恒河猴脊髓半断模型行脑和脊髓fMRI检查麻醉方案的实验研究
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【摘要】目的 为需要进行核磁共振扫描的恒河猴及其他大型实验动物提供一种简捷、迅速、安全的麻醉方法。方法 采用军事医学科学院实验用恒河猴7只，均为雌性，体重4~7公斤，采用基础+持续静脉麻醉（氯胺酮+丙泊酚）基础麻醉应用氯胺酮10mg/kg,im,待猴入睡后开放静脉建立持续静脉通道，三通连接丙泊酚200mg/100ml0.9%氯化钠注射液,丙泊酚以0.3mg/kg/min持续输注,氯胺酮1mg/kg/30min间断给予。fMRI中将恒河猴置于特制的实验架上并将门齿托起以保持呼吸道通畅，试验中监测呼吸、心率、角膜反射及瞳孔状态。结果 共进行实验44次，未发生动物躁动、呼吸抑制、心律失常、动物死亡等严重并发症，实验中恒河猴心率、呼吸维持平稳，整个实验顺利完成。实验结束停药后，实验动物很快清醒，并安全返回。结论 在较长时间的核磁共振恒河猴实验中氯胺酮基础麻醉+丙泊酚持续静脉麻醉是一种全新的安全、便捷，实用的麻醉方式。
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Experimental study of continuous intravenous anesthesia for fMRI of Rhesus monkey
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[Abstract] Objective  fMRI animal experiments that require sustained anesthesia to provide a simple, convenient, and safe manipulation condition. This investigation was designed to confirm the appropriate anesthetic regimen for fMRI experiment of rhesus. Method Seven rhesus from Academy of Military Medical Sciences are female, weight 4~7 kg using continuous intravenous anesthesia (ketamine + propofol) . Ketamine 10mg/kg im until the rhesus sleep then establish a continuous intravenous access. continuous injected propofol 0.3mg / kg / min, then intermittent ketamine 1mg/kg/30min. The rhesus placed in a special experiment rack and the incisor hold up to keep the airway open. During the whole test we monitored breathing, heart rate, corneal reflex and pupil. Results 44 times experiments successfully completed, no animal have restlessness, respiratory depression, arrhythmia, deaths and other serious complications. At the end of the experiment, the experimental animals awake soon. Conclusion continuous intravenous anesthetic of propofol and ketamine could provide more secure, convenient and practical method for fMRI animal experiments.
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恒河猴在器官代谢功能、体格特点及基因遗传水平最接近人类，成为近年来各种药物，疾病的病理生理机制研究的重要模型。功能核磁共振能够反应人体大脑及脊髓功能的变化，也成为近年来影像学及神经医学发展的热点。功能核磁的检查不同与其他的影像学检查，对动物的制动要求很高，但由于核磁对磁性物质的特殊要求，无法在操作的过程中给予动物呼吸支持及额外的监测，如何达到合适的麻醉深度并同时不影响动物的循环和呼吸是亟待解决的问题。我们研究小组通过建立半断脑和脊髓恒河猴模型，对44例半断模型脑和脊髓恒河猴实施fMRI期间最佳的麻醉实施方法、麻醉维持过程进行探讨，并对最终的麻醉效果进行评价。
1 材料与方法
1.1麻醉药品：丙泊酚(10ml/100mg 批号320040 AstraZeneca UK Limited. UK)；氯胺酮(批号111207 2ml:0.1g 古药 中国)。
1.2实验动物及模型建立：采用军事医学科学院试验用恒河猴7只(实验动物合格证编号：SCXK-军2007-004)，均为雌性，体重4~7kg，分别于正常状态下、脊髓T9-10半离断术后2周、1个月、2个月、3个月、6个月和12个月进行FMRI和DTI，扫描过程中行冷刺激和疼痛刺激等。
1.2 麻醉方法：实验猴先实施基础麻醉： 肌肉注射氯胺酮10mg/kg,待猴入睡后送往实验地点，首先完成静脉穿刺建立持续静脉输液通道(见图1)。采用9号套管针（贝朗公司），输液器（北京伏尔特技术有限公司）连接三通，分别连接丙泊酚(10ml/100mg 批号320040 AstraZeneca UK Limited. UK) 200mg/100ml0.9%NS和氯胺酮(批号111207 2ml:0.1g 古药 中国)100mg/20ml,丙泊酚持续静脉滴注调整速度至0.3mg/kg/min(约3滴/kg/min)，氯胺酮1mg/30min(见图2)。麻醉完成后将恒河猴俯卧位于特制的动物实验架上，将猴的上门齿置于特制牙托上固定，以保持呼吸道通畅(见图3)。进入fMRI室中，将恒河猴置于fMRI工作台上，再次调整以确定麻醉药滴注速度，测量各项监测指标(见图4)。于fMRI开始前，静脉追加氯胺酮1mg/kg加深麻醉，首先进行头部结构扫描以及四肢冷刺激、疼痛刺激。头部扫描完成后更换线圈，改恒河猴为仰卧位，进行脊髓扫描（DTI），再次调整确认麻醉药滴注速度，开始扫描至实验结束。整个操作期间测量并记录各时项监测指标，并根据动物的反应调整追加氯胺酮1mg/kg,加深麻醉。
1.3 麻醉监测指标：采用基础麻醉+持续静脉麻醉。并于麻醉开始前、麻醉诱导后、上实验架后、进入fMRI室后、扫描前分别测量恒河猴的心率、呼吸频率、角膜反射、瞳孔对光反应等。生命体征变化（HR、RR），麻醉深度变化（睫毛反射、瞳孔大小和对光反应程度）
1.4 数据统计：通过SPSS13.0软件，将所有统计数据均用（ EQ \x\to(x) ±s）表示。
表1. 7组恒河猴不同时相心率变化（次/分钟）
Tab.1 The heart rate changes of seven groups of rhesus in different phases(Times / minute).

