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经肋间肌穿刺法测定肺动脉高压小鼠模型右心室压力

魏瑞奇1,朴春梅2,张文美1,朱光发1∗

(1.首都医科大学附属北京安贞医院呼吸与危重症医学科,北京　 100029;
2.首都医科大学附属北京安贞医院北京市心肺血管疾病研究所,北京　 100029)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种快速高效不需要呼吸机辅助、操作简便的小鼠右心室压力的测定方法,并探讨测定

技巧。 方法　 23 只 C57BL / 6 J 小鼠(8 周龄)随机分成低氧组(11 只)和对照组(12 只),低氧组于低氧舱(10% O2)
内饲养 4 周制备肺动脉高压模型,对照组在正常空气中饲养,其余条件均相同。 模型制备后用 0. 6×25 mm 一次性

输液器针头在小鼠胸腔密闭状态下经肋间肌直接穿刺右心室并接多导生理仪测定右心室收缩压( right ventricular
systolic pressure, RVSP), 开胸验证穿刺点的位置,分离心脏,称右心室(right ventricular, RV)、左心室加室间隔(left
ventricular + septum, LV+S)的重量,计算右心室肥厚指数(right ventricular hypertrophy index, RVHI=RV / (LV + S)×
100%,取左肺进行病理切片并作苏木精-伊红(hematoxylin and eeosin, HE)及 α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle
actin, α-SMA)染色,观察肺动脉结构改变。 结果　 经肋间肌直接穿刺右心室得到右心室压力曲线,整个过程均在

3~4 min 内完成,RVSP 测定成功率 95. 6%(对照组 1 只失败)。 低氧组 RVSP 和 RVHI 分别为(30. 48±2. 95) mmHg
和(35. 31±3. 78)%,均显著高于对照组的(17. 50±3. 40) mmHg 和(23. 14±4. 29)%(均为 P<0. 05)。 低氧组小鼠肺

小动脉管壁明显增厚,中膜平滑肌增殖。 结论　 经肋间肌穿刺测定小鼠右心室压力曲线的方法,保持动物胸腔密

闭无需呼吸机辅助通气,简便快捷,能够快速评估小鼠右心室的血流动力学状态,成功率高,值得推广使用。
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Measurement of the right ventricular pressure of pulmonary hypertension
mouse model by intercostal muscle puncture

WEI Ruiqi1, PIAO Chunmei2, ZHANG Wenmei1, ZHU Guangfa1∗

(1. Department of Pulmonary and Critical Care Medicine, Beijing Anzhen Hospital Affiliated to Capital Medical University,
Beijing 100029, China. 2. Beijing Institute of Heart Lung and Blood Vessel Diseases, Beijing 100029)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To establish a rapid and efficient method for determining right ventricular pressure in mice
without the aid of a ventilator and explore the measurement techniques. Methods　 Twenty-three C57BL / 6 J mice (8 weeks
old) were randomly divided into two groups: control group (n = 12) and hypoxic group (n = 11). The hypoxic group was
reared in a hypoxic chamber (10% O2) for 4 weeks to prepare the pulmonary hypertension model, while the control group
was reared in normal air; otherwise, the conditions were the same. Then, we connected a multi-channel physiological
instrument and measured right ventricular pressure in mice with a 0. 6×25 mm disposable infusion needle by puncturing the



intercostal muscle directly when the chest cavity was closed. Thoracotomy was performed to verify the puncture point. Next,
the heart was separated, the right ventricle (RV), and left ventricular and septum (LV + S) were weighed, and the right
ventricular hypertrophy index ( RVHI) was calculated. Pathological sections of left lung were taken and stained with
hematoxylin-eosin and α-smooth muscle actin to observe the structural changes of pulmonary artery. Results 　 A right
ventricular pressure curve was obtained by directly puncturing the right ventricle through the intercostal muscle, and the
whole process was completed within 3- 4 minutes; the success rate of RVSP measurement was 95. 6% (1 failed in the
control group). The average RVSP and RV / (LV + S) of the hypoxia group were 30. 48±2. 95 mmHg and 35. 31±3. 78%,
which were higher than those of the control group with 17. 50 ± 3. 40 mmHg and 23. 14 ± 4. 29% ( both P < 0. 05),
respectively. In the hypoxic group, the pulmonary arterioles were thickened and the smooth muscle of the tunica media
proliferated. Conclusions　 The method of measuring the right ventricular pressure curve of mice by intercostal muscle
puncture and keeping the animal chest closed without ventilator-assisted ventilation is simple and fast; it can rapidly assess
the hemodynamic state of the right ventricle of mice with a high success rate and is worthy of being popularized.

