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不同缺血时间对中国小型猪心肌缺血再灌注损伤
的影响研究

杨丽丽1,康　 静1,2,任建勋1,郭　 浩1,孟红旭1,马彦雷1,史　 跃1,
刘建勋1∗,李　 磊1∗

(1.中国中医科学院西苑医院中药药理北京市重点实验室,国家中医心血管疾病临床医学研究中心,北京　 100091;
2.黑龙江中医药大学,哈尔滨　 150040)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨不同缺血时间对中国小型猪急性心肌缺血再灌注损伤的影响,为建立适合的小型猪心

肌缺血再灌注模型提供依据。 方法　 中国小型猪 29 只,随机分为假手术组(6 只)、缺血 30
 

min 组(7 只)、缺血 60
 

min 组(7 只)及缺血 90
 

min 组(9 只)。 各组戊巴比妥钠麻醉后行左冠状动脉造影,后将球囊经导丝交换入冠脉左

前降支中部,术中连续心电监护记录 ST 段改变情况、室颤及除颤次数,再灌注 3
 

h 后处死。 于缺血前、再灌即刻、再
灌后 1

 

h、2
 

h 及 3
 

h 采集超声心动图,描记心脏收缩功能左心室射血分数(left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,EF)及左心

室短轴缩短率( left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening,FS);检测血清肌酸激酶同工酶( creatine
 

kinase
 

isoenzyme,CK-
MB)、乳酸脱氢酶 ( lactate

 

dehydrogenase, LDH) 及超氧化物歧化酶 ( superoxide
 

dismutase, SOD) 活性, 丙二醛

(malondialdehyde
 

,MDA)含量。 TTC / 伊文思蓝双重染色观察心肌梗死面积,硫磺素 S 染色法观察再灌后无复流面

积。 结果　 缺血 90
 

min 组动物死亡率较缺血 30
 

min 组、缺血 60
 

min 组高;随缺血时间增长,室颤及除颤次数明显

增加(P<0. 05,P<0. 01);缺血 90
 

min 组再灌注 3
 

h 时 EF 值、FS 值较其他组明显降低(P<0. 05,P<0. 01);模型组动

物在心电图缺血性改变、心肌梗死及无复流面积、心肌组织染色及血清 CK-MB、LDH、SOD、MDA 含量方面无显著性

差异。 结论　 心肌缺血 90
 

min 再灌注小型猪模型的恶性心律失常及死亡率高,缺血 30
 

min 再灌注 3
 

h 条件建立的

模型能复制临床疾病的特征性病变且死亡率低,适合于发病机制及药物作用研究。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

various
 

ischemia
 

times
 

of
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

(MI / RI)
 

in
 

Chinese
 

miniature
 

swine
 

and
 

provide
 

the
 

basis
 

to
 

establish
 

the
 

optimal
 

model
 

of
 

MI / RI
 

in
 

Chinese
 

miniature
 

swine.
 

Methods　 Twenty-nine
 

Chinese
 

miniature
 

swine
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

sham
 

group
 

(n= 6),
 

30
 

min
 

ischemia
 

group
 

(n= 7),
 

60
 

min
 

ischemia
 

group
 

(n= 7),
 

and
 

90
 

min
 

ischemia
 

group
 

(n= 9).
 

After
 

pentobarbital
 

sodium
 

anesthesia,
 

left
 

coronary
 

angiography
 

was
 

performed
 

in
 

each
 

model
 

group,
 

and
 

a
 

balloon
 

was
 

exchanged
 

into
 

the
 

middle
 

of
 

the
 

left
 

anterior
 

descending
 

branch
 

through
 

a
 

wire.
 

We
 

elevated
 

the
 

ST
 

segment
 

on
 

a
 

body
 

surface
 

electrocardiogram
 

and
 

the
 

numbers
 

of
 

ventricular
 

fibrillations
 

and
 

defibrillations
 

during
 

the
 

operation.
 

Left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

( EF)
 

and
 

left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening
 

( FS)
 

were
 

recorded
 

before
 

the
 

operation,
 

before
 

reperfusion,
 

and
 

at
 

1,
 

2
 

and
 

3
 

h
 

of
 

reperfusion.
 

Serum
 

levels
 

of
 

creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

( CK-MB),
 

lactate
 

dehydrogenase
 

( LDH),
 

superoxide
 

dismutase
 

( SOD)
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

were
 

measured
 

at
 

the
 

same
 

time.
 

The
 

area
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

was
 

observed
 

by
 

double
 

staining
 

with
 

TTC / Evans
 

blue.
 

