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人工膜肺用于血液回输前一氧化氮负载的研究

赵　 静，陈　 涛，李三中，侯丽宏，雷　 翀

［摘要］：目的　 建立含游离血红蛋白（ ｆＨｂ）的红细胞制品的体外一氧化氮（ＮＯ）负载模型，以减少血液回输时的不良反

应，并初步探索适合的负载参数。 方法　 使用聚丙烯（ＰＰ）材质的人工膜肺对 ５ 例主动脉夹层手术后患者的残余机血进行 ＮＯ
负载，通过比较 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ、１５ ｍｌ ／ ｍｉｎ、１０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 及 ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ 不同血流速度下负载后，血液消耗 ＮＯ 的能力、ｆＨｂ、高铁血红蛋

白、血 Ｋ＋浓度的变化，验证负载模型的有效性；通过比较四种不同血流速度在负载效率和安全性方面的优劣，确定适合临床使

用的负载参数。 结果　 ＰＰ 材质人工膜肺用于体外 ＮＯ 负载可有效降低血中 ｆＨｂ 消耗 ＮＯ 的能力；其中 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的血流速度

进行负载时较其他血流速度负载更快速、高效；该模型可引起轻度的红细胞破坏，但因溶血而产生的 ｆＨｂ 升高和血 Ｋ＋浓度的

升高较基础值无统计学差异；使用该模型进行 ＮＯ 负载后，血中高铁血红蛋白比例升高，但总比例低于 ３％，远低于影响氧输送

的临床危急值。 结论　 ＰＰ 材质的人工膜肺可有效用于含大量 ｆＨｂ 的红细胞制品的体外 ＮＯ 负载模型的建立，具有安全、高效的

特点，在该模型中推荐使用 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的血流速度进行 ＮＯ 负载。
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　 　 当红细胞膜被破坏时，可释放游离血红蛋白

（ｆｒｅｅ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ， ｆＨｂ），血浆中过量的 ｆＨｂ 可引起

血管内皮细胞功能障碍、血小板活化、炎症反应、氧
化损伤等不良反应，从而导致微循环障碍、肺动脉高

压、甚至肺、肾脏、肠道等器官的损伤［１－２］。 其中，因
ｆＨｂ 导致的内皮源性一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）耗

竭是引起血管内皮功能障碍进而导致器官功能受损

的重要机制［２－３］。 如何降低因 ｆＨｂ 的增加而引起的

器官损伤是备受关注的临床问题。 既往的研究及本

团队前期的研究均提示，外源性的补充 ＮＯ 可减少

ｆＨｂ 引起的内源性 ＮＯ 消耗，从而减少 ｆＨｂ 相关的损

伤［４］。 临床最为常用的外源性 ＮＯ 的补充方法为吸

入 ＮＯ 气体，然而，目前对于 ＮＯ 吸入的临床获益尚

存在争议［５］，且 ＮＯ 吸入治疗也存在一定弊端，因
此，若在血液回输前，能在体外对于含大量 ｆＨｂ 的血

液进行 ＮＯ 负载后再进行回输，理论上可以在减少

ｆＨｂ 相关器官损伤的同时避免直接吸入 ＮＯ 的损害

和弊端。
本研究拟通过使用体外膜肺材料对长时间心肺

转流（ ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｂｙｐａｓｓ， ＣＰＢ）后回收的残余

机血进行 ＮＯ 负载处理，初步建立血液的 ＮＯ 体外

负载方法模型，检测体外膜肺材料对血液进行 ＮＯ
负载中的价值，探索使用人工膜肺对血液进行 ＮＯ
负载的有效参数，为后续的研究和临床应用奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料、试剂和仪器　 收集 ５ 例主动脉夹层动脉

