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摘要%目的!颈部皮下注射不同剂量异丙肾上腺素!<=c"建立小鼠慢性心肌缺血模型(通过比较确定最佳造模剂

量(寻求较为客观可靠的指标(为相关模型制备及药效评价提供参考+ 方法!) 个模型组分别皮下注射 <=c)& 7R;

.R*"? 7R;.R和 $ 7R;.R体质量(连续 ) ,(描记造模后 &( 8*$, 和 "B , 心电图!WAD",第 $ 天和第 "B 天时分别检测

各组血液心肌损伤标志物并心脏取材(观察各组心肌形态学病理变化+ 结果!<=c)& 7R;.R和 <=c"? 7R;.R剂量

组在造模后的 $ , 及 "B , 心电图 I波均显著降低!*m#C#B 或 *m#C#"",心肌损伤标志物显著改变!*m#C#B 或 *m

#C#""(其中 <=c)& 7R;.R组产生病理改变(死亡率为 (&CBf(较适用于抗慢性心肌缺血药物较长期治疗给药的药

效评价+ <=c"? 7R;.R的剂量死亡率为 &Bf(相对较低(并且未导致心肌病理性损伤+ 结论!可根据不同试验预

期选择性地采用 <=c"? 或 )& 7R;.R造模剂量建立小鼠慢性心肌缺血模型+

关键词%小鼠,异丙肾上腺素,慢性心肌缺血,评价标准

中图分类号% HJ))&!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##("J#’

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##%

!!大*小鼠皮下大剂量注射异丙肾上腺素 !<=c"
能导致心肌缺血(与人的心肌缺血症状较为接近(是
常用的*经典的抗心肌缺血作用评价模型(例如谭文
明等 - ".和焦淑萍等 - &.分别利用 <=c对大鼠和小鼠
进行了心肌缺血模型的制备+ 但采用此法建立慢性
心肌缺血模型的造模方法*造模剂量及评价指标尚
缺少系统的试验研究(文献报道的方法繁多但无统
一的*客观的标准和依据+

<=c为 "受体激动剂(可使心肌剧烈收缩而缺
血缺氧(产生大量的 c>cc@和氧自由基(对心肌细
胞造成损伤 - ). + FM3T8S 等 - (.发现大剂量 <=c可导
致心肌线粒体组织蛋白酶JG和 "葡萄糖醛酸酶活
性显著降低(心肌线粒体膜稳定性下降+ 当心脏负
担过重时也可导致心肌微循环障碍(引发缺血性病
变 - B. + 大剂量注射 <=c使肾素J血管紧张素J醛固酮
系统被高度激活(可导致心功能进行性恶化并形成
恶性循环 - ?. + 因此(<=c成为使用频率较高的经典

的心肌缺血模型造模药物之一+
本文采用不同剂量 <=c对小鼠进行颈部皮下注

射(建立小鼠慢性心肌缺血模型(观测各模型组两周
内的心电图*生化指标及病理指标的改变+ 通过比
较确定最佳造模剂量(建立较为客观*可靠的慢性心
肌缺血模型的评价标准(为相关模型制备及药效评
价研究提供依据和参考+

/K材料与方法

/M/K材料
/M/M/!试剂,<=c%上海禾丰制药有限公司(产品批
号%"#""#"(规格%& 7E%"7R,水合氯醛%国药集团化
学试剂有限公司(产品批号%&##$""&#+
/M/M5!仪器%[E’$B 多导生理记录仪%澳大利亚
NG,NZB$## 型全自动生化分析仪%美国 \WAd[N>
AcZEIWH+
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/M/M3!动物% =FY级雄性 d[小鼠(体质量 "$ i
&& R(购于辽宁长生生物技术有限公司(实验动物生
产许可证号%=A_d!辽"&#"BJ###"
/M/M2!饲养环境%小鼠饲养于辽宁省中医药研究院
!辽宁中医药大学附属第二医院"实验动物中心-实
验动物使用许可证号%=]_d!辽" &#"&J###).(屏障
环境(温度%&"i&B h(湿度 (Bfi?#f,动物自由采
食和饮水(垫料每 ) 日更换一次+ 颗粒饲料及玉米
芯垫料(均由北京科澳协力饲料有限公司提供 -实
验动物饲料生产许可证号%=A_d!京"&#"(J##"#.+
/M5K方法

