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高 飞，傅小云钱明江，张 宇，李光素，胡 杰
(遵义医学院附属医院重症医学科，贵州遵义563003)
［摘要］目的：利用侧流暗场(sidestream dark-field,SDF)成像技术观察比较内毒素休克兔经液体复苏至同 一目标血压水平下小肠绒毛微循环及舌下微循环变化的异同。方法：新西兰大白兔60只，随机分为绒毛组及舌下 组，每组30只。2组均行体外回肠造口术,用细菌脂多糖注射建立内毒素休克模型。建模成功后用乳酸林格氏液 以复苏剂量30 mL • kg-1 - 进行液体复苏使平均动脉压(MAP)达到80 mmHg为目标血压。若经单纯液体复 苏，血压仍不能达标者，则予以去甲肾上腺素0.5-1 |xg - kg-1 - min-1维持至目标血压。通过SDF成像技术持续 观察2组动物休克前后以及液体复苏后的小肠绒毛及舌下微循环灌注指标:绒毛血管数量(vessels per villus, VV)、 微血管血流指数(micro vascular flow index, MFI)、灌注绒毛比例(proportion of perfused villi, PPVi)、绒毛边界量化评 分、绒毛血管评分、总的血管密度(total vessel density, TVD)灌注血管密度(perfused vessel density, PVD)灌注血管 比例(proportion of perfused vessels,PPVe)等的变化并比较两者灌注特点的异同。结果：休克后，小肠绒毛MFI、PP- Vi以及舌下微循环MFI、PPVe、TVD、PVD较休克前均显著下降(P <0. 01)，其中小肠绒毛微循环MFI显著低于舌 下微循环(P<0.01)；经液体复苏至MAP达到目标血压后，小肠绒毛MFI、PPV1以及舌下微循环MFI、PPVe、TVD、 PVD较休克后均有明显上升(P<0. 05)，但复苏后的小肠绒毛微循环MFI仍明显低于舌下微循环(P <0. 01 )o结 论：内毒素休克兔小肠绒毛与舌下微循环灌注变化有差异，休克后小肠绒毛微循环灌注下降程度较舌下微循环更 显著，而液体复苏后小肠绒毛微循环灌注恢复程度亦低于舌下微循环。
［关键词］侧流暗场成像；微循环；内毒素休克；液体复苏
［中图分类号］R363； R515.3 ［文献标志码］A	doi: 10. 3969/j. issn. 1000-4718. 2017.04.032
Changes of small intestine villus and sublingual microcirculation in rabbits during endotoxic shock observed by sidestream dark-field imaging GAO Fei, FU Xiao-yun, QIAN Ming-jiang, ZHANG Yu, LI Guang-su, HU Jie (Department of Critical Care Medicine, The First Afiliated Hospital of Zurvyi Medical College, Zurvyi 563003, China. E-mail: 422318085@ gg. com)
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［ABSTRACT ］ AIM: To investigate the changes of small intestine villus and sublingual microcirculation perfusion in the rabbits during endotoxic shock by sidestream dark-field imaging ( SDF) after resuscitation to a mean arterial pressure (MAP) level. METHODS: New Zealand white rabbits ( n =60) were randomly divided into 2 groups ( group of villus and group of sublingua) . The fistula operation of ileum was performed. Lipopolysaccharide was injected to establish endotoxic shock model, and fluid resuscitation (lactated Ringer * s solution, 30 mL • kg" • h _1 ) was given to maitain the MAP of the animals to 80 mmHg. Continuous norepinephrine was intravenously injected at 0. 5 ~ 1 |jig •kg-1 • min -1 only if fluid therapy did not maintain the MAP level. The changes of microcirculatory perfusion indexes in small intestine villus and sublingual tissues such as vessels per villus ( VV) , microvascular flow index ( MFI) , proportion of perfused villi ( PPVi) , villus border score, villus vessel score, total vessel density ( TVD) , perfused vessel density ( PVD) and proportion of perfused vessels ( PPVe) were continuously observed and recorded by SDF before shock, during shock and after fluid resuscitation. RESULTS: MFI and PPVi in small intestine villus, and MFI, PPVe, TVD and PVD in sublingual tissues were significantly decreased after shock ( P < 0. 01). Compared with MFI in sublingual microcirculation, MFI in villus was significantly decreased ( P <0. 01). MFI and PPVi in small intestine villus, and MFI, PPVe, TVD and PVD in sublingual tissues were improved after recovered to the target MAP by fluid resuscitation (P < 0. 05) . However, MFI in small intestine
