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心房颤动模型中实验动物优化的研究进展
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【摘要】 房颤动物模型的建立对于研究房颤的机制以及治疗方法有着极其重要的作用。而房颤医学模型需要较长时间才能获得，对实验动物有一定的特殊要求，并且影响较大。这样，实验动物优化，即实验动物福利的改良与发展就显得重要，是促进建模成功的重要保障。我们从伦理与法规支持，饲养管理，替代方法和福利技术四个方面综述心房颤动医学模型中实验动物福利的改良与发展。
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【Abstract】Animal welfare plays a very important role in atrial fibrillation animal model experiment. Laboratory animals suffer pain of physical and mental experience. Animal welfare also influences the outcome data of the experiment. This review describes a variety of refinings in before, during and after surgery of atrial fibrillation animal model experiment, including the improvement of pre-operative animal acclimatization, surgical expertise technique, post-operative animal management and evaluation of anesthesia and pain management.
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　　实验动物福利包含于饲养实验运输等各个环节，其被忽略程度严重影响实验的可靠性和准确性。因此实验动物福利应受到社会各界的重视[1]，是实现医学模型中实验动物优化的主要内容。一方面，是人类伦理道德的要求。另一方面直接或间接影响着科学实验的可重复性和科学性。我国在这方面起步较晚，相关投入与欧美发达国家相比也有不小差距。减少替代和优化原则被公认为实验动物福利的重要内容，其目的是在现有经济技术条件下尽最大可能保障实验动物福利。
　　房颤是最常见的持续性心律失常，房颤的发病机制复杂，尚未完全阐明[2]。房颤动物模型的建立对于研究房颤的机制以及治疗方法有着极其重要的作用。而房颤医学模型需要较长时间才能获得，对实验动物有一定的特殊要求，并且影响较大。这样，实验动物福利的改良与发展就显得重要，是促进建模成功的重要保障。我们从伦理与法规支持，饲养管理，替代方法和福利技术四个方面综述心房颤动医学模型中实验动物福利的改良与发展。
1.伦理与法规支持 

    1974年欧盟推出第一部动物福利法《关于动物在屠杀前致昏的指示》，该指示于1992年被写入欧共体的动物保护及福利草案。在过去的30年里，欧盟先后出台了十余部法规。在相关的法规中，规定的动物福利标准很全面。在欧洲委员会、欧洲议会以及理事会共同制定的“欧共体行动计划(2006～2010年)” 中提出了今后5个工作重点[3]：升级现有的动物保护和福利标准；以政策为指导，优先进行动物保护和福利的未来研究：引入标准化的动物福利指标；保证动物管理人员和公众更多地参与并了解动物保护和福利的当前标准；继续支持和发起更多的国际行动，以增进了解，为动物福利创造更广泛的舆论空间。世界动物保护协会成立于1981年，总部设在英国，是世界800多个保护组织的联盟，是唯一的联合国顾问地位的动物保护非政府组织。近年来，世界动物保护协会与英国防止虐待动物协会一起合作起草了动物福利宣言，此宣言有望在将来被联合国成员国所采纳。我国的动物福利正受到各级领导和广大科研人员的日趋重视。动物福利的真谛，简言之为“善待活着的动物，减少死亡的痛苦”。我国在1988年，经国务院批准，由国家科学技术委员会宋健主任签发颁布《实验动物管理条例》，随后各地和各有关部门也相应制定了配套法规、规范性文件和各种规章制度。如1992年，卫生部由陈敏章部长签发颁布了《医学实验动物管理实施细则》和《医学实验动物标准》；1994年，继卫生部颁发《医学实验动物标准》之后，国家技术监督局发布了7类47项国家实验动物质量标准，以确保实验动物质量实行标准化管理；从而形成了一整套法制化科学管理体系。我国已颁发的法规和标准的目的在于提高实验动物的质量，虽然没有动物保护或动物福利的字样，但这些文件客观上起到了对动物保护与福利的保障作用。