=FY级雄性 d[小鼠 "?# 只(随机分为 ( 组(每
组 (# 只(分别为空白组 !生理盐水 "*高剂量组
!<=c( )& 7R;.R体质量 "*模型中剂量组 !<=c(
"? 7R;.R体质量"*模型低剂量组!<=c($ 7R;.R体
质量"+ 适应性饲养 B , 后(腹腔注射 (f水合氯醛(
按每千克体质量 #C( R麻醉(!导联描记各组小鼠
造模前心电图+ 恢复性饲养 ) ,+ 各组按每千克体
质量 "# 7E给药(颈部皮下注射相应浓度的 <=c
!#C)&f*#C"?f和 #C#$f"(每日 $%)# 定时注射(每
日一次(连续造模 ) ,+ 末次注射 <=c当晚禁食不禁
水 "? 8(第二天麻醉前统计小鼠死亡率(末次注射
<=c后 &( 8(每只小鼠腹腔注射 (f水合氯醛麻醉(
!导联描记造模 &( 8 后心电图+ 恢复性饲养待到
末次注射 <=c后第 $ 天(每只小鼠腹腔注射 (f水合
氯醛麻醉(!导联描记造模后 $ , 心电图(每组取 "#
只小鼠眼眶采血 " 7E() ### M;712 离心 "# 712(吸
取血清(NZB$## 型全自动生化分析仪检测肌酸激
酶!Ad"*肌酸激酶同工酶 !AdJ[\"*乳酸脱氢酶
!EGV"*天门冬氨酸氨基转移酶!N=I"*肌钙蛋白 I
!AI>JI"+ 引颈法处死后(摘取心脏甲醛固定( VW
染色(光学显微镜观察各组心肌形态学改变并拍照+
其余小鼠恢复性饲养待到末次注射 <=c后第 "B 天(
每只小鼠腹腔注射 (f水合氯醛麻醉(!导联描记

造模后 "B , 心电图(每只小鼠眼眶采血检测生化指
标,引颈法处死后(心脏 VW染色并观察病变情况+

记录每只小鼠各个时间点的心电图(采用
E3TA83M9$ 读取 I波高度(每只小鼠每个时间点连续
( 个波为 " 段取一个平均 I波高度值(取 ) 段的平
均值作为该鼠该时间点的 I波高度数值+

采用造模后 &( 8*$, 及 "B , 心电图的I波高度
分别与该鼠造模前心电图的 I波高度做差并取其
绝对值(得出造模后各时间点的 I波变化量,然后
以 I波变化量除以该鼠造模前心电图的 I波高度(
得出造模后各时间点的 I波变化率 - ’. +
/M3K统计方法

数据采用 =F=="&C# 统计软件进行统计处理(试
验数据用平均数l标准差!(,l-"表示(组间比较采用
单因素方差分析(*m#C#B 为差异具有统计学意义+

5K结果

5M/K心电图
四组小鼠造模前*造模后 &( 8*造模后 $ , 及造

模后 "B , 心电图见图 "i(+ 各时间点 I波高度*I
波变化量及 I波变化率见表 "+

由表 " 可知(造模后各时间点 I波高度均以自
身造模前 I波高度作为参照得出变化量及变化率(
结果如下%各组造模后 &( 8*$, 及 "B , 的 I波高度
较造模前均有所降低,中剂量组造模后 &( 8 的 I波
高度显著低于空白组!*m#C#B"+ 高剂量组造模后
"B , 的 I波变化量显著高于空白组!*m#C#"",中剂
量组造模后 &( 8*$, 及 "B , 的I波变化量显著高于
空白组!*m#C#""+ 高剂量组造模后 "B , 的 I波变
化率显著高于空白组 !*m#C#B",中剂量组造模后
&( 8*$, 的 I波变化率显著高于空白组!*m#C#"",
中剂量组造模后 "B , 的 I波变化率显著高于空白
组!*m#C#B"+

