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［基金项目］国家自然科学基金青年项目（８２０００７８８），广东省基础与应用基础研究基金项目（２０１９Ａ１５１５１１００２３），中国博士后科学基金

项目（２０２１Ｍ７０２０４０）。
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Ｐｒｏｇｒａｍ （２０１９Ａ１５１５１１００２３）， ｔｈｅ Ｃｈｉｎａ Ｐｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ （２０２１Ｍ７０２０４０）．
［作者简介］杜冰玉（１９９８—），女，在读硕士研究生，研究方向：心脑疾病中医康复。 Ｅｍａｉｌ：ｄｂｙ１９９８０７３０＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］于少泓（１９７５—），男，副教授，博士，研究方向：心脑疾病中医康复；糖脂代谢基础。 Ｅｍａｉｌ：ｓｕｔｃｍ２００６＠ １６３．ｃｏｍ

异丙肾上腺素诱导慢性心衰模型的方法优化
杜冰玉１，尹燕燕１，岳昭娣１，常万鹏１，阚梦凡１，于少泓２，３∗

（１． 山东中医药大学康复医学院，济南　 ２５０３５５；２． 山东中医药大学医学院，济南　 ２５０３５５；
３． 山东中医药大学第二附属医院，济南　 ２５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 目前对于慢性心力衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ）发病机制的研究和治疗手段均具有局限

性，为了更好地研究其发病机理，本文对异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）诱导慢性心力衰竭大鼠模型的制备方法

进行了优化研究。 方法　 将 ＳＤ 雄性大鼠分为 ４ 组，模型 Ａ 组大鼠连续以 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）注射 ＩＳＯ １０ ｄ；模型 Ｂ 组大

鼠前 ３ ｄ 注射 ＩＳＯ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），后 ９ ｄ 注射 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；模型 Ｃ 组大鼠第 １ 天被给予 １５ ｍｇ ／ ｋｇ 的戊巴比妥钠，
注射 ＩＳＯ １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，第 ２、３ 天以 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）注射，后 ９ ｄ 以 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）注射，从第 ２ 天开始每天分 ２ 次注射

间隔 ３０ ｍｉｎ。 对照组给予等量生理盐水。 通过超声心动图、病理学检测和荧光定量 ＰＣＲ 等方法来验证模型的建

立。 结果　 模型 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 组的死亡率分别为 ８０％、６０％和 ４０％。 与对照组相比，模型 Ｃ 组大鼠的左心室短轴缩短

率和射血分数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；心肌细胞排列紊乱，Ⅰ、Ⅲ型胶原表达显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＣＯＬ１Ａ１、
ＣＯＬ３Ａ１、ＦＮ１ 和 ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 表达水平显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；血清氨基末端脑钠肽前体（Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ⁃Ｂ ｔｙｐｅ
ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ）与甘油三脂的水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 注射麻醉剂使大鼠处于半清醒状

态，梯度增加每日注射剂量和减少单次注射量均可降低死亡率，为建立 ＣＨＦ 大鼠模型提供新思路与新方式。
【关键词】 　 异丙肾上腺素；慢性心力衰竭；大鼠；模型
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（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０３５５， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０３５５． ３． ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ

Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０００１）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＵ Ｓｈａｏｈｏｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｕｔｃｍ２００６＠ １６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ （ＣＨＦ） ａｒｅ
ｌｉｍｉｔｅｄ． Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｂｅｔｔｅｒ ｓｔｕｄｙ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ （ ＩＳＯ）⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＳＤ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ Ａ ｗｅｒｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ； ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ Ｂ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ ３ ｄａｙｓ ａｎｄ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ９ ｄａｙｓ； ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ Ｃ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ １５ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｄａｙ １
ａｎｄ ＩＳＯ １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎ ｄａｙ ２ ａｎｄ ３， ａｎｄ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｄａｙ ２ ａｎｄ ３， ａｎｄ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ９ ｄａｙｓ， ｗｉｔｈ



