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【摘要】 目的：探讨改良硬膜外导管固定法应用于构建硬膜外阻滞动物模型的可行性及效果。方法：采用随机数字法将24只雄性Wistar大鼠分为实验组和对照组，每组12只，用于构建硬膜外阻滞大鼠模型。实验组在切开置管后导管固定使用创新性关卡，且采用不透气无菌医用胶带封闭导管；对照组则采用单纯缝线环绕法固定，并保留导管接头固定于后颈部。术后每天硬膜外腔注射0.1%罗哌卡因30ul，共28d。对比观察两组术后发生感染率，硬膜外阻滞模型有效时间及硬膜外导管深度变化等情况。结果：术后感染发生率：两组间差异无统计学意义(P>0.05)；模型有效时间：实验组长于对照组(26.2±1.7d & 18.5±3.0d，P<0.05)；硬膜外腔内导管深度：实验组与对照组比，其均值和离散程度的差异均具有显著性(1.81±0.07 & 1.44±0.55，P<0.05)。结论：应用改良导管固定法构建大鼠硬膜外阻滞模型，有助于提高其稳定性和成功率。(
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【Abstract】 Objective To investigate the feasibility and effect of rat epidural anesthesia models by modifying fixation of the epidural catheter. Methods 24 male Wistar rats, used to build epidural anesthesia models, were randomly divided into experimental group (n = 12) and control group (n = 12). After inserted the catheter, the catheter were fixed by some blocks designed with sterile adhesive tape and the catheter connector were replaced by sterile medical tape in the experimental group, while catheter was fixed with wire wound and catheter connector was sutured on the back of the neck in the control group. 0.1% ropivacaine 30ul was injected into epidural space once a day and continued 28 days. Then incidence of postoperative infection, the time to failure of the epidural anesthesia models was recorded and the epidural catheter depth measured on the 28th day. Results No significant difference was noted in the incidence of postoperative infection between two groups (P>0.05). The effective duration of models in the experimental group is significantly longer than that in the control group(26.2±1.7d & 18.5±3.0d，P<0.05). The epidural catheter depth were 1.81±0.07cm in the experimental group, respectively, whereas in the control group, 1.44±0.55cm of the depth were detected, the degree of dispersion is lower than that in the control group(P<0.05). Conclusion Modified catheter fixation can significantly improve the stability and success rate of epidural anesthesia animal models.
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引言
硬膜外阻滞(Epidural Anesthesia)是临床上常用的麻醉方法，近年来研究发现硬膜外阻滞具有独特的选择性、节段性交感神经阻滞作用[1]，在临床上引起日渐重视。其动物模型在冠心病、脑血管痉挛、急性胰腺炎、肠缺血再灌注等疾病的实验生理学、实验病理学和实验治疗学等方面具有广阔的应用前景[2-4]。然而硬膜外阻滞动物模型构建难度大、导管脱出率高、稳定性差[5]，极大地制约了相关研究的深入开展。为了提高硬膜外置管的成功率和稳定性，本研究在国内外硬膜外阻滞模型研究基础上[5, 6]，对常用的单纯缝线环绕导管固定法进行技术改良，显著提高大鼠硬膜外阻滞模型的稳定性和成功率。报告如下：

1 材料和方法
1.1 实验动物
清洁级雄性Wistar大鼠24只，体重290～330g，来源于上海斯莱克实验动物有限责任公司【SCXK(沪)2007-0005】。实验在中国人民解放军南京军区福州总医院比较医学科完成【SYXK(军)2007-031】，实验前大鼠适应性喂养7d，置管成功后单独饲养。
1.2 实验试剂和材料
氯胺酮注射液(福建古田药业股份有限公司)；咪唑安定注射液(江苏恩华药业股份有限公司)，阿托品注射液，罗哌卡因(AstraZeneca AB 瑞典)，肝素，生理盐水；硬膜外导管(F2型，外径0.7mm，常州迈创医疗器械有限公司)，输液贴(威海威高富森医用材料有限公司)，锥形侧孔注射针(规格：1.2*33)，硬膜外穿刺针，医用胶带(普通级，不透气)。
1.3 实验方法
1.3.1 实验分组
采用Excel 2010软件对大鼠按体重排序，并利用其插入随机数字和排序的功能将所有大鼠随机分为实验组和对照组，每组12只。

1.3.2 改良硬膜外导管
将无菌输液贴剪成宽约2mm的长条型，分别于距离导管置入端尖端2cm、6cm、15cm处环形缠绕厚度约为1mm的输液贴，分别命名为关卡1、关卡2、关卡3。管内预充50U/ml肝素生理盐水。
1.3.3 硬膜外置管
术前大鼠禁食12h，不禁水，腹腔内注射氯胺酮90mg/kg、咪唑安定0.5mg/kg、阿托品0.05mg/kg混合液麻醉。以髋结节平第6腰椎(L6)棘突[7]为体表标志，向上定位第4腰椎(L4)棘突并用记号笔标记。颈部和背部剔毛，常规消毒铺巾。以L4棘突为中心行纵行切口切开背部皮肤，切口约为2cm，切开表层肌肉，钝性分离棘突及椎板附着肌肉组织，暴露L3～L4棘突根部，轻提L3棘突，锥形针剥除少许L3～L4之间的韧带组织，随后向头侧置入硬膜外导管至2cm处，反复行液体负压实验以避免导管置入硬膜下或蛛网膜下腔。
1.3.4 固定导管
实验组大鼠缝合肌肉同时用缝线环绕固定法将关卡1和关卡2固定于肌层，其中关卡1被包埋于肌组织内；随后用硬膜外穿刺针自后颈部做皮下隧道至切口处，引出硬膜外导管，缝合穿刺口将关卡3固定在皮下，在距离隧道口2cm处剪断，用无菌医用胶带封闭导管；切口滴抹适量的金霉素眼膏，术后3d每天肌注青霉素20万单位预防感染。
对照组导管不设计关卡，采用缝线环绕固定法在肌肉层固定2次、皮下隧道口处固定1次；在距离隧道口2cm处剪去多余导管，连接临床常用硬膜外导管接头，再将接头缝合于颈后皮肤上，其余操作同实验组。
1.3.5 硬膜外给药

