个不同的舌下区域获得约10s的视频。 根据DeBacker等人的微血管评分建议，使用自动血管分析软件(AVA3.0，MicrovisionMedical，阿姆斯特丹，荷兰)对视频进行离线分析。血管是手动识别和评分流量。 微血管(直径在5至25μm之间)被分为无血流或断续血流评分（至少50%的无血流时间）被归类为无灌注，连续流动的微血管被归类为灌注血管。 随后，灌注血管的比例(PPV；In%)自动计算为灌注微血管在鉴定微血管总量中的比例。

统计分析 
用GraphPad 7.0对数据进行分析。在CPB 后血浆暴露后，预期体外内皮抵抗能力至少降低25%(Δ=250，以0.05的显著性水平（α）和0.9的β值计算n=8。 数据以平均±标准差(SD)表示)，标准差为150Ω。用重复测量方差分析和Bonferroni后hoc分析评价内皮抵抗随时间的变化。采用配对t检验评价时间点之间的差异。 采用Pearson相关试验分析循环血管生成素-2水平、内皮屏障和微循环灌注之间的相关性。P值<0.05被认为具有统计学意义。 

结果
患者特点 
共17例心脏手术患者纳入研究。患者特征列于表1。患者平均年龄67±7岁， CPB时间103±18min，平均手术时间239±38min。 两例患者出现新发心房颤动，一例患者出现术后肺栓塞。无患者发生急性肾损伤，需再次手术，或术后30天内死亡。
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体外循环诱导的肾和肺内皮细胞通透性增高在术后第一天持续存在
从CPB停机后立即获得的血浆与CPB前相比，肾功能内皮屏障功能降低了17%(图1 a，b)。 在手术后24小时和72小时血浆暴露后，肾内皮屏障功能的降  更明显。在肺内皮细胞中，在CPB停机后血浆暴露后，内皮细胞的内皮屏障功能也显著降低了34%(图1 c，d)。 这种血浆诱导的肺内皮屏障功能的降低在所有样本在术后前三天内观察到(P<0.001所有时间点vs CPB前；图1 c，d)。

体外循环诱导体外肾和肺细胞间隙形成 
与CPB前相比，CPB后72小时的血浆会增加肾脏及肺内皮细胞(附加文件1：图S2 a， B)肌动蛋白应激纤维的形成。此外，CPB后72 h的血浆可减少肾、肺内皮细胞细胞间接触的VE-钙黏蛋白。CPB后细胞间VE-钙黏蛋白的丢失与肾和肺细胞间隙形成增加相关 (图2a，b)。 

体外循环与术后血管生成素-2水平持续升高有关 
CPB与术后24h内血管生成素-2循环水平升高有关(4.0±1.4vs1.7±0.4ng/ml ，P<0.0001对CPB前)。循环血管生成素-2水平在术后72小时进一步升高(5.7±4.4vs1.7±0.4ng/ml，P<0.0001与前CPB；图3 a)。 相反，循环血管生成素-1水平在手术后的头72小时保持稳定(2.6±1.2vs1.9±1.7 ng/ml，P>0.9对前CPB；图3 b)。 与CPB前相比，手术后72h 血管生成素-2/1 比值增加了两倍(2.8±2.5vs1.2±0.4，P=0.48；图3 c)。 与CPB前相比，术后72h内皮Tie2受体可溶性形式的循环水平 增 加 (16.3±4.7 vs11.9±1.9 ng/ml ，P=0.018；图3 d)。 

体外肾、肺内皮细胞屏障功能降低与血管生成素-2水平升高有关 
在CPB患者的相应时间点，血浆诱导的内皮屏障功能降低与血管生成素-2水平升高之间存在关联(图4a，b)。 在整个研究期间，血管生成素-2的循环水平升高与血浆诱导的肾和肺内皮细胞屏障功能降低有关(r=−0.46， P=0.0006，图4a 和r=−0.40，P=0.005，图4b)。 

血管生成素-2水平升高与术后微循环灌注障碍有关 
CPB后患者术后循环血管生成素-2水平升高与这些患者微循环灌注减少有关，如灌注血管比例(r=−0.43，P=0.01，图4 c)。 
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相同的是，血浆乳酸作为组织灌注受损的指标，与血管生成素-2水平的升高呈正相关(r=0.63 ，P<0.0001；图4 d)。 此外，血浆诱导的肾、肺内皮障功能降低与这些患者相应时间点的微循环灌注减少有关 (r=0.47，P=0.005，r =0.79 ，P<0.001 ；图4e，f)。 