The
 

non-reflowed
 

area
 

after
 

reperfusion
 

was
 

observed
 

by
 

thioflavin
 

S
 

staining.
 

Results
 

Mortality
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

90
 

min
 

ischemia
 

group.
 

The
 

numbers
 

of
 

ventricular
 

fibrillations
 

and
 

defibrillations
 

were
 

increased
 

significantly
 

with
 

increasing
 

ischemia
 

time
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01).
 

Ejection
 

fraction
 

and
 

fractional
 

shortening
 

were
 

obviously
 

lower
 

after
 

90
 

min
 

of
 

ischemia
 

and
 

ay
 

3
 

h
 

of
 

reperfusion
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0. 05,
 

P<
0. 01).

 

No
 

significant
 

differences
 

were
 

found
 

in
 

the
 

electrocardiogram,
 

areas
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

and
 

non-reflow,
 

myocardial
 

tissue
 

staining,
 

or
 

serum
 

levels
 

of
 

CK-MB,
 

LDH,
 

SOD,
 

and
 

MDA
 

among
 

model
 

groups.
 

Conclusions 　 A
 

swine
 

model
 

of
 

MI / RI
 

with
 

90
 

min
 

of
 

ischemia
 

had
 

strong
 

arrhythmias
 

and
 

high
 

mortality,
 

whereas
 

models
 

established
 

under
 

ischemia
 

for
 

30
 

min
 

with
 

reperfusion
 

for
 

3
 

h
 

replicated
 

the
 

characteristic
 

lesions
 

of
 

clinical
 

disease
 

with
 

low
 

mortality
 

and
 

are
 

suitable
 

for
 

studies
 

of
 

pathogenesis
 

and
 

drug
 

actions.
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　 　 急性心肌梗死 ( acute
 

myocardial
 

infarction,
AMI)主要是由于冠状动脉闭塞引起缺血损伤和组

织坏死,其起病急、进展快,已经成为全球发病率和

死亡率的主要诱因, 及时地经皮冠状动脉介入

(percutaneous
 

coronary
 

intervention,PCI)治疗是减小

心肌梗死面积和保留左心室收缩功能最有效的治

疗方法[1] 。 然而,快速再灌注所带来的效益会在一

定程度上被恢复的血供抵消,反而加重了心肌损

伤、进一步增大梗死面积,称为心肌缺血再灌注损

伤 ( myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury, MI /
RI) [2-3] 。 MI / RI 是影响心肌梗死患者预后的重要

因素,可引起心肌顿抑、再灌注不良、无复流、微血

管损伤或阻塞等[4] 。 研究表明,MI / RI 的机制可能

与氧自由基的形成、Ca2+ 超载、炎性因子释放、能量

代谢紊乱和内皮功能障碍有关[5-6] 。
近年来,实验室研究表明药物和非药物的治疗

方法可减轻 MI / RI、减小心肌梗死面积,但将其运用

于临床发现改善患者预后的效果并不理想,只有

20%的药物显示出疗效[7] 。 造成此类现象的原因可

能是临床前实验设计不严谨、不系统、重复性低

等[8-10] 。 因此,实现实验室研究到临床实践的有效

转化成为当今医学亟需解决的问题,选择合适的

MI / RI 模型和实验方案可能有助于将科研成果向临

床转化,更高效、更方便地发掘人类疾病的发生和

发展变化[11-13] 。
小鼠、大鼠、兔等小动物与大动物相比,具有成

本低、易处理、易操纵基因组等优点,且相关 MI / RI
模型在探寻作用机制、评价治疗效果等方面已得到

广泛应用[14-16] 。 但小动物生理学特性、结构及功能

与人体差异较大,将小动物 MI / RI 模型研究进行临

床转化可能会受到心脏尺寸小、冠状动脉解剖结构

差异、明显的心脏兴奋和收缩力以及代谢大小依赖

性差异的限制[17-19] 。 本研究选用中国小型猪作为

MI / RI 模型的研究对象,其体型较小,与人类各脏器

指数、心血管解剖结构、生理功能、冠状动脉侧支循

环、血液生化指标及载脂蛋白等方面有许多共同之

处[20] 。 病理上,小型猪由于冠状动脉狭窄导致的心

肌缺血所表现的心肌组织病理改变以及心血管系

统的病理生理变化与人类相比,病程相似,病变接

近,且小型猪冠脉系统侧支数量少、心肌缺血后血

管再生能力不强,以此构建模型稳定性强、可重复

性高,是除灵长类动物的首选用于建立心血管疾病

模型的哺乳动物[13] 。
国内外研究常采用滇南小耳猪[21] 、贵州小型

猪[22]等中华小型猪为 MI / RI 的研究对象,通过开胸

结扎法[23] 、经颈动脉微球栓塞法[13] 、经股动脉微球
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栓塞法[24] 、 闭胸球囊栓塞法[25] 、 经皮植入支架