图 /K空白组心电图
L#)X/K7:-PFG(P%GH#()G%9 (RP(&FG(:)G(+T

/&(/
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图 5K高剂量组心电图
L#)X5K7:-PFG(P%GH#()G%9 (R"#)"H(Q-)G(+T

图 3K中剂量组心电图
L#)X3K7:-PFG(P%GH#()G%9 (R9#HH:-H(Q-)G(+T

图 2K低剂量组心电图
L#)X2K7:-PFG(P%GH#()G%9 (R:(*H(Q-)G(+T

表 /K造模前)造模后 52 ")1 H及 /V H心电图#7E\$@波高度)变化量及变化率
@%J:-/K@"-@[%U-"-#)"F*U%G#%F#(&%&HP"%&)-G%F-#&7E\J-R(G-c%RF-G52 "*1H%&H/V H(R%&#9%:9(H-:Q

项目 空白组 高剂量组 中剂量组 低剂量组
造模前

造模后 &( 8

造模后 $ ,

造模后 "B ,

动物数;+ (# (# (# (#
I波高度;7a #C"%l#C#$ #C&#l#C#) #C&"l#C#? #C&"l#C#?
动物数(+ (# &) )# )B

I波高度;7a #C"(l#C#? #C""l#C"# #C#Bl#C")$ #C"#l#C""
I波变化量;7a #C#’l#C#? #C"#l#C#? #C"’l#C""$$ #C")l#C#%
I波变化率;f )?C$%l&)C## B)C?’l)BC%% $(C)"lB(C’)$$ ?(C%(l)%C"%
动物数;+ (# &) )# )B

I波高度;7a #C")l#C#B #C#%l#C") #C#%l#C"# #C""l#C#’
I波变化量;7a #C#?l#C#? #C"&l#C#’ #C"Bl#C"#$$ #C""l#C#?
I波变化率;f )(C"%l&&C?( ?&CB)l(&C"? ’’C#&lB"C%&$$ ($C?%l&?CB#
动物数;+ )# ") &# &B

I波高度;7a #C#%l#C#B #C#(l#C#’ #C#’l#C"" #C"&l#C#’
I波变化量;7a #C#?l#C#( #C"Bl#C#%$$ #C"Bl#C#$$$ #C#%l#C#’
I波变化率;f )$CB’l&$C&& $&C"#lBBC(?$ ’"CBBl)’C##$ (#C&#l&)C$%

!!注%与空白组相比$ *m#C#B( $$*m#C#"

>69Q% A67:3MQ, -198 98Q5629M6ORM6S:( $ *m#C#B( $$*m#C#"

/)(/
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5M5K心肌损伤标志物
造模小鼠分别于造模后 $ ,*"B , 进行眼眶采

血(血清中心肌损伤标志物的检测结果见表 &*
表 )+

表 5K造模后 1 H的 <!@)E,)E,8D=);’Z及 E@B8@数据
@%J:-5K@"-H%F% (R<!@*E,*E,8D=*;’Z%&HE@B8@%RF-G1 H(R%&#9%:9(H-:Q

动物数;! 2" N=I;!Z;E" Ad;!Z;E" AdJ[\;!Z;E" EGV;!Z;E" AI>JI;! 2R;E"

空白组! "# ?BC%’l")C)( &)$C$?l ’&C%( &")C##l )%C&’ (B?C$?l"B(C(% "$C’’l"&CB’

高剂量组 "# "#%C#)l("C""$ ()?C(#l"$BC’"$$ ("#C’#l"’BC#)$$ ’?BC?&l"’(C)?$$ "BC"$l $CB%

中剂量组 "# ")#C?$l(&C&?$$ ")#’C""l?B)C)"$$ (B&C’$l %$C#($$ ’$&C$#l"’(C’)$$ &’C))l"(C#$

