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大鼠心肌缺血再灌注损伤后无复流模型的制备
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[摘　 要] 　 目的　 制备大鼠心肌缺血再灌注损伤后无复流模型ꎬ探讨建立模型过程中的关键点ꎬ为该疾病模型的

成功复制提供参考ꎮ 方法　 选取 ２０ 只 ＳＤ 大鼠ꎬ随机分成无复流组(ｎ＝ １５)和假手术组(ｎ ＝ ５)ꎮ 无复流组结扎冠

状动脉左前降支 ４５ ｍｉｎ 后再灌注 １２０ ｍｉｎꎻ假手术组只穿线不结扎ꎮ 在再灌注末予硫磺素 Ｓ 活体染色确定无复流

区ꎬ同时监测大鼠呼吸及心电图变化ꎮ 结果　 ２０ 只大鼠全部存活ꎬ且心电图在心肌缺血期均出现心率加快、Ⅱ导联

ＳＴ 段抬高ꎻ恢复心肌灌注后ꎬＳＴ 段下降<３０％ꎻ硫磺素 Ｓ 染色显示出无复流区域ꎮ 结论　 该方法可成功复制无复流

动物模型ꎬ且模型制作方法成功率高ꎬ动物存活率也高ꎮ
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　 　 目前临床上治疗急性心肌梗死(ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬＡＭＩ)的主要方法是采取经皮冠状动脉介入

治疗(ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎬＰＣＩ)来恢复

再灌注ꎬ以减少心肌梗死的面积和改善临床预后[１￣２]ꎮ
虽然相关梗死动脉的再灌注是挽救存活心肌的必要

条件ꎬ但是恢复冠状动脉血流的过程中可以导致心肌

损伤和心肌细胞凋亡[３]ꎮ

无复流现象是指心肌缺血重新恢复血流使血

管再通后ꎬ仍存在心肌组织低灌注状态的现象ꎬ现
在也有很多学者提出无复流的本质是因为心肌微

循环灌注障碍ꎮ 再灌注无复流发生后可无症状或

出现持续性心痛和 ＳＴ 段抬高[４￣５]ꎮ 无复流是急性

心肌梗死后的一个独立的临床预测指标ꎬ并与心力

衰竭和死亡率的增加有关[６]ꎮ 研究表明这种常见
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而严重的无复流现象的并发症甚至抵消了 ＰＣＩ 所能