讨论
本研究发现体外循环(CPB)心脏手术与患者血浆诱导的细胞型特异性体外内皮高通透性有关。这种血浆诱导的肾、肺内皮细胞高通透性持续到术后至少72小时，并与循环血管生成素-2水平升高有关。 此外，内皮高通透性以及CPB后循环血管生成素-2水平的升高与体内微循环灌注紊乱有关。这些结果表明，术后内皮高通透性可能与CPB诱导的微循环灌注紊乱的延迟恢复相关，可能是通过术后释放血管生成素-2来维持。 
内皮高通透性越来越被认为是CPB心脏手术后器官功能障碍的关键病理生理因素。与以往的研究一致，我们发现CPB后患者血浆变化与体外内皮屏障功能降低有关，且进一步揭示了这种诱导的内皮屏障功能丧失在肾脏、肺内皮细胞中均可观察到，并在术后三天仍持续存在。 
CPB相关性全身炎症后血管内皮通透性变化受多种机制调节，其中血管生成素/Tie2系统被认为是中枢调节因子。Tie2是一种内皮特异性跨膜酪氨酸激酶受体，以血管生成素1和血管生成素2为主要配体。旁分泌激动剂血管生成素-1通过加强细胞间连接来保护内皮完整性。相反，竞争性拮抗剂血管生成素-2在炎症过程中从Weibel-Palade体内释放，增加内皮通透性。CPB后的血浆对内皮屏障破坏作用在肺内皮中比肾内皮更严重。这可能是由于内皮Tie2受体表达水平的差异，因为Tie2在肺微血管中表达最为丰富。CPB后通过血管生成素-2抑制Tie2通过减少细胞-细胞连接的重要成分-连接VE钙粘蛋白来触发内皮细胞的高通透性。我们确实发现，内皮屏障的功能丧失与细胞结构的深层变化是相关的，例如细胞间VE钙粘蛋白的减少，增加应力纤维的形成和细胞间隙的形成。CPB术后肾血管并发症的发生主要取决于这些器官本身的功能。
除了对内皮屏障功能的调节作用外，血管生成素-2已成为潜在的早期预后生物标志物。循环血管生成素-2的增加与机械通气时间、ICU住院时间、液体正平衡和CPB术后器官功能障碍增加密切相关。在本研究中，我们观察到循环血管生成素-2的增加不仅与体外循环后血浆内皮屏障破坏作用有关，而且与体内微循环灌注紊乱和乳酸水平有关。然而有趣的是，血管生成素-2变化的时间和趋势并不反映微循环灌注和乳酸水平的变化。CPB后血管生成素-2的延迟增加意味着血管生成素介导的内皮屏障功能障碍发生在CPB相关的早期内皮功能障碍和微血管改变之后。这些结果提示血管生成素-2可能参与延长术后内皮细胞的渗漏，从而减慢CPB后微循环灌注的恢复，而不是在CPB开始时发挥中心调解作用。鉴于这些不同的趋势，还应考虑到血管生成素-2、内皮细胞高通透性和微循环灌注之间的联系并不符合因果关系，可能只是反映了一个共同的问题，即CPB相关的内皮损伤。
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理想情况下，我们希望进一步研究血管生成素-2在内皮通透性和微循环灌注紊乱中的作用，通过靶向血浆血管生成素-2阻断其作用，从而减少我们所描述的血浆诱导的高渗透性。以前，血管生成素-2对内皮细胞通透性增高的影响已经在败血症的背景下进行过研究。通过阻断血管生成素-2可完全中和脓毒症患者血清诱导的内皮细胞旁间隙形成。此外，在实验性脓毒症模型中，应用血管生成素-2抑制剂可保护内皮完整性，减少肺血管渗漏，提高存活率。不幸的是，这些类型的血管生成素-2抑制剂已经不能用于实验测试，因此，我们的结果应该谨慎解释。
值得注意的是，本研究中的所有患者在CPB术后均显示血管生成素-2水平和血浆诱导的体外内皮通透性增加。因此，下一步将是确定血管生成素-2增加是否有助于识别有可能发生并发症的患者，以及哪些患者可能受益于旨在降低术后内皮通透性的治疗。在解释我们的数据时，有一点很重要，那就是我们调查了一个相对低风险的心脏手术人群，他们很快就从重症监护室出院了。研究高危心脏手术人群中的这些变化，他们可能会在血管生成素-2和微循环灌注方面经历更明显的变化，这将有助于进一步阐明我们发现的临床意义。
除了血管生成素-2外，CPB相关的内皮通透性增高还涉及其他屏障破坏性介质。与血管生成素-2一样，血管性血友病因子储存在Weibel-Palade体内，并在CPB开始时立即释放。血管性血友病因子的释放和凝血酶的生成激活凝血，增加内皮通透性，并刺激血管生成素-2的释放。除了Tie2抑制外，激活血管内皮生长因子受体2（VEGFR2）通过内化连接型钙黏蛋白来增加通透性。此外，VEGF被认为通过促进Tie2受体的蛋白水解裂解和脱落来增加通透性。我们确实发现在术后第三天可溶性Tie2水平升高，提示CPB后Tie2受体断裂和脱落。综上所述，CPB相关的内皮细胞通透性增高涉及多种调节系统，但都能增强血管生成素-2的释放。因此，抑制循环血管生成素-2或刺激Tie2活性可能为减轻CPB相关内皮细胞高通透性的未来治疗提供有趣的靶点。
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结论
我们发现体外循环（CPB）心脏手术与患者血浆诱导的细胞类型特异性内皮细胞通透性增高有关。这种血浆诱导的肾、肺内皮细胞通透性增高持续到术后至少72小时，并与循环血管生成素-2水平升高相对应。这些影响与相应患者体内微循环灌注紊乱有关。这些结果表明，血管生成素-2是内皮细胞通透性增高的一个生物标志物，它可能导致术后微循环灌注障碍的延迟恢复和心脏手术后器官功能障碍的发生。血管生成素-2的改变是否有助于识别有可能发生并发症的患者，以及谁可能从额外的治疗中获益，仍有待于未来的研究。
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Fig. 4 Reduced in vitro renal and pulmonary endothelial barrier are associated with reduced in vivo microcirculatory perfusion and increased
angiopoietin-2 levels. Association between circulating angiopoietin-2 levels and renal (a) and pulmonary (b) endothelial barrier after plasma

