
利用定量加压充气球囊制备大鼠心肌缺血再灌注损伤模型
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摘要 雄性 SD 大鼠随机分为 3 组，每组 20 只: 假手术组

( SHAM 组) 、球囊缺血再灌注组( SI /Ｒ 组) 、经典缺血再灌注

组( I /Ｒ 组) 。3 组均在冠状动脉左前降支下穿线，SHAM 组

仅将未充气的球囊固定于穿线处; SI /Ｒ 组固定球囊后，通过

加压泵对球囊充气和放气建立缺血再灌注损伤模型; I /Ｒ 组

采用传统的造模方法。记录血流动力学和心电图的特异性

改变，再灌注 2 h 后取心脏进行 TTC 染色测心肌梗死面积。
结果显示，SI /Ｒ 和 I /Ｒ 组均可造成显著心肌缺血，两组死亡

率和心肌梗死体积( IS /AＲＲ) 的差异无统计学意义。
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心肌缺血再灌注损伤( ischemia reperfusion inju-
ry，IＲI) 是指心肌组织在经历较长时间缺血后，当恢

复血流灌注时反而使心肌缺血后损伤加重的病理生

理现象［1］。心肌 IＲI 的防治及机制研究已成为目前

心血管领域的热点问题。大鼠以其冠状动脉侧支循

环少、心肌坏死出现早、重复性、稳定性好，成为制作

心肌 IＲI 模型的首选实验动物［2］。目前制备大鼠心

肌 IＲI 的经典方法为推管法［3］，但反复推管操作易

损伤心肌和冠状血管，且无法满足核磁共振( MＲI)
成像［4］、心肌灌注断层显像［5］等新技术在进行动物

心肌 IＲI 研究时对实时、远程操控的要求。该研究

利用定量加压充气球囊制备心肌 IＲI 模型，并可通

过与延长管连接实施实时远程操作，模型成功率高、
损伤小、操作方便。
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A culture system for dendritic cells induced from murine bone marrow in vitro
Liu Zhenming，Hu Hejie，Fang Zhengdong，et al

( Dept of General Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract To establish a culture system for dendritic cells( DCs) induced from murine bone marrow in vitro． Com-
pared with mature DCs，fewer spines were observed in immature DCs under microscopy． The expressions of cell
surface molecules in immature DCs were significantly lower than those of mature DCs． MLＲ indicated T cells prolif-
eration capacities of same-reaction ratio in immature DCs were significantly lower than those in mature DCs． The
methods of culturing DCs establised by us can be used in the future experment．
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鼠 60只，200 ～ 300g，由安徽医科大学实验动物中

心提供。室内温度 20 ～ 25 ℃。
1． 2 主要试剂 戊巴比妥钠( 使用浓度为 3%，生

理盐水溶解，由安徽医科大学第二附属医院中心实

验室提供) ; 伊文斯兰( 批号: 20110909024，北京绿

生源有限公司，使用浓度 0. 25%，生理盐水溶解) ;

氯化 三 苯 基 四 氮 唑 ( 2，3，5-triphenyltetrazolium，

TTC，批号: 129K1867V，美国 Sigma 公司，使用浓度

为 100 mmol /L，溶于磷酸盐缓冲液 pH =7. 4) 。
1． 3 主要仪器 动物呼吸机( ALC-V9 型，上海奥

尔科特生物科技有限公司) ; 生物机能系统 ( BL-
420S 型，成都泰盟生物科技有限公司) 。
1． 4 定量加压充气球囊 采用尼龙( PA 12) 材料，

