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反复冷冻与冠状动脉结扎法制作大鼠急性心肌梗死模型方法的比较
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（1. 河北大学附属医院，河北，保定071000；2. 解放军二五二医院，河北，保定 071000）

【摘要】 目的 探讨通过反复短时间冷冻法与冠状动脉前降支结扎法制作大鼠急性心肌梗死(AMI)模型的不同，并比较大鼠死亡率及心功能指标。方法 将40只成年SD大鼠随机分为2组：冷冻组、结扎组。冷冻组大鼠无呼吸机支持下采用浸过液氮的铜金属棒反复3次，每次5 s冷冻左室前壁。结扎组大鼠在呼吸机支持下开胸结扎冠状动脉前降支。比较手术、术后及28 d大鼠死亡情况，比较大鼠心功能指标 (SAP、DAP、LVEDP、LVMI、±dp/dtmax)。结果 ①冷冻组大鼠术中死亡只数、术后死亡只数、术后至28d时死亡只数与结扎组比较无统计学意义 (P>0.05)；冷冻组总死亡率明显低于结扎组 (P<0.05)。冷冻组大鼠死亡只数明显少于结扎组；② 28 d后冷冻组与结扎组大鼠心功能SAP、DAP、LVEDP、LVMI数值较正常值明显升高，±dp/dtmax下降，提示两组大鼠心功能恶化，两组心功能比较无统计学意义 (P>0.05)。结论 相对冠状动脉结扎法，反复冷冻法制作心肌梗死模型方法对大鼠损伤小，死亡率低，并且不需应用呼吸机支持，值得进一步研究探讨。
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Comparison between repeated cryoinjury- and coronary artery ligation-induced model of acute myocardial infarction in rats 
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【Abstrct】Objective To explore the two methods (repeated cryoinjury and coronary artery ligation) to establish rat models of acute myocardial infarction (AMI), and to compare the mortality and changes of cardiac function of the model rats. Methods Forty SD rats (20 males and female each) were randomized into two groups: cryo-injury group (CI) (n = 20) and coronary artery ligation group (CAL)(n = 20). Cryoinjury to the free wall of rat left ventricle was performed using a round copper probe cooled by immersion in liquid nitrogen, and without ventilator support. It was applied to the LV free wall three times for five seconds each. The CAL group had ligation of anterior descending coronary artery and with ventilator support. We observed the intraoperative, postoperative and 28-days mortality of the rats. Parameters of cardiac function (SAP, DAP, LVEDP, LVMI, ±dp/dtmax) were observed on day 28. Results ① The intraoperative, postoperative, and 28-days death numbers of the rats were not statistically significantly different in the CI and CAL groups (P>0.05). Compared with the CAL group, the total mortality rate of CI group（6/20）was significantly lower than that of the CAL group (12/20) (P<0.05). ② In both the CI and CAL groups at day 28, the cardiac function parameters (SAP, DAP, LVEDP and LVMI) were increased and ±dp/dtmax was decreased, indicating deterioration of cardiac function, with no significant differences between the two groups (P>0.05). Conclusions The repeated cryoinjury technique to establish rat model of acute myocardial infarction has advantages such as safety, low mortality, and without ventilator support, is superior to the coronary artery ligation method, and deserves further investigation．
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随着人口老龄化的发展，冠状动脉性疾病成为威胁人类健康的主要疾病。2010年全球冠心病死亡人数占总死亡率的15%[1]。低死亡率、模型结果相似性高、可重复性高、简单易行的急性心肌梗死(AMI)动物模型是研究人类冠心病相关机理及药物实验的重要手段。自1943年Harris和Rojas报道开胸结扎冠状动脉复制AMI动物模型以来，冠脉夹闭法、微量直流电刺激法、冠脉栓塞法等不同的制模术式被提出。但由于操作过程中，麻醉过深、呼吸机不当使用、肺脏损伤等造成动物死亡率较高。无呼吸机支持反复冷冻法制作心肌梗死大鼠模型是本课题组借鉴经典心肌冷冻法而提出，现进一步比较无呼吸机支持短时间反复冷冻法与冠脉结扎法大鼠AMI模型死亡率及心功能等指标，为实验人员选择模型制作方法提供参考。

1 材料和方法

1.1 实验动物及实验环境
 SD大鼠40只，清洁级II，雌雄各半，体重（225±25） g，由河北医科大学实验动物中心提供，动物合格证号：911102。动物实验操作及处理符合伦理要求及《中华人民共和国实验动物管理条例》。大鼠适应性喂养1周，模型制备前禁食12 h，自由饮水。手术操作为无菌操作，大鼠麻醉状态下室温控制25°C以上。术后大鼠单笼饲养至完全清醒并备足饮水及饲料。术后雌雄分笼饲养28 d。
1.1.1实验动物分组：随机分为两组：冷冻组(CI)、结扎组(CAL)。冷冻组：大鼠无呼吸机支持下采用浸过液氮的铜质金属棒反复3次，每次5s冷冻大鼠左心室前壁。结扎组：大鼠在呼吸机支持下开胸结扎冠状动脉前降支。