exposure, microcirculatory perfusion (c), and lactate levels (d). Association between renal (e) and pulmonary (f) endothelial barrier function after
plasma exposure and microcirculatory perfusion. Data are presented with a linear regression with 95% Cl and tested with a Pearson'’s correlation

test. CPB, cardiopulmonary bypass; Cl, confidence interval
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Table 1 Patient characteristics and intraoperative and
postoperative details

Characteristic Value
Age (years) 67+7
Male sex (%) 15/17 (88)
Body mass index (kg/m?) 29+4
Diabetes mellitus Il (%) 2/17 (12)
Hypertension (%) 5/17 (29)
Preoperative lactate (mmol/l) 87+20
Preoperative hemoglobin (mmol/l) 84+09
Intraoperative details

Surgery time (min) 239+38

Cardiopulmonary bypass time (min) 103+18

Aortic cross-clamp time (min) 7014

Anastomoses (n) 3(2-4)

Hemoglobin after onset of CPB (mmol/l) 55+06

Packed red blood cell transfusion (%) 2 /17 (12) 2

Fresh frozen plasma transfusion (%) 0 / 17 (0) 0

Thrombocytes (5-donor concentrate; %) 3/ 17 (18) 8

Cell saver transfusion (ml) 491+ 119

Postoperative details

Lactate after 24 h (mmol/l) 9+09*
Hemoglobin after 72 h (mmol/l) 70+1.0*
Intensive care length of stay (days) (1-1)
Atrial fibrillation (%) 2/17(12)
Pulmonary embolisms (%) /17 (6)

Values represent frequencies, means + standard deviation, or median with
interquartile range
*P < 0.05 versus before cardiopulmonary bypass
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Fig. 1 Prolonged postoperative impairment of renal and pulmonary endothelial barrier. Human renal and pulmonary microvascular endothelial
cells were exposed to plasma from patients undergoing cardiopulmonary bypass collected before onset of CPB (pre-CPB), after weaning from
CPB (post-CPB), and 24 h (+24 h) and 72 h (+ 72 h) after surgery. Renal (a) and pulmonary (c) endothelial resistance after plasma exposure over
time and quantification of renal (b) and pulmonary (d) endothelial resistance after 3 h. Data represent mean or mean + SD. One-way ANOVA with
Bonferroni post-hoc analysis, *P < 0.05 versus pre-CPB; and repeated measures ANOVA, *P < 0.05. CPB, cardiopulmonary bypass; SD,

standard deviation
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Fig. 2 Post-CPB plasma induces renal and pulmonary endothelial gap formation. Quantification of renal (a) and pulmonary (b) intercellular gap
formation and representative images of endothelial cells after exposure of plasma from patients before CPB (pre-CPB, middle panels) and 72 h

after CPB (72 h post-CPB, right panels). Endothelial cells were stained for VE-cadherin (adherens junctions; green), actin (stress fibers; white), and
DAPI (nuclei; blue) after 3 h of plasma exposure. Red arrows indicate examples of endothelial gaps. Scale bar represents 50 um. Data represent

mean number of gaps per endothelial cell + SD quantified from n=5 images per time point from 6 patients. One-way ANOVA with Bonferroni
post-hoc analysis, *P < 0.05 versus pre-CPB. CPB, cardiopulmonary bypass; SD, standard deviation
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Fig. 3 Changes in circulating angiopoietin and soluble Tie2 levels after cardiopulmonary bypass. Circulating levels of angiopoietin-1 (a),
angiopoietin-2 (b), ratio angiopoietin-2/1 (c), and soluble Tie2 (d) before onset of CPB (pre-CPB), after weaning from CPB (post-CPB), 24 h (+24 h)
and 72h (+72h) after surgery corrected for hematocrit levels. Data represent mean + SD. One-way ANOVA with Bonferroni post-hoc
analysis, *P < 0.05 versus pre-CPB. CPB, cardiopulmonary bypass; SD, standard deviation