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

３０ ｍｉｎ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ２ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｒｏｍ ｄａｙ ２． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｅｑｕａｌ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ． Ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ， ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ８０％， ６０％， ａｎｄ ４０％ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｈｏｒｔ ａｘｉｓ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）． Ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｈａｄ ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅰ ａｎｄ Ⅲ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘｅｓ ＣＯＬ１Ａ１， ＣＯＬ３Ａ１， ＦＮ１ ａｎｄ
ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ⁃Ｂ ｔｙｐｅ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ （ ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ） ａｎｄ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｔｏ ｋｅｅｐ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ａ ｓｅｍｉ⁃
ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｓｔａｔｅ， ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｉｌｙ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ｉｎ ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｉｄｅａ ａｎｄ ａ ｎｅｗ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ＣＨＦ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ； ｒａｔｓ； ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 近年来，我国的心血管疾病发病率呈逐年上

升趋势，对人们的身体健康构成了极大的威胁，而
慢性心力衰竭（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ）是多种

心血管疾病的共同转归，是各种器质性心脏病的

终末阶段，并且容易复发［１］ 。 为了更深入研究

ＣＨＦ 的病因及治疗方法，构建严谨的 ＣＨＦ 动物模

型是必不可缺的实验环节。 在多种 ＣＨＦ 造模方法

中，注射异丙肾上腺素（ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）造模法

成模较快，诱导时间短且无创伤［２］ 。 然而目前关

于构建 ＣＨＦ 模型所用 ＩＳＯ 的有效注射剂量、注射

方式和成模时间等条件虽有多种报道，但成模率

高且死亡率低的方法仍需不断探索。 本研究参考

国内外学者的研究方法，并经过不断摸索进行改

良，通过大鼠腹腔注射 ＩＳＯ 的方法成功地构建

ＣＨＦ 动物模型，为进一步的动物实验奠定了良好

的基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选择 ３６ 只 ＳＰＦ 级健康的 ８ ～ １０ 周龄 ＳＤ 雄性

大鼠，体重 ２４０ ～ ２６０ ｇ，购于北京维通利华生物科

技股份有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】，控制温度

（２２ ± ３）℃，湿度（６０ ± ５）％，１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗，
普通饲料喂养，自由获取纯净水，饲养于山东第一

医科大学第一附属医院动物房【 ＳＹＸＫ（鲁） ２０１８－
０００９】。 实验开展获得了山东第一医科大学第一附

属医院伦理委员会审核批准（２０２１Ｓ９４２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

异丙肾上腺素（ Ｉ５６２７，Ｓｉｇｍａ），伊红、苏木素染

液（Ｇ１１２０，北京索莱宝科技有限公司），Ｍａｓｓｏｎ 染色

试剂盒（Ｇ１００６，武汉赛维尔生物科技有限公司），免

疫组化试剂盒（ＳＰ⁃９００１，北京中杉金桥生物技术有

限公 司 ）， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ （ ＣＯＬ１ ） 抗 体 （ ａｂ２７０９９３，
Ａｂｃａｍ）、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ（ＣＯＬ３）抗体（ａｂ７７７８，Ａｂｃａｍ）、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 抗体（ａｂ２６８０２０，Ａｂｃａｍ），甘油三酯检测

试剂盒（ｍｌ０９５１０４，上海酶联生物科技有限公司），
氨基 末 端 脑 钠 肽 前 体 （ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ⁃Ｂ ｔｙｐｅ
ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ）的酶联免疫吸附试

验（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂

盒（ ｍｌ⁃Ｅ２７８５， 上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司 ），
ＳＹＢＲ􀅺 Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒

（ＡＧ１１７０１，湖南艾科瑞生物科技有限公司）。
Ｖｅｖｏ３１００ 小动物超声仪 （ ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ， 加拿

大），ＣＦＸ ９６ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，德国），显
微镜（徕卡，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物造模及分组