法[26]等构建 MI / RI 模型。 本研究中所采用的闭胸

介入冠状动脉球囊栓塞诱导的小型猪 MI / RI 模型

的方法耗时短、可动态观察、模型损伤小,且更符合

临床心梗患者生理状态和发病过程,是心血管领域

研究 MI / RI 的常用方法[13,19,27-31] 。 心肌缺血时间

的长短是影响 MI / RI 后心肌梗死面积、心脏功能以

及预后的关键决定因素,目前 MI / RI 模型常见的缺

血时间为 30 ~ 90
 

min[32-36] 。 然而对小型猪 MI / RI
最佳缺血时间的研究甚少,且未见系统地比较小型

猪缺血 30 ~ 90
 

min
 

MI / RI 模型的相关报道。 因此,
本研究采用介入冠状动脉球囊栓塞构建小型猪 MI /
RI 模型,探讨不同缺血时间对小型猪 MI / RI 的影

响,明确小型猪 MI / RI 模型最佳缺血时间。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级中国实验小型猪 29 头,雌雄不限,体重

(28. 0± 3. 0) kg, 由北京北七家美乐养殖场提供

[SCXK(京)2018-0004]。 在中国中医科学院西苑

医院屏障环境实验动物中心进行动物实验操作及

饲养[SYXK(京)2018-0018]。 实验动物在单独的

笼子里适应 1 周,在此期间给予正常的猪饲料,自由

饮用自来水。 本研究方案经中国中医科学院西苑

医 院 动 物 管 理 委 员 会 批 准 后 开 展 实 验

(2020XLC007-2),实验动物处置均遵循“3R” 原则

给予实验动物人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 戊巴比妥钠,德国进口分装,北京化学试剂公

司,批号:020402;2,3,5-三苯基氯化四氮唑(2,3,5-
triphenyltetrazolium

 

chloride,TTC)购自美国 Amresco
公司,批号 4319B320;伊文思蓝(Evans

 

blue)和硫磺

素 S(Thioflavin
 

S)均购自美国 Sigma 公司,批号分别

为:00801KHV、SLBG6223V;肌酸激酶同工酶( CK-
MB) (批号:211230) 和乳酸脱氢酶( LDH) (批号:
103424)测定试剂盒,均由日本和光纯药工业株式

会社提供;超氧化物歧化酶( SOD) 试剂盒、丙二醛

(MDA)试剂盒购自碧云天生物技术有限公司,批号

分别为:11152122、080621220415。
Power

 

Lab 多导生理记录仪购自澳大利亚 AD
 

Instruments 公司;快速交换 PTCA 球囊扩张导管(管

径= 1. 3 ∶ 1)由美国 Boston 公司提供;自制 30 点体

表心电图;BV
 

Pulsera 型 C 型臂 X 光机和 M4735A

型体外除颤监护仪均购自荷兰飞利浦公司;导引导

丝,6F
 

Cordis 血管造影导管和球囊,均购自 Cordis
公司;MPIAS-500 型多媒体彩色病理图文分析系统

购自北京正恒博诚科技发展有限公司;Vivid
 

S5 彩

色超声诊断仪购自美国 GE 公司;LABOSPECT003
型全自动生化分析仪购自日本 Hitachi 公司。

注:A:冠脉造影;B:球囊扩张。 黑色箭头指示的为 LAD,白色

箭头指示的为扩张的球囊。

图 1　 冠状动脉微球栓塞示意图

Note.
 

A,
 

Coronary
 

angiography.
 

B,
 

Balloon
 

inflation.
 

The
 

black
 

arrow
 

shows
 

the
 

LAD,
 

and
 

the
 

white
 

arrow
 

shows
 

the
 

dilated
 

balloon.

