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通过评估不同方法诱导的肺血栓栓塞症小鼠模型效果!筛选建立操作简便$使用经济$成功率高的小鼠急性肺

血栓栓塞症模型方法%方法
!

制作全血血栓及白色血栓自体栓子!穿刺并注入小鼠右侧颈静脉!造成急性肺血栓栓塞症模型!分

别于不同时间点检测相应生理$生化指标%结果
!

经
61DD7G

K

磷钨酸苏木精及
_[

染色证明!两种栓子制备肺血栓栓塞症模型的

造模成功率为
,&&V

!栓子多处于肺动脉段及亚段水平!栓塞切实可靠'白色血栓栓塞组栓子较全血血栓组稳定性明显增高!自溶

时间明显延长%结论
!

白色血栓诱导的肺栓塞小鼠的病理状态更加稳定!且该急性肺血栓栓塞模型可以较好地模拟病理情况下

这一疾病的病理$生理过程!为今后进一步研究肺血栓栓塞症的病理机制与筛选药物提供了一定的实验基础%

关键词#肺栓塞'小鼠'自体血栓'白色血栓
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%是血栓性和$或%非血栓

性栓子脱落堵塞肺动脉或分支引起的呼吸循环功能障碍综合

征#是一种相对常见的心血管急重症#其因栓子堵塞肺动脉血

管床从而引起危及生命的右心衰竭(由于肺栓塞发病急'病情

重'病情多变#病死率高达
/V

"
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#深入探讨其发病机制

与治疗措施具有十分重要的临床意义(建立操作简便'使用经

济'成功率高的肺血栓栓塞症$

#"[

%动物模型是研究肺血栓栓

塞症的发病机制'发展过程'疾病转归与药物疗效的重要基础(

近年来#小鼠在实验动物伦理学'经济学及基因敲除"突变技术

应用等方面显示出了的巨大优势(以往有关的
#"[

动物模型

多采用大型动物#有关小鼠
#"[

动物模型建立的报道较少#所

采用栓子的制作方法不一#栓子自溶现象等影响了模型的稳定

性和可重复性(因此#本文采用自体栓子注射的方法#探索比

较了不同的栓子制备方法对肺栓塞模型稳定性的影响(本文

结果将为今后进一步利用小鼠
#"[

模型研究该疾病的病理机

制提供一定的参考(

A

!

材料与方法
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实验对象
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选用
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周龄#体质

量
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方法

A(B(A
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实验分组
!

将小鼠随机分为
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组$

%$

只%'假手术

组$

,$

只%'空白对照组$

:

只%#其中手术组又分为全血血栓栓

塞组及白色血栓栓塞组#每组
$:

只(手术组操作方式如下!假

手术组经颈静脉注入等体积生理盐水
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测量相应指标#
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栓子制作
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$注意及时混匀%#将取出的血置于离心管中
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离心
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#

将上层血浆$

$&&

#

+

%取出置于另一离心管中备用#吸取血浆时

尽量贴近红细胞与血浆分界面以提高血小板成分#但勿吸起红

细胞成分($

$

%取凝血酶
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混匀%注入装有血浆的离心管中#混匀#用
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注射器迅速吸出#注入毛细玻璃管中$
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#内

径
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#外径
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%#室温静置
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#将毛细玻璃管放

入
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离心管中#
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水浴
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%将毛细玻璃管取

出#对应相应小鼠编号#放入
-

"
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冰箱备用(使用前
'&*8=

取出#生理盐水冲出毛细管中栓子#剪成
,**

长共
-&

个#经

$$Y

静脉输液针头伴随
&(-*+

生理盐水吸入注射器(

A(B(B(B
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全血血栓
!

参照
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$

,

%方法尾静脉取血
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#
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后$不预充抗凝剂%#迅速注入毛细玻璃管中#室温静置
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后#对应相应小鼠编号#放入
-
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冰箱备用(同上述
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%法#将血栓冲出后剪成
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模型制作
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小鼠于取血制栓
'.