【Keywords】　 pulmonary hypertension; intercostal muscle puncture; right ventricular pressure; mouse

　 　 肺动脉高压(pulmonary hypertension,PH)是一

种进行性加重的致命性疾病,其主要特征是肺血管

重构和肺血管阻力进行性增高,最终引起右心功能

衰竭甚至死亡[1]。 PH 的发生发展过程与肺血管结

构和功能异常密切相关,肺血管床内膜损伤、中层

肥厚、外膜增殖、纤维化导致肺动脉管腔进行性狭

窄、闭塞,肺血管阻力不断升高,但 PH 的发病机制

尚未完全阐明[2]。 因此,利用实验动物建立 PH 动

物模型在 PH 机制研究中必不可少,常用的 PH 动

物模型实验动物主要是大鼠和小鼠,其中小鼠由于

便于饲养,繁殖能力强,背景清晰,同时目前用于

PH 基础研究的基因工程动物主要是小鼠来源[3],
因此小鼠 PH 模型制备和应用极其重要。

评估 PH 动物模型最主要的指标就是血流动力

学的测定,因此建立一个快速、准确的评估肺血管

及右心室血流动力学状态的方法,是目前该领域亟

待解决的问题。 研究表明,在没有肺动脉瓣疾病的

情况下,右心室收缩压可用来评估肺动脉收缩压的

高低[4],目前常用测定方法有主要有经颈外静脉右

心导管术[5-6]、经颈外静脉导丝引导右心导管法[7]、
呼吸机辅助开胸直视下穿刺法[8]、开腹经膈肌穿刺

右心室法[9]、经胸壁右心室盲穿法[10] 等,这些方法

主要应用于大鼠。 小鼠的测定方法主要有开胸

法[11]、右心导管法等[12-13]。 相较大鼠而言,小鼠重

量仅为大鼠的 1 / 10,血管细,心脏小,右心导管操作

困难,成本高且耗时,成功率低[11]。 呼吸机辅助的

开胸直视穿刺检测需要连接呼吸机和气管插管,且
暴露胸腔所造成的人为气胸改变了小鼠生理状态

下的心脏所处的密闭环境,可能对测定结果产生不

可预测的影响。 最近高阳等[14]PH 模型小鼠采用闭

胸右心室穿刺法检测小鼠右心室收缩压,但未描述

具体操作方法和步骤。 本研究旨在采用一种经肋

间肌穿刺法测定肺动脉高压小鼠模型右心室压力

的实验方法,保持动物胸腔密闭无需呼吸机辅助呼

吸,使操作便捷高效,介绍如下。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 C57BL / 6 J 小鼠 23 只,8~10 周龄,体重

(20 ± 3)g,购自北京唯尚立拓科技有限公司[SCXK
(京) 2016-0009],低氧组 11 只,对照组 12 只饲养

于北京市心肺血管疾病研究所实验动物中心 SPF
级屏障系统内(湿度 40% ~ 70%,温度 16℃ ~ 26℃)
[SYXK (京) 2016-0027]。 本研究实验方案经北京

