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大鼠心肌缺血再灌注模型中低温处理对心肌无复流的影响分析 *
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摘要 目的：探究低温治疗对大鼠心肌缺血模型再灌注后组织无复流的相关影响。方法：选择标准成年 Sprague Dawley大鼠 40只

（雄性雌性各 20只），平均体重（205.6± 1.5）g，随机分为对照组和观察组，每组各 20只，建立心肌缺血再灌注模型，对照组给予常

温处理，观察组则在再灌注结束时晚期给予低温干预，对两组大鼠心肌组织无复流的差异及相关变量进行比较分析。结果：观察

组的心肌缺血高危区域所占的百分比平均水平为（16.7± 3.5）%，低于对照组的（35.6± 2.5）%（P<0.05）；观察组的组织坏死区域所
占的百分比平均水平为（23.8± 5.1）%，低于对照组的（56.4± 3.9）%（P<0.05）。与对照组相比，观察组再灌注结束时心率降低，收缩
压和平均血压升高（P<0.05）；两组大鼠心肌染色宏观评价显示心肌梗死面积无明显差异，但观察组无复流的区域小于对照组。结
论：在大鼠心肌缺血动物模型中通过再灌注后晚期给予治疗性的低温处理能够显著改善微血管的堵塞，并且此效应与心肌梗死

的面积无关。
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Effect of Hypothermia on Myocardial No-reflux in the Rat Model of
Myocardial Ischemia-reperfusion*

To investigate the related effects of hypothermia on myocardial no-reflow in the rat model of myocardial is-

chemia-reperfusion. 40 adult Sprague Dawley rats (20 males and 20 females) were selected, the average body weight were

(205.6± 1.5) g. They were randomly divided into control group and observation group, 20 for each group. The model of myocardial is-

chemia-reperfusion was established, and the control group was treated with normal temperature. The observation group was given low

temperature intervention at the end of reperfusion. The differences of myocardial tissue no-reflow and the related variables were com-

pared and analyzed. The average percentage of high-risk areas of myocardial ischemia in the observation group was (16.7± 3.5)%,

which was lower than that of the control group (35.6± 2.5)%(P<0.05). The average percentage of tissue necrosis area in the observation
group was (23.8± 5.1)%, which was lower than that in the control group (56.4± 3.9)% (P<0.05). Compared with the control group, the
heart rate decreased, systolic blood pressure and mean blood pressure increased at the end of reperfusion in the observation group(P<0.05).
The macroscopic evaluation of myocardial staining showed no significant difference in infarct size between the two groups, but the area

no-reflow in the observation group was smaller than that in the control group. Late administration of therapeutic hypother-

mia after reperfusion in a rat model of myocardial ischemia in rats can significantly improve microvascular occlusion, and this effect is

independent of the area of myocardial infarction.
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前言

急性心肌梗死中心肌无复流定义为闭塞或狭窄的冠状动

脉再通后仍存在部分心肌组织缺乏灌注[1,2]，有研究显示冠状动

脉血管近端闭塞 90分钟后，即使将闭塞的血管打开后荧光染

色显示大部分的心内膜下层仍缺乏血液灌注[3]，大鼠模型中由

于动物本身侧支循环有限且代谢率较高，冠脉缺血 30分钟后

再通即可观察到较为显著的无复流现象。心肌组织无复流最大

的危害在于组织坏死碎片的清除，从而促进炎症细胞及因子的

介入和作用，使心肌坏死的区域增大，进一步发生左心室的扩
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大和心肌重塑[4-6]。有研究显示在心肌缺血时通过低温处理能够