Figure
 

1　 Schematic
 

diagram
 

of
 

coronary
 

artery
 

balloon
 

inflation
 

occlusion

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

　 　 29 只中国小型猪随机分为 4 组:( 1) 假手术

(Sham)组(6 只);(2)缺血 30
 

min( ischemia,Isc
 

30
 

min)组(7 只);(3) 缺血 60
 

min( Isc
 

60
 

min) 组(7
只);(4)缺血 90

 

min(Isc
 

90
 

min)组(9 只)。
1. 3. 2　 中国小型猪心肌缺血再灌注模型制备

　 　 小型猪采用 30
 

mg / kg 戊巴比妥钠由耳静脉注

射麻醉,由颈前部分离右侧颈总动脉,向心插入 6F
动脉鞘管,200

 

U / kg 肝素钠由鞘管注入动脉进行全

身肝素化。 C 型臂 X 光机导引下,将 6F
 

35
 

L 型右

冠导引导管插入左冠状动脉开口,选择性的将造影

剂注射入冠状动脉,使冠状动脉解剖及走行显影。
冠脉造影后,透视下送入导引导丝置于左冠状动脉

前降支(LAD)中部,快速交换 PTCA 球囊扩张导管

经导引导丝进入 LAD 中部,视情况给球囊( LAD 直

径 ∶ 球囊扩张后直径 1. 3 ∶ 1)打压 8 ~ 12
 

ATM,根据

实验分组不同,球囊压力持续 30
 

min、60
 

min 或 90
 

min(图 1)。 各组缺血时间到后撤除导引导丝、快速

交换 PTCA 球囊扩张导管及导引导管,待再灌注后

3
 

h 处死动物取材。 术中连续心电监护,记录小型

猪在缺血期间及再灌后的心室颤动 (室颤) 次数

(ventricular
 

fibrillation,VF)和电压除颤次数。 假手

术组动物仅行冠脉造影,不进行缺血再灌注操作,
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其余步骤同上。
1. 3. 3　 心电图检测 ST 段改变

　 　 将 30 点固定式体表心电图电极(30 个标测点)
置于小型猪体表,描记体表心电图( BS-ECG),数据

记录于 Power
 

Lab 多导生理记录仪[37-39] 。 计算心肌

缺血程度( ∑-ST) 及心肌缺血范围( N-ST) [37] 。 测

定时间点为:术前,再灌前即刻,再灌注 1
 

h、2
 

h、
3

 

h。
1. 3. 4　 超声心动图检测心功能

　 　 于术前,再灌前即刻,再灌注 1
 

h、2
 

h、3
 

h 行超

声心动图检查。 小型猪麻醉后选取仰卧位,于右前

胸部涂抹超声耦合剂,采用 3 S 型心脏探头(1. 5 ~
2. 6

 

MHz),在肋骨间取左室长轴切面应用 M 型超

声,记录左心室运动曲线并测量左心室射血分数

(EF)及左心室短轴缩短率(FS)。
1. 3. 5　 血清 CK-MB 及 LDH 含量检测

　 　 各组分别于术前,再灌前即刻,再灌注 1
 

h、2
 

h、
3

 

h
 

于颈静脉取血,室温静置 1
 

h 后,3000
 

r / min、4℃
离心 10

 

min,取上清,全自动生化分析仪检测 CK-
MB 及 LDH 活性。

图 2　 小型猪心电图变化

Figure
 

2　 Changes
 

of
 

electrocardiogram
 

in
 

swines

1. 3. 6　 血清 SOD 活性及 MDA 含量检测

　 　 各组分别于术前,再灌前即刻,再灌注 1
 

h、2
 

h、
3

 

h
 

于颈静脉取血,室温静置 1
 

h 后,3000
 

r / min、4℃
离心 10

 

min,取上清,按试剂盒说明书测定 SOD 活

性及 MDA 含量。
1. 3. 7　 心肌 TTC-伊文思蓝染色

　 　 各组动物在再灌注 3
 

h 后,动物气管插管,开胸

暴露冠脉前降支,于 LAD 球囊阻断位置穿一棉线,
经颈静脉注入 6%硫磺素 S(1

 

mL / kg),约 1
 

min 后

结扎 LAD,于心尖位置向心室内注入 2%伊文思蓝

(1
 

mL / kg),静待 10
 

s,心肌组织出现蓝染时快速摘

取心脏。 生理盐水冲洗干净,减去心脏附着组织,
在左心室 LAD 结扎线下均匀横切 5 片,厚 4 ~ 5

 

mm,
置于 365

 

nm 荧光下拍摄 5 片心肌正、反面图像。 拍

摄后将心脏切片放入 TTC 染液,37℃ 水浴箱避光染

色 15
 

min,采用 MPIAS-500 多媒体彩色病理图文分

析系统,拍摄 5 片心肌正、反面图像。 采用 MPIAS-
500 多媒体病理图文分析系统描记心室总面积、缺
血区面积、梗死区面积及无复流面积(硫黄素不着

色),计算心肌缺血率 = 心肌缺血面积 / 心肌面积×
100%、心肌梗死率=心肌梗死面积 / 心肌缺血面积×
100%、心肌无复流率 = 心肌无复流面积 / 心肌缺血