后#麻醉固定'右

侧颈部剪毛'消毒后沿颈静脉走行剪开颈部皮肤$

#

,F*

%#显

微镜下分离颈静脉至远心端及远心端分支处#于远心端套线

$

-3&

%牵拉颈静脉#静脉输液针刺入颈静脉后#缓慢注入$时间

约
,%<

%上述准备好的栓子#假手术组注入生理盐水
&(-*+

#

去针后无菌棉球按压止血#观察无渗血后
-3&

可吸收线缝合切

口(全部操作应在无菌条件下进行#力争
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内完成(
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血压测量
!

麻醉后#小鼠采用
Q7CAG7=W#39>!

血压仪

经小鼠尾部测量小鼠体循环压#

Q7CAG7="653$&'

维持被测小

鼠周围温度于
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右心室压力及右心指数测量
!

麻醉后#采用文献+

$

,所

用方法#经胸壁盲穿右心室测压#于胸骨左缘四'五肋间将穿刺

针紧贴胸骨向心底方向以
-%k

角斜刺进针约
&(%F*

#即可感觉

到穿刺针随心跳剧烈搏动#根据压力感受器监测的压力波形确

认穿刺针进入右心室后记录右心室压力#若未进入右心室#需

将穿刺针退后至皮下再次进针(白色血栓栓塞组#测压后开胸

取心#剪去心房组织#再沿室间隔剪开#将右心室$

ĥ

%'左心室

$

+h

%

2

室间隔$

Q

%分离#用滤纸吸干血液后分别称质量#以

ĥ

"$

+h2Q

%质量比作为评价右心室肥大指标$即右心指数%(

A(B(F
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病理切片染色
!

达到实验所需时限后#将小鼠麻醉固

定后#迅速取出肺脏'心脏等器官#灌注冲洗后中性甲醛固定#

脱水#石蜡包埋#切片#

_[

染色'
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%染色(

A(B(G
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血浆肿瘤坏死因子
'

$

"0R3

'

%测量
!

血浆在相应时间

点采用尾静脉断尾取血方法获得#

-U

离心$

,&&&

)

%

,&*8=

#

"0R3
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浓度测定采用
[+\Q!

试剂盒双抗体夹心法测定$
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统计学处理
!

采用
Q#QQ,>(&

软件#实验数据以
@S8

表示#多组间比较采用双因素方差分析#经验证方差均为齐性#

组间两两比较采用
"EN@

K

或
QFB@CC@

检验#
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#

&(&%

为差异有

统计学意义(

B
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结
!!

果

B(A

!

体循环压变化

B(A(A

!

白色血栓栓塞组
!

麻醉后#小鼠血压在抽血制栓前'后

及注栓前如图
,!

所示#小鼠抽血制栓后血压较抽血前明显下

降$

!

#

&(&,

%#

'.

后血压与抽血前血压比较差异无统计学意义

$

!

&

&(&%

%(小鼠血压在注栓前'后如图
,W

所示#假手术组血压

较空白对照组小鼠明显下降$

!

#

&(&,

%#但
#"[

组小鼠血压下

降更为明显$

!

#

&(&,

%(

#"[

组小鼠心率与假手术组比较差异

无统计学意义$

!

&

&(&%

%#但与空白对照组相比#均下降明显$

!

#

&(&,

%#见图
,5

(
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!

#

&(&,

#与空白对照组相比(

图
,
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造模前"后血压及心率变化

B(A(B

!

全血血栓栓塞组
!

全血血栓栓塞组血压与白色血栓栓

塞组未见明显差别$

!

&

&(&%

%#较空白对照组下降明显$

!

#

&(&,

%(

B(B

!

_[

染色及
#"!_

染色
!