瘤行全主动脉弓置换术患者 ＣＰＢ 结束后回收的、经
肝素抗凝的残余机血 ４５０ ｍｌ ／例（总 ＣＰＢ 时间大于 ３
ｈ，回收机血中含有大量 ｆＨｂ）、聚丙烯（ ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌ⁃
ｅｎｅ，ＰＰ）材质氧合器 ５ 个（广东科威）、医用一氧化

氮气体、医用氧气、无菌储血袋、一次性无菌输血器、
动脉血气针、真空采血管、ｆＨｂ 检测试剂盒（Ｑｕａｎｔｉ⁃
ｃｈｒｏｍＴＭ Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ， ＢｉｏＡｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ）、
ＮＯ 治疗仪（ＳＬＥ３６００）、血气分析仪（ＧＥＭ ４０００）、低
温高速离心机（中国湘立）、酶标仪（美国 ｂｉｏｔｅｋ）、
Ｓｉｅｖｅｒｓ ＮＯＡ ２８０ｉ ＮＯ 分析仪（美国 ＧＥ 公司）。
１．２　 ＮＯ 负载装置及负载流程　
１．２．１　 人工膜肺的准备　 使用 ０．９％的生理盐水预

充排气人工膜肺并浸泡 １０ ｍｉｎ，记录预充量。 以 ２０
ｍｌ ／ ｍｉｎ 的流速，使用机血冲洗浸泡过的膜肺，直至

人工膜肺入血口和出血口血红蛋白浓度相等，记录

冲洗量。 每次使用新的参数前均需使用相当于冲洗

量的新的机血冲洗人工膜肺，以排除前一次实验的

影响。
１．２．２　 相关参数的设置 　 本研究使用同等规格的

大鼠膜肺，其膜面积恒定，ＮＯ 气体浓度恒定，通过

设定不同的血液流速达到调整气血比的目的。 本研

究依据输液泵本身的泵速限制，设置四种血液流速：
２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ、１５ ｍｌ ／ ｍｉｎ、１０ ｍｌ ／ ｍｉｎ、５ ｍｌ ／ ｍｉｎ。 为研

究膜面积对于负载效果的影响，本研究中使血液多

次通过膜肺来扩展膜面积，每个设定流速下，血液均

通过 ３ 次人工膜肺以完成 ＮＯ 负载。
１．２．３　 装置及负载流程（图 １） 　 ① 将所收残余机

血分为四等分，每个流速使用一份；② 按照图 １ 连

接系统，并设置血液流速，使用血液冲洗人工膜肺

后，分别按设定速度和浓度同时开启输液泵和 ＮＯ
气体，血液完全通过人工膜肺后则完成第一次 ＮＯ
负载，然后调换储血袋位置使其中的血液再次以该

设定速度通过人工膜肺完成第二次及第三次 ＮＯ 负

载，该设定血液流速下的实验完成；③ 调整血液流

速完成其他三个设定流速下的 ＮＯ 负载实验，每次

更改流速设定后，均需使用新的机血以最大流速 ２０
ｍｌ ／ ｍｉｎ 冲洗人工膜肺，待四个流速下的实验均完

成，该次实验结束。

图 １　 ＮＯ 装置及负载流程示意图

１．３　 血样的采集及 ｆＨｂ、ＮＯ 消耗检测 　 在每个流

速时的基础状态（每次调整血液流速后）及每完成

一遍 ＮＯ 负载实验后分别采血 ４．５ ｍｌ 用于血气检测

及后续的 ｆＨｂ 及 ＮＯ 消耗的检测。 ｆＨｂ 浓度检测试

剂盒按照说明书操作，使用酶标仪读取 ４００ ｎｍ 波长

的吸收度；ＮＯ 消耗使用 Ｓｉｅｖｅｒｓ ＮＯＡ ２８０ｉ 一氧化氮

分析仪进行检测，在玻璃反应槽中加入可持续产生

稳定流量的 ＮＯ 气体的 ＮＯＮＯａｔｅ，Ｓｉｅｖｅｒｓ 可将稳定

的 ＮＯ 信号转换为稳定的电信号，通过分析加入 ｆＨｂ
标准品及含 ｆＨｂ 血样品后电信号的变化即可计算出
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每一份样品的 ＮＯ 消耗。
１．４　 统计学分析　 数据的统计分析采用 ＳＰＳＳ ２４．０
统计软件进行。 计量资料采用均数±标准差（ｍｅａｎ±
ＳＤ）表示，多组间比较采用方差分析，对 ＮＯ 负载后