面积×100%。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验结果以平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示,使用

SPSS
 

20. 0 统计软件分析,采用单因素方差分析方

法进行统计推断,方差齐用 Tukey
 

HSD 检验,方差

不齐则用 Tamhane’ s
 

T2 检验。 以 P< 0. 05 为差异

具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 不同缺血再灌注时间对室颤与除颤次数的

影响

　 　 假手术组动物在实验过程中未见室颤,其余各

组动物在心肌缺血和再灌注后均出现了不同程度

的室速和室颤,缺血期的室颤均在冠脉球囊栓塞 15
~ 30

 

min 内发现,再灌注后的室颤 78. 94%发生于再

灌注后的前 10
 

min,21. 05%出现于再灌注后的 2 ~ 3
 

h(均在缺血 90
 

min 组),及时电击除颤可纠正室颤

的发生,但仍有一部分动物因除颤无效而死亡。 模

型组总死亡率 13. 0%;缺血 30
 

min 组(n= 7)未见动

物死亡;缺血 60
 

min 组死亡率 14. 3%(n = 7,1 只死

亡);缺血 90
 

min 组死亡率 22. 2% ( n = 9,2 只死

亡),为三组中最高。 缺血 60
 

min 组除颤次数较假

手术组明显增加(P<0. 05),室颤发生及除颤次数与

缺血 30
 

min 组相比,未见统计学差异(P>0. 05);缺
血 90

 

min 组较其余各组室颤次数及除颤次数均明

显增加(P<0. 05,P<0. 01)。 见图 2、图 3。
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2. 2　 不同缺血再灌注时间对心电图 ST 段改变的

影响

　 　 各模型组动物在心肌缺血时均显示出心电图

ST 段显著升高,与假手术组比较,反映心肌缺血程

度的 Σ-ST 及反映心肌缺血范围的 N-ST 在再灌注

前,三个模型组均显著增加(P<0. 01),提示造模成

功;再灌注后随着时间推移心电图 ST 段逐渐降低,

注:与假手术组比较,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01;与缺血 60
 

min 组比较,
 

∗P<0. 05;与缺血 90
 

min 组比较,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。

图 3　 各组室颤及除颤次数( 􀭰x±s,n= 6~ 7)
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 &P < 0. 05,

 &&P < 0. 01.
 

Compared
 

with
 

Isc
 

60
 

min
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

Isc
 

90
 

min
 

group,
 #P

<0. 05,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Number
 

of
 

VF
 

and
 

defibrillation
 

in
 

different
 

groups

三个模型组再灌注 1
 

h 时较假手术组 Σ-ST 及 N-ST
明显增多(P<0. 05,P<0. 01),再灌注 3

 

h 四组之间

未见统计学差异(P>0. 05),见表 1。
缺血 60

 

min 组动物再灌注 2
 

h、3
 

h 时 Σ-ST 及

N-ST 较再灌注 1
 

h 时均显著减少(P<0. 01);缺血

90
 

min 组动物再灌注 3
 

h 时 N-ST 较再灌注 1
 

h 时明

显减少(P<0. 05),见表 1。
2. 3　 不同缺血再灌注时间对超声心动图变化的

影响

　 　 超声心动图显示,随缺血再灌注时间推移各模

型组动物心功能均呈现出不同程度的降低,再灌注

前三个模型组较假手术组左心室射血分数(EF)、左
心室短轴缩短率(FS)均降低,其中缺血 90

 

min 组较

假手术组降低显著(P<0. 01)。 缺血 30
 

min 组和缺

血 60
 

min 组动物再灌注 3
 

h 时 EF 值较缺血前下降约

30. 0% ~31. 8%;缺血 90
 

min 组动物再灌注 3
 

h 时 EF
值较缺血前下降约 47%,与假手术组、缺血 30

 

min
组、缺血 60

 

min 组比较 EF 值降低显著(P<0. 01)。
三组动物 FS 值再灌注后 3

 

h 较缺血前分别下降约

40. 0%(缺血 30
 

min 组,n= 7)、45%(缺血 60
 

min 组,n
= 6)、56%(缺血 90

 

min 组,n= 7),且缺血 90
 

min 组较

假手术组、缺血 30
 

min 组 FS 值显著降低(P<0. 01),
较缺血 60

 

min 组亦降低(P>0. 05),见图 4。

表 1　 各组心电图 ST 段变化( 􀭰x±s,n= 6~ 7)
Table

 

1　 ST
 

segment
 

changes
 

of
 

electrocardiogram
 

(ECG)
 

in
 

different
 

groups

指标
Index

组别
Groups

缺血前
Pre-operation

再灌前
Pre-reperfusion

再灌后 Reperfusion
 

1
 

h 2
 

h 3
 

h

Σ-ST(mV)