将 ＩＳＯ 用 ０􀆰 ９％的生理盐水配制成 １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ
的注射液，根据大鼠体重腹腔注射 ＩＳＯ 进行 ＣＨＦ 模

型制备。 ＳＤ 雄性大鼠适应性喂养 ２ 周后被随机分

为 ４ 组：正常对照组（ｎ ＝ ６）：注射生理盐水 １０ ｄ；
模型 Ａ 组（ｎ ＝ １０）：腹腔注射 ＩＳＯ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），连
续注射 １０ ｄ［３］；模型 Ｂ 组（ｎ ＝ １０）：前 ３ ｄ 腹腔注射

ＩＳＯ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），后 ９ ｄ 腹腔注射 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），
累计总量约 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ；模型 Ｃ 组（ｎ ＝ １０）：第 １ 天

给予戊巴比妥钠（１５ ｍｇ ／ ｋｇ），在其半清醒状态下皮

下注射 ＩＳＯ １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，第 ２、３ 天腹腔注射 ＩＳＯ ２􀆰 ５
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），间隔 ３０ ｍｉｎ 分 ２ 次注射，后 ９ ｄ 腹腔注

射 ＩＳＯ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），间隔 ３０ ｍｉｎ 分 ２ 次注射，累计

总量约为 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 超声心动图检测

分别于建模开始前 １ ｄ，建模完成后 １ ｄ 进行超

声心动图检测，注射戊巴比妥钠麻醉大鼠，应用

４８５
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Ｖｅｖｏ ３１００ 高分辨率小动物超声系统，Ｂ 超确定位

置，胸骨旁左室长轴切面，旋转 ９０°获得短轴切面，
Ｍ 型超声心动图测量如下指标：左心室收缩末期容积

（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＥＳＶ）、左心室

收缩末期内径（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ，
ＬＶＥＳＤ）、左心室舒张末期容积（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃
ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＥＤＶ）和左心室舒张末期内径（ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ，ＬＶＥＤＤ），由 Ｖｅｖｏ
ＬＡＢ 软件计算得知左心室短轴缩短率（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）和左心室射血分数（ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ，ＬＶＥＦ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集及心脏质量指数测定

用戊巴比妥钠麻醉大鼠，从心尖取血，离心后

将血清存放于－８０℃冰箱中。 取血后处死大鼠并分

离心脏，称量心脏湿质量，心脏质量指数 ＝ 心脏湿

质量 ／体质量。 将一部分放于 ４％多聚甲醛中固定，
后续用于组织学检测，另外一部分储存在－８０℃冰

箱中，后续荧光定量 ＰＣＲ 检测（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）使用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理学检查

取大鼠心脏组织，４％甲醛固定 ４８ ｈ，组织脱水，
石蜡包埋，石蜡切片（４ μｍ）。 常规脱蜡后按说明书

进行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色。 封片后显微镜观察并拍照。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组织化学检测

将石蜡切片脱蜡至水后置入柠檬酸盐修复液

（ｐＨ ＝ ６􀆰 ０）中沸煮进行抗原修复，内源性过氧化物

酶阻断剂孵育 １０ ｍｉｎ、１０％山羊血清封闭 ３０ ｍｉｎ。
分别滴加一抗 ＣＯＬ１ （１ ∶ １５０）、 ＣＯＬ３ （１ ∶ ７００） 和

Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（１ ∶１０００）过夜，滴加山羊抗兔二抗，孵育

２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗后，加入 ＤＡＢ 显色液显色，以苏木

素染色液复染后封片观察。
１􀆰 ２􀆰 ６　 血清甘油三酯和 ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 检测

应用氧化酶法测定对照组及模型 Ｃ 组大鼠血

清甘油三酯水平，采用 ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清 ＮＴ⁃
ｐｒｏＢＮＰ 水平，具体实验步骤严格按说明书进行