置管成功后第二天开始，每天硬膜外腔注射浓度为0.1%的罗哌卡因30ul，持续28d，给药方法：将大鼠置于固定架中，实验组撕去医用胶带后消毒、连接无菌硬膜外导管接头给药，注药完毕旋出接头、重新用胶带封闭导管；对照组按常规硬膜外导管接头给药。
1.3.6 观察指标
术后感染 每天观察有无切口发红、发热、破裂和流脓等炎性指标，实验结束后解剖观察有无脓肿形成。
模型有效时间 硬膜外腔注射罗哌卡因后，利用针刺法测定麻醉平面，若麻醉平面具有节段性，证明导管在硬膜外隙，模型有效；若无上述表现，或出现漏液、导管接头脱落等需通过再次手术修复者，宣告模型失效。累计观察28d，记录模型失效的时间及数目。
硬膜外腔内导管深度 实验结束后用放血法处死大鼠，咬开脊柱，测量并记录导管尖端至穿刺点的距离，如导管脱出，记为0cm，测量方法见彩图 1。
1.4 统计学分析
采用SPSS19.0统计软件包进行分析。感染率的比较采用卡方检验；模型有效时间的比较采用Kaplan-Meier法进行单因素生存分析，采用log-rank法进行检验；导管深度以均数±标准差((x±s)表示，两组间的比较近似t检验，其离散程度的比较采用方差齐性检验；P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 一般情况 两组大鼠体重差异无统计学意义；大鼠硬膜外置管手术全程时长为20～30min；实验组大鼠术中死亡1例，不纳入研究，对照组全部存活。
2.2 术后感染率 实验组术后出现2例感染(18.2%)，对照组1例(8.3%)，两组术后感染的发生率无明显差异(P>0.05)。
2.3 模型有效时间 28d后，实验组11只大鼠仍有10只大鼠模型有效，有效率为90.9%；对照组12只仅有6只有效，有效率为50.0%，实验组大鼠模型的平均有效时间为26.2±1.7d，对照组为18.5±3.0d，经log-rank检验实验组模型有效时间明显长于对照组(P<0.05)。见图1。
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图 1 两组间模型有效曲线的比较
Fig. 1 Comparison of effective time of the model between two groups
2.4 硬膜外腔导管深度  对照组有1例导管脱出，实验组未出现。硬膜外导管长度值：实验组(1.81±0.07)与对照组(1.44±0.55)比，其均值和离散程度的差异均具有显著性(P<0.05)，见图 2。
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图 2 两组间导管深度的比较((x±s)
Fig. 2 Comparison of the depth of epidural catheter between two groups((x±s)
3 讨论
硬膜外阻滞大鼠模型构建过程中，固定导管、捉拿大鼠、注射药物等操作难免会牵拉导管，致导管在硬膜外腔活动或脱出，成为构建成功率高、稳定性好的硬膜外阻滞大鼠模型技术瓶颈。针对这一瓶颈制约，国内外学者进行了大量的技术改良应用研究，如毛晶晶等[8]用热熔将3根聚乙烯管(PE-20、PE-10、被拉长的PE-10)连接成外径逐渐变细的硬膜外导管，在导管上设置7个环形小，用于固定导管。此方法也可以有效的防止导管脱出，但导管本身的设计过程复杂，导管连接处容易出现漏口或闭塞。本研究直接选用F2型硬膜外导管、利用输液贴设计关卡，克服了前期相关研究的不足，操作简单方便，并能起到良好的固定作用。其中关卡1起主要固定作用，约束导管的前后活动，其他关卡则起缓冲作用。研究结果显示，实验组硬膜外腔内导管深度变化的离散程度远低于对照组，不仅降低了长期硬膜外阻滞模型的导管脱出率，而且使得置管的深度更具有均衡可比性。
传统硬膜外阻滞模型构建过程中通常采用导管接头连接导管后一起固定[5]，虽然给药方便，却增加大鼠的不适感和负重感，使其不断对导管进行抓挠和撕咬，致导管容易被咬破、咬断、导管与接头脱离等，甚至导致模型在实验过程中失效。本研究摒弃了直接连接导管接头，而采用医用胶带封管，虽然给药时需撕去胶带，连接导管接头，给药完成后还需用胶带封闭，过程较对照组复杂，但减少了大鼠的负重感和不适感，并在大鼠抓挠异物时缺乏着力点，明显增加了硬膜外阻滞模型的有效时间。

本研究对照组采用输液贴体内固定，增加了大鼠体内外源性物质的植入，虽然可能导致大鼠术后感染及肉芽肿形成机率增加，但在术前充分准备、术中无菌操作、术后预防感染等措施积极干预下，两组大鼠术后感染发生率并无差异，应用改良硬膜外导管固定法构建动物模型感染率并无明显上升。
总之，改良硬膜外导管固定法可以显著提高单纯缝线环绕导管固定法构建硬膜外阻滞动物模型的成功率和模型间导管位置的稳定性，且安全性良好。如何应用该方法构建出持续泵注的硬膜外阻滞动物模型以克服当前分次给药的不足，从而维持稳定的硬膜外腔药物浓度和容量，还有待进一步研究。
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彩图 1 硬膜外腔置管深度的测量
Fig. 1 Measurement of epidural catheter depth
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