带来的好处ꎬ在临床上引起心内科医师的高度重

视ꎮ 但是无复流的发生机制尚不完全清楚ꎬ由于无

复流现象的基础和临床研究的相对局限性ꎬ较好的

成功复制无复流动物模型可以为无复流的发病机

制及病理生理研究提供重要的依据ꎮ 本研究应用

ＳＤ 大鼠作为模型动物ꎬ探讨建立无复流动物模型中

的关键点ꎬ为其能较为成功地复制提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

选用 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠 ２０ 只ꎬＳＰＦ 级ꎬ体重

３００±２０ ｇꎬ由长沙市天勤生物技术有限公司提供ꎬ实
验前进行适应性饲养 ５ ~ １０ 天ꎮ 饲养条件:室温

２０℃ ~２５℃ꎬ每笼 ４ 只ꎬ普通饮食喂养ꎬ自由饮水ꎬ实
验前一晚禁食禁饮ꎮ 实验动物均符合国家卫生研

究所颁布的«实验动物管理和使用指南»ꎮ
１.２　 大鼠无复流模型的制作

１.２.１　 称重、麻醉、固定　 　 腹腔注射 ２％戊巴比妥

钠(３０~４０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ待大鼠完全麻醉后ꎬ将大鼠以仰

卧位固定于可控温度的动物实验台上ꎬ置入肛温温

度计维持大鼠体温在 ３７℃左右ꎮ 手术过程中同步

心电监护大鼠生命体征ꎮ 备皮ꎬ行气管插管ꎬ启动

呼吸机ꎬ呼吸机的参数需调整到生理参数ꎮ 前期大

量实验证明ꎬ调节潮气量为 １０ ｍＬꎬ频率 ７５ 次 / 分时

可达到理想状态ꎮ 实验过程中应随时观察大鼠的

呼吸ꎬ根据个体状况随时做出调整ꎬ当大鼠无呼吸

抵抗和呼吸机节律相同时可以准备开胸ꎮ
１.２.２　 开胸　 　 备皮消毒手术视野ꎬ在胸骨左缘２~
４ 肋间做纵行切口ꎬ长约 ４ ｃｍꎬ暴露胸大肌ꎬ逐层钝

性分离胸部肌肉ꎬ以充分暴露肌肉下的肋骨及肋间

隙ꎬ这个过程一定要小心避免损伤血管ꎮ 分离第二

肋、第三肋后从中间剪断肋骨ꎬ利用自制拉钩拉开

肋骨断段ꎬ充分暴露心包ꎬ注意不要损伤肺叶ꎮ 及

时用纱布吸掉渗出的血液或体液ꎬ以保持手术视野

的清晰ꎮ
１.２.３　 结扎冠状动脉左前降支 ４５ ｍｉｎ　 　 小心剪开

心包膜并分离ꎬ将心底脂肪去除ꎬ充分暴露心脏ꎬ找到

左心耳和肺动脉圆锥ꎮ 将带缝线的小圆针(４￣０)自左

心室侧穿入ꎬ针尖距离约 ２ ~ ４ ｍｍꎬ进针深度 １ ~
２ ｍｍꎬ穿过约 １ / ３ 层心肌从肺动脉圆锥侧穿出ꎮ 假

手术组心脏只穿线不结扎ꎮ 无复流组大鼠结扎冠状

动脉左前降支时ꎬ需要借助约 ０.５ ｃｍ 长小塑料软管

垫在结扎动脉上方辅助结扎ꎬ打个活结ꎬ结扎力度以

看到软管有塌陷为准ꎬ切勿用力过度以免割破心

脏[７]ꎬ这里是构建本模型的重点难点ꎮ 结扎后若观察

到左心室前壁发绀ꎬ可初步判断结扎冠状动脉左前降

支成功ꎬ借助白炽灯更容易观察出此种变化ꎮ 同时在

心电图上可以观察到 ＳＴ 段抬高和(或)Ｔ 波高耸ꎬ然
后用三角针将皮肤连带下方的肌肉缝合ꎮ
１.２.４　 再灌注　 　 结扎 ４５ ｍｉｎ 后ꎬ剪开皮肤缝线ꎬ
再次用自制拉钩打开胸腔ꎬ暴露心脏ꎮ 找到冠状动