villus was significantly lower than that in sublingual tissues after fluid resuscitation ( P < 0. 01 ). CONCLUSION: The difference between small intestine villus and sublingual microcirculation perfusion during endotoxic shock is observed. The descent degree of microcirculation perfusion in small intestine villus is larger than that in sublingual tissues after shock, and the recovery degree of small intestine villus microcirculation is lower than that of sublingual microcirculation afer fluid resuscitation.
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脓毒症休克早期液体复苏治疗达标后,宏观的 血流动力学恢复，但微循环功能障碍仍然可能存 在⑴。脓毒症休克期间，不同部位不同脏器的微循 环功能障碍的发生时间和下降程度并非完全一 致⑵，胃肠道是休克发生后最早受累的器官之 —[34] O 侧流暗场(sidestream dark-field, SDF)成像技 术是手持式正交极化频谱(orthogonal polarization spectral, OPS)成像技术的衍生技术，由排列在探测 器末端的二极管频闪光源发出与血红蛋白吸收波长 (550 rnn)相近的独立极化绿色光源[(540 ±50) nm],可以监测到组织内部的微循环血流变化。SDF 技术上较OPS更成熟，形成图像更清晰⑸，且更轻 便、廉价。至1999年被用于临床以后，其对器官微 循环的监测作用才逐渐被证实认同⑹。目前主要应 用于舌下、骨骼肌、肝脏、膈肌以及小肠绒毛等组织 的微循环监测中⑹。因观察部位的限制，既往的研 究主要集中在舌下微循环，但据证实舌下微循环和 肠道微循环结构上及数据分析间均存在实质性差 异，故而舌下微循环的改变并不一定能完全反映肠 道微循环的改变「5。本实验试图获得实时内毒素 休克下肠绒毛与舌下微循环变化的图像及参数，为 SDF成像技术用于脓毒症休克时床旁器官微循环功 能监测、疗效评估奠定前期研究基础。
材料和方法
[bookmark: bookmark3][bookmark: bookmark4][bookmark: bookmark5]1材料
11实验动物 新西兰大白兔60只，体重2 ~2.5 kg,雌雄不拘，母兔未孕，产地重庆，许可证号为 SCXK-(军)2012-0003 0
1.2 主要试剂及仪器 细菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS) 购于Sigma0 LH-SDF-1型侧流暗场成像观 测仪、支架、X-Y工作台、独立极化光源及外置光源、 微循环分析工作站中文版(徐州利华电子科技发展 有限公司);PM-9000监护仪(上海杰韦弗医疗器械 有限公司);BL-420F生物机能实验系统(成都泰盟 软件有限公司)。
[bookmark: bookmark6][bookmark: bookmark7][bookmark: bookmark8]2方法
2.1麻醉与术前准备手术前均被饲养在环境温 度为21龙的饲养笼内，自由饮水进食。术前禁食、 不禁水过夜。腹腔内注入戊巴比妥30 mg/kg诱导 麻醉。剔除标准:不适应饲养条件，术前、术中产生 强烈应激反应;建模时血压下降超出标准或因休克 死亡;复苏后血压不达标。
2.2实验分组 实验开始前将60只兔随机分为绒 毛组及舌下组，每组30只。
2.3手术步骤 于股动脉内置入24 G聚乙烯导管 用于连续性有创动脉监测。股静脉内置入24 G聚 乙烯导管用于复苏治疗通道。为排除呼吸道风险, 行气管切开,并置入14 G气切导管开放气道。经腹 正中线剖腹，根据大白兔回肠末端特有的“圆小囊” 结构确定回肠后,暴露回肠近端5 cm至远端4 cm段 至体外,小心处理肠系膜,充分游离外置回肠段，并小 心放置在可调节的小塑料板上以避免呼吸运动所产 生的伪影。实验中除在SDF成像取图时，均间断给予 以37 °C温盐水饱和药棉拭子轻蘸肠管表面润湿以减 少脱水。术中维持肛温及有创动脉血压稳定。
2.4建立内毒素休克模型2组均行体外回肠造口 成功后经股静脉注射LPS 2 mg/kg,建立内毒素休克 模型,在注入LPS后15 min内，以较注药前平均动脉 压(mean arterial pressure, MAP)下降 30% ~ 45% 为 建模成功的标准。
2.5液体复苏建模成功后以乳酸林格氏液按复 苏剂量及目标血压进行液体复苏，最终维持MAP在 目标水平(80 mmHg) 0若给予规定剂量乳酸林格氏 液液复苏后血压仍不能达标者，则予以适量去甲肾 上腺素(0.5 ~ 1 jig • kg" • min-1 )维持至目标血 压。实验过程绒毛组7只,舌下组8只实验兔，共计 15只动物需要持续静脉泵入去甲肾上腺素协助维持 血压至目标血压水平。
2.6 SDF成像技术观察微循环 回肠造口术成功 后连同专门制作的兔台可靠放置在X-Y工作台上, 保证SDF设备放置合理、稳定,连接光源，电脑，启动 微循环工作站。分别采集2组动物休克前、休克时 以及复苏过程中的SDF图像及视频片段、收集数据 并记录时间。术前、术中尽量减少和/或排除可能影 响肠道微循环的因素。
2.7各定量及半定量参数的记录与测定参照 2014年荷兰圆桌会议推荐的小肠绒毛微循环参数评 价系统9与2007年荷兰圆桌会议推荐的舌下微循 环参数系统“们分别记录小肠绒毛与舌下微循环变 化，利用中国徐州利华电子科技发展有限公司研发 的微循环分析工作站(中文版)联合进行同步图像及 视频帧分析，整理小肠绒毛及舌下微循环定量参数。
[bookmark: bookmark10][bookmark: bookmark11][bookmark: bookmark9]3统计学处理
采用SPSS 19. 0软件进行统计学分析，正态分布 资料用均数土标准差(mean 土 SD)表示，重复测量资 料采用重复测量方差分析，以P<0.05为差异有统 计学意义。
结 果
1 小肠灌注绒毛比例(proportion of perfused villi, PPVi)与绒毛微血管血流指数(microvascular flow index,MFI)的变化
休克后小肠绒毛的PPVi和MFI分别较休克前 显著降低3 <0. 01);液体复苏后的PPVi和MFI则 较休克后增加(P < 0. 01),但均未恢复至休克前水 平，见表1。
表1小肠灌注绒毛比例及绒毛微血管血流指数的变化
Table 1. The changes of proportion of perfused villi ( PPVi) and
	microvascular flow index ( MFI) of villi in the small intestine villus ( Mean ± SD. n = 30)