小鼠肺组织切片
_[

染色于

,$

'

$-B

时间点在白色血栓及全血血栓栓塞组均未见明显炎

症细胞浸润(白色血栓栓塞组#

#"!_

染色在注栓后
,B

小鼠

于肺动脉段"亚段水平可见大量栓子存在$封
$

图
$!

%#

$-B

后

9%V

小鼠仍可见急性肺栓塞改变$封
$

图
$W

%#

->B

后#约有

'&V

小鼠肺血管中栓子大量减少$占
,

"

:

#如封
$

图
$5

%或消失

$占
,

"

:

%&全血血栓栓塞组#

_[

染色可见全血栓子#为粉红色

均质结构#

,B

组分布及数量与对应的白色血栓栓塞组没有明

显区别$封
$

图
'!

%#

$-B

组可见栓子大量破裂溶解$占
,
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:

#

如封
$

图
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箭头所示%或消失$占
%

"

:

%#

->B

组未见任何栓子

存在#见封
$

图
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表
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各组小鼠不同时间
ĥQ#

压变化$

**_

)

%

组别 栓塞
,$B

栓塞
->B

空白对照组
,9(:S,(: ,9(:S,(:

假手术组
,9('S,(9 $,(,S,($

#"[

组

!

白色血栓栓塞组
$9(:S,(/ $>(%S'(,

!

全血血栓栓塞组
'&(9S,(9 $,(&S,(%

B(C

!

右心室收缩压$

ĥQ#

%及右心指数
!

白色血栓栓塞组

中#急性
!#"[

后
,$B

#小鼠
ĥQ#

均明显升高$

!

#

&(&,

%#假

手术组各时间点与空白对照组比较差异无统计学意义$

!

&

&(&%

%#栓塞后
->B

小鼠可见
ĥQ#

均高于
$$** _

)

#但约
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小鼠处于
$$

"

$%**_

)

之间#考虑到小鼠栓子的较高自

溶率#取
ĥQ#

&

$%**_

)

小鼠的
ĥQ#

参与统计#可见与栓

塞后
,$B ĥQ#

未见明显区别$

!

&

&(&%

%#见表
,

(空白对照

组栓塞
,$B

时
ĥQ#

与
->B

时相比差异无统计学意义$

!

&

&(&%

%(全血血栓栓塞组中#

!#"[

后
,$B

#小鼠
ĥQ#

较空白

对照组均明显升高$

!

#

&(&,

%#栓塞后
->B

小鼠可见
Q̂h#

总

体程度稍高于空白对照组#但不明显$

!

&

&(&%

%#见表
,

(

9$-
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B(D

!

术后临床表现及死亡情况
!

实验中#注栓后即刻小鼠死

亡
,

只$白色血栓栓塞组死亡率小于
,&V

%(其余小鼠注栓后

即刻均可见明显呼吸急促'幅度增大表现#且术后较假手术组

苏醒时间延长#活动明显减少&假手术组未见明显异常表现#全

部存活#与空白对照组苏醒时间及活动无明显区别(

B(E

!

血浆
"0R3

'

浓度变化
!

白色血栓栓塞组中#分别于术后

,

'

:

'

,$

'

->B

测量血浆
"0R3

'

#与假手术组相比未见名明显区

别#但手术操作本身对
"0R3

'

影响明显$

!

#

&(&,

%(见图
-

(

!!

注!

-

个时间点
"0R3

'

组内未见明显差异$

!

&

&(&%

%#组间比较
,

B

组与
$-B

组未见明显差异$

!

&

&(&%

%#

:

'

,$B

较
,B

组明显升高$

!

#

&(&,

%(

图
-

!!

造模后小鼠
"0R3

'

改变

C

!

讨
!!