安贞医院伦理委员会批准,实验过程符合实验动物

伦理学要求的 3R 原则(减少、替代、优化),并给予

人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

动物低氧舱 (加拿大 Optoprobe Research 公

司)、Power Lab4 / 30 多导生理仪(ML866,澳大利亚

埃德仪器国际贸易有限公司)、Lab Chart 软件、冷光

源(MODEL C-F1230,日本 Nikon 公司)、电子天平

(JA2003,上海舜宇恒平科学仪器有限公司)、压力

换能器探头及三通管、0. 6 mm×25 mm 一次性输液

器针头(S2D2S,江西科伦医疗器械制造有限公司)、
10 mL 及 1 mL 注射器、1%戊巴比妥钠(美国 Sigma
公司)、0. 9%生理盐水、酒精喷壶、自制小鼠固定板、
医用胶带、眼科镊、眼科剪、医用棉球等。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 制备肺动脉高压小鼠模型

23 只小鼠进行完全随机分组,对照组 12 只,低
氧组 11 只。 低氧组小鼠在密闭的低氧舱里饲养 4
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周,诱导形成肺动脉高压,其中低氧舱内 24 h 持续

泵入空气和氮气的常压混合气体,通过氧气监测控

制系统监测,保证低氧舱内氧浓度控制在 ( 10 ±
0. 5)%,CO2 浓度低于 0. 5%。 对照组小鼠在正常空

气中饲养 4 周,其它条件相同。
1. 3. 2　 测定右心室压力的步骤

(1)称重、麻醉及固定:称重记录,根据小鼠体

重,按照 10 μL / g 剂量给小鼠腹腔注射 1%的戊巴比

妥钠溶液(0. 9%生理盐水配制)进行麻醉,待小鼠

肌张力消失、刺激无反应时将其四肢用胶带固定于

自制的泡沫塑料鼠板上(图 1-1),注意避免使小鼠

四肢过度拉伸,以防止对胸腔压力产生影响。
(2)实验仪器调试:多导生理仪连接电脑、压力

换能器探头及三通管,三通管的另外两头接输液器

针头和装有肝素生理盐水的 10 mL 注射器,反复调

整将肝素生理盐水充满整个通道,不要留有气泡,
打开 Lab Chart 软件的 RVP 模块,压力基线调零。

(3)剪开胸前皮肤:小鼠切口部位用 75%酒精

消毒(图 1-2),用镊子将小鼠剑突下的皮肤提起,
剪开一小口,沿胸骨正中线将小口直到颈部的皮肤

剪开(图 1-3、图 1-4),并在左侧肋缘下剪一斜行的

切口,提起两侧的皮肤切口,轻轻向两侧撕开,注意

动作轻柔,防止皮下血管破裂出血。 此时可以看到

小鼠左侧胸大肌清晰的暴露出来,大致呈一直角三

角形(图 1-5)。
(4)钝性分离胸肌:用眼科镊将小鼠胸大肌从下

缘游离端紧贴胸骨左缘钝性分离(图 1-6),分离后镊

子垂直提起胸大肌可见其下覆盖的胸小肌,右手持镊

轻提提胸小肌内侧缘,左手再拿一镊子钝性分离胸小

肌,并且将胸小肌从下至上撑开(图 1-7)。
(5)暴露左胸壁肋间隙:将钝性分离好的胸大

肌用剪刀沿胸骨附着处剪开并上翻,若有少量渗

血,可用棉球擦去,以保持术中视野清晰,同理胸小

肌也沿肋弓外下缘剪开并上翻,即可暴露看到小鼠

左胸肋骨及肋间隙(图 1-8)。
(6)判断心脏位置:透过灯光可见第三、四肋间

小鼠心脏快速的搏动,可大致判断出心脏的轮廓,
搏动最明显处为心尖,通常位于第四肋间隙,心尖

偏右上方处搏动较心尖处稍弱的部位就是右心室。
术者左手大拇指在剑突下向上推挤心脏,同时中指

向右轻推胸壁,使心脏紧贴左胸前壁并固定(图 1-
9),同时右手持针快速穿刺。

(7)右室穿刺点的确定:通过(6)确定右心室搏

动位置后,选择左侧第四肋肋角内侧大约 1 mm 左