	Group	PPVi
	MFI

	Before shock	0.43 ±0. 05
After shock	0. 13 ±0. 03 **
After fluid resuscitation 0. 38 ±0. 05 **#
	2.92 ±0.12
1.05 ±0.03 **
1.97 ±0.11 心


P < 0. 01 vs before shock ； #P < 0. 05 vs after shock.

2 舌下微循环总的血管密度(total vessel density, TVD )、灌注 血管密度(perfused vessel density, PVD)及灌注血管比例(proportion of perfused vessels, PPVe )的变化
休克后舌下微循环的TVD、PVD及PPVe较休克 前均明显下降，差异具有统计学意义(P <0. 01)；液 体复苏后的TVD、PVD及PPVe则均较休克后增加 (P<0.01),但与休克前比较差异仍有统计学显著性 (P<o. 05),见表2。
表2舌下微循环TVD、PVD和PPVe的变化
Table 2. The changes of TVD, PVD and PPVe in the sublingual microcirculation ( Mean ± SD. n = 30)
	Group
	TVD
	PVD
	PPVe

	
	(vessels/ mm2)
	(vessels/ mm2)
	(%)

	Before shock
	17.76±3.34
	12.78 ±3.05
	76.67 ±3.65

	After shock
	11.12±1.02*
	6.34±1.55*
	43.24 ±1.86*

	After fluid
	16.74±2.09心
	12.04±2.75心
	68.13 ±3.13 心

	resuscitation
	
	
	


