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高钙离体蟾蜍心室颤动模型的建立研究*
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  [摘要] 目的 建立一种简单、有效、稳定的离体蟾蜍心室颤动模型。方法 30只蟾蜍分为任氏液组、高

钙组和高钙+Ad组,每组10只。采用斯氏法制备离体蛙心灌流标本。任氏液组离体蟾蜍心脏只灌流任氏液;
高钙组和高钙+Ad组初始心室外容积固定为1.0

 

mL,向任氏液组离体蟾蜍蛙心加入10%
 

CaCl2 20
 

μL即高钙

组,高钙组离体蟾蜍蛙心出现心室颤动时,立刻加入0.1%盐酸肾上腺素20
 

μL即高钙+Ad组。应用BL-420F
生物机能实验系统记录离体蟾蜍蛙心心肌收缩曲线和心电图。结果 高钙组与任氏液组比较心肌收缩力明显

减小(P<0.01),心肌收缩力曲线的基线明显上移,离体蟾蜍高钙时心电图检测可见高尖T波和正弦波,高钙

组与任氏液组心率无明显变化(P>0.05)。高钙+Ad组与高钙组比较心肌收缩力基本恢复(P<0.01),心肌

收缩力曲线的基线逐渐下移,心率无明显变化(P>0.05),心电图逐渐恢复至接近正常。结论 高钙离体蟾蜍

心室颤动模型成功建立,方法可靠稳定。
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  [Abstract] Objective To

 

construct
 

a
 

simple,effective
 

and
 

stable
 

model
 

of
 

ventricular
 

fibrillation
 

of
 

iso-
lated

 

toad
 

heart.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

toads
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

Ringer's
 

solution
 

group,the
 

high-calcium
 

group
 

and
 

the
 

high-calcium+Ad
 

group,with
 

10
 

for
 

each.The
 

perfusion
 

specimens
 

of
 

isolated
 

toad
 

heart
 

were
 

fully
 

prepared
 

by
 

Si's
 

method.The
 

toad
 

heart
 

in
 

the
 

Ringer's
 

solution
 

group
 

was
 

infused
 

with
 

Ringer's
 

solution
 

only.The
 

volume
 

of
 

the
 

high-calcium
 

group
 

and
 

the
 

high-calcium+Ad
 

group
 

was
 

1.0
 

mL
 

outside
 

the
 

ventricle.The
 

Ringer's
 

solution
 

group
 

was
 

infused
 

with
 

10%
 

CaCl2  20
 

μL
 

as
 

the
 

high-calcium
 

group.When
 

existing
 

ventricular
 

fibrillation,the
 

high-calcium
 

group
 

was
 

infused
 

with
 

0.1%
 

Epinephrine
 

20
 

μL
 

as
 

the
 

high-calcium+Ad
 

group.BL-420F
 

biological
 

and
 

functional
 

experimental
 

system
 

was
 

applied
 

to
 

re-
corded

 

the
 

myocardial
 

contraction
 

curve
 

and
 

electrocardiogram.Results Myocardial
 

contractility
 

was
 

signifi-
cantly

 

lower
 

in
 

the
 

high-calcium
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

Ringer's
 

solution
 

group
 

(P<0.01).The
 

baseline
 

of
 

myocardial
 

contraction
 

curve
 

significantly
 

moved
 

up
 

in
 

the
 

high-calcium
 

group
 

with
 

detection
 

of
 

high-point
 

T
 

wave
 

and
 

sine
 

wave
 

by
 

electrocardiogram.There
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

heart
 

rate
 

between
 

the
 

high-cal-
cium

 

group
 

and
 

the
 

Ringer's
 

solution
 

group
 

(P>0.05).Myocardial
 

contractility
 

of
 

the
 

high-calcium+Ad
 

group
 

basically
 

restored,compared
 

with
 

that
 

of
 

the
 

high-calcium
 

group
 

(P<0.01),the
 

baseline
 

of
 

myocardial
 

contraction
 

curve
 

moved
 

down
 

and
 

the
 

heart
 

rate
 

did
 

not
 

change
 

significantly
 

(P>0.05),then
 

the
 

electrocar-
diogram

 

gradually
 

returned
 

to
 

normal.Conclusion Model
 

of
 

ventricular
 

fibrillation
 

of
 

isolated
 

toad
 

heart
 

is
 

constructed
 

successfully,and
 

the
 

method
 

is
 

stable
 

and
 

credible.
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words] ventricular
 

fibrillation;model;myocardialcontractility;high
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  心脏是人和脊椎动物机体中的重要器官,主要功 能是泵血,将血液运行至机体各部分。中国每年大约
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有30万人猝死,其中95%归因于严重的恶性心律失