2.动物模型实验中饲养管理的改良：
    为了实验动物的康乐，实验环境的改良是非常必要的并且直接影响到实验动物日常的生理指标，同时优化了实验数据，保证其完整与准确。房颤模型实验中所使用的动物一般为大动物，如比格犬、新西兰兔和SD大鼠。以往饲养环境的设计只经常只考虑设备空间花费及运输条件等, 很少考虑实验动物的习性及康乐。环境的改良应当充分考虑不同动物的生活习性以满足其不同的生理需要。实验动物的生活环境包括社会环境以及生理环境。饮食喂养是重要的一部分，喂食时间的不限制、不规律以及食物品种、口味的单一会引起许多问题包括厌倦和不正常的行为[4]。动物的习性也是环境改善应当考虑的问题。实验动物基本上适应了驯养生活但依然保留一部分野外习性，例如社会接触、巢穴建造、躲藏、探索等需求。大部分实验室动物例如啮齿类动物兔子等对于肉食类入侵者十分警惕，因此在陌生环境中会表现出非常害怕，导致试图逃跑攻击或者装死等行为。这样，笼子中应当配备可以躲藏的地方。以便消除陌生环境对实验动物的不利影响。同样道理足够大的生存空间也会有利于实验动物对于环境的生理和心理的适应[5]。有研究表明巢穴填充物的减少会导致动物学习能力和记忆力的下降及焦虑行为的产生。笼子中空气流通的速度及方向同样有重要意义。除了巢穴填充物外，许多物品有利于小鼠及大鼠的探索社交等需求，例如木板塑料管子等尽量提供可以与同伴协作寻找食物的机会。大鼠更倾向于能够嚼食的食物，黑暗的笼子。[6]猪的笼子里应当提供木桩干草并且将同伴混合饲养。兔子同样适合配对饲养并放置可以躲藏的抽屉及用咀嚼的木棍。对于狗来说磨牙是日常生活中一种重要的行为，笼子中应当提供磨牙用的木棒可以玩耍的平台，足够大的空间也有利于实验狗对于环境的掌控[7]。
3.优化和替代原则
    优化是指使用动物时尽量减少非人道程序的影响范围和程度。优化饲养方式和实验步骤，在动物正常状态下取得真实可靠的实验数据。替代是指倡导应用无知觉材料替代有知觉动物的方法。如利用组织学、胚胎学或计算机方法取代整体动物实验，以低级动物代替高级动物或电脑模拟等。
    一篇1985年发表的摘要显示如果狗的心房被认为电刺激导致房颤几星期后，即使电刺激停止房颤也会持续。越来越多的研究者尝试快速刺激犬心房的方法制作更加符合临床特点的房颤动物模型。研究表明快速心律失常缩短了心房的有效不应期。正常情况下心房有效不应期的变化会在数周至数个月产生一定的变化，而房颤则会在数分钟内使不应期产生变化。心房产生快速搏动导致心房射血减少，大量血液堆积于心房使得心房扩大为心房产生更多折返环提供条件，另一方面减少了折返路径距离及时间更易产生折返环，这样一来更加促进了房颤的发生，并且减少终止的概率。因此采用心房或心耳快速刺激数周后产生房颤快速有效且更符合临床特点。
    心房或心耳快速刺激方式有多种，可分为左心房及心耳刺激，右心房心耳刺激，心内膜刺激心外膜刺激等。如何寻找一种既符合临床生理病理特点又能简便有效，更加符合动物福利要求的动物模型制作方法是需要寻找的。下面就各种电刺激制作房颤模型的特点与动物福利关系做具体论述。显然，低强度刺激、尽量减少刺激时间将会减少实验动物的痛苦及死亡率，非开胸通过血管送入导管电极刺激动物心内膜比开胸刺激心外膜的创伤更小。 有研究表明数小时低强度心房神经丛（GP）电刺激会减少10%窦房结心率，并且显著增加钾通道（IKACh）电流密度，减少钙通道（ICaL）密度，从而使得房颤易于形成[8]。可以推测进行心房刺激诱发房颤时首先可以考虑刺激接近心房神经节丛的位置，如：左上GP及右前GP。心外膜与心内膜之间也会存在有效不应期的差异，从而导致折返环可以在心内膜及心外膜之间的心肌产生。 然而，只有心外膜电刺激能够导致早期房颤的产生。心外膜电刺激需要开胸手术植入电极。一般来说开胸方法快速刺激采用刺激左心房比较方便且容易产生持久房颤[9]。闭胸方法埋置起搏器则大多通过导管进入右心房。可见，左房房颤模型需要采用开胸，右房房颤模型则采用心内膜刺激。