ＮＯ 消耗及高铁血红蛋白（ｍｅｔｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＭｅｔＨｂ）比
例的变化趋势使用重复测量方差分析，组间两两比

较使用最小显著性差异法 （ ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ，ＬＳＤ），ｆＨｂ 及 Ｋ＋的变化使用方差分析， Ｐ ＜０．０５
被认为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 血浆消耗 ＮＯ 能力及 ＭｅｔＨｂ 的变化 　 不同血

液流速组之间，经负载后不同时点的血浆消耗 ＮＯ
的能力有显著差异（ Ｐ ＜０．０５） （表 １）。 对各组 ＮＯ
消耗数据进行重复测量的方差分析，不同组之间进

行三次负载后 ＮＯ 消耗的均值之间有显著性差异

（ Ｆ ＝ ２．３３３， Ｐ ＝ ０．０３５）（图 ２Ａ）。 从变化趋势分析

来看，三次负载之间均存在显著的线性变化趋势

（ Ｆ ＝ ５８２．７４７， Ｐ ＜０．０１）和二次方变化趋势（ Ｆ ＝
７．２３６， Ｐ ＝ ０．０２）。 不同组间的线性变化趋势之间

无显著性差异（ Ｆ ＝ ０．８０５，０．５１５），但二次方变化趋

势显著不同（ Ｆ ＝ ６．５８０， Ｐ ＝ ０．００７）。 组间两两对

比结果显示， ＮＯ 消耗随时间的变化趋势在 ２０ ｍｌ ／

ｍｉｎ 组与 １５ ｍｌ ／ ｍｉｎ 组间无统计学差异（ Ｐ ＝０．６９２），
在 ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ 组和 １０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 组间无统计学差异（ Ｐ ＝
０．０５６），而在 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 组与 ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ（ Ｐ ＜０．００１）
和 １０ ｍｌ ／ ｍｉｎ（ Ｐ ＝ ０．００９）组之间有显著性差异。 对

于三次负载后，不同组之间 ＮＯ 消耗变化的差值之

间无统计学差异（图 ２Ｂ）。
对组间各时点的 ＭｅｔＨｂ 比值进行方差分析，结

果显示组间有统计学差异（图 ３Ａ）。 而经重复测量

方差分析后所得结果与 ＮＯ 消耗结果类似，不同组

之间进行三次负载时 ＭｅｔＨｂ 比例的均值之间有显

著性差异（ Ｆ ＝ ３８６．０９， Ｐ ＜０．００１）。 从变化趋势分

析来看，三次负载之间均存在显著的线性变化趋势

（ Ｆ ＝ ９８７．４２９， Ｐ ＜０．００１）和二次方变化趋势（ Ｆ ＝
１９．８９８， Ｐ ＝ ０．００１）。 不同组间的线性变化趋势和

二次方变化趋势均显著不同（ Ｐ ＜０．００１）。 同样经

过三次 ＮＯ 负载后，与基础值相比，以 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的

血流速度进行 ＮＯ 负载后血中 ＭｅｔＨｂ 比例升高程

度最大（升高了 １．６３７％）。 之后依次为 １５ ｍｌ ／ ｍｉｎ
（１．１８８％），５ ｍｌ ／ ｍｉｎ（１．１８１％）和 １０ ｍｌ ／ ｍｉｎ（０．９４４％）。
２．２　 不同血液流速下 ｆＨｂ 及 Ｋ＋ 的变化　 血中 ｆＨｂ
和 Ｋ＋均有轻度增加，但不同组间各时间点的 ｆＨｂ 和