低剂量组 "# $?C&%l"?C)$$ &)(C%#l ’(C(( &’"C$#l ’&C’’$ ?"’C)$l"))C?& ""C?$l BC%#

!!注%与空白组相比$ *m#C#B( $$*m#C#"

>69Q% A67:3MQ, -198 98QTO32. 5629M6ORM6S:( $*m#C#B( $$*m#C#"

!!高剂量组*低剂量组 N=I显著高于空白组!*m
#C#B",中剂量组 N=I极显著高于空白组 !*m
#C#""+ 中剂量组 Ad极显著高于空白组 !*m
#C#""+ 高剂量组*中剂量组 AdJ[\极显著高于空

白组!*m#C#"",低剂量组 AdJ[\显著高于空白组
!*m#C#B"+ 高剂量组*中剂量组 EGV极显著高于
空白组!*m#C#""+

表 3K造模后 /V H的 <!@)E,)E,8D=);’Z及 E@B8@数据 #*! "̂$

@%J:-3K@"-H%F% (R<!@*E,*E,8D=*;’Z%&HE@B8@%RF-G/V H(R%&#9%:9(H-:Q!*! "̂"

动物数! 2" N=I;!Z;E" Ad;!Z;E" AdJ[\;!Z;E" EGV;!Z;E" AI>JI;! 2R;E"

空白组! )# "#&C"?l &?C"’ )?%C’$l&#%C") &"?C(#l B&C)) %%&C(#l&B&C"? "$C’&l "(C"(

高剂量组 ") "B’C&#l $’C)" )()C#$l"B)C&# )"%C)"l)"%C)"$$ ")B"C%"l"$"C"$$$ "(C?&l "#C&#

中剂量组 &# &?#C?)l"(&C"’$$ ’?&CB)l(’)C%#$$ )$)C?$l $#C$?$$ "?"?CB#l()$C%%$$ "%C?)l "#C)$

低剂量组 &B "(%C$#l (#C(%$$ BB?C"Bl&"?C)B )&BC%(l B’C’)$$ "&(&C)"l"%$C&"$ "%C$$l"%$C&"

!!注%$ *m#C#B( $$ *m#C#" ‘*空白组

>69Q% A67:3MQ, -198 98QTO32. 5629M6ORM6S:($*m#C#B( $$ *m#C#"

!!由表 ) 可知(中剂量组*低剂量组 N=I极显著
高于空白组!*m#C#""+ 中剂量组 Ad极显著高于
空白组!*m#C#""+ 高剂量组*中剂量组*低剂量组
AdJ[\极显著高于空白组 !*m#C#""+ 高剂量组*
中剂量组 EGV极显著高于空白组!*m#C#"",低剂
量组 EGV显著高于空白组!*m#C#B"+
5M3K病理

小鼠心肌 VW染色切片结果见图 Bi$+ 空白组
小鼠心肌纤维粗细均匀(排列整齐(横纹清楚(未见
变性坏死(心肌间质亦无炎症反应!图 B",模型高剂
量组各只小鼠心肌纤维大范围变性(表现为心肌细
胞界限不清(胞浆溶解成粉染颗粒状(细胞核分布不
均(核增大(可见核仁!图 ?",其中 $ , 小鼠心肌纤
维出现点灶状坏死(较多淋巴细胞为主的炎性细胞
浸润!图 ’",其中 "B , 小鼠心肌间散在多灶性坏死
区(间质水肿(血管充血(较多淋巴细胞为主的炎性
细胞浸润!图 $"+
5M2K死亡率

各组小鼠按相应剂量皮下连续 ) , 注射 <=c后
剩余动物数及死亡率见表 (+

图 VK空白组小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)XVK@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(RJ:%PY

P(9T%G#Q(&)G(+T#Z7’a266$

图 4K模型高剂量组小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)X4K@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(R"#)"

H(Q-)G(+T#Z7’a266$

/((/
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图 WK模型高剂量组造模后 1 H小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)XWK@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(R"#)"

H(Q-)G(+T%RF-G1 H%$Q#Z7’a266$

图 1K模型高剂量组造模后 /V H小鼠心肌组织#Z7’a266$

L#)X1K@"-P%GH#%PF#QQ+-#&9#P-(R"#)"