* P < 0. 05 vs before shock ； #P < 0. 05 vs after shock.
[bookmark: bookmark12][bookmark: bookmark13][bookmark: bookmark14]3小肠绒毛MFI与舌下微循环MFI变化程度的比 较
休克后小肠绒毛MFI和舌下MFI较休克前均有 显著下降(P<0.01)o经液体复苏至目标血压后，小 肠绒毛MFI与舌下微循环MFI较休克后增加(P < 0.05),但均未恢复至休克前水平。休克后绒毛微循 环MFI的变化程度较舌下微循环MFI的变化程度 大,但液体复苏后，绒毛微循环MFI的变化程度较舌 下微循环MFI的变化程度小，见表3。
表3小肠绒毛MFI及舌下MFI的比较
	Table 3. Comparison of MFI between small intestine villus and sublingual microcirculation ( Mean ± SD. zi = 30)

	Group
	MFI of small intestine villi
	MFI of sublingual microcirculation

	Before the shock
	2.92 ±0. 14
	2.99 ±0.12

	After the shock
	1.05 ±0.08*
	2.16±0.14*

	After fluid resuscitation
	1.97 ±0.11
	2.76 ±0.22 心


* P < 0. 05 vs before shock ； #P < 0. 05 vs after shock.

[bookmark: bookmark15][bookmark: bookmark16][bookmark: bookmark17]4小肠绒毛和舌下微循环随休克进展及液体复苏 过程的变化
休克尚未发生前,小肠绒毛微循环灌注血管充 盈良好，小肠绒毛及舌下微循环内的微血管网内红 细胞流动状态清晰可见,小肠绒毛结构完整无碎裂。 休克发生后，随MAPT降，小肠绒毛与舌下微循环 灌注血管管径变细,血流速度逐渐减慢、间歇停止甚 至出现血液完全停止流动，灌注微血管数逐渐减少 甚至消失。小肠绒毛肿胀程度迅速进展并继之出现 绒毛顶端碎裂且碎裂程度逐渐加重，最终绒毛结构 完整性遭到完全破坏。经液体复苏后，小肠绒毛及 舌下微循环灌注较休克后改善，但舌下微循环灌注 恢复优于同期小肠绒毛，但部分区域微血管灌注仍 不均衡，小肠绒毛结构无恢复，见图1。
讨 论
微循环是指微动脉和微静脉之间的血液循环, 基本功能是进行新陈代谢及物质的交换⑺0它是直 径(diameter, D)小于100 jim脉管的总和，根据直径 不同分成小微血管(D<20 Jim)、中微血管(20呻W D <50 Jim)和大微血管(50 Jim D < 100 jim) 0 一 个完善的微循环系统保障了全身器官的灌注。脓毒 症时的病理生理改变是以微循环障碍为主的全身炎 症反应。休克发生时,重要器官微循环血流灌注减 少，引起缺血、缺氧，使微循环内皮细胞肿胀,微血管 管壁通透性升高,组织水肿，氧摄取障碍逐渐加重, 严重影响细胞的能量代谢，导致细胞功能障碍。因
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图
1
小肠绒毛微循环及舌下微循环在休克不同时期的变化
)此,脓毒症本质上也是一种微循环疾病o
SDF成像数据分析为定量、半定量分析，图像处 理软件进行半自主化血管识别以形成在活体组织拍 摄基础上更为清晰的血管图像。参照2014年荷兰 圆桌会议推荐的小肠绒毛微循环参数评价系统9与 2007年荷兰圆桌会议推荐的舌下微循环参数系 统M ,要求每个观测视野内必须包括3〜10个绒毛 便于分析，每个单个的、独立的绒毛微循环为一个分 析单元，分析时尽量计数每个单元内的微血管数、每 个视野中绒毛微血管平均数，其中重点关注视野内 每条微血管内的血流状态即绒毛微血管血流指数: 正常为连续流动状态，计3分;低灌注为缓慢或间歇 流动状态，计2分;无流动状态，计1分，据此量化视 野内所有绒毛的平均MFIO灌注绒毛比例也可根据 视野内正常流量（MFI=3）的绒毛数量与视野内可供 分析的总的绒毛数量的比值x 100%而获得;绒毛边 界量化评分:边界完整者计2分;边界破坏＜50%者 计1分;边界破坏〉50%者计0分。舌下MFI与绒 毛血流状态量化方法相同。但因舌下微循环的图像 呈现的是一个平面，而反映绒毛微循环的图像却是 一个三维立体呈现，基于这样的差异,所以用于舌下 微循环测量中的总的血管密度、灌注血管密度等指 标则不推荐应用于肠道绒毛微循环的监测中。