Ｋ＋并无显著性差异，且经三次负载后分别与基础值

之间相比无统计学差异（图 ３Ｂ、图 ３Ｃ）。

表 １　 不同血液流速下血浆 ＮＯ 消耗的比较（μｍｏｌ ／ Ｌ，ｘ±ｓ）

时点 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ １５ ｍｌ ／ ｍｉｎ １０ ｍｌ ／ ｍｉｎ ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ Ｆ 值 Ｐ 值

基础值 ４７．２５±３．６２ ４６．１４±４．９３ ４５．２０±０．７９ ４５．４８±１．１３ ０．３４４ ０．７９４

第一次负载 ３７．３５±３．９４ ３７．００±０．７０ ３３．３１±１．７３ ３２．５３±２．６２ ３．８１６ ０．０３９

第二次负载 ２７．２９±０．４５ ３１．４９±１．７５ ２７．０４±０．８８ ２２．５１±４．０５ １０．５２６ ０．００１

第三次负载 ２２．４３±１．２１ １７．８３±０．９３ １７．８２±０．９３ １５．４２±０．８５ １２．４６８ ０．００１

图 ２　 ＮＯ 负载后血中 ＮＯ 消耗的变化
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图 ３　 负载过程中血浆 ＭｅｔＨｂ、ｆＨｂ 和 Ｋ＋的变化趋势