    小型动物如小鼠等更加适用于老年心脏易于发生房颤机制的研究[10] 改善刺激方案先快后慢。由于心房率与心房电重构的范围是非线性关系，心率的改变无论在房颤易感因素存在与否都不能直接促进房颤的发生，但可以在快速房性心律失常存在下加速心房电重构以及提高房颤的稳定性。右心房常采用心内膜起搏刺激犬心脏20HZ程序电刺激导致慢性房颤会降低窦房结功能，从而延长心房内部传到时间，使得房颤更易维持[11-12]。狗的右心房心内膜起搏刺激手术模式一般为单极起搏器电极埋入右心房顶部及右心房附属物处，并与颈部皮下口袋处的起搏器相连接。不同物种之间快速心律失常的比较是困难的。犬的基础心率一般为70-120次/分,室上性心律失常心率大概160-200次/分。近期有研究表明犬类有症状的折返性心动过速频率为229次/分，相对于人类的175次/分[13]。显然，用导管电极进入小鼠心房，给予小鼠快速心房刺激产生房颤更符合动物福利要求[13-14]。小动物房颤模型建立时年龄将是很大影响因素。[15]通过导管刺激小鼠右心房产生的房颤模型中，中年大鼠房颤持续时间明显长于年轻大鼠。通过小动物房颤模型的研究发现提高后负荷可以使房颤易于发生，加速左房重构。左房重构即左房纤维化、心房 connexin-43 蛋白表达的改变以及心房传导异常，有利于房颤的持续。。SD大鼠房颤模型的制作方法还有在35秒窒息时间内对麻醉的大鼠进行经食管快速电刺激。这种阵发性房颤的建立与心跳加速和血压降低有关[16]。但是，小动物心脏电刺激产生持续性房颤仍然是比较困难的，主要原因是动物心脏过小使得房颤所需的100-200个多发折返环不易形成[17]，尤其是小鼠房颤模型。Wakimoto等[18]尝试心房内埋藏起搏电极进行甲氨酰胆碱注射下，进行心房刺激制作小鼠房颤模型，在注射胆碱能神经兴奋剂后，小鼠心房易于被快速心房起搏诱导出最长达35 min的房颤，注射过阿托品后房颤便不再产生。可见，应用甲氨酰胆碱药物配合快速心房刺激有利于小鼠房颤模型的建立。
4.房颤动物模型中的福利技术
　　房颤动物模型制作前的准备工作有许多，与动物福利有关主要为手术前的麻醉工作。国际疼痛研究会将疼痛定义为：“由真正存在或潜在的身体组织损伤所引起的一种令人不快的感觉和情绪上的心理感型”。 这个定义很大程度上依赖于能够进行报告和具有语言交流的能力，对于不具备语言交流能力的动物的作用是有限的[19]。造成动物疼痛的原因有物理原因、心理作用、管理因素、营养失衡和遗传繁殖等。因此在术前24小时至术后72小时给予镇痛药，如非甾体类抗炎药物是减轻动物疼痛的重大突破。
　　动物疼痛的药物治疗要注意以下方面：（1）时间的选择：对有疼痛的动物要果断地采取镇痛治疗，减轻痛苦，术前给予一定的镇痛药物能预防动物疼痛。(2)选药的原则：不同程度的疼痛，需依照从非阿片类到弱阿片类再到强阿片类的原则选用镇痛药物，用药的剂量应从小到大。(4)耐受性的预防：为了防止或减少药物耐受性，尽量综合应用辅助药物，以加强镇痛效果。(5)不良反应的对策：一些止痛药物可能会产生某些不良反应，如麻醉止痛药可引起呕吐等症状，应及时停止该药物。(6)预防成瘾：吗啡等阿片类镇痛药若一段时间反复使用后，容易出现用量增加，依赖成瘾等副作用。此时应当更换镇痛药物[20]。
　　另外，实验中，动物的抓取手法应轻柔，严禁粗暴，抓取前给予必要的安抚。固定时应选择恰当的体位且松紧适度，避免对动物造成不必要的痛苦。
　　对于房颤模型动物实验来说，手术时间较长，应当提前准备好手术过程中需要的麻醉药物合理用药，大型动物如比格犬、新西兰兔等应当进行气管插管利于辅助呼吸和麻醉维持。比格犬的麻醉采用氯胺酮(5.3 mg/kg IV)，地西泮(0.25 mg/kg i.v.),麻醉诱导，6F气管导管插管，连接呼吸机麻醉机，调整参数，潮气量250 mL，呼吸频率20次∕分，氧流量3.5 L∕min。异氟烷3%-4%吸入维持麻醉。新西兰兔0.8 mL氯胺酮麻醉诱导，0.2 mL咪达挫仑维持麻醉[21]。实验动物术后的疼痛管理是动物福利中的一项重要内容。用针剂型的镇痛药物则会对动物产生焦虑感，改进镇痛药物的给予方式非常重要，如可改用口服镇痛药物丁丙诺啡[22]。另外术后合理应用抗生素也应受到重视。同时，在术后4-6小时内，动物应当被放置在密闭无菌的环境中，以防止有害微生物和人员对其造成的不利影响[23]。
    综上，房颤动物模型的建立过程复杂，相关技术与动物模型建立的成败密切相关。并且需要动物较长时间存活，尽量避免并发症而死亡。为提高建模的成功率和可靠性，积极改良与发展房颤动物与医学模型中实验动物福利是一个重要的途径。我们已在房颤动物模型中引入植入式遥测技术研究平台正是基于实验动物福利而开展的新技术研究[24]，有望在一次动物植入手术后长期自由的生理状态下开展动物实验，可以实时、连续非接触监测动物的生理参数，可以在不对动物进行二次伤害情况下进行一系列长期动物实验，能重复多次使用动物，减少使用实验动物数量，并降低实验动物的痛苦和伤害，有效开展一系列慢性实验的监测和连续记录观察，可以扩展到生理、药理、病理、临床医学多个领域。
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