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套线技术制备小鼠心肌缺血)再灌注损伤模型"
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$$###'

$

!!

#摘要$

!

目的
!

提高小鼠心肌缺血再灌注损伤"

P

'

/

$模型的手术速度和可靠性&方法
!

比较
2

种模型技术的手术时间和小

鼠存活率!检测术后白细胞计数和血清
PW*)

水平评估炎性反应!用
--U

'

VJ67>Q?C@

染色评估梗死面积!用压力导管检测左心室

舒张末压和压力变化速率评估心功能&传统技术在气管插管呼吸机辅助通气支持下开胸结扎%松开左冠状动脉"

WU:

$#新型技术

用异氟烷吸入麻醉!经胸壁挤出心脏活结结扎
WU:

!抽开活结松开
WU:

#套线技术同样经胸壁挤出心脏!但用方结同时结扎
WU:

及
!

根
'*#

尼龙线!之后抽出该尼龙线松开
WU:

&结果
!

与传统技术比较!新型技术和套线技术总手术时间明显缩短"

!

#

#"#!

$!血白细胞计数和血清
PW*)

水平降低"

!

#

#"#!

或
!

#

#"#$

$!小鼠存活率提高"

!

#

#"#$

$#与新型技术比较!套线技术简化

手术操作并缩短总手术时间"

!

#

#"#!

$&

2

组小鼠心脏梗死面积和心功能差异无统计学意义"

!

$

#"#$

$!但套线组和传统组的变

异系数低于快速组&结论
!

套线技术降低手术难度!较新型技术进一步缩短手术时间并提高了小鼠
P

'

/

模型的稳定性&

#关键词$
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心肌梗死#心肌缺血#心肌再灌注损伤#动物模型#小鼠!近效
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急性心肌梗死是威胁我国人民健康的重要疾病(

!

)

"急诊

再灌注治疗可有效减少心肌梗死面积(

'

)

!但再灌注后缺血心肌

的损伤反而可能进一步加重!即心肌缺血再灌注损伤$

&

L

D%69*

F<6?<>%5@&<6*9@

I

@9EC><D7<7

[

C9

L

!

P

+

/

%

(

2

)

"如何防治
P

+

/

保护缺

血心肌已成为急性心肌梗死治疗中亟待解决的问题(

(

)

"深入

理解
P

+

/

发病机制!积极寻找治疗靶点并设计相应药物对进一

步改善急性心肌梗死患者的预后具有重要意义(

$

)

!而
P

+

/

动物

模型的成功建立是基础研究的基础(

)

)

"小鼠在基因水平与人

类具有高度同源性(

+

)

!易饲养!繁殖快!饲养费用低!个体差异

小!是基础研究中重要的疾病模型动物(

,

)

"传统技术制作小鼠

P

+

/

模型需在气管插管呼吸机辅助通气下开胸结扎左冠状动

脉$

WU:

%!待缺血时间后松开
WU:

再灌注(

1

)

"该手术步骤繁

琐'耗时!模型死亡率高"近年来报道了新型小鼠
P

+

/

手术技

术!在面罩吸入麻醉下将心脏挤出胸腔!用活结结扎
WU:

!再

松开活结再灌注(

!#

)

"活结结扎是该技术的关键步骤!但活结

的松紧程度完全依赖术者经验和手感#如活结过紧可能无法松

开再灌注*如活结过松可能提前松开再灌注"如术者训练不

足!可导致原始数据离散度过大!对解释实验结果造成极大困

扰!不能准确揭示干预措施对
P

+

/

的影响"本研究用套线法克

服了新型技术的难点!使再灌注时间点更加可靠!手术时间进

一步缩短!模型结果更加稳定"

B

!

材料与方法

B"B

!

实验动物
!

清洁级雄性
U$+

+

=)

小鼠!

,

!

!'

周龄!体质

量
'$

H

左右!来源于成都达硕实验动物有限公司(

;UgR

$川%

'#!$*'#!)

)!依托贵州医科大学附属医院临床研究中心(

;UgR

$黔%

'#!'*###!

)!严格遵守实验动物
2/

原则"

!)#

只小鼠分

为对照组
!#

只!传统组'新型组和套线组各
$#

只"

B"C

!

主要仪器和试剂
!

小动物麻醉机'小动物呼吸机$瑞沃

德!中国深圳%!异氟烷$玉研生物!中国上海%!

'

!

2

!

$*

氯化三苯

基四氮唑$

--U

%试剂$

;<

H

&6

!美国%!

VJ67>Q?C@

$

;<

H

&6

!美

)($(

重庆医学
'#!+

年
!!