注：ＭｅｔＨｂ：高铁血红蛋白；ｆＨｂ：游离血红蛋白

３　 讨　 论

既往的研究显示，血中 ｆＨｂ 的升高与患者并发

症的发生具有显著相关性，而由 ｆＨｂ 引起的血管内

皮源性 ＮＯ 的耗竭是 ｆＨｂ 相关不良反应的主要发生

机制［２－３］。 临床诊疗过程中有多种发生红细胞破坏

导致 ｆＨｂ 释放的场景：库存红细胞输注、自体血回

输、ＣＰＢ、体外膜氧合治疗、血液透析等［６－７］。 如何降

低因 ｆＨｂ 的增加而引起的器官损伤是备受关注的临

床问题。 有学者尝试通过外源性的补充 ＮＯ 来减少

ｆＨｂ 引起的内源性 ＮＯ 消耗，方法包括静脉应用可持

续产生 ＮＯ 的药物（如 Ｌ－精氨酸、硝普钠、鸟苷酸环

化酶）或具有靶向释放 ＮＯ 的 ＮＯ 供体，但目前多处

于临床前研究阶段［８－９］，相比较而言吸入 ＮＯ 气体是

相对常用的临床治疗方法。
本团队前期的研究显示，ＣＰＢ 心脏手术时由于红

细胞被破坏，血中 ｆＨｂ 大幅度升高，升高的比例对于

术后发生急性肾损伤有重要的预测作用，而在 ＣＰＢ 开

始时吸入持续 ２４ ｈ 的 ＮＯ 可降低 ｆＨｂ 升高导致 ＡＫＩ
的发生率［４］。 然而，目前对于吸入 ＮＯ 的临床获益尚

存在争议，其原因可能在于 ＮＯ 的生理作用广泛（血管

紧张度调节、凝血过程、炎症反应和氧化作用）。 因

此，吸入时机、吸入时长及吸入对象的不同均可能导

致不同的临床预后［５］。 事实上，进行 ＮＯ 吸入治疗也

有其弊端：首先，未接受气管插管患者的 ＮＯ 吸入效率

较低；其次，吸入 ＮＯ 需要特殊的设备，并非所有的医

疗单位均可满足；第三，由于 ＮＯ 和氧气可快速反应

生成有毒性的二氧化氮（ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｉｏｘｉｄｅ，ＮＯ２），患者

吸入高浓度 ＮＯ２时可能造成呼吸道损伤；第四，长时

间大量吸入 ＮＯ 可导致体内 ＭｅｔＨｂ 比例升高，影响

氧气输送。 因此，如果能在含 ｆＨｂ 的血液进入机体

之前降低其消耗 ＮＯ 的能力，理论上较全身使用 ＮＯ
供体或吸入 ＮＯ 治疗更具优势。 本研究即是基于以

上理论基础的初步尝试，结果显示，该负载模型可有

效降低血液消耗 ＮＯ 的能力。
本研究中建立的 ＮＯ 负载模型是通过使用 ＰＰ

材质的人工膜肺完成负载的。 既往有研究显示，ＮＯ
可以通过扩散透过 ＰＰ 材质的人工膜肺，并且对于血

小板功能具有保护性作用。 而且既往的研究也显

示，接受 ＣＰＢ 的患者在 ＣＰＢ 开始时通过 ＰＰ 材质的

人工膜肺吸入 ＮＯ 可降低其血浆消耗 ＮＯ 的能力，提
示 ＰＰ 材质的膜肺对 ＮＯ 有一定的通透性［４］。 这是

本研究中选用 ＰＰ 材质的小动物用模式氧合器的根

据，该氧合器具有预充量小（约 １０ ｍｌ）、参数已知、制
作工艺成熟等优点，在本研究中的应用可减少实验

用血液的损耗、并可为开发适用于 ＮＯ 负载处理的

气体交换装置的参数设置提供可靠参考。 人工膜肺

内含并列的 ＰＰ 材质的中空纤维集束，气体小分子可

自由通过该中空纤维膜。 中空纤维集束与膜肺外壁

形成相互隔离的气路和血路，当可溶性或可被血液

吸收的气体通过浸泡于血液中的中空纤维膜时，通
过弥散作用穿过纤维膜到达血液，血中高浓度的气

体小分子也可通过中空纤维膜释放逸出，达到气体

交换的目的。 使用人工膜肺进行 ＮＯ 负载相较于直

接将 ＮＯ 气体通入血液完成负载有以下优势：① 避

免造成血液的污染；② 避免气体直接通入血液产生

泡沫；③ 避免因需要使用消泡剂增加输血的不安全

因素；④ 避免直接通气时因气泡产生的溶血。
理想的负载模型理论上应该具有可快速负载、

不增加血液破坏、可进行无菌处理、不需在血液中添

加除 ＮＯ 之外的其他物质即可对血液进行按需负载

等特点。 本研究中使用的人工膜肺的负载效率与该

材质对于 ＮＯ 气体的交换效率有关。 而交换效率与

其材质、气血比及交换膜面积有关。 本研究中所用

膜肺本身已经过无菌处理，其对血液进行 ＮＯ 负载

时仅靠气体的弥散通过膜肺进入血液，而不需在血

液中添加其他物质，已经满足以上特点中的两点。
本研究拟通过实验来对该负载模型的负载效率和安
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全性进行检测。 在本研究中，膜肺的材质和膜面积

固定，选择使用固定的 ＮＯ 气体浓度，仅通过改变血

流速度来改变气血比，通过增加血液流过膜肺的次

数来扩展膜面积，这种方法不仅可节约用血，提高膜

肺及血液的利用率，更为之后更为详细的参数计算

带来便利。 本研究的结果显示，无论血液以哪种速

度通过膜肺，通过次数对 ＮＯ 消耗的下降均有显著

影响，负载后 ＮＯ 消耗的变化呈线性或二次方变化

趋势，ＮＯ 消耗随通过次数的增加迅速下降，通过次

数代表了膜面积，该结果说明通过扩展膜面积可显

著提升该模型的负载效力，或者对于有大量红细胞

被破坏的血液，如长时间 ＣＰＢ、体外膜氧合（ＥＣＭＯ）
或透析时可以通过增加血液在该模型中的转流次数

来对血液中 ｆＨｂ 进行 ＮＯ 负载，进而减少 ｆＨｂ 引起的

器官损伤。
不同的血液流速对于 ＮＯ 负载的效力也有一定

影响，现有模型中的四种流速相比，进行三次 ＮＯ 负

载后，血中 ＮＯ 消耗在 ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的血流速度下下降

最多，而 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的血流速度下下降最少，但组间

并无统计学差异。 以上结果提示，现有负载模型中，
虽然 ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的速度负载效力更高，但进行三次负