脉左前降支结扎线后ꎬ松开活结并取出小塑料软管

使血管再通ꎬ恢复灌注 １２０ ｍｉｎꎮ
１.２.５　 心脏在体染色　 　 再灌注结束后ꎬ从肾静脉

注射 ６％硫磺素 Ｓ ０.４ ｍＬꎬ待血液循环 １０ ｓ 后ꎬ原位

结扎冠状动脉左前降支ꎬ再次从肾静脉慢慢注入

２％Ｅｖｅｎｓ ｂｌｕｅ ０.４ ｍＬꎬ看到心脏变深蓝即为染色成

功ꎮ 在肾静脉注射染色剂时ꎬ用动脉夹固定进针部

位以防止脱出ꎬ同时注意避免过度晃动ꎬ以免扎穿

血管ꎮ 迅速处死大鼠ꎬ夹闭心底血管后剪下心脏ꎬ
放到装有 ３０ ｍＬ ＫＣｌ 溶液中使心脏停跳ꎬ再放入生

理盐水的培养皿中洗净ꎮ 同时ꎬ剪除心底的结缔组

织及右心房、右心室ꎮ 将剩余的左心室用滤纸吸干

后放到干净的培养皿中ꎬ再放入－８０℃冰箱中冷冻

约 １０ ｍｉｎ[８]ꎮ 取出心脏ꎬ用刀片沿心脏长轴将心脏

切成 ５ 片ꎬ厚度约 ２ ｍｍꎬ并按顺序、按方向在培养皿

中排列好ꎮ 然后放在 ３６５ ｎｍ 紫外线透射仪中观察

硫磺素 Ｓ 荧光ꎬ并记录结果ꎮ 取出培养皿ꎬ在普通光

照下观察 Ｅｖｅｎｓ ｂｌｕｅ 染色情况ꎬ蓝染的区域为非缺

血区ꎬ未蓝染的区域为缺血区ꎬ即危险区域[９]ꎮ 然

后将切片心脏置于装有现配的 ２％ ＴＴＣ 溶液的小烧

杯中ꎬ并用玻片压住心脏切片以维持切片平整ꎬ再
将烧杯置于 ３７℃水浴箱中孵育 １５ ｍｉｎꎬ期间每５ ｍｉｎ
翻动一次标本ꎬ以充分染色ꎮ 梗死心肌会因为酶活

性丧失无法与 ＴＴＣ 发生反应而呈现苍白色ꎬ非梗死

心肌则呈砖红色ꎮ ＴＴＣ 染色完成后ꎬ将心脏切片置

于 １０％甲醛中固定 ２４ ｈꎬ可增强梗死区和非梗死区

颜色对比以便于观察[６]ꎬ次日在普通光照下观察

ＴＴＣ 染色情况ꎮ

２　 结　 果

２.１　 模型的建立

２０ 只 ＳＤ 大鼠全部存活ꎬ无复流组大鼠心肌都出

现了明显的无复流现象ꎬ建模成功率为 １００％ꎮ Ｅｖｅｎｓ
ｂｌｕｅ 染色显示:假手术组全心蓝染(图 １Ａ)ꎻ无复流组

箭头所示的蓝染区为非缺血区ꎬ其余区域为缺血区

(图 １Ｂ)ꎮ 硫磺素 Ｓ 染色显示:假手术组未出现无复
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流区域(图 １Ｃ)ꎻ无复流组箭头所示的无荧光相对暗

区为无复流区(图 １Ｄ)ꎬ其余的明亮蓝绿色荧光区域

为血液恢复灌注区(图 １Ｄ)ꎮ ＴＴＣ 染色显示:假手术

组未出现梗死区(图 １Ｅ)ꎻ无复流组箭头所示的灰白

色区域为梗死区ꎬ其余区域为未梗死区(图 １Ｆ)ꎮ

图 １. 大鼠心脏组织染色

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｒａｔ ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２.２　 心电图监测

实验过程中记录大鼠术前、开胸后心电图ꎬ并
在冠状动脉左前降支结扎后和再灌注后每隔 ５ ｍｉｎ
记录一次心电图ꎮ 假手术组 ＳＴ 段及 Ｔ 波未见明显

变化ꎻ无复流组心肌缺血后ꎬ可见 ＳＴ 段弓背抬高ꎬ

在再灌注后出现回落ꎬ但仍然持续较高且回落速度

缓慢ꎬＳＴ 段下降<３０％ꎮ 如果心肌组织得到完全再

灌注ꎬ抬高的 ＳＴ 段应该逐渐回落到基线ꎬ若再灌注

开始后 ＳＴ 段持续抬高或者回落不明显则提示无复

流的发生(图 ２)ꎮ

图 ２. 大鼠心电图Ⅱ导联的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ Ⅱ ｌｅａｄ ｉｎ ｒａｔｓ

３　 讨　 论

文献报道心肌梗死患者急诊行 ＰＣＩ 时无复流的

发生率高达 ５％~５０％[１０]ꎬ如何防治无复流是提高这

类患者手术疗效和改善预后的关键ꎮ 由于无复流现

象在基础和临床研究中相对局限ꎬ其发生机制尚不完

全清楚ꎬ建立理想的无复流动物模型意义重大ꎮ
本模型制作采用 ＳＤ 大鼠ꎬ相对较大的动物如

猪、狗而言成本较低ꎬ且有广泛的转基因鼠可供选

择ꎬ还有大量针对其生理特性而设计的仪器ꎬ如大

鼠呼吸机、心电图仪等可供使用ꎬ这都是其他动物

所不具备的优点ꎮ 但是大鼠心脏较小ꎬ对手术操作

技能要求较高ꎬ特别是在定位结扎冠状动脉左前降

支时难度较大ꎮ 采用结扎冠状动脉左前降支制备

大鼠无复流动物模型是模拟临床急性或慢性心脏

病的经典方法[１１]ꎮ 制备过程行开胸手术时ꎬ易发生

各种意外及并发症最终导致大鼠死亡ꎬ为避免缺血

和再灌注损伤事件的发生本研究在手术方式上做

出了许多优化ꎬ并总结出了一些实验过程中需要特

别注意的事项及关键点ꎮ
预实验使用了水合氯醛、乌拉坦和戊巴比妥钠

三种麻醉药ꎬ其中水合氯醛极易引起呼吸抑制、痰
液增多而致大鼠死亡ꎻ而乌拉坦由于药物毒性强ꎬ
大鼠麻醉后不给予任何处理的情况下很难苏醒ꎻ所
以最后选择总体状况比较好的戊巴比妥钠ꎮ 实验