操作。
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 纤 维 化 指 标 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ３Ａ１、 ＦＮ１ 和

ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 表达检测

研磨大鼠心肌组织，ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，反
转录试剂盒获取 ｃＤＮＡ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 测定 ＣＯＬ１Ａ１、
ＣＯＬ３Ａ１、ＦＮ１ 和 ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 含量。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参，运用 ＰＣＲ 仪分析实验结果，得到样品的 Ｃｔ
值，并计算 ΔＣｔ，采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达

量，引物序列见表 １。

表 １　 引物名称及序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ 下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＣＯＬ１Ａ１ ５’⁃ＣＣＣＡＧＣＧＧＴＧＧＴＴＡＴＧＡＣＴＴ⁃３’ ５’⁃ＴＣＧＡＴＣＣＡＧＴＡＣＴＣＴＣＣＧＣＴ⁃３’
ＣＯＬ３Ａ１ ５’⁃ＣＧＡＧＧＴＡＡＣＡＧＡＧＧＴＧＡＡＡＧＡＧＧ⁃３’ ５’⁃ＴＴＴＣＡＣＣＴＣＣＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡＡＴ⁃３’

ＦＮ１ ５’⁃ＡＡＡＣＣＴＣＴＡＣＧＧＧＴＣＧＣＴＧ⁃３’ ５’⁃ＧＣＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＴＣＡＡＡ⁃３’
ＡＣＴＡ２ ５’⁃ＣＡＧＧＧＡＧＴＧＡＴＧＧＴＴＧＧＡＡＴＧ⁃３’ ５’⁃ＣＣＧＴＴＡＧＣＡＡＧＧＴＣＧＧＡＴＧ⁃３’
β⁃ａｃｔｉｎ ５’⁃ＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＣＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ⁃３’ ５’⁃ＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ⁃３’

１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件，用 ｔ 检验对相关信

息进行统计处理，所有数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 死亡率及一般情况观察

实验结束后，对照组无大鼠死亡；模型 Ａ 组死

亡 ８ 只，死亡率为 ８０％；模型 Ｂ 组死亡 ６ 只，死亡率

为 ６０％；模型 Ｃ 组死亡 ４ 只，死亡率为 ４０％。 对照

组大鼠活泼好动，毛发整齐有光泽；模型组大鼠抓取

反应变差，出现口唇发紫、进食量较少、蜷卧聚堆、活
动较少、反应迟钝、精神萎靡等心衰表现，尤其是在注

射 ＩＳＯ 后的 １ ｈ 内，且大鼠死亡大多数发生在注射

ＩＳＯ 的前 ２ ｄ，随着时间推移死亡数目逐渐减少。
２􀆰 ２　 超声心动图结果

注射 ＩＳＯ 后，与对照组比，模型 Ｃ 组的 ＬＶＥＤＶ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）、 ＬＶＥＳＶ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）、 ＬＶＥＳＤ （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）和 ＬＶＥＤＤ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）显著升高，发生明显的

心室扩张，心室容积增加，心室壁变薄，且 ＬＶＥＦ 和

ＬＶＦＳ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 表明模型 Ｃ 组大鼠

心脏发生了结构变化和功能障碍（图 １，表 ２）。
２􀆰 ３　 病理学改变

２􀆰 ３􀆰 １　 ＨＥ 染色结果

对照组心肌细胞排列整齐，而与对照组相比，
模型 Ｃ 组心肌细胞排列紊乱并且间隙增宽，松散破

碎，出现明显的炎症细胞浸润，心肌出现大面积变

性和坏死（图 ２Ａ）。

５８５
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图 １　 各组大鼠超声心动图代表图像

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

表 ２　 超声心动图指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｎｄｉｃｅｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＬＶＥＦ（％） ＬＶＦＳ（％） ＬＶＥＳＤ（ｍｍ） ＬＶＥＤＤ（ｍｍ） ＬＶＥＳＶ（μＬ） ＬＶＥＤＶ（μＬ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８８􀆰 ７９ ± １􀆰 ５６ ６０􀆰 ９４ ± ２􀆰 ２３ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 １４ ５􀆰 ９７ ± ０􀆰 ０９ ２０􀆰 ２２ ± ２􀆰 ９８ １７８􀆰 ７０ ± ５􀆰 ８９