1.1.2 实验动物麻醉：称重后以10%水合氯醛300 mg/kg腹腔注射法麻醉，严格按体重给予麻醉药物剂量，以避免麻醉过深导致大鼠死亡。

1.2 仪器与试剂 
TKR-200c小动物呼吸机(江西特力麻醉呼吸设备公司)；BL-420E+生物信号采集系统(成都泰盟科技有限公司)。

1.3 动物实验
1.3.1冷冻组心肌梗死模型制备：固定大鼠于鼠台上，左胸部去毛，碘伏消毒并铺无菌单。于胸骨左缘0.8 cm大鼠心脏搏动明显处以第四肋骨为中心纵行切皮约2 cm，逐层分离。于第四肋间前外侧钝性刺入胸腔并撑开，用止血钳或眼科撑开器撑开1.0 -1.5 cm以显露心包，避免粗暴操作而损伤肋骨。取下撑开器由后背侧向前胸挤压胸廓以排出胸腔气体，操作2-3次便于肺复张。用止血钳闭和肌层以密闭胸腔。数秒钟后大鼠多能恢复自主呼吸，1-2 min大鼠呼吸平稳后原位进入胸腔显露心脏，助手挤压胸廓及剑突下将心脏轻柔挤出，用直径6 mm的铜棒(头端液氮内浸泡5 min以上)充分接触左心室前壁，持续5 s后将心脏复位，由后背侧向前胸挤压胸廓2~3次，排除胸腔气体并夹闭肌层，可辅助按摩胸廓以促进大鼠自主呼吸的恢复，1~2min后重复上述操作2次，大鼠左心室前壁冷冻部位呈暗灰色或青紫色、收缩力下降为模型成功标准。大鼠呼吸平稳后再次挤压排除胸腔气体，直接缝合肌层，青霉素注射液5万单位冲洗肌层后缝合皮肤。术后大鼠肌注青霉素20万单位5 d以避免感染。
1.3.2 结扎组心肌梗死模型制备: 固定大鼠于鼠台上，颈部、前胸去毛，碘伏消毒并铺无菌单。连接肢导联到生物信号采集系统以观察大鼠心电图变化，麻醉成功后采用经颈透照直视插管法[2]，连接高频小动物呼吸机进行机械通气，潮气量设定3 mL/100 g，呼吸频率60次/分，吸呼比1:1.5。取前胸正中切口，于胸骨左缘切开皮肤，钝性分离肌层，于胸骨左缘切断肋软骨，开胸器显露胸腔以暴露心脏，纵行剪开心包，500 U/kg肝素钠注入右心耳进行肝素化，左心耳根部与肺动脉圆锥之间显露前降支，于前降支近段分离血管或者直接6-0丝线与直径1 mm的乳胶管一起结扎前降支，采用两步结扎法[3]第一步不完全阻断血流预结扎达到缺血预适应的目的，然后进行第二步结扎。阻断血流5 min，再灌注10 min，再完全阻断前降支血流。心脏复位后迅速挤出空气关闭胸腔，制造胸腔负压状态[4]，逐层缝合。以结扎线以下心肌颜色变为暗红色，II导联ST段抬高大于0.1 mV以上或T波高耸为结扎成功标志。青霉素注射液5万单位冲洗肌层后缝合皮肤。术后大鼠肌注青霉素20万单位5 d以避免感染。
1.4 观察指标 
1.4.1 术中、术后、28 d大鼠死亡情况。
1.4.2 心功能指标的测定：大鼠称重后腹腔内注射戊巴比妥钠50 mg/kg进行麻醉。计算机连接BL-420E+生物机能实验系统进入血流动力学模块，将换能器与微机相连。尾静脉注射500 U/kg肝素钠进行肝素化。取颈前正中切口，顿性分离至右侧颈总动脉。经右侧颈总动脉插管，描记收缩压(SAP)、舒张压(DAP)等。记录后再继续推送导管4.5~5.0 cm进入左心室，测定左心室舒张末压(LVEDP)、左心室内压上升、下降的最大变化速率(±dp/dtmax)。记录完毕后即刻开胸取心，剪掉左右心房及右心室，预冷PBS液进行冲洗，滤纸拭干液体后称取左心室重量，左心室质量指数 (LVMI) = 左心室重量/体重。

1.5 统计学方法

 使用SPSS 13.0软件包进行统计。数值用均数±标准差表示，结果之间分析使用两独立样本t检验。计数资料应用Fisher确切概率法检验。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1大鼠存活、死亡比较 
术中、术后及28 d大鼠存活情况如表1所示。冷冻组大鼠术中死亡4只与结扎组比较P = 0.16，无统计学意义；冷冻组大鼠术后死亡与结扎组比较P = 0.19，无统计学意义；冷冻组大鼠术后至28d时死亡只数与结扎组比较P = 0.29；冷冻组总死亡率与结扎组比较P = 0.04，有统计学意义。冷冻组大鼠死亡只数明显少于结扎组。
表1 大鼠死亡及存活比较 (只)
Tab. 1 Comparison of number of dead and survival rats (n)
	组别
Groups
	存活