常[1-2]。心室颤动(室颤)是严重的异位心律,心室丧

失有效的整体收缩功能,但被心脏不动部位心肌快而

不协调的颤动所代替。室颤是导致心源性猝死的严

重心律失常,也常常是临终前的心律改变[3-4]。在临

床上,盐酸肾上腺素(adrenalin
 

hydrochloride,Ad)是
在实施心肺复苏过程中普遍使用的药物[5-6]。目前,
在国内外尚未见应用高钙离体蟾蜍蛙心建立室颤模

型的相关报道,本实验采用向离体蟾蜍蛙心加入10%
 

CaCl2 20
 

μL方法模拟室颤,并用Ad进行治疗,观察

给予药物治疗前和治疗后心肌收缩力、心率及心电图

的变化,旨在为临床室颤的治疗及研究提供一种成功

率高、操作简便且成本相对较低的模型制备方法。
1 材料与方法

1.1 动物

中华蟾蜍30只,雌雄不拘,体质量80~100
 

g,由
大连医科大学实验动物中心提供。分为任氏液组、高
钙组和高钙+Ad组,每组10只。
1.2 试剂与仪器

任氏液(1
 

000
 

mL蒸馏水中 NaCl
 

6.50
 

g、KCl
 

0.14
 

g、CaCl2 0.12
 

g、NaHCO3 0.20
 

g、NH2PO4 

0.01
 

g),10%
 

CaCl2 溶液,1
 

mL∶1
 

mg
 

Ad(宁波第二

激素厂,批号150107),BF-420F生物机能实验系统和

张力换能器(成都泰盟公司)。
1.3 方法

1.3.1 模型制备

取1只蟾蜍,按照文献[7-8]方法制备离体心脏

标本。
1.3.2 给药方法

任氏液组离体蟾蜍蛙心只灌流任氏液。高钙组

和高钙+Ad组初始心室外固定容积为1.0
 

mL,任氏

液组离体蟾蜍蛙心加入10%
 

CaCl2 20
 

μL即高钙组;
高钙组离体蟾蜍蛙心出现室颤时,立刻加入0.1%

 

Ad
 

20
 

μL即高钙+Ad组,治疗数次。
1.3.3 检测指标

用试管夹固定玻璃蛙心插管的上端于铁支架台

上,连接蛙心夹上的丝线和张力换能器的簧片,以及

换能器的输出线和计算机的输入接口。待离体蟾蜍

蛙心插管稳定约1
 

h,应用BL-420F生物机能实验系

统记录蟾蜍心肌收缩曲线、心率及心电图,将张力换

能器于蟾蜍心脏之间连线的张力调节至3~4
 

g,放大

器灵敏度、滤波和时间常数等参数保持固定[9]。
1.4 统计学处理

采用SPSS19.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,采用t检验,以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 各组离体蟾蜍蛙心心肌收缩力和心率比较