	动物组号
	诱导后即刻
（induction phase）
	诱导后10min
(10min after induction)
	MRI（结构像）
(structure phase of MRI)
	fMRI期
(fMRI phase)
	DTI期
(DTI  phase)

	R1
	120±31
	112±8
	115±10
	132±3
	97±5

	R2
	133±28
	120±22
	135±13
	111±17
	105±4

	R3
	136±21
	134±24
	121±8
	108±11
	100±8

	R4
	142±12
	108±15
	123±23
	103±18
	98±12

	R5
	132±20
	132±15
	114±16
	111±10
	90±8

	R6
	144±47
	129±18
	114±7
	116±8
	97±15

	R7
	122±22
	126±17
	124±18
	121±20
	110±14


表2. 7组恒河猴不同时相呼吸变化（次/分钟）
	动物组号
	诱导后即刻
（induction phase）
	诱导后10min
(10min after induction)
	MRI（结构像）
(structure phase of MRI)
	fMRI期
(fMRI phase)
	DTI期
(DTI  phase)

	R1
	18±9
	23±2
	22±1
	15±6
	15±1

	R2
	18±9
	23±8
	22±2
	14±3
	12±4

	R3
	18±4
	21±6
	21±3
	14±2
	16±2

	R4
	18±7
	19±5
	19±8
	20±3
	21±2

	R5
	16±8
	17±10
	17±7
	17±5
	18±3

	R6
	18±6
	20±9
	20±7
	14±7
	16±5

	R7
	18±4
	20±2
	20±2
	20±8
	19±3


Tab.2  The breathing changes of seven groups of rhesus in different phases(Times / minute). 
图1-4 麻醉诱导及fMRI实验操作过程。
Figure 1-4 induction of anesthesia and fMRI experiment procedure.
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图1表示恒河猴开放静脉通路。
Fig. 1  Shows the rhesus open venous access.
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图2表示麻醉药物配置及恒河猴麻醉。
Fig. 2  Shows configuration of anesthetic drug and rhesus monkeys anesthesia.
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图3表示将麻醉后恒河猴放置于实验架。
Fig. 3  Shows the anesthetized rhesus placed in the experimental frame.
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图4表示将麻醉后恒河猴置于磁共振仪中准备开始扫描。