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ ７２􀆰 ４３ ± ３􀆰 ６９∗∗∗ ４４􀆰 ２１ ± ３􀆰 ５９∗∗∗ ３􀆰 ９０ ± ０􀆰 ３７∗∗∗ ６􀆰 ９７ ± ０􀆰 ４４∗ ７５􀆰 ７７ ± １５􀆰 ２２∗∗ ２６７􀆰 ００ ± ３５􀆰 ５９∗

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

注：Ａ：代表性 ＨＥ 染色图像；Ｂ：代表性 Ｍａｓｓｏｎ 染色图像；Ｃ：胶原蛋白沉积的定量分析； 与对照组相比，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。 （下图同）

图 ２　 病理组织学变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ ｉｍａｇｅｓ． Ｂ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｉｍａｇｅｓ． Ｃ． Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

对照组大鼠心肌组织纤维排列规则，而模型 Ｃ
组大鼠心肌细胞高度坏死并被胶原纤维取代，残留的

心肌细胞排列松散紊乱，与对照组相比较，模型 Ｃ 组

胶原纤维含量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（见图 ２Ｂ，２Ｃ）。

２􀆰 ３􀆰 ３　 免疫组化检测结果

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白和纤连蛋白在心肌纤维横纹

中呈棕色颗粒为阳性。 与对照组相比，模型 Ｃ 组

ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 阳性表达产物显著增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（见图 ３）。
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注：Ａ：ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 染色代表图像；Ｂ：ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 阳性表达的定量分析。

图 ３　 大鼠心肌组织免疫组化检测

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣＯＬ１， ＣＯＬ３ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＯＬ１， ＣＯＬ３ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
ｐｏｓｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ

２􀆰 ４　 心脏质量指数比较

与对照组相比，模型 Ｃ 组心脏质量指数显著增

大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ４）。

图 ４　 心脏质量指数、血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 和血清甘油三酯水平的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ， ｓｅｒｕｍ ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｌｅｖｅｌｓ

２􀆰 ５　 血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ和甘油三酯水平变化

与对照组比，模型 Ｃ 组血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 与甘油

三脂的水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ４）。

２􀆰 ６ 　 纤维化指标 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ３Ａ１、 ＦＮ１ 和

ＡＣＴＡ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平变化

　 　 与对照组相比， 模型 Ｃ 组的纤维化指标

ＣＯＬ１Ａ１（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＣＯＬ３Ａ１（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＦＮ１（Ｐ ＜
０􀆰 ００１）和 ＡＣＴＡ２（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）的 ｍＲＮＡ 表达均显

著上调（图 ５）。

７８５



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

图 ５　 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、ＦＮ１和 ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 表达水平变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＣＯＬ１Ａ１， ＣＯＬ３Ａ１， ＦＮ１ ａｎｄ ＡＣＴＡ２
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