假手术组
Sham 1. 97±0. 20 3. 50±0. 60∗∗## 3. 43±0. 42∗## 2. 40±0. 20# 2. 13±0. 25

缺血 30
 

min 组
Isc

 

30
 

min 1. 50±0. 10 145. 57±21. 73&& 68. 11±20. 86& 33. 04±9. 13 24. 51±10. 51

缺血 60
 

min 组
Isc

 

60
 

min 2. 10±0. 27 126. 33±21. 84&& 57. 95±9. 11ΔΔ▲▲ 23. 27±3. 94 11. 20±5. 40

缺血 90
 

min 组
Isc

 

90
 

min 1. 74±0. 27 129. 93±76. 11&& 76. 11±14. 52&& 40. 34±13. 67& 20. 89±13. 62

N-ST(N)

假手术组
Sham 9. 00±0. 93 14. 17±1. 93∗∗## 12. 33±0. 99∗∗## 10. 33±0. 71# 8. 50±0. 56

缺血 30
 

min 组
Isc

 

30
 

min 7. 29±0. 36 29. 71±0. 29&& 25. 00±2. 47&& 20. 57±3. 40 14. 71±3. 10

缺血 60
 

min 组
Isc

 

60
 

min 9. 00±0. 45 29. 67±0. 21&& 28. 00±0. 63&&▲▲ 20. 17±2. 67 12. 83±2. 55

缺血 90
 

min 组
Isc

 

90
 

min 7. 71±0. 89 29. 29±0. 57&& 26. 71±1. 87&&▲ 22. 00±2. 30&& 15. 56±3. 71

注:与假手术组比较,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01;与缺血 60
 

min 组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与缺血 90
 

min 组比较,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01;与再灌
注 2

 

h 相比较,
 ΔΔP<0. 01;与再灌注 3

 

h 相比较,
 ▲P<0. 05,▲▲P<0. 01。

Note.
 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Isc
 

60
 

min
 

group,
 ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Isc
 

90
 

min
 

group,
 

#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

reperfusion
 

2
 

h,
  ΔΔP<0. 01.

 

Compared
 

with
 

reperfusion
 

3
 

h,
 ▲P<0. 05,

 ▲▲P<0. 01.
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注:与假手术组比较,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01;与缺血 60
 

min 组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与缺血 90
 

min 组比较,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01;

与再灌注 2
 

h 相比较,
 ΔP<0. 05;与再灌注 3

 

h 相比较,
 ▲P<0. 05,▲▲P<0. 01。

图 4　 各组超声心动图变化( 􀭰x±s,n= 6~ 7)
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Isc
 

60
 

min
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Isc
 

90
 

min
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

reperfusion
 

2
 

h,
 ΔP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

reperfusion
 

3
 

h,
 ▲P<0. 05,

 ▲▲P<0. 01.

Figure
 

4　 Changes
 

of
 

ECG
 

in
 

different
 

groups

　 　 缺血 60
 

min 组再灌注 3
 

h 较再灌注 1
 

h 时 FS
值明显降低(P<0. 05),再灌注 3

 

h 时与再灌注 2
 

h
比较亦有降低,但未见统计学意义(P>0. 05)。 缺血

90
 

min 组再灌注 2
 

h、3
 

h 时较再灌注 1
 

h 时 EF 值、
FS 值均显著降低(P<0. 01,P<0. 05),见图 4。
2. 4　 不同缺血再灌注时间对心肌梗死及无复流面

积变化的影响

　 　 假手术组动物未见心肌梗死及无复流区域,各
模型组小型猪心肌组织颜色明显变浅(心肌缺血病

理表现),心肌缺血率(缺血区 / 心室面积)、心肌梗

死率(梗死区 / 缺血区)及心肌无复流率(无复流 / 缺
血区)均较假手术组显著增加(P<0. 01)。 缺血 30

 

min 组的缺血区 / 心室面积、梗死区 / 缺血区较缺血

60
 

min、90
 

min 组略低,但各组间未见统计学意义(P

>0. 05)。 三模型组间无复流 / 缺血区比值亦未见明

显统计学意义(P>0. 05),见图 5、图 6。
2. 5　 不同缺血再灌注时间对血清 CK-MB、LDH、
SOD、MDA 的影响

　 　 假手术组动物血清 CK-MB、LDH、SOD 活性及

MDA 含量随缺血 / 再灌注时间推移未见明显变化趋

势(表 2),模型组动物血清 CK-MB 及 LDH 活性随

时间推移总体呈上升趋势,再灌注 2
 

h、3
 

h 时缺血

60
 

min 组和缺血 90
 

min 组 CK-MB、LDH 活性较假

手术组明显上升(P<0. 05,P<0. 01)。 各模型组动

物血清 SOD 活性随再灌注时间推移呈降低趋势,缺
血 30

 

min 组和缺血 60
 

min 组再灌注 2
 

h 时较假手

术组明显升高(P<0. 05)。 各模型组动物血清 MDA
含量未见显著变化,各组间未见差异(P>0. 05)。
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注:与假手术组比较,
 &&P<0. 01。