通过料管拉伸、球囊成型、前端封头等技术制成直径

4 mm、长度 15 mm 的可扩充球囊，通过与球囊连接

的延长管利用定量加压泵给球囊加压充气( 球囊委

托江苏常美医疗器械有限公司定制，定量加压泵由

安徽医科大学第二附属医院介入科提供) 。
1． 5 方法

1． 5． 1 实验分组与处理 将雄性 SD 大鼠随机分

为 3 组，每组 20 只: 假手术组( SHAM 组) 、球囊缺血

再灌注组( SI /Ｒ 组) 、经典缺血再灌注组( I /Ｒ 组) 。
大鼠用 3%的戊巴比妥 2 ml /kg 腹腔注射，麻醉后仰

卧固定于鼠板上，连接生物机能实验系统，记录心电

图。气管切开，置入气管导管，连接小动物呼吸机，

潮气量 3 ml /100 g，频率 60 ～ 80 次 /min。颈内动脉

穿刺置管，连接压力传感器，测动脉血压。股静脉穿

刺置管，用微量泵进行补液［乳酸钠林格氏液 0. 1
ml / ( kg·h) ］。于胸骨左侧约 0. 5 cm，第 3、4 肋间

处打开胸腔，无齿镊撕破心包膜，使心脏充分暴露。
在左心耳与肺动脉圆锥之间找到与左冠状动脉伴行

的心大静脉，在左心耳下方 2 mm 处以 5 － 0 无损伤

缝合针穿线，进针深度为 1. 0 ～ 1. 5 mm，宽度为 2 ～
3 mm。SHAM 组穿线后，用结扎线将未充气的球囊

松紧适宜的固定于穿线处，且不影响冠脉血流，整个

实验过程中不对球囊进行充气。SI /Ｒ 组穿线后，用

结扎线将未充气的球囊松紧适宜的固定于穿线处，

稳定 20 min 后，用与球囊相连的定量加压泵对球囊

进行快速充气，使球囊压力迅速达到并固定于 200
kPa，此时扩张的球囊压迫冠状动脉，阻断动脉血流，

造成缺血; 缺血 30 min 后，通过加压泵迅速抽尽球

囊气体，恢复冠脉血流。I /Ｒ 组在稳定 20 min 后，用

推管法结扎冠状动脉，即将结扎线的两端通过一硬

塑管，用血管钳向下推动硬塑管压向冠状动脉，夹紧

结扎线阻断冠脉血流; 缺血 30 min 后，松开结扎线

实现再灌注。
1． 5． 2 血流动力学检测 分别记录各组在稳定 20
min 后( 基础值) ，缺血 30 min 后和再灌注 2 h 后的

心率( heart rate，HＲ) 和平均动脉压( mean arterial
pressure，MAP) ，计算 HＲ 和 MAP 乘积( rate pressure
product，ＲPP) 。
1． 5． 3 心肌梗死面积检测 再灌注 2 h 后，取出心

脏，剔除非心脏组织，置于 Langendorff 上用 K － H 液

灌注 5 min( 37 ℃ ) ，冲洗出心肌内残留血液，重新结

扎左冠状动脉，并从主动脉注入 0. 25% Evan 蓝溶

液，后置于 － 80 ℃冰箱速冻 1 ～ 2 h。将冰冻的心脏

放入心肌切槽，由心尖到结扎冠脉的线结处平切 2
mm 厚的心肌 5 ～ 6 片。置于 1% TTC 溶液中，37 ℃
( pH =7. 4) 温孵 15 min，取出置于 10% 福尔马林室

温固定 12 h。染色后缺血危险区呈红色，梗死区为

白色，用图像分析软件( Imaging J 1． 38e) 计算左心

室体积( left ventricle，LV) 、右心室体积( right ventri-
cle，ＲV) 、缺血危险区体积 ( area at risk，AAＲ) 和梗

死区体积( infarct size，IS) ，再算出 LV + ＲV，用 IS /
AAＲ 表示心肌梗死体积。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 10． 0 统计软件进行

分析，计量资料以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 SNK 分析; 血流动力学数

据采用重复测量资料的方差分析; 死亡率比较采用

χ2 检验。

2 结果

2． 1 死亡率比较 SHAM 组 20 只大鼠均存活，SI /
Ｒ 组 20 只大鼠中有 1 只大鼠于缺血时因心律失常

死亡，2 只大鼠于再灌注时因心力衰竭死亡; I /Ｒ 组

20 只大鼠中有 2 只大鼠于缺血时因心律失常死亡，

2 只大鼠于再灌注时因心力衰竭死亡。SI /Ｒ 组和

I /Ｒ 组 相 比 死 亡 率 差 异 无 统 计 学 意 义 ( 0. 15 vs
0. 20，χ2 = 0. 173，P ＞ 0. 05) 。
2． 2 心肌血供和心电图 ST 段变化情况 心脏直