３　 讨论

ＩＳＯ 是一种 β 受体激动剂，其能够使心肌持续

强烈的收缩加重心脏负荷进而导致心衰［４］，广泛应

用于动物研究中心肌损伤模型的建立［５］。 当 ＩＳＯ
持续输注时，会发生心肌缺血和损伤，过量的肾上

腺素活性会破坏心脏的稳态，并诱导心肌细胞凋亡

和间质纤维化［６］。 在国内外的研究中利用 ＩＳＯ 建

立 ＣＨＦ 动物模型的方法不尽相同，如注射剂量、注
射部位及注射时间长短的不同等［３，７－８］，且因其中一

个条件的不同，动物存活率和造模成功率可能就会

有所不同。 找到一种成模率高，同时又能够降低死

亡率的造模方法是本研究的主要目的。
在实验初期，采取了 １０ ｄ 腹腔注射 ＩＳＯ ５ ｍｇ ／

（ｋｇ·ｄ）的方法，死亡率高达 ８０％，死亡多发生在注

射后的 １ ｈ 和注射的前 ２ ｄ，死亡数目随着时间推移

不断减少，当大鼠建立耐受后，在给药的后半段时

间内基本没有死亡的情况。 通过减少给药初期的

剂量来让大鼠建立耐受以避免初期的高死亡率，结
果显示死亡率可以维持在 ６０％左右。 在进行药物

注射时，清醒状态下，大鼠会剧烈挣扎，增强交感神

经的紧张性，容易发生猝死，全麻时动物各种生理

机能发生明显变化，耐受力也会降低，而半麻醉大

鼠不至于过分挣扎，各种生理功能及反射尚且完

整，也易于护理，故采取半麻醉大鼠的方式来提高

其耐受力，并进一步在前期减少剂量，在此基础上

使死亡率降低至 ４０％。
不仅要关注动物存活率，模型成功率也是实验

开始前必须要关注的指标。 心功能的检测是评估

造模成功的关键［９］，已有证据显示，用 ＩＳＯ 诱导的

慢性心衰大鼠模型的 ＬＶＥＦ 和 ＬＶＦＳ 水平显著降

低［１０］，本研究中模型 Ｃ 组大鼠的左心室收缩功能明

显受损，出现心功能障碍。 组织学检测发现模型 Ｃ

组大鼠心肌细胞排列紊乱，心肌胶原沉积增加，心
肌纤维化明显，这与 Ｘｕ 等［１１］ 的研究发现相一致。
ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 是评估大鼠慢性心衰模型的重要手段，
ＣＨＦ 患者血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 水平显著高于对照

组［１２］。 由以上结果可以得知，经过摸索改良后的造

模方法成功建立了 ＣＨＦ 模型。 此外用 ＩＳＯ 诱导的

ＣＨＦ 大鼠模型的心脏质量指数会显著增加［７］，非空

腹血清甘油三酯浓度逐步升高与心力衰竭风险增

加有关［１３］，ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 过表达后在心肌组织中累

积是造成心肌纤维化的原因之一［１４］。 本研究结果

与以往报道趋势均相吻合。
本研究通过注射 ＩＳＯ 溶液制备大鼠 ＣＨＦ 模型，

根据造模的效果思考总结，得出了造模过程中的注

意事项：（１）在造模开始之前开展抓取大鼠训练，尽
可能减低正式注射时大鼠的应激反应，降低动物意

外死亡风险。 （２）半清醒状态可以提高大鼠对药物

耐受力，故选择在半清醒状态下进行注射最为合

适。 （３）大鼠腹腔注射 ＩＳＯ 后，死亡大多发生在建

模前 ２ ｄ，而且大多发生在注射后 ３０ ｍｉｎ ～ １ ｈ 内。
注射后的 １ ｈ 内要注意观察大鼠体征情况。 （４）注
射时需注意缓慢多点注射，避免药物对动物的刺激

性过强，并且注意回抽，避免药物注射至血液或膀

胱中使模型无效。 （５）避免单次注射药物过多而引

起的死亡，可以采取剂量梯度增加、多次注射及增

加多次注射的间隔等手段降低死亡率。 （６）掌握好

麻醉剂量也极其重要，麻醉过深易致大鼠死亡，过
浅则达不到麻醉效果。

经过不断探索，通过实施给予大鼠麻醉处理，
梯度增加每日注射剂量和减少单次注射量改进方

案，显著降低了大鼠死亡率，并且成功构建 ＣＨＦ 大

鼠模型，为今后研究 ＣＨＦ 的发病机制和诊疗措施提

供了一种可靠易行的造模方法。
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