载的效果与 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的速度下进行三次负载的效

果并无统计学差异，因此，在负载效果无统计学差异

的情况下，使用 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的血流速度可大大提升

ＮＯ 的负载速度，以更好的应对各种紧急用血的临床

情景。 从安全性考虑，无论以哪种血流速度进行负

载，该负载模型处理后的血液中 ｆＨｂ 和 Ｋ＋浓度均有

升高，但三次负载后与负载前以上结果并无显著性

差异，该结果提示，此负载模型可能增加溶血，但仅

进行三次负载时引起的溶血程度很轻，与基础值之

间无统计学差异，不同血液流速之间也无统计学差

异。 从血中 ＭｅｔＨｂ 升高的程度来看， 不同组间

ＭｅｔＨｂ 的上升趋势有所差别。 ＭｅｔＨｂ 比例的升高会

使氧离曲线左移，从而影响氧的释放，据文献报道，
ＭｅｔＨｂ 在高于 １０％ ～ ２０％时可能引起紫绀，３５％ ～
４０％会导致头痛、疲劳、头晕和呼吸困难，高达 ６０％～
７０％可能导致癫痫发作、心律失常、循环衰竭甚至死

亡［１０］。 在本模型中，血液经 ＮＯ 负载后其中 ＭｅｔＨｂ
的比例均增加，不同组间相比，以 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的血流

速度进行三次负载后 ＭｅｔＨｂ 比例升高的程度最高，
但是，其最高值依然低于 ３％，远低于前述的临床危

急值。 以上结果提示，使用该模型对血液进行负载

时所引起的 ＭｅｔＨｂ 的升高不会引起不良的临床效

应，即使在大量输血的情况下亦可满足安全性条件。
综合以上结果，在本负载模型中，推荐使用 ２０ ｍｌ ／

ｍｉｎ 的血流速度对血液进行 ＮＯ 负载，负载速度更

快，效率更高，并可满足临床的安全性要求。 然而，
本研究中所设血流速度受限于所使用微量泵的极限

速度，是否更高的血流速度可以更高效的完成负载

会在后期改良实验设备后进一步探索。
目前有关 ＮＯ 体外预负载的研究相对较少，但

是有关内皮模拟表面的研究近年已然兴起，其主要

目的是开发具有可持续释放 ＮＯ 功能的涂层材料或

方法，如接触血液的材料［１１］、人工血管或血管内支

架，此类研究的目的也是通过外源性的补充 ＮＯ 以

弥补因各种原因受损的血管内皮功能，而本研究目

标是建立 ＮＯ 体外负载模型，在可能损伤血管内皮

功能的血液进入机体之前通过预处理以降低其对内

皮功能的损害，本模型中所用材料与设备均是已投

入临床应用的成熟产品，较新材料的开发更易实现。
综上所述，本研究中所建立的使用 ＰＰ 材质的人

工膜肺材料进行血液回输前的 ＮＯ 负载模型可有效

用于含大量 ｆＨｂ 的红细胞制品的体外 ＮＯ 负载，负载

后可显著降低血液消耗 ＮＯ 的能力，但是负载过程

可能会导致轻微的红细胞破坏。 人工膜肺材料对

ｆＨｂ 进行 ＮＯ 负载的效率与气血比和膜面积有关，现
有模型中 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ 的血流速度优于较低血流速度

下的 ＮＯ 负载。
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