月第
()

卷第
2'

期

"

基金项目%国家自然科学基金地区科学基金资助项目$

,!()##$#

%*贵州省科技厅科学技术基金(黔科合
4

字$

'#!(

%

'!!'

号)"

!

作者

简介%贾中申$

!1,,b

%!住院医师!硕士!主要从事心肌保护方面的研究"

!

&

!

通信作者!

V*&6<?

#

8@<E67

HH

K>

L'aa

"%D&

"



国%!

)*#

圆针丝线$

;569

I

D<7A

!美国%!

(*#

三角针编织线'

'*#

尼

龙线$金环!中国上海%!戊巴比妥$普博斯生物!中国北京%!小

鼠白细胞介素
*)

$

PW*)

%

VWP;:

试剂盒$博士德!中国武汉%!

#"1O

光纤压力导管'换能器$

OP;B

!加拿大%!多通道生理信号

记录仪'

W6Q;%9<Q@

软件$

<_D9Y

!美国%"

B"D

!

方法

B"D"B

!

小鼠
P

+

/

模型手术方法
!

$

!

%对照组#不进行手术操

作"$

'

%传统组#用
!3

戊巴比妥钠溶液$

#"#$$&W

+

!#

H

%腹腔

注射麻醉!经口气管插管连接小动物呼吸机辅助通气$

!##

次+

分!潮气量
#"$&W

!吸呼比
'n!

%

(

!!

)

!沿胸骨左缘
(

'

$

肋间逐

层剪开胸壁分离心包暴露
WU:

!在距肺动脉根部下缘
'&&

用

活结结扎
WU:

!持续呼吸机辅助通气
2#&<7

后抽松活结(

!'

)

"

$

2

%新型组#用
'3

异氟烷吸入麻醉!沿剑突至左侧腋窝将皮肤

剪开!钝性分离胸大肌'胸小肌!用血管钳从第
(

!

$

肋间心尖

搏动最强处插入胸腔!撑开肋间隙将心脏挤出!于肺动脉根部

下方
'&&

用活结结扎
WU:

!将心脏送回胸腔!活结线头留在

胸腔外!荷包缝合皮肤!

2#&<7

后再次麻醉后抽松活结(

!#

!

!2

)

"

$

(

%套线组#同新型组!但挤出心脏后用方结将
WU:

和
!

根
$

%&

的
'*#

尼龙线一起结扎!尼龙线两端留于胸腔外!荷包缝合

皮肤!

2#&<7

后直接抽出尼龙线"见图
!:

"

B"D"C

!

手术计时
!

从麻醉开始至结扎
WU:

后完成缝合皮肤

为缺血手术时间!再次麻醉至松开
WU:

后完成缝合皮肤为再

灌注手术时间!总手术时间
`

缺血手术时间
j

再灌注手术时间

$图
!=

%"

!!

:

#

2

种技术结扎
WU:

的关键手术步骤*

=

#手术步骤及计时方案

示意图

图
!

!!

手术方法及研究设计

B"D"D

!

--U

+

VJ67>Q?C@

染色
!

小鼠麻醉后于原位再次结扎

WU:

!经升主动脉灌注
'3 VJ67>Q?C@

溶液!剪下心脏于
b'#

d

冰冻
!$&<7

!沿长轴间隔
!&&

切片!

0=;

洗净后浸入
2+d

'3 --U

溶液
'#&<7

!

(3

多聚甲醛溶液固定
!#&<7

!压平'拍

照"用
<&6

H

@

I

9D

I

?C>

软件分别计算各切片的左心室面积

$

Ŵ

%'

::/

面积和
P:

面积"非蓝染区域为危险区$

::/

%!

白色区域为梗死区$

P:

%"梗死面积$

P:

+

::/3

%

P̀:

总和+

::/

总和
f!##3

危险区面积$

::/

+

Ŵ 3

%

`::/

总和+
Ŵ

总和
f!##3

(

!(

)

"

B"D"E

!

白细胞计数
!

用
!&W

注射器$含
!##.

肝素%穿刺心

脏采血放入
V0

管中(

!$

)

!用
=@%N&67:%-$F<EE

全自动血细胞

分析仪测定白细胞计数"

B"D"F

!

血清
PW*)

测定
!

小鼠血样
(d,###9

+

&<7

离心
!#

&<7

!取上层血清用
VWP;:

法测定
PW*)

浓度!按说明书操作

$博士德!中国%"

B"D"K

!

心脏血流动力学检测
!