视下，SHAM 组手术前后心肌血供无明显变化; SI /Ｒ
组和 I /Ｒ 组在冠状动脉左前降支结扎后，左室前壁

紫绀，再灌注后紫绀消失。SHAM 组手术前后心电

图无明显变化; SI /Ｒ 组和 I /Ｒ 组在冠状动脉左前降

支结扎后 QＲS 波群增宽、ST 段均较结扎前明显抬

高。见图 1。且 SI /Ｒ 组和 I /Ｒ 组均在缺血后 10
min 左右及再灌注即刻出现明显的心律失常，以一

过性室性早搏、室性心动过速为主。
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图 1 各组缺血后心电图变化

A: SHAM 组; B: SI /Ｒ 组; C: I /Ｒ 组

2． 3 血流动力学指标 与基础值相比，SI /Ｒ 组在

缺血 30 min 和再灌注 2 h 时的 MAP 和 ＲPP 以及 I /
Ｒ 组在缺血 30 min 和再灌注 2 h 时的 MAP 和 ＲPP
均显著降低( F = 21. 540、10. 488、35. 975、16. 534，P
＜ 0. 01 ) ; 与 SHAM 组相比，SI /Ｒ 组在缺血 30 min

和再灌注 2 h 时的 MAP 和 ＲPP 以及 I /Ｒ 组在缺血

30 min 和再灌注 2 h 时的 MAP 和 ＲPP 也显著降低

( F = 21. 148、10. 810、15. 449、7. 949，P ＜ 0. 01 ) 。
见表 1。

表 1 血流动力学指标 ( 珋x ± s，n = 20)

项目 SHAM 组 SI /Ｒ 组 I /Ｒ 组

HＲ( 次 /min)

基础值 369 ± 30 365 ± 29 361 ± 29
缺血 30 min 360 ± 31 350 ± 32 347 ± 26
再灌注 2 h 356 ± 28 337 ± 29 340 ± 23

MAP( kPa)

基础值 12． 786 ± 1． 33 12． 369 ± 1． 064 12． 768 ± 1． 064
缺血 30 min 12． 369 ± 1． 197 8． 645 ± 0． 931＊＊## 9． 443 ± 1． 197＊＊##

再灌注 2 h 11． 837 ± 0． 532 9． 842 ± 0． 798＊＊## 10． 374 ± 0． 931＊＊##

ＲPP［kPa / ( min·1 000) ］

基础值 4． 655 ± 0． 798 4． 522 ± 0． 665 4． 655 ± 0． 798
缺血 30 min 4． 522 ± 0． 798 2． 926 ± 0． 532＊＊## 3． 325 ± 0． 665＊＊##

再灌注 2 h 4． 256 ± 0． 532 3． 325 ± 0． 532＊＊## 3． 458 ± 0． 532＊＊##

与基础值比较: ＊＊P ＜ 0． 01; 与 SHAM 组比较: ##P ＜ 0． 01

2． 4 心肌梗死体积测定 各组间比较，LV + ＲV、
AAＲ 体积差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。SHAM 组

未见梗死。与 I /Ｒ 组相比，SI /Ｒ 组的 IS 体积( cm3 )

( 0. 26 ± 0. 05 vs 0. 27 ± 0. 04，P ＞ 0. 05 ) 和 IS /AAＲ
( 0. 491 ± 0. 083 vs 0. 506 ± 0. 091，P ＞ 0. 05 ) 比较差