论

#"[

主要指来自深静脉系统或右心的血栓阻塞肺动脉或

其分支引起肺循环和呼吸功能障碍的临床和病理'生理综合

征#其发生率随年龄增加而增加+

'

,

(肺栓塞的临床表现轻重不

一#轻者临床症状不显著#但严重者可迅速死亡#临床上取决于

栓塞的范围'部位和程度#在美国是公认三大致死性心血管疾

病之一(我国发生率也逐年上升#需引起高度重视(良好而稳

定的动物模型是研究肺栓塞发病机制#评估药物疗效的重要手

段#目前用于肺栓塞研究的动物模型主要有猪'犬等大型动物

及兔'大鼠等较小型动物+

-3%

,

#而对于基因技术应用优势明显的

小鼠却少有报道#本文就针对小鼠模型的构建进行了对比

研究(

目前#肺栓塞模型主要利用异物栓子注射'自体栓子注

射+

:

,

'凝血因子注射+

/

,及光化学反应+

>

,等四大主要方式进行诱

导(但是#异物栓子明显不能模拟人体血栓且存在异质性&而

凝血因子注射动物模型死亡率较高#且栓子大小'分布不可控&

而光化学反应则是通过损伤内皮促成血栓形成#也无法恰当模

拟肺栓塞形成的过程#且成本较高(而自体栓子注射则不存在

上述缺点#能较好地模拟肺栓塞的形成过程且栓塞程度可控#

因此也被本研究所采用(

肺栓塞根据栓子类别可分为
#"[

'脂肪栓塞'羊水栓塞'

空气栓塞'瘤栓和感染性栓子栓塞等#其中
#"[

约占肺栓塞的

9&V

#采用自体血栓以模拟急性肺栓塞$

!#[

%过程具有较强的

代表性(血栓按其构成可分为白色血栓'红色血栓'混合型血

栓'纤维素性血栓#白色血栓主要由聚集的血小板小梁和其间

充满红细胞的纤维素网所构成#而红色血栓为纤维素网眼内充

满血细胞发生(目前血栓的制备方法中多以全血室温静置或

与凝血酶混合的方法为主#主要模拟红色血栓栓塞(但有研究

表明#

QZ

大鼠体内其
$-B

内注射的全血血栓有着
9%V

高自溶

率+

9

,

#与本次实验全血血栓栓塞组的结果较为一致(这在较大

程度上降低了全血模型的可信性(据
48GFBB7C

等+

,&

,报道#白

色血栓在兔栓塞模型中
,-B

后未见明显自溶#而对照的红色

血栓可见高达
'

"

>

$

'/(%V

%的自溶(因此#本研究采用了纤维

素含量相对丰富的白色血栓#同时亦参考其他学者的方法加以

改良(栓子外观直视下呈乳白色#栓塞后
$-B

组织切片未见

明显栓子自溶#

->B

时自溶比例较文献+

9

,亦明显降低#这对

于自体纤溶作用明显的小鼠肺栓塞模型的稳定是一个质的改

善$封
$

图
$

%#其可信度大大提高(

急性
#"[

的一个关键结局就是血流动力学方面的改

变+

,,

,

#因此#

!#"[

的血流动力学改变在病程中较为重要(本

研究发现#由于白色血栓取血量较大#在制栓取血后#小鼠血压

有$

,,S'

%

**_

)

的降低$图
,!

%#针对这个问题#为减少取血

对实验的干扰#选取了
'.

后进行注栓#此时与取血前未见明

显体循环压力改变$图
,!

%(而全血血栓栓塞组小鼠取血量较

少#取血后即刻测量血压未见明显降低#实验证明
'.

后与取

血前也没有明显改变(对于栓子保存#文献研究表明
$-

'

->B

未见明显区别+

,&

,

#因此
'.