连接压力导管'换能器'多通道

生理信号记录仪和电脑!设置采样频率
$###GK

!校零"小鼠

用异氟烷吸入麻醉!将
#"1O

光纤压力导管经右颈动脉送入左

心室记录压力波形!用
W6Q;%9<Q@

计算心率$

G/

%'左心室舒张

末压$

Ŵ VM0

%及左心室压力变化最大速率$

F

I

+

FA&6Y

%和最小

速率$

F

I

+

FA&<7

%

(

!)

)

"

B"E

!

统计学处理
!

结果用
;0;;!+"#

统计学软件进行统计学

分析!计量资料用
HcC

表示!单因素生存分析用
R6

I

?67*S@<@9

法!组间比较用
WD

H

967N

法!两组数据比较用独立样本
:

检验!

2

组以上数据比较用单因素方差分析!组间比较用
=D7E@99D7<

检验!方差不齐用
-6&567@X>:

' 检验!以
!

#

#"#$

为差异有统

计学意义"

C

!

结
!!

果

C"B

!

不同粗细尼龙线比较
!

测试了
(*#

'

2*#

和
'*#

尼龙线!用

方结结扎
WU:

和尼龙线后立即抽出尼龙线!

'(5

后行心脏

--U

+

VJ67>Q?C@

染色$图
'

%"

(*#

和
2*#

尼龙线抽出后方结仍

可继续阻断
WU:

使心肌持续缺血坏死变薄$白色区域%!而
'*#

尼龙线抽出后未见明显坏死区!

WU:

可恢复有效血流使心肌

存活$红色区域%!在方结内至少预留
#"#+

!

#"#1&&

'

$

'*#

线

直径为
#"2##

!

#"221&&

%才能在抽线后使
WU:

恢复有效血

液灌注"

图
'

!!

套线技术应用不同规格尼龙线对再灌注的影响

C"C

!

手术时间比较
!

因无需气管插管'逐层开胸'逐层缝合等

手术操作!新型组和套线组总手术时间较传统组缩短$

!

#

#"#!

%!见图
2:

"与新型组比较!尽管套线组缺血手术时间增

加$

!

#

#"#!

%!但再灌注手术操作简化!再灌注手术时间缩短

$

!

#

#"#!

%!总手术时间缩短$

!

#

#"#!

%!见图
2=

"

!!

6

#

!

#

#"#!

!与传统组比较*

Q

#

!

#

#"#!

!与新型组比较

图
2

!!

2

种技术手术时间

C"D

!

炎性反应比较
!

与对照组比较!

2

组
P

+

/

小鼠术后
'(5

血白细胞计数和血浆
PW*)

水平均升高$

!

#

#"#!

%!见图
(

"但

与传统组比较!新型组和套线组小鼠术后血白细胞计数和血浆

PW*)

水平降低$

!

#

#"#$

!

!

#

#"#!

%"新型组和套线组比较差

异无统计学意义$

!

$

#"#$

%"

C"E

!

存活率比较
!

术后
'(5

新型组小鼠存活率高于传统组

$

!

#

#"#$

%!套线组存活率亦较传统组有升高趋势$

!`

#"#)$

%*术后
',F

新型组及套线组小鼠存活率较传统组高

+($(
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$

!

#

#"#$

%!见图
$

"术后
'(5

至
',F

新型组与套线组存活率

差异无统计学意义$

!

$

#"#$

%"

!!

:

#对照组*

=

#传统组*

U

#新型组*

M

#套线组*

6

#

!

#

#"#!

!与对照组

比较*

Q

#

!

#

#"#!

!

%

#

!

#

#"#$

!与传统组比较

图
(

!!

2

种技术对炎性反应的影响

!!

6

#

!

#

#"#$

!与传统组小鼠术后
',F

累计生存率比较

图
$

!!

2

种技术对生存率的影响

C"F

!

梗死面积比较
!

术后
'(5

心脏
--U

+

@J67>Q?C@

染色$图

):

%显示
2

组
P

+

/

小鼠心脏危险区面积差异不明显$图
)=

%!提

示结扎
WU:

引起的缺血面积一致!梗死面积差异不明显$图

)=

%"但传统组和套线组梗死面积变异系数$

#V

%明显小于新

型组$

!1"(3@C"2("+3

*

!,"23@C"2("+3

%"

C"K

!

血流动力学比较
!

术后
!

周
(

组小鼠
G/

差异无统计学

意义!提示麻醉深度一致"与对照组小鼠比较!

2

组
P

+

/

小鼠

Ŵ VM0

升高!

F0

+

FA&6Y

和
F0

+

FA&<7

绝对值降低!提示心功能

受损!组间差异无统计学意义$

!

$

#"#$

%"与新型组比较!传

统组和套线组心功能指标
#V

更小$表
!