异均无统计学意义。见图 2。

3 讨论

冠状动脉左前降支是左心供血的最主要血管，

图 2 各组心肌梗死体积

A: SHAM 组; B: SI /Ｒ 组; C: I /Ｒ 组; 红色为缺血危险区心肌组

织; 白色为梗死心肌组织

结扎后可导致室间隔、左室前壁心肌缺血、梗死，因

此成为研究心肌 IＲI 最常用的血管。随着对心肌

IＲI 研究的不断深入，以及新技术的应用，对心肌

IＲI 的造模方法也提出了新的要求。
以往的大鼠心肌 IＲI 的造模方法主要可归纳为

压管法［6］和推管法［3］两大类，然而以上两种方法在

“压管”和“推管”时，所用的硅胶管和硬塑管均与心

脏表面接触，大鼠心脏搏动时，管与心脏摩擦，易损

伤心脏和血管。目前缺血预处理［7］以及后处理［8］

对抗 IＲI 的机制研究已成为心肌保护研究的重点和

热点。然而传统方法在进行预处理和后处理时均需

在胸腔内反复进行结扎与再灌注的操作，不仅费时

费事，影响模型复制的成功率，而且会加重对心脏及

冠脉的损伤。本实验采用定量加压充气球囊复制大

鼠心肌 IＲI 模型，充气后可见大鼠心肌左室前壁迅

速紫绀，心电图 ST 段明显抬高; 再灌注后紫绀迅速

消失，出现明显的心律失常。两者的死亡率及心肌

梗死面积差异无统计学意义。以上结果表明球囊法

是一种稳定可靠的复制大鼠心肌 IＲI 的方法，且和

传统的压管法及推管法相比，操作简便，对心脏及冠

脉损伤小，通过与球囊相连的定量加压泵可实现球

囊的快速充气和放气，有利于进行预处理及后处理

等相关操作，并可固定球囊压力实现实验操作的量

化。
近年来，核 磁 共 振 扫 描［9］、心 肌 灌 注 断 层 扫

描［10］等新技术已经越来越多地应用于动物实验的
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研究。然而，传统的造模方法已无法适应这些新技

术对于 IＲI 模型制备过程中实时及远程操控的要

求。Pohlmann et al［9］利用与肾动、静脉固定在一起

的注水球囊制备肾脏 IＲI 模型，从而获得了肾脏在

缺血再灌注过程中的实时功能 MＲI 图像。赵秀梅

等［11］和周汝娟 等［12］先后成功利用球囊垫扎法制作

大鼠心肌 IＲI 模型，但实验中使用的球囊均为医用

冠状动脉成形术的球囊导管，价格昂贵，或回收使用

易致交叉感染; 此外，这类球囊内均含有金属标记

物，不能用于高磁场环境。本实验使用定制的定量

加压充气球囊，制作成本低，质量可靠，可以成功制

备大鼠心肌 IＲI，适合用于动物实验研究。通过在

球囊与加压泵之间添加延长连接管，可以实时、远程

实施缺血再灌注或预处理操作，将会满足在普通或

MＲI、断层扫描等特殊实验条件下进行动物 IＲI 研

究的要求。
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Establishment of rat model of myocardial ischemia-reperfusion injury
by using a quantitative inflating saccule

Xu Shijin，He Shufang，Jin Shiyun，et al
( Dept of Anesthesiology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstrsct Adult male SD rats were randomly divided into three groups，20 rats in each group: Sham operation
group ( SHAM group ) ，saccule ischemia-reperfusion group ( SI /Ｒ group ) ，classical ischemia-reperfusion group
( I /Ｒ group) ． A 5-0 silk tread was passed around the left anterior descending coronary artery of rat heart in all of
the three groups． In SHAM group，the saccule was fixed on the artery without inflation． In SI /Ｒ group，the fixed
saccule was inflated and then deflated to induce myocardium ischemia and reperfusion by using a pressure pump． In
I /Ｒ group，the classical method was used to establish the model． Hemodynamic parameters and electrocardiograph-
ic changes were recorded during the experiment． Infarct size ( IS) ，as a percentage of the area at risk ( AAＲ) ，was
determined by 2，3，5-triphenyltetrazolium ( TTC) staining at the end of reperfusion． The results showed regional is-
chemia was induced in both SI /Ｒ and I /Ｒ groups，and there was no statistically significant difference between SI /
Ｒ and I /Ｒ groups regarding animal mortality and infarct size ( IS /AＲＲ) ．
Key words animal model; heart; ischemia- reperfusion; inflation; saccule

·3811·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2015 Aug; 50( 8)