H(Q-)G(+T%RF-G/V H%$Q#Z7’a266$

表 2K造模前后动物的剩余数量及死亡率
@%J:-2K@"-?-9%#&#&) &+9J-G%&HH-%F"G%F-

(R%&#9%:QJ-R(G-c%RF-G%&#9%:9(H-:Q

造模前动物数!只" 造模后剩余动物数!只" 死亡率!f"

空白组! (# (# #

高剂量组 (# &) (&CB

中剂量组 (# )# &B

低剂量组 (# )B "&CB

!!由表 ( 可知造模后高剂量组剩余动物 &) 只(死
亡率为 (&CBf,中剂量组剩余动物 )# 只(死亡率为
&Bf,低剂量组剩余动物 )B 只(死亡率为 "&CBf+

3K讨论

目前(大*小鼠慢性心肌缺血模型的造模方法*
造模剂量及评价指标尚缺少系统的试验研究(文献
报道的方法繁多但无统一的*客观的标准和依据+
本文认为(慢性心肌缺血模型的是否成模标准(应根
据其所应用的试验时间而定(此模型若能在受试药
物较长的给药期间内维持稳定即可判断此模型成
功+ 通过查阅文献 - $J"#.很大一部分治疗心肌缺血的
药效学试验给药时间均不超过 "B ,(本试验针对此

情况设计观察 $ , 和 "B ,(这个时间长度基本可以
满足大部分治疗给药试验周期的需求+ 指标选择上
采用 WAD*心肌酶谱*肌钙蛋白及病理观察(涵盖了
很大一部分试验的常规需求 - ""J"(. +

本实验以小鼠作为试验对象(一般小鼠 WAD特
点为无明显 =I段(= 波与 I波直接平滑相连(人工
测量 =I段及 X点主观性较强+ 故以 I高度作为考
察指标(影响因素较少(准确度较高(更加客观+ 结
果显示连续 ) , 皮下注射 <=c"? 7R;.R的剂量组在
造模后 &( 8*$ ,*"B , WAD的 I波高度均发生较为
显著的变化,连续 ) , 皮下注射 <=c)& 7R;.R的剂
量组在造模 "B , 时 I波高度变化较为显著,而连续
) , 皮下注射 <=c$ 7R;.R的剂量组各个时间 I波
高度均无显著变化+ 这说明连续 ) , 皮下注射 <=c
)& 7R;.R和 "? 7R;.R的剂量都能造成小鼠较持久
的心肌缺血症状+ 而 $ 7R;.R的剂量效果不显著+
<=c"? 7R;.R剂量组的 WAD在 &( 8*$ , 时 I波高
度变化较为显著(而 <=c)& 7R;.R剂量组在&( 8*
$ ,时 I波高度变化反而不显著(可能是由于 <=c)&
7R;.R剂量组死亡率较高(一些症状严重的个体死
亡了(而 <=c"? 7R;.R剂量组反而保留下一些症状
严重的个体(导致 WAD变化显著+ 三个剂量组在造
模后 $ ,*"B , 时(心肌酶谱相对空白组均有显著性
差异(如果单纯考察心肌酶谱(这三个剂量均可使
用,只有 <=c)& 7R;.R的剂量组在造模后 $ ,*"B ,
出现可见的心肌病理变化+ 本试验采用 "? 7R;.R
剂量的死亡率为 &Bf($ 7R;.R剂量的死亡率仅为
"&CBf(而相比其他文献报道 - "B.使用 $ 7R;.R剂量
的死亡率就已达到 ))C)f+ 原因可能和操作有关+

目前常见一些实验采用大鼠尾静脉注射 <=c或
垂体后叶素!F<I"造成急性心肌缺血模型 - "?J"’. (本
实验旨在制备慢性心肌缺血模型(不追求使药物第
一时间达到最大血药浓度(短时间血药浓度过高亦
可以造成动物死亡率过高(因而未采用静脉注射(而
是采用皮下注射的方式+ 大鼠皮下多点注射 <=c是
制备慢性心肌缺血的常用方法(但根据预实验发现(
大鼠对 <=c的耐受程度远低于小鼠(死亡率较高(有
关大鼠的研究情况将在后续文章中进行报道+