图 5　 各组心肌梗死及无复流面积变化( 􀭰x±s,n= 6~ 7)
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 &&P<0. 01.

 

Figure
 

5　 Changes
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

and
 

no-reflow
 

area
 

in
 

different
 

groups

表 2　 各组血清 CK-MB、LDH、SOD、MDA 含量 / 活性变化( 􀭰x±s,n= 6~ 7)
Table

 

2　 Changes
 

in
 

serum
 

CK-MB,
 

LDH,
 

SOD
 

and
 

MDA
 

levels / activities
 

in
 

different
 

groups
指标
Index

组别
Groups

缺血前
Pre-operation

再灌前
Pre-reperfusion

再灌后 Reperfusion
1

 

h 2
 

h 3
 

h

CK-MB
(U / L)

假手术组
Sham 259. 80±80. 37 267. 00±74. 25 233. 60±53. 01 209. 40±47. 46# 188. 20±41. 44∗##

缺血 30
 

min 组
Isc

 

30
 

min 246. 17±64. 65 268. 83±78. 11 424. 17±195. 80 499. 67±165. 53 488. 00±140. 34

缺血 60
 

min 组
Isc

 

60
 

min 287. 17±89. 72 293. 67±38. 92 478. 83±192. 13 542. 17±204. 12 561. 00±174. 55&

缺血 90
 

min 组
Isc

 

90
 

min 231. 83±64. 26 291. 83±97. 24 506. 17±212. 08 634. 17±283. 36& 616. 33±261. 40&&

LDH
(U / L)

假手术组
Sham 438. 67±65. 17 428. 83±146. 96 　 418. 83±118. 80# 　 427. 50±118. 16∗##　 438. 00±119. 32∗∗##

缺血 30
 

min 组
Isc

 

30
 

min 449. 50±79. 85 429. 00±86. 18 793. 33±460. 76 1039. 67±448. 90 1166. 33±392. 03

缺血 60
 

min 组
Isc

 

60
 

min 483. 33±68. 41 479. 83±40. 81 1119. 17±554. 84 1490. 00±672. 90& 1701. 00±573. 31&&

缺血 90
 

min 组
Isc

 

90
 

min 554. 33±114. 14 642. 33±272. 42 1214. 83±570. 69& 1593. 50±757. 33&& 1701. 00±733. 21&&

SOD
(U / mL)

假手术组
Sham 22. 16±2. 00 20. 99±1. 54 19. 76±1. 67 17. 84±1. 08∗ 18. 16±4. 90　

缺血 30
 

min 组
Isc

 

30
 

min 22. 17±2. 38 22. 27±2. 19 21. 63±2. 17 20. 99±0. 50& 22. 11±2. 25

缺血 60
 

min 组
Isc

 

60
 

min 21. 15±1. 48 21. 15±1. 96 20. 24±2. 06 20. 46±1. 97& 19. 01±1. 95

缺血 90
 

min 组
Isc

 

90
 

min 20. 56±1. 62 20. 08±1. 39 20. 78±1. 78 19. 60±2. 03 18. 91±2. 67

MDA
(μmol / L)

假手术组
Sham 17. 14±1. 89 16. 67±0. 72 16. 76±0. 43 17. 29±2. 00 20. 05±7. 42　

缺血 30
 

min 组
Isc

 

30
 

min 18. 90±1. 79 17. 90±1. 70 17. 67±1. 56 18. 19±1. 52 18. 33±1. 96

缺血 60
 

min 组
Isc

 

60
 

min 18. 00±1. 53 18. 34±2. 96 17. 68±1. 57 18. 58±2. 31 18. 00±1. 76

缺血 90
 

min 组
Isc

 

90
 

min 18. 90±2. 17 16. 43±0. 56 18. 48±3. 66 16. 76±0. 56 17. 33±1. 91

注:与假手术组比较,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01;与缺血 60
 

min 组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与缺血 90
 

min 组比较,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Isc
 

60
 

min
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Isc
 

90
 

min
 

group,
 

#P<0. 05,
 ##P<0. 01.
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图 6　 各组心肌染色( 􀭰x±s,n= 6~ 7)
Figure