右的肋下缘作为进针点,先将针头垂直于胸壁的方

向持针,然后进针方向各向下、向左(以小鼠的体位

作为参照方向)倾斜大约 15°角后进行穿刺,穿刺深

度大约 10 mm,可事先用马克笔在针头上做好标记。
穿过右心室壁时可有明显的突破感。 针头成功进

入右心室后,可见针管中有回血,随着心脏的搏动

有节律的回吸,同时持针的右手可明显感受到心室

有力的搏动(图 1 - 10)。 松开挤压小鼠胸壁的左

手,右手固定穿刺针,在 Lab Chart 软件界面可以看

到右心室搏动的压力曲线趋于稳定,记录一段稳定

的右心室压力波形后拔出针头。
(8)开胸验证穿刺点位置:迅速从剑突下向两

侧剪开胸廓下的肌肉和组织,剪破膈肌,沿胸骨正

中线剪开胸骨,将游离的两侧胸壁向两侧拉开,镊
子剥开心包膜,暴露心脏,用棉球擦去表面积血,仔
细观察可在右心室壁表面看到一个正在渗血的穿

刺点(图 1-11、图 1-12),验证了步骤(7)的针头成

功刺入右心室,得到的波形图为右心室压力变化

曲线。
(9)实验数据记录及数据分析:Lab Chart 软件

上记录整个过程压力的变化。 选择一段平稳的波

型(如图 2、图 3),鼠标右键选中该段波形,点击添

加到数据板,在数据板中则可查看该段波形的平均

右心室收缩压。
1. 3. 3　 右心室肥厚指数的测定

分离小鼠心脏,剪去心耳和大血管,生理盐水

洗去心腔内残血,再沿室间隔剪下右心室,用滤纸

吸去其水分,用电子天平分别称量右心室(RV)、左
心室+室间隔(LV+S)的质量,最后计算右心室肥厚

指数[RVHI = RV / (LV + S) × 100%],作为右室肥

大的指标。
1. 3. 4　 肺组织的处理

摘下两肺,分离出左肺,用 0. 9%的氯化钠注射

液冲洗干净,固定于 4% (体积分数) 多聚甲醛溶液

中 24 h,然后依次进行梯度乙醇脱水,石蜡包埋,做
4 μm /张的连续切片,进行苏木素-伊红染色(HE 染

色)和 α-平滑肌肌动蛋白免疫组化染色( a-SMA 染

色),最后在光镜下(200 ×)观察比较肺小动脉形态

学变化。
1. 4　 统计学方法

使用 SPSS 22. 0 统计学软件对数据进行分析,
实验数据以平均数±标准差(􀭰x±s)来表示,两组数据
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注:1:麻醉后固定;2:酒精消毒;3:剪开剑突下皮肤;4:延长皮肤切口;5:牵拉皮肤,暴露胸肌;6:钝性分离胸大肌;7:钝性分

离胸小肌;8:暴露左侧肋间隙;9:轻推胸壁,固定心脏;10:肋间隙穿刺;11:开胸暴露心脏;12:核对穿刺点位置。

图 1　 实验操作步骤图

Note. 1, Fixation after anesthesia. 2, Alcohol disinfection. 3, Cut the skin under the xiphoid process. 4, Prolong the skin incision.
5, Pull the skin and expose the chest muscles. 6, Blunt separation of pectoralis major. 7, Blunt separation of pectoralis minor. 8,
Expose the left intercostal space. 9, Gently push the chest wall to fix the heart. 10, Intercostal puncture. 11, Open chest to expose
the heart. 12, Check the location of the puncture point.