%!传统技术和套线技

术制备模型的心功能离散度小"

!!

:

#术后
'(5

小鼠心脏
--U

+

@J67>Q?C@

染色*

=

#危险区面积和梗

死面积

图
)

!!

2

种技术对梗死面积的影响

表
!

!!

2

种技术对心脏血流动力学的影响&

HcC

(

& !̀#

'

组别
G/

$次+分%

#V

$

3

%

Ŵ VM0

$

&&G

H

%

#V

$

3

%

F0

+

FA&6Y

$

&&G

H

+

>

%

#V

$

3

%

F0

+

FA&<7

$

&&G

H

+

>

%

#V

$

3

%

对照组
(1(c$+ !!") 2"(c!") ()"(

+1#1c$',

!

)"+

++,+c$'!

!

)"+

传统组
(+'c$( !!"$

+",c2"'

6

(!"$

$,1!c$!2

6

,"+

$+,#c(1+

6

,")

新型组
()2c$' !!"2

,"+c("$

Q

$!"!

)#!)c1,+

6

!)"(

$1'#c1,!

6

!)")

套线组
(++c(2 1"#

+"+c2"'

6

(!"+

$,+,c(+'

6

,"#

$++2c(+1

6

,"2

!!

6

#

!

#

#"#!

!

Q

#

!

#

#"#$

!与对照组比较

D

!

讨
!!

论

!!

套线技术创伤小'存活率高!再灌注手术操作较新型技术

简便可靠!总手术时间进一步缩短!制备的
P

+

/

小鼠梗死面积

和心功能指标更加稳定"

本研究用术后
'(5

血白细胞计数和血浆
PW*)

浓度评估术

后炎性反应(

!+

)

!研究结果提示新型技术和套线技术较传统技

术显著减低炎性反应"除
P

+

/

外!麻醉方式(

!,

)

!手术创伤!气

管插管呼吸机介导气道损伤(

!1

)

!术后感染'出血'疼痛(

'#

)

!均

可引起严重全身炎性反应"传统技术腹腔注射麻醉通常难以

控制麻醉深度和时间!需气管插管呼吸机辅助通气支持!逐层

剪开皮肤'肌肉'胸壁!损伤左侧胸膜!长时间暴露胸腔内脏器!

感染'出血风险高"而新型技术和套线技术采用吸入麻醉!易

控制麻醉深度和时间!无需气管插管!保留胸肌!直接从肋间破

入心包腔挤出心脏!不损伤胸膜!脏器暴露时间短!出血'感染

风险低"

传统技术和新型技术均用
;569

I

D<7A)*#

丝线活结结扎

WU:

"笔者的经验是传统技术小鼠持续麻醉开胸!能保证活结

扎紧
WU:

!但新型技术将心脏送回胸腔后缝合皮肤!活结随心

脏搏动与邻近脏器摩擦可能松开!小鼠醒后活动可能拉扯留于

体外线头使活结松开!影响
P

+

/

可靠程度"套线技术用方结同

时结扎
WU:

和
!

根
'*#

尼龙线阻断
WU:

血流!

2#&<7

后从体

外抽出
'*#

尼龙线使
WU:

再灌注"与新型技术比较有如下优

势#$

!

%方结牢固不松脱!

WU:

血流阻断可靠*$

'

%尼龙线表面

光滑易抽出!

WU:

再灌注可靠*$

2

%套入'抽出尼龙线技术简

单!活结技术需大量训练积累经验和手感"本研究显示套线技

术的梗死面积和心功能指标较新型技术离散度更小!数据更加

集中!有利于减少研究样本量!节省时间和经费"

本研究均为单人手术计时!尽管增加套入尼龙线操作延长

小鼠心肌缺血手术时间!但术者稍加练习均能在
2#>

内完成胸

腔外心脏手术!手术即刻死亡率与新型技术比较无显著差异"

如有助手配合在结扎
WU:

时送入尼龙线!缺血手术时间与新型

技术相当"另一方面!新型技术再灌注手术操作需再次麻醉小

鼠!抽松活结同样依赖手感!部分模型需剪开皮肤线结操作方能

松开活结!但套线技术无需麻醉小鼠可直接抽出尼龙线!大大简

化再灌注手术步骤!总手术时间较新型技术缩短近
$#3

"

总之!本文套线法改良小鼠
P

+

/

模型技术和现有造模技术

,($(
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年
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月第
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相比快速高效!存活率高!技术难度降低!造模结果稳定!值得

推广应用!尤其应用珍贵小鼠和昂贵实验耗材的基础研究更具

优势"
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