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经验交流

大鼠心肌缺血再灌注实验技巧的经验总结

黄　 婷１，２，李绍旦２，杨明会２∗，刘　 毅２

（１ 北京中医药大学，北京　 １０００２９； ２ 中国人民解放军总医院，北京　 １００８５３）

　 　 【摘要】 　 大鼠心肌缺血再灌注造模是一个极其精细的实验过程，在动物实验中，初学者难免会遇到阻碍，笔
者有幸进行了整个实验的操作，现就本类实验的经验及遇到的一些挫折进行分享。
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《中国心血管病报告 ２０１６ 》 指出，心血管病

占居民疾病死亡构成的 ４０％ 以上，为我国居民的

首位死因。 心血管病发病因素日益增多，已成为

重大的 公 共 卫 生 问 题，防 治 心 血 管 病 刻 不 容

缓 ［１］ 。 有统计表明，在现在的医学研究中，动物

实验占有重要的地位。 心血管疾病的防治研究

中，大鼠缺血再灌注的模型较常见，笔者有幸进

行了此类实验，并在其造模过程中有着长时间的

摸索。 现将自己对大鼠缺血再灌注实验技巧的

认识简单介绍。

１　 实验前的知识储备

实验前进行必要基础知识的积累，查阅研究课

题相关文献，了解实验大体过程，确定需要观察与

检测的实验指标，分层列出表单，如：从三个层面考

虑：组织器官水平检测指标、细胞水平检测指标、分
子水平检测指标等；根据指标查阅相关检测方法，
选择可行实验检测方法，推测所需实验标本；依据

实验所需数据，完成初步预实验设计（参考表 １、表
２）；了解大鼠解剖结构，将大鼠造模步骤熟记于心，
进行练习。



表 １　 预实验设计
Ｔａｂ． １　 Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

时间
Ｔｉｍｅ

操作
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

第 １ 天
１ｓｔ ｄａｙ

灌胃 Ａ 组 １２ 只
Ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌ ｇａｖａｇｅ ｉｎ １２ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ

第 ２ 天
２ｎｄ ｄａｙ

灌胃 Ａ ＋ Ｂ 组 ２４ 只
Ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌ ｇａｖａｇｅ ｉｎ １２ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ Ａ ａｎｄ Ｂ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

第 ３ 天
３ｒｄ ｄａｙ

灌胃 Ａ ＋ Ｂ ＋ Ｃ 组 ３６ 只
Ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌ ｇａｖａｇｅ ｉｎ １２ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ ａｎｄ Ｃ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

…… ……
几周后

Ｓｅｖｅｒａｌ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒ
器材准备 ＋ 取材

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ
取材第 １ 天

１ｓｔ ｄａｙ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ
各组 ３ 只取材

Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ３ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
取材第 ２ 天

２ｎｄ ｄａｙ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ
各组 ３ 只取材

Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ３ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
…… ……

表 ２　 数据记录
Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄａｔａ

大鼠编号
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ

体重 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ

结扎时间
Ｔｉｍｅ ｏｆ
ｌｉｇａｔｉｏｎ

缺血心电图
Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ

ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉａ

再灌时间
Ｔｉｍｅ ｏｆ

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

取材时间
Ｔｉｍｅ ｏｆ
ｓａｍｐｌｉｎｇ

取材前心电图
Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ
ｂｅｆｏｒｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ

所取标本
Ｔｉｓｓｕｅ
ｓａｍｐｌｅｓ

备注
Ｎｏｔｅｓ

ＴＡ ３０１ ０９：１０ √ １０：１０ １２：１０ √ 心脏 ＋ 血
Ｈｅａｒｔ ＋ ｂｌｏｏｄ —

ＴＢ ３１１ ０９：３０ × １０：３０ １２：３０ × — ０９：３５ 死亡
Ｄｅａｄ ａｔ ０９：３５

ＴＣ ３０６ １０：００ √ １１：００ １３：００ √ 心脏 ＋ 血
Ｈｅａｒｔ ＋ ｂｌｏｏｄ —

２　 实验前的技术准备

实验涉及大鼠饲养、灌胃、麻醉、造模、取材、
检测［２］。

一般实验室大鼠由专门的饲养员来饲养。
大鼠的灌胃操作包括大鼠的捉拿、固定、灌胃器

插入与推注［３］。 全程操作注意避免被大鼠抓咬，保证

安全。 订购完毕的实验大鼠，不可急于灌胃，需要预

适应 ３ ｄ；灌胃过程保持以柔克刚的理念，忌激惹大

鼠，被激惹的大鼠需暂时放回鼠笼，待其平静后再操

作；若强行灌胃，容易将液体灌入肺或气管，导致大鼠

死亡。 灌胃过程中若遇阻力，可能是插入气管内，应
立刻退针，停留片刻再操作。 在进行药物的推注时一

定要缓慢，特别是粘稠中药的推注，推注过快，大鼠容

易死亡。 很多灌胃液比较粘稠，容易粘在管壁上，需
及时更换灌胃器。 为减少大鼠的死亡率，确保实验可

以按时完成，灌胃的操作练习，笔者建议隔天练习半

小时，大约一周时间熟练运用。
大鼠的麻醉一般选用腹腔注射，具体操作参照

文献［４］。 麻药注射量宁少勿过，麻过的大鼠造模操

作过程中心肺耐受性降低，死亡率偏高［５］。 麻醉效

果的评价：用指甲掐捏大鼠的四肢趾甲末端，大鼠

轻微的抽动，若抽动较强烈或观察到大鼠胡须抖动

有力，则麻醉不足，可以适量补充０ １ ～ ０ ２ ｍＬ麻药，
隔 ３ ～ ５ ｍｉｎ 观察效果。

３　 心肌缺血再灌注实验的操作

根据参考文献［６］ 进行大鼠心肌缺血再灌注的

造模操作，再灌注时，连接呼吸机，将活结第一层解

开，顺着白线方向轻微抖动，待出现松动感后抽出

白线，再灌成功标志：缺血部位心肌颜色恢复，抬高

的 ＳＴ 段下降 ５０％以上。
造模过程注意事项：① 操作时注意室温，冬天

需在室内加用简易取暖器，以保持温度在 ２３℃ 左

右，温度过低，大鼠耐受性下降，死亡率则升高。 切

记，操作时要轻柔，不可激怒大鼠。 ② 在呼吸面罩

固定后，要使头颈部保持在一条直线上，轻微牵拉

鼠舌，用干净棉签擦除口咽分泌物，以免堵塞气道；
开胸前，一定保证呼吸机是正常运行模式；笔者在

实验时偶有发现呼吸机接触不良，呼吸面罩漏气
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等，导致后续操作难以进行。 此外，开胸时，要尽量

采用微创思想，缩小皮肤开口，减少组织损伤。 ③
剥离心包膜时，心包膜不可全部剥脱，需保留部分

心包膜限制心脏的活动，否则心脏跳动太剧烈，影
响进针。 ④ 在血管结扎时尽可能做到精准，避免回

针，较少出血和心脏损伤；切记结扎前放置 ５ 号白

线。 血管的结扎程度以结扎下部心肌组织颜色变

白为标志，切记不可结扎过紧，以免再灌注时反复

松解困难，损伤血管。 笔者在结扎血管时发现有些

大鼠的心脏是右位心，会出现有些血管纤细不清，
有些血管不规则等情况，此时操作更应如履薄冰。
在胸腔关闭前注意将胸腔内的空气挤压或抽离，减
少胸腔压力。 胸腔关闭时，笔者建议使用符合大鼠

胸部曲线的弯止血钳，夹闭胸腔时应检查是否漏

气。 ⑤ 心肌缺血造模完成后，大鼠的摆放应注意：
观察其呼吸道是否通畅，头颈部在一条直线；避免

止血钳悬空，增加胸腔负担。 严密观察大鼠的呼吸

情况，及早判断大鼠的预后；有些大鼠心肌缺血后，
损伤较重，呼吸气息微弱，胸腔起伏不规则，死亡率

较高。 ⑥ 再灌后，心脏损伤会不同程度的加重，笔
者建议封闭胸腔后仍呼吸机维持１０ ～ １５ ｍｉｎ。 ⑦ 整

个操作过程熟练掌握，缩短操作时间，避免血管损

伤，减少出血；笔者建议造模大鼠的体重为（３００ ±
１０） ｇ，其造模成功率较高。

大鼠的取材，一般包括摘取心脏和腹主动脉取

血。 心脏摘取时，应及时、迅速，避免锐利器械碰触

心肌组织，多余组织的分离需在冰块上进行，以免

组织蛋白酶失活。 心脏后期的保存一定预先查阅

相关文献，免得保存失误，导致实验失败。 腹主动

脉的取血，注意在大鼠心脏跳动的状态下抽血，否
则血管干瘪，即使抽出血也易凝固堵塞针头，且离

心时大多会出现白色絮状物，导致血清分离不达

标；取血时，手要稳，不要着急，避免扎透血管导致

大出血，取血失败。
标本的检测有定量、定性等，各有不同。 笔者

仅提醒大家：各检测技术应取材前熟知，明确标本

的保存，如：涉及血清蛋白酶的检测时，需将同一标

本分装在多个冻存管，保存在 － ８０℃，每次检测仅取

一份，避免反复解冻，蛋白酶失活。 检测试剂按照

说明书保存，否则影响实验结果。
正式实验前，务必进行预实验，根据预实验结

果，查阅相关文献及请教专业老师，调整实验方案，
减少反复实验。

４　 结论

在实验研究中，忌急于求成，每个步骤的操作

略粗糙迅速，终前功尽弃；在大鼠开胸后，拉钩器勿

伤及肺组织，以免影响呼吸功能，死亡率明显提高。
造模时，常遇到大鼠心脏左冠状动脉血管不是一支

粗血管而是很多细小的血管分支，此时建议别选单

一的细小血管结扎，将整丛血管一起结扎较容易

些，可减少心脏出血的风险。 取材时，若大鼠在造

模操作过程中出血较多，则腹主动脉取血时抽血较

少，离心后的血清更少，无法完成该标本相关检测。
ＥＬＩＳＡ 法检测血清蛋白酶时，标本暴露在外界时间

较长，酶容易失活，建议使用冰袋控制标本周围的

温度。
心血管疾病的实验研究可以更好地认识和解

释临床现象，为溶栓、冠脉搭桥术和经皮冠脉腔内

成形术提供最佳方案，辅助药物预处理的应用［７］。
因此笔者总结了大鼠缺血再灌注模型实验过程中

的一些经验教训，让类似实验的操作者可以减少失

误。 因笔者实验技能及时间限制，仍存在诸多操作

注意事项未摸索，希望同事们能总结更多操作经验

以应用于实验。
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