Fig. 4  Shows the anesthetized rhesus placed in a magnetic resonance instrument ready to begin scanning.
2. 结果：在整个实验过程中，实验动物安静、无体动、监测HR、RR、药物输注速度等均在正常范围内，监测数据见表1及表2。实验操作流程见图1-4。其中一只因静脉穿刺针意外漏出致使麻醉药输注到皮下发生动物体动，重新静脉穿刺后顺利完成实验，全部恒河猴均在实验结束停药后30分钟内，清醒安全返回动物房，无一例发生麻醉意外。
3. 讨论：恒河猴是灵长目动物，生理学上和人类最为接近。对于模拟人类进行脑功能、血液循环、呼吸生理、内分泌、生殖生理等多方面的研究，是最为理想的实验动物[1]。小动物麻醉一般常用腹腔注射、肌肉注射、单次用药为主，而较大的动物如实验时间较长，为保证实验的顺利进行，则需多次注射才能维持一定的麻醉深度[2]。本实验研究，对恒河猴进行脑和脊髓的功能磁共振过程历时约3小时，整个实验过程中要求恒河猴始终保持安静、无体动、否则直接影响功能磁共振成像的质量，同时实验过程中要保持呼吸道通畅。呼吸抑制、循环抑制、躁动等意外情况甚至会危及恒河猴的生命使整个实验受到影响并造成巨大浪费；此外，本实验中核磁共振对磁性设备的特殊要求，缺乏相应的监测设备、通气设备及抢救设备，使恒河猴围麻醉期的管理更为棘手。本研究，整个实验过程中，所有恒河猴的各项生命体征始终保持平稳，最为关键的心率、呼吸频率参数也在已报道的正常范围[3]。
为保证实验的顺利进行，我们根据文献报道，确定最佳的麻醉方案及麻醉给药剂量。在众多麻醉药物研究结果中，包括速眠新、氯胺酮、丙泊酚、利多卡因、异氟烷等[1、4、5]，我们选择氯胺酮和丙泊酚。首先，丙泊酚是目前临床上广泛使用、短效的静脉麻醉药，能够降低恶心呕吐，同时具有镇静镇痛作用，且目前尚未用于猴麻醉的相关报道。在大型动物研究中，丙泊酚也只有用于小型猪麻醉的报道[6]。氯胺酮作用机制主要是选择性的抑制丘脑的内侧核，阻滞脊髓至网状结构的上行传导，兴奋边缘系统，并对中枢神经和脊髓中的阿片受体有亲和力。氯胺酮镇痛作用强、诱导迅速、苏醒期短、对呼吸影响轻微，对血管具有显著兴奋作用[7]。氯胺酮在单独使用麻醉猕猴时使用剂量为10 mg／kg，而猕猴在从注药到苏醒的整个麻醉时间才达到35-45 min。若要达到外科麻醉的深度，氯胺酮的剂量要达20～40 mg/kg[8]。本实验小组针对本实验的实验方案进行了预实验，选择了实验兔3只（4-5kg）,恒河猴1只5.3kg,分别测试麻醉方法、用药剂量、监测动物的生命体征变化（HR、RR）、睫毛反射、瞳孔大小和对光反应程度，以及麻醉药对动物体感诱发电位的影响。最终确定了fMRI实验的麻醉用药方案：基础麻醉+静脉持续滴注丙泊酚间断配合氯胺酮加深麻醉，此种麻醉方法既可以维持麻醉深度又可以避免单次用药后动物过早苏醒影响实验的继续进行，并且在平稳的麻醉状态下动物不容易出现麻醉过浅而导致的体动，也不容易出现麻醉过深而产生的呼吸抑制而导致动物出现麻醉意外。
本研究中进行44次实验，无一例发生意外，说明基础麻醉+持续静脉麻醉（氯胺酮+丙泊酚）的麻醉方法是一种安全、简便、易行的对恒河猴的麻醉方法，为以后类似动物实验中动物的麻醉提供了一种可以借鉴和采用的麻醉方法。
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