本实验通过建立内毒素休克模型，获得了活体 微循环观测窗并利用SDF成像技术成功采集到高质 量小肠绒毛及舌下微循环灌注图像及视频片段，观 察记录到休克前、休克达标时及液体复苏至目标血 压后的小肠绒毛及舌下微循环灌注情况，应用特定 的定量、半定量及定性参数评价系统,比较了液 体复苏前后对肠道微循环与舌下微循环灌注变化的 异同。结果表明:休克尚未发生前，观测到小肠绒毛 的微循环灌注血管充盈良好，血流速度快,小肠绒毛 及舌下微循环内的微血管网内红细胞流动状况清晰 可见。注入内毒素后，随着MAP下降，休克进展，小 肠绒毛灌注血管管径变细,血流速度逐渐减慢、间歇 停止甚至出现血液停止流动，灌注微血管数逐渐减 少甚至消失殆尽,PPVi迅速下降，小肠绒毛微循环灌 注锐减。同样的变化在舌下微循环中亦能观察到。 这与之前的一些研究脓毒症及脓毒症休克状态下微 循环改变的动物实验或临床研究的相关发现一致, 例如:灌注血管密度的减少，血液流动状态的改变 （缓慢、间歇甚至停止流动）等：12'21\另一方面从形 态上观察,休克未发生前，小肠绒毛结构完整无碎 裂。随休克进展,绒毛灌注微血管数明显减少，小肠 绒毛肿胀程度迅速进展并继之出现绒毛顶端碎裂且 碎裂程度逐渐加重，最终绒毛结构完整性遭到完全 破坏。绒毛碎裂严重程度与MAP降低程度相关。
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休克发生后，上述由灌注下降导致绒毛及舌下 微循环内各种变化的原因可能与小肠与口腔颌面颈 部的血液供应的解剖学构筑特点的不同、休克发生 后对重要器官血流的2次分配以及肠绒毛与舌下微 血管本身的异质性3种因素有关。口腔颌面颈部拥 有充足的血液供应,而回肠的血液供应则主要来源 为肠系膜上动脉，吻合血管网相对较少且需供应的 器官组织较多。因此,舌及舌下与小肠血液供应的 解剖学构筑特点的不同可能是造成两者微循环灌注 变化不同的一个重要因素。其次，休克早期，由于有 效循环血量的减少，动脉血压的降低,导致一系列压 力、体液调节机制发生，选择性地收缩外周和内脏血 管使循环血量重新分配，以达到保证心、脑等重要器 官的有效灌注的目的。休克发生时，胃肠道、皮肤及 骨骼肌等部位的血管首先收缩，尤以肠系膜上动脉
阻力明显增高皿〕，血供显著减少，因此成为休克后两 者微循环灌注变化不同的另一个重要因素。再次，肠 绒毛微血管呈弯曲的线圈状，其直径在10 pim以下， 尤其在血管弯曲的襟顶部分,血流速度较襟直部分更 慢,而舌下微血管直而长且血管直径普遍较绒毛微血 管更大,当相同的病理状态发生后，肠绒毛微血管的自 身调节能力较舌下微血管更弱,更易受灌注血流减少 的影响。这也可能是说明在休克早期，肠道功能会因 灌注的改变而较早发生功能损伤的原因。
实验中亦观察到液体复苏后绒毛微循环内灌注 上升的变化低于舌下微循环。目前已证实脓毒症性 休克时，因血管内皮细胞损伤,多糖包被暴露，微血 栓形成、毛细血管渗漏、白细胞滚动和红细胞叠连， 引起微循环血流异常，而内皮细胞的调节能力在此 过程中起着核心作用。液体复苏后肠绒毛及舌下微 循环灌注恢复程度不同可能与休克时对肠绒毛微循 环功能的影响及打击更大以及绒毛微血管的自身调 节能力较舌下微血管更弱等原因有关。
本实验着眼于观察分析活体动物内毒素休克时 及液体复苏至不同目标血压后肠道绒毛及舌下微血 管灌注的实时变化。研究表明，即使在相同的病理 生理状态下，不同器官组织之间微循环功能状态可 能存在差异,其变化特点仍需大量实验研究揭示。
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