Figure 1　 Experimental procedure diagram

图 2　 正常小鼠的右室压力曲线图

Figure 2　 The RVSP curve of normal mouse

图 3　 肺动脉高压小鼠的右室压力曲线图

Figure 3　 The RVSP curve of pulmonary hypertension mouse
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采用两独立样本 t 检验,以 P< 0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 造模 4 周后小鼠的一般情况

低氧组小鼠较对照组活动量明显减少,呼吸急

促,毛发无光泽,口唇发紫,进食饮水量也明显减

少,胸壁肌肉发红发紫。 与对照组相比,低氧组小

鼠体重明显降 低, [( 18. 24 ± 2. 36 ) 比 ( 22. 62 ±
2. 87)],差异有显著性(P< 0. 05),结果见表 1。
2. 2　 右室压力曲线

从小鼠固定到测出右心室压力曲线,整个过程可

在 3~4 min 内完成,低氧组 11 只小鼠的 RVSP 全部

测出,对照组 12 只小鼠中,有 1 只测定失败,穿刺成

功率达 95. 65%(22 / 23)。 在推挤胸廓固定心脏穿刺

成功的几秒内,压力峰值较高且波动较大,术者松手

后,峰值略有下降并逐渐平稳,选取该段平稳的压力

曲线得到 RVSP 值(图 2、图 3):稳定后的压力波形为

规则的单峰锯齿状,随着呼吸节律的变化有轻微的波

动,低氧组小鼠的 RVSP 明显高于对照组[(30. 48±
2. 95) mmHg 比(17. 50±3. 40) mmHg],差异有显著

性(P< 0. 05),结果见表 1、图 4a。
2. 3　 右室肥厚指数及肺小动脉病理改变

低氧组小鼠 RVHI 也显著高于对照组[(35. 31
±3. 78)%比(23. 14±4. 29)%],差异有显著性(P<
0. 05),结果见表 1、图 4b。 HE 染色显示低氧组小

鼠肺小动脉管壁明显比对照组增厚,a-SMA 免疫组

化染色显示管壁增厚部分为平滑肌细胞,说明低氧

组小鼠组织学水平也呈现出肺动脉高压的病理变

化,肺小动脉重构(图 5)。
表 1　 小鼠体重、RVSP、RVHI 的比较( 􀭰x ± s )

Table 1　 Body weight, right ventricular systolic pressure, and the index of right ventricular hypertrophy of the two groups
组别
Groups n 体重(g)

Body weight
右室收缩压(mmHg)

RVSP
右室肥厚指数(×100%)

RVHI
低氧组 Hypoxic group 11 18. 24±2. 36∗ 30. 48±2. 95∗ 35. 31±3. 78∗

对照组 Control group 12 22. 62±2. 87 17. 50±3. 40 23. 14±4. 29
注:与对照组比较,∗P<0. 05。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05.

注:a:右心室收缩压的比较;b:右心室肥厚指数的比较。

图 4　 对照组和低氧组右心室收缩压和肥厚指数的比较

Note. a, Comparison of right ventricular systolic pressure (RVSP). b, Comparison of right ventricular hypertrophy index (RVHI).

Figure 4　 Comparison of RVSP and RVHI between the control group and the hypoxic group

注:a:对照组 HE 染色;b:低氧组 HE 染色;c:对照组 α-SMA 染色;d:低氧组 α-SMA 染色。

图 5　 肺小动脉的病理改变(× 200)
Note. a, HE staining in the control group. b, HE staining in the hypoxic group. c, α-SMA staining in the control group. d, α-
SMA staining in the hypoxic group.

Figure 5　 Pathological changes of pulmonary arteriole
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3　 讨论