过程中全程监测大鼠的生命体征ꎬ根据大鼠个体情

况调整呼吸机的潮气量和呼吸频率ꎬ并注意维持大

鼠体温在 ３７℃ 左右ꎬ过高过低都会影响到实验结

０３７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



果ꎮ 开胸缺血再灌过程是本实验的重点ꎬ冠状动脉

左前降支起始端在左心耳和肺动脉圆锥交界处ꎬ通
常呈鲜红色且强有力的搏动ꎬ注意与伴行静脉区分

以免结扎错血管ꎮ 值得注意的是ꎬ由于冠状动脉左

前降支较难精确定位且个体差异很大ꎬ导致容易出

现结扎位置不当从而影响实验进程ꎮ 经过前期大

量的预实验我们总结出在不确定冠状动脉左前降

支位置时ꎬ结扎点尽可能选择在左心耳下方 １ ~
２ ｍｍ处ꎮ 结扎时进针太深易扎入左心室而太浅又

易损伤冠状动脉左前降支ꎬ还要注意避免进针过宽

而穿透右侧较薄弱的右室壁而造成心脏出血ꎮ 进

针时可以借助无齿镊轻轻夹住心底部以固定心脏ꎬ
但不可用力过度且每次夹尽量不要超过 ５ ｓ 以免造

成心脏缺血而影响实验结果ꎮ 如果在术中不慎损

伤冠状动脉左前降支ꎬ应立即找到出血点进行紧急

止血ꎬ若不能有效止血ꎬ建议予以大鼠安乐死ꎬ因为

其无法耐受后期的缺血再灌染色等过程ꎮ
本实验之所以选择自制拉钩来暴露手术视野ꎬ

因其相对小动物扩胸器而言能有效地减少损伤及

出血量ꎮ 术后行关胸时尽量抽出胸腔内气体ꎬ避免

气胸的形成ꎮ 同时可避免心电图的基线大幅度波

动ꎬ减少胸腔体温的散失ꎮ 关闭胸腔时抽净胸腔内

残余气体是影响实验成败的一个关键点ꎬ因其关胸

后胸腔内残余过多的气体可能会造成大鼠出现腹

式呼吸ꎬ导致其呼吸频率逐渐减慢ꎮ 染色剂注入可

以选择颈静脉、肾静脉、尾静脉等ꎬ根据实验的情况

进行适当的选择ꎮ 本实验最终选择容易辨认且能

快速分离的肾静脉注入染色剂ꎬ是由于再灌结束后

需取大量血液的同时并保证心脏在染色期间仍能

维持强有力的搏动ꎮ 硫磺素 Ｓ 染色对诊断实验性无

复流的敏感性及特异性均较高ꎬ血流恢复的心肌因

结合了硫黄素 Ｓ 会因荧光激发呈现出明亮的蓝绿

色ꎬ而无复流区则因无硫黄素 Ｓ 而对荧光无反应ꎮ
由于荧光会迅速衰减ꎬ从硫磺素 Ｓ 染色到记录结果

需尽量在心脏离体 ３０ ｍｉｎ 内完成且注意避光以免

荧光剂分解ꎮ ＴＴＣ 染色试剂采取现配现用并严格避

光ꎬ染色过程中用玻片压住心脏切片ꎬ每 ５ ｍｉｎ 翻

面ꎬ能防止心脏切片卷曲又能充分染色ꎮ 为了增强

梗死区和非梗死区颜色对比便于观察ꎬ再将其放入

１０％甲醛中固定ꎬ２４ ｈ 后记录结果ꎮ
本研究所描述的模型制作方法与其他文献报

道相比有以下优点:存活率高ꎬ没有出现实验过程

动物死亡情况ꎬ建模成功率高达 １００％ꎬ所有无复流

组大鼠均出现明显的无复流现象ꎮ 另外ꎬ掌握这种

技术需要较熟练的外科技术ꎬ这只能通过不断实践

来获得ꎮ 综上所述ꎬ在进行手术时特别需要注意方

案中提到的地方ꎬ将大幅度改善动物的存活率以及

提高实验结果的可靠性ꎮ 一旦掌握了这种手术方

法ꎬ能较好的成功复制无复流动物模型ꎮ
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