Survival
	术中死亡
Intraoperative

death
	术后死亡

Postoperative

death
	28d死亡
28-days death
	合计（只）

Total (n)

	冷冻组

CI 
	14
	4
	1
	1
	20

	结扎组

CAL 
	8
	7
	3
	2
	20

	合计(只)
Total (n)
	22
	11
	4
	3
	40


2.2 两组大鼠心功能比较 
造模28 d, 冷冻组与结扎组大鼠心功能SAP、DAP、LVEDP、LVMI数值较正常值明显升高，±dp/dtmax下降，提示两组大鼠心功能恶化，两组心功能比较无统计学意义P>0.05，见表2。

                        表2 两组大鼠心功能比较

Tab. 2  Comparison of rat cardiac functions in the two groups
组别Groups      n   收缩压SAP (mmHg)  舒张压DAP (mmHg)  左心室舒张末压LVEDP (mmHg)  左心室质量指数LVMI (%)  +dp/dtmax(mmHg/s)      -dp/dtmax(mmHg/s)
冷冻组CI       14  134.23±1.74                        102.15±1.37           8.41±1.29                                           3.08±0.11                    985.52±73.46         -724.57±66.13  
结扎组CAL      8  136.42±1.83                        103.17±1.33           8.52±1.36                                            3.12±0.09              972.35±71.18       -719.47±66.37  
注：※P <0.05。Note: ※P <0.05.
3 讨论

心血管疾病基础研究的重要技术是缺血性损伤模型的制作，复制急性心肌梗死模型进而导致动物心力衰竭形成是广泛应用的动物模型制作方式。如何保证模型与疾病相似性、可靠性、重复性等因素下，提高模型制作成功率，减少动物死亡率是制作模型工作中的难点。目前急性心肌缺血模型的制作主要有开胸手术法、闭胸手术法、药物造模法。其中闭胸手术法是随着介入技术的发展而出现的，多用于犬、猪等体型较大的动物，手术可以使用临床废弃的介入材料，并且不需使用呼吸机，具有创伤小造模成功率高等优点，主要有球囊堵塞法和血栓堵塞法等[5-6]。药物造模法主要是通过腹腔注射、静脉注射脑垂体后叶素和异丙肾上腺素等药物，通过使冠脉痉挛、心率增快、心肌代谢增加等机制复制心肌缺血模型，操作简便可以反复实验，但多用于心绞痛模型相关实验。
开胸手术法主要有冠脉结扎法、冠脉夹闭法、微量直流电刺激法、心外膜直接冷冻法、冠脉局部滴敷药法等。冠状动脉结扎法于上世纪40年代开始采用至经典Olivetti法应用呼吸机辅助结扎冠脉前降支造成心肌梗死以来，多种因素影响手术成功率：麻醉程度、呼吸机管理不当、肺脏损伤、结扎部位不同、再灌注心律失常等。尤其是大鼠模型制作时气管插管应用呼吸机对手术的影响更大。经典心外膜直接冷冻法仍应用呼吸机辅助完成，用液氮冷却直径8~10 mm金属探头直接接触左心室游离壁，每次1 min反复十次以达到透壁梗死。但呼吸机的应用导致气道并发症增多、撤机困难、肺损伤增加，经典造模过程时间长并且操作繁琐。
本研究在反复冷冻造模的基础上对经典冷冻模型制作进行了一定的创新，通过反复闭合肌层密闭胸腔，维持大鼠自主呼吸过程，选用直径6 mm热传导功能良好的铜质材料，对左心室前壁进行3次，每次5 s钟的反复冷冻，证实模型制作成功。既往研究显示标本病理切片Masson染色证实梗死心肌面积超过20%、为透壁性梗死、坏死明确、边界清楚[7]。本实验显示冷冻组大鼠总死亡率与结扎组比较P = 0.04，有统计学意义，冷冻组大鼠存活70%，进一步证实无呼吸机支持制模大鼠存活率较高，但本研究组在实验初期探索阶段大鼠存活率不到35%，存活率与制模熟练程度密切相关。结扎组采用两次结扎法大鼠存活40%，进一步证实缺血预适应可以减低模型制作过程中大鼠死亡率。28 d时两组大鼠心功能指标较正常值明显减退、心功能恶化，两组大鼠心功能比较无明显差异(P>0.05)，提示两种制作方法均能达到良好的模型效果。

综上所述，无呼吸机支持、反复闭胸、短时间反复冷冻法制作大鼠急性心肌梗死模型，能到达透壁梗死、心功能减低、低死亡率等要求，为大鼠急性心肌梗死模型的建立提供了又一思路，拓宽了实验人员的选择，为临床及科研制模提供了又一有效手段。
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