随着基因工程小鼠制备技术的发展和成熟,加
之小鼠品系繁殖力强,繁殖周期短,饲养成本较低,
基因背景较清楚[15],因此小鼠模型在肺血管疾病研

究中的应用越来越多,右心室压力测定是评估小鼠

血流动力学的一种重要手段,有研究指出,右室流

出道无狭窄及肺动脉瓣无病变时,肺动脉收缩压与

右心室收缩压基本一致,通过测量右室收缩压可间

接反映肺动脉收缩压[5, 13]。 探求一种简便快捷并

易于普及的小鼠右心室血流动力学的测定方法有

着非常重要的意义。
目前国内测定大鼠和小鼠右室及肺动脉压力

方法主要有经颈外静脉 V 形切口右心导管法,经导

丝引导的右心导管法、开胸直视下穿刺右心室法或

开腹经膈肌穿刺右心室法,其中报道最多的是右心

导管法,由于是盲插,普遍面临着导管在静脉交汇

处无法顺利通过、误入下腔静脉、在右心房或右心

室内打卷,刺破壁薄的静脉引起胸腔内出血、导管

前段刺激右心室引起心律失常等,导致检测指标不

准确或失败[5, 7-9, 11]。 而对于导丝引导下的穿刺法

虽然一定程度上减少了导管直接操作的盲目性,但
需要 X 线定位,增加实验者放射线暴露[7]。 另外对

于导管的选择,要么价格昂贵(Millar 导管,3. 5 万人

民币),要么自制过程复杂(PE 导管)且易损耗[12],
不利于实验的进行。 开胸直视下穿刺右心室法需

气管插管和呼吸机通气辅助,操作较为繁琐,而且

人为打开胸腔可能会影响心脏外周压力,同样开腹

经膈肌穿刺也有着同样的缺点,使得检测指标不能

反映正常心脏解剖条件下的血流动力学。 小鼠体

型小、体重轻、血管壁薄及心脏体积小,进行上述操

作问题更加突出,右心室血流动力学测定一直是肺

动脉高压小鼠模型评估中的一大难题,本实验采用

的经肋间肌穿刺法测定小鼠右心室压力的实验方

法,较好地解决了这些难题。
实验中通过分离小鼠胸部皮肤和浅层肌肉暴

露肋间隙,观察心脏的轮廓并判断右心室的位置,
从而进行准确的穿刺,由于操作简便快捷和无需进

行插管和呼吸机辅助通气,大大缩短了测定压力曲

线所需要的时间,从胸部消毒开始到测出压力平均

需要 3~4 min,同时也因胸腔密闭,减少了开胸对肺

循环心脏血流动力学的影响,因而操作简便快捷,
结果真实可靠。 另外,使用材料主要有一次性输液

器针头和手术器械及自制固定板,来源方便,能够

重复利用,不需要自行制备右心 PE 导管,成本

低廉。
操作步骤和技巧是取得实验成功的关键。 我

们总结出以下几点操作细节:①要钝性分离胸大

肌、胸小肌以暴露肋间隙,避免损伤肋间肌及胸膜

引起气胸;②透过肋间隙观察心脏时,左手手指一

定要轻轻推挤胸壁,使心脏紧贴左胸前壁固定,这
样才能准确判断右心室的位置;③穿刺时一定要掌

握好进针角度和深度,进针角度为持针手偏向小鼠

头侧和左侧各 15°左右,深 10 mm 左右,事先做好标

记,应注意一次性进针,进针后若波形未立即出现,
可能是针尖口刚好贴着心肌壁,可轻微调整进针深

度。 右心室穿刺成功后测压应选取动物胸腔不受

挤压、RVSP 曲线稳定的那一部分作为实验数据;④
保证整个测压系统密闭性和通畅性,管内不能留有

气泡,以免影响压力传导,每完成一次操作,要及时

地推注注射器内的肝素生理盐水,防止针头内出现

血凝块,针头变钝时应及时更换。
本实验中的肺动脉高压小鼠模型为持续性低

氧诱发,慢性缺氧引发肺动脉高压的特征性变化是

肺血管发生重塑,肺血管细胞尤其是平滑肌细胞发

生慢性增殖,各级肺血管管壁明显增厚,肺循环外

周阻力增加,肺动脉压进行性升高,最终导致右心

室增大,发展为右心衰竭[9]。 本实验结果显示低氧

组动物 RVSP 和 RVHI 显著升高,病理示低氧组小

鼠肺小动脉管壁明显较对照组增厚和平滑肌细胞

增殖,与国内外其它实验测得的数据相近[12-13]。 综

上所述,本文详细介绍了一种经肋间肌穿刺法测定

肺动脉高压小鼠模型右心室压力的实验方法,保持

动物胸腔密闭无需呼吸机辅助,且操作简单、方便

快捷、成功率高,值得推广应用。
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