任氏液组模型成功率为100%。高钙组模型成功

率为90%,其中1只离体蟾蜍蛙心加入10%
 

CaCl2 20
 

μL后,正常心律立刻转为骤停且治疗无效,其余9只

均有明显室颤 表 现。高 钙+Ad组 模 型 成 功 率 为

80%,其中1只离体蟾蜍蛙心在高钙中建立失败,1只

在加入治疗溶液后心肌收缩力小幅度下降,在治疗的

第5分钟心跳停止,其余8只均有明显的治疗效果。
各组心肌收缩力比较差异有统计学意义(P<0.01),
心率无明显变化(P>0.05),见表1、图1。

表1  各组离体蟾蜍蛙心心肌收缩力和心率情况

组别 心肌收缩力(g) 心率(次/分) 实际成功率

任氏液组 3.48±0.12 37.8±0.12 100%

高钙组 0.75±0.24 39.5±0.20 90%

高钙+Ad组 3.53±0.10 38.6±0.17 80%

图1  各组离体蟾蜍蛙心心肌收缩力变化图

2.2 各组离体蟾蜍心电图变化

任氏液组即正常离体蟾蜍蛙心灌流情况下,心电

图正常;高钙组前期离体蟾蜍蛙心可见基线明显上

移,高尖T波显著,为室颤前兆;高钙组后期离体蟾蜍

蛙心可见QRS-T波群完全消失,出现大小各异间距

不匀齐的正弦波,为典型的室颤表现;高钙+Ad组离

体蟾蜍蛙心可见心电图恢复正常,见图2。

  A:任氏液组;B:高钙组前期;C:高钙组后期;D:高钙+Ad组。

图2  各组离体蟾蜍蛙心心电图变化
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3 讨  论

心肌属于横纹肌,有由粗、细肌丝构成的和心肌

细胞长轴平行的肌原纤维。心肌收缩对细胞外Ca2+

有着明显依赖性。当细胞内的Ca2+ 浓度增高,Ca2+

和肌钙蛋白结合,触发粗肌丝的横桥和细肌丝结合并

发生摆动,使心肌细胞收缩。向离体蟾蜍蛙心加入

CaCl2,Ca2+通过肌膜和横管膜上的L型钙通道流入

细胞内,触发肌质网终池释放大量 Ca2+,使细胞内

Ca2+增高引起心肌收缩。高钙情况下,对心肌细胞

Na+内流具有竞争性抑制作用,称为膜屏障作用。高

钙膜屏障作用增强,心肌细胞兴奋性和传导性降低,
Ca2+内流速度加快,以致动作电位平台期缩短,复极

速度加快,出现房室传导阻滞。在实验阶段,为成功

模拟室颤模型,以不同浓度的CaCl2 加入离体蟾蜍蛙

心进行梯度比较。综合比较后,认为10%
 

CaCl2 为诱

导离体蟾蜍室颤的最佳浓度。在任氏液组加入10%
 

CaCl2 20
 

μL,可见基线上移,T 波高尖,进而可见

QRS-T波群完全消失,出现大小各异间距不匀齐的正

弦波,为典型的室颤表现。
肾上腺素能受体(adrenergic

 

receptor,AR)包括

α1(A,B,D)、α2(A,B,C)、β(β1,β2,β3),都属于G蛋

白偶联受体超家族的成员[10-11]。AR可与儿茶酚胺类

激素如肾上腺素、去甲肾上腺素、异丙肾上腺素结合,

β-ARs(90%)和 α1-ARs(10%)为 心 脏 最 主 要 的

AR[12]。研究发现,β-ARs激活后使心脏心率加快,自
律性增高,传导加快及收缩增强,α1-ARs激活后可促

使心肌细胞适应性肥大、减少心肌细胞凋亡、增加心

肌收缩性、诱导缺血预适应反应等,为临床使用α1-
ARs激动剂提供了依据[13]。肾上腺素是一种外源性

儿茶酚胺,化学性质不稳定,具有α-和β-肾上腺素能

活性,能提高脑血流量、心肌血流、主动脉压及冠状动

脉灌注压[14]。魏芳玲等[15]对92
 

例心搏骤停患者观

察发现:和常规剂量肾上腺素治疗比较,大剂量肾上

腺素对于心搏骤停患者具有更明显的抢救效果,有助

于患者自主循环和呼吸的迅速恢复,提高心肺复苏的

成功率。本实验显示,10%
 

CaCl2 能迅速引起离体蟾

蜍室颤,即心肌收缩力明显减小,心肌收缩力的基线

明显上移,心肌细胞处在不完全强直状态,经过Ad大

剂量治疗3次以后,可观察到心肌收缩力基线明显下

移,在30
 

min左 右,心 肌 收 缩 力 恢 复 正 常 状 态 并

维持。
任氏液组、高钙组和高钙+Ad组的离体蟾蜍心

率基本上没有变化,这可能是因为蟾蜍为两栖动物,
心率本身相对较稳定,与人类等哺乳类动物有本质区

别。离体蟾蜍蛙心室颤模型的建立操作简捷,材料易

获取,模型建立成功率高且试验成本相较其他动物实

验较低,采用本实验方法来建立室颤模型用于临床心

律失常研究有广泛前景。
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