 

6　 Myocardial
 

staining
 

in
 

different
 

group

3　 讨论

　 　 心肌缺血再灌注损伤可分为两个阶段:一方

面,心肌缺血会导致心肌细胞膜通透性增加,细胞

内超微结构损伤,代谢能力受到抑制,心脏收缩功

能障碍;另一方面,再灌注可能会导致细胞产生大

量氧自由基,细胞内钙离子超载,甚者会引起心肌

细胞坏死、凋亡[40-41] 。 再灌注后功能恢复的时间和

水平一定程度上取决于缺血时间,缺血较短时间后

及时给予再灌注可以使受抑制的能量代谢得以恢

复。 实验研究中心肌缺血再灌注时间的选择范围

较宽,有缺血 1
 

h、2
 

h、3
 

h、6
 

h、12
 

h、24
 

h 等,甚至更

长。 应依据药物种类、作用机制、研究目的等的不

同选择再灌注时间,国内外构建 MI / RI 小型猪模型

的研究中一般选用再灌注 2
 

h 或 3
 

h,而评价药物对

MI / RI 的治疗效果时多选用 24
 

h 及以上再灌注

时间[27,30,42-45] 。
在本项研究中,通过小型猪冠状动脉球囊栓塞

诱导心肌缺血 30
 

min、60
 

min 和 90
 

min 并再灌注 3
 

h 的研究发现,与假手术组相比,各模型组动物室颤

及除颤次数明显增加、心电图显示心肌缺血程度及

范围显著增加、心肌梗死及无复流面积显著增加,
提示本模型构建成功、稳定。 心电图 ST 段抬高是

急性心肌梗死的典型表现,本研究造模过程全程实

施心电图监测,冠脉球囊栓塞后出现心脏远端心室

肌由红色转为苍白色,同时心电图示 ST 段抬高,提
示造模成功。 临床研究中亦发现再灌注后急性心

肌梗死患者心电图 ST 段回落时间越短、回落情况

越好,左心室功能改善情况越佳[46-47] 。 本研究发现

再灌注 3
 

h 与再灌注 2
 

h 在心电图 Σ-ST、N-ST 回落

及 EF 值、FS 值降低方面较再灌注 1
 

h 差异明显,且

再灌注 3
 

h 降低更显著(P<0. 05,P<0. 01)。 在心肌

染色中使用 TTC / 伊文思蓝双重染色以及硫磺素 S
染色的方法,可以区分缺血区、梗死区、无复流区和

正常心肌区,从而能够对心肌梗死情况进行更全面

的评价。
本研究结果显示,中国小型猪心肌缺血 90

 

min
组再灌注前较假手术组 EF 值和 FS 值显著降低,但
是 3 种不同的诱导因素(缺血时间长短)之间在心

电图缺血性改变、心肌组织 TTC / 伊文思蓝、硫磺素

染色、心肌酶( LDH 和 CK-MB 活性)方面并无显著

性变化。 且缺血 90
 

min 组动物由于心肌缺血时间

较长,使室性心动过速、室颤的发生率以及胸前电

击除颤次数增加,死亡率达 22. 2%;缺血 60
 

min 组

死亡率仅 14. 3%;缺血 30
 

min 组则全部存活。 因此

选用心肌缺血 30
 

min、60
 

min 更为合适。 有学者曾

经报道,心肌短暂缺血( <20
 

min)再灌注后会发生

可逆的功能障碍,长时间的心肌缺血( >20
 

min)会

立即导致心内膜下心肌坏死,而当心肌缺血时间延

长至 60
 

min 时,缺血区域心内膜下绝大部分心肌已

经坏死[48] 。 同时有学者对犬心肌缺血再灌注时间

进行研究,结果显示心肌缺血 30 ~ 40
 

min 时,不可逆

转的超微结构变化与缺血 24
 

h 的变化几乎相

同[49] 。 可见,缺血 30
 

min 已对心肌造成较为严重

甚至不可逆性的损伤,在结构等方面也表现出与更

长缺血时间的相似性,且死亡率更低,应为首选缺

血时间。 综上,通过心导管介入球囊阻断冠脉前降

支一段时间后再灌注可以构建中国小型猪心肌缺

血再灌注损伤模型,缺血时间 30
 

min 后的再灌注 3
 

h 条件下动物可以建立死亡率较低、病理变化明显

的动物模型,是进一步开展心肌缺血再灌注损伤防

治研究的较适合的方法。
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