心肌缺血的表现不仅在于 WAD的异常(还涉及
到一些酶学指标的变化+ 传统的心肌酶谱包括 N=I
!生物半衰期 &# 8("$ i)? 8 达峰() i( , 恢复正
常"*Ad!生物半衰期 "’ 8("&i&( 8 达峰()i( , 恢
复正常"*AdJ[\!生物半衰期 ") 8("&i&( 8 达峰(
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&i) , 恢复正常"*EGV!生物半衰期 ""# 8(($i’& 8
达峰(’i"( , 恢复正常"用以评估心肌细胞性损伤(
其中 N=I和 EGV广泛存在于全身各组织中(单独
的 N=I或 EGV升高并不能确认为心肌损伤(必须
结合心电图以及 Ad*AdJ[\等指标联合判断,Ad
是心肌细胞中重要的能力调节酶(由 [和 \两个亚
基组成(形成 AdJ[[*AdJ[\和 AdJ\\三种同工
酶,其中 AdJ\\主要存在于脑组织中(AdJ[[主要
存在于骨骼肌中(而 AdJ[\主要存在于心肌中(故
AdJ[\特异性最高 - "$. + AI>JI!生物半衰期 & 8(
"&i%? 8 达峰(’@"( , 恢复正常"是收缩蛋白中调
节蛋白的重要部分(是 AI>与原肌球蛋白结合的部
分(其在心肌中的含量较高(而正常人的血液中几乎
检测不到 AI>JI(对急性心肌梗死有较高的分辨能
力 - "%. + 本试验设计的考察时间为 $ , 和 "B ,(其中
$ , 超过了 N=I*Ad*AdJ[\的恢复时间("B , 超过
了上述所有标志物的恢复时间+ 皮下注射 <=c)&
7R;.R*"? 7R;.R及 $ 7R;.R($ , 及 "B , 后动物血
液中的 AdJ[\较空白组均有显著性差异(无论是
$ ,还是 "B , 均远超过了 AdJ[\的恢复时间(这说
明这三个造模剂量均能造成心肌的持续损伤+ 而皮
下注射 <=c"? 7R;.R剂量组在 "B , 仍能够保持
N=I*Ad*AdJ[\*EGV显著升高(说明该剂量持续
造成心肌损伤效果较好+

从心电图及心肌损伤标志物的结果来看(中剂
量组的心电图改变和心肌损伤均比高剂量组严重(
但其死亡率仅为 &Bf(较高剂量组的死亡率 (&CBf
大幅降低+ 我们推测是由于高剂量组一些小鼠无法
耐受而死亡(中剂量组则因为剂量相对较低死亡率
大幅降低(因而保留的一部分症状较重的小鼠+ 中
剂量组死亡率与心电图及心肌损伤标志物改变达到
了相对较好的平衡+

从病理结果来看(高剂量组造模后 $ , 及 "B ,
的小鼠心肌均出现明显病理变化(可见以 <=c)&
7R;.R造模可在 $ ,*"B , 内造成病理性损伤(形成
心肌的坏死性炎症反应+ 中剂量组*低剂量组镜下
均未发现明显病理改变+

综上所述(小鼠连续 ) , 皮下注射 <=c)& 7R;
.R或 <=c"? 7R;.R均能造成慢性心肌缺血模型(可
在心电图*心肌损伤标志物及病理形态三方面均产
生显著改变+ 此模型造模方法简便(维持时间长(适
合抗慢性心肌缺血药物较长期治疗给药的药效评
价+ 而 <=c"? 7R;.R的造模剂量死亡率较低并且

在心电图与心肌损伤标志物的指标上优于 <=c
)& 7R;.R(但并未造成心脏明显病理性损伤+ 提示
可根据不同试验预期选择性地采用 & 个不同造模剂
量建立小鼠慢性心肌缺血模型+
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