的保存并不会对血栓造成影响(本

组实验中#小鼠死亡
,

只$白色血栓栓塞组#死亡率小于

,&V

%#源于心搏骤停#可能与栓子堵塞主肺动脉所导致的右心

室负荷过重#电机械分离有关(其余小鼠注栓后即刻均可见明

显呼吸急促'幅度增大表现#测血压可见较空白对照组明显降

低$图
,W

%#本实验亦记录了小鼠心率变化#但与假手术组比较

未见明显区别#可能其变化主要与手术操作本身有关$图
,5

%#

但也不排除肺栓塞后交感兴奋心率随有升高却被右心负荷加

重所带来的影响所抵消的可能(

实验中#肺动脉压力虽未直接测量#但以右室压力间接反

映肺动脉压亦被多篇文献报道+

$

,

(全血血栓栓塞组中#作者可

以看到#于
->B

小鼠
ĥQ#

力较空白对照及假手术组没有明

显改变#且栓子在
$-B

时已经基本消失(因此#在
,$

"

->B

间

栓子及肺动脉压力的改变明显#这就明显影响了此模型的稳定

性#对于全血血栓构建的急性肺血栓栓塞$

!#"[

%模型的实用

性提出了质疑(白色血栓栓塞组中#

,$B

时所有小鼠
ĥQ#

均明显升高$表
,

%#成功率
,&&V

#在
->B

#虽然总体水平较空

白对照组小鼠依然升高#但仅有
%%V

小鼠
ĥQ#

与
,$B

时间

点相比未见明显降低#说明此模型虽经改进#但用于慢性肺栓

塞仍需改进(但可以看出#在
$-B

时组织切片中栓塞依然稳

定#因此#此模型用于
!#[

切实可行#稳定性优良#且较颈静脉

注射胶原'凝血酶或其激活剂等方法造成的肺栓塞病死率明显

降低+

/

#

,$

,

(另外#右心室盲穿虽有一定的偏差#但相对于右心

导管具有迅速'简便'经济等不可及的优点#经过练习完全可以

避免其不确定性(右心指数至
->B

未见明显改变#指出右心

并未出现肥大改变#这亦符合
!#[

的病理生理情况(

炎症在静脉血栓栓塞症$

?@=7E<ABG7*H7@*H7D8<*

#

h"[

%

的发生过程中具有重要的作用#但是对于肺栓塞本身所引发的

炎症是否存在及其机制目前文献报道仍存在争议#本实验对白

色血栓栓塞组造模后
-

个时间点血浆中炎症标志物之一000

"0R3

'

进行了测定(白色血栓栓塞组中#

!#"[

组与假手术组

未见明显差异#这与一些文献报道较为一致+

,'3,-

,

#仅可见手术

操作本身对小鼠的炎症刺激(有研究认为肺栓塞引起的炎症

反应可能与发生肺栓塞前的基础病变有关#或在动物实验中#

栓子的异源性或注射的凝血酶本身等对栓子的影响#这更指出

了其他肺栓塞模型制作方法的不可取性(至少#白色血栓栓塞

组模型中没有存在由于栓子的制作过程所导致的异源性因素

存在(

综上所述#白色血栓栓塞组中所用栓子构造的模型更符合

实际情况下
!#"[

的病理改变#模型切实有效#能够较好地模

拟
!#"[

的特点#并克服了以往模型的诸多不足(另外#由于

目前仍然缺少分离富血小板血浆$

M

D1A@D@A3G8FB

M

D1<*1

#

#̂ #

%

&'-
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%
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的统一标准#且鉴于小鼠自体血液可取量少等不足#本血栓制

备过程中仅以较低转速'较短时间离心及抽取血浆时靠近分界

面吸取等方法增加血浆中血小板含量#使得本法略显不足(而

血小板对于栓子的抗纤溶作用依然重要+

,%

,

#因此本模型仍有

提高空间#仍可通过富集血小板等方式增加栓子稳定性#从而

扩展其应用范围至慢性肺栓塞的研究(

本研究探索并比较了两种不同诱导方式下小鼠肺栓塞的

多种指标及稳定性问题#在国内外未见报道#且本实验室利用

这一模型已经取得了切实可信的用于研究
!#[

方面的初步成

绩+

:

,

(经本研究证明#全血血栓
!#"[

模型超过
,$B

用于研

究肺栓塞是不恰当的(因此#用白色血栓建立急性血栓性肺栓

塞动物模型较全血血栓有着诸多的优点#具有很高的科研价值

和可行性#可作为系统研究该病的基石(

参考文献#

+

,

,

QA@8=#Z

#

41

K

1D8R

#

bD<7= [̂([<A8*1A@.F1<@C1A1D8A

K

G1A@

7C

M

ED*7=1G

K

@*H7D8<*

#

,9/9A7,99>

+

]

,

(!*]51G.87D

#

$&&-

#

9'

$

9

%!

,,9/3,,99(

+

$

,

4B77]#

#

B̀17+

#

!D

M

0]

#

@A1D(#8?7A1DG7D@C7G@=.7AB@D81D

A@AG1B

K

.G7H87

M

A@G8=8=

M

ED*7=1G

K

B

KM

@GA@=<87=

+

]

,

(58GFE3

D1A87=

#

$&&%

#

,,,

$

,:

%!

$,$:3$,''(

+

'

,

"7GH8FN8!

#

#@GG8@G!

#

47=<A1=A8=8.@<Q

#

@A1D(YE8.@D8=@<

7=AB@.81

)

=7<8<1=.*1=1

)

@*@=A7C1FEA@

M

ED*7=1G

K

@*3

H7D8<*

!

AB@"1<NR7GF@C7GAB@Z81

)

=7<8<1=.61=1

)

@*@=A

7C!FEA@#ED*7=1G

K

[*H7D8<*7CAB@[EG7

M

@1=Q7F8@A

K

7C

51G.87D7

)K

$

[Q5

%+

]

,

([EG_@1GA]

#

$&&>

#

$9

$

,>

%!

$$/:3

$',%(

+

-

,

W.@8G4

#

6EGF81=7]5

#

"7*1<c@I<N8]

#

@A1D(eG7N8=1<@

*@.81A@<C8HG8=7D

K

<8<8=AB@

M

ED*7=1G

K

*8FG7?1<FED1AEG@

+

]

,

(WD77.

#

$&&&

#

9:

$

%

%!

,>$&3,>$:(

+

%

,

6EGF81=7]5

#

_1G<B1IZ

#

0@<FB8<ZY

#

@A1D(#D1A@D@A<8=3

B8H8AAB@D

K

<8<7C

M

ED*7=1G

K

*8FG7@*H7D8

+

]

,

(!*]#B

K

<87D

+E=

)

5@DD67D#B

K

<87D

#

$&&$

#

$>$

$

'

%!

+%$93,%'9(

+

:

,

L1=]

#

+E+]

#

6817^

#

@A1D(!DA@G1A87=<7CH7=@*1GG7I3

.@G8?@.@=.7AB@D81D

M

G7

)

@=8A7GF@DD<C7DD7I8=

)

1FEA@

M

ED3

*7=1G

K

@*H7D8<*8=*8F@

+

]

,

([J

M

W87D6@.

$

61

K

I77.

%#

$&,&

#

$'%

$

>

%!

9>9399>(

+

/

,

L@8<<[]

#

_1*8DA7=]̂

#

+@1<@4[

#

@A1D(#G7A@FA87=13

)

18=<AABG7*H7<8<8=*8F@D1FN8=

)

#!̂ '

+

]

,

(WD77.

#

$&&$

#

,&&

$

9

%!

'$-&3'$--(

+

>

,

61A<E=7_

#

bN1.14

#

e@<B8*1Q

#

@A1D(!D

M

B1$31=A8

M

D1<3

*8=

M

D1

K

<1<8

)

=8C8F1=AG7D@8=1FEA@

M

ED*7=1G

K

@*H7D8<*

+

]

,

(]"BG7*H_1@*7<A

#

$&&'

#

,

$

>

%!

,/'-3,/'9(

+

9

,

Ê=
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