降低心肌梗死的面积，减少再灌注后的微血管性的心肌损伤[7,8]。

因此本研究旨在探究心肌再灌注后通过低温处理对大鼠心肌

无复流的相关影响。现将结果整理如下。

1 材料和方法

1.1 材料

选择标准成年 Sprague Dawley大鼠（购自上海凯学生物科

技有限公司，许可证号 91310120MA1HK1JC5H）40只（雄性:雌

性 =1:1），平均体重（205.6± 1.5）g，随机分为对照组和观察组，

每组各 20只（每组按 1~20编号），于标准条件下分笼饲养，每

笼 2只；本研究所有操作和相关内容均经动物实验伦理委员会

知情同意。

1.2 仪器和试剂

盐酸氯胺酮注射液（西安汉丰药业有限责任公司，国药准

字：H20054748，规格：2 mL:0.1 g）；甲苯噻嗪（自配，武汉远成共

创科技有限公司）；注射硫磺素 S溶液及蓝色色素（上海源叶生

物科技有限公司）；颈动脉导管（软管型号 REF 60-011-02，He-

lixMark）；UV灯（2200，北京北分瑞利分析仪器有限公司）；大

鼠心电监护仪器（Mindray）。

1.3 动物模型建立

首先腹腔注射盐酸氯胺酮（70 mg/kg）和甲苯噻嗪（5 mg/kg）

进行麻醉后气管插管且机械通气，分离左侧冠状动脉，近端使

用丝线进行结扎以关闭或打开冠状动脉的血流；分离右侧的颈

动脉，插入导管测量心率和血压；实验结束时左侧颈静脉内注

射硫磺素 S溶液以评估心肌无复流现象，注射蓝色色素评价心

肌的缺血风险。

1.4 干预措施

于左侧第 4肋间隙进行胸廓切开手术，监测记录直肠和胸

腔的温度，研究中大鼠冠状动脉封闭的时间为 60分钟，后期的

再灌注时间为 180分钟；观察组大鼠冠状动脉再灌注 1分钟

后，将生理盐水（22℃）灌注胸腔，心脏表面被恒温的液体覆盖，

如图 1所示，经过约 10分钟后将胸腔内温度降至约 26℃，再

灌注后低温处理 60分钟后使大鼠体温逐渐恢复。对照组为常

温操作，无低温盐水灌注胸腔处理，使用水循环加热垫将大鼠

体温始终保持在 36.5-37.0℃左右。实验结束前 1分钟于冠脉近

端注射荧光染料硫磺素 S评估心肌无复流的大小，非荧光素灌

注区域表示为无复流区域位置。实验结束时，重新封闭冠状动

脉并且将蓝色色素溶液注射入血管中来评价在冠脉闭塞期间

组织的血液灌注情况，蓝色部分表示非缺血区域，粉红色表示

在冠脉闭塞期间此部分组织无血液灌注，存在心肌缺血。

图 1 两组大鼠胸腔温度变化统计

Fig.1 Statistics of chest temperature changes in the two groups of rats

1.5 评价内容

针状电极肢体导联（右下肢）对大鼠心电进行监护，心肌缺

血的标志为 ST段抬高和 /或 T波高耸、R波增宽，再灌注的标

志为升高的 ST段或 T波逐渐降低[9]；选择冠状动脉闭塞之前、

再灌注开始时以及再灌注结束时作为 3个测量时间点评价两

组大鼠的心率和血压；在深度麻醉下，静脉给予大鼠 KCl进行

安乐死处理，分离并整体去除心脏，自顶点至基底部横切为 4

部分，分别进行称重记录；在 UV灯下拍摄心脏切片评估硫磺

素 S染色情况间接反映无复流心肌区域，在白光下评价心肌的

缺血位置和区域。然后将它们在 1％三苯基四唑氯化物（TTC）

中孵育，观察发现存活的心肌细胞染色呈砖红色，但是未染色

的梗塞组织则为白色。心脏切片再次拍照，使用 Image J软件将

局部缺血（缺血高危区域占左心室的百分比），梗塞（占高危区

域百分比）和无复流区域进行数字化分析。

1.6 数据统计与分析

采用 SPSS 23.0软件进行数据的统计与分析。采用（x± s）
表示计量资料，组间比较采用 t检验，重复观测资料则行重复

测量方差分析（球检验校正为 HF法，统计量为 F）。P<0.05表
示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 无复流组织评价

以心肌缺血高危区域所占的百分比反映心肌组织无复流

范围，结果显示观察组心肌组织无复流范围平均水平低于对照

组，组间比较差异具有统计学意义（P<0.05），以组织坏死区域
所占的百分比反映心肌无复流范围，结果显示观察组心肌无复

流范围平均水平低于对照组，组间比较差异具有统计学意义

（P<0.05），见表 1。各样本心肌组织无复流范围水平具体情况见

图 2，各样本心肌无复流范围水平具体情况见图 3。
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2.2 两组大鼠心肌缺血高危区域、梗死范围比较

两组大鼠心肌缺血高危区域、梗死范围比较无显著性差异

（P>0.05）；两组大鼠心肌染色宏观评价中白色区域表示组间心

肌梗死面积无明显差异，但通过硫磺素 S染色显示观察组无复

流的区域小于对照组（黑色区域），见表 2和图 4。

Groups No reflow range of myocardial tissue No reflow range of myocardium

Control group(n=20) 35.6± 2.5 56.4± 3.9

Observation group(n=20) 16.7± 3.5 23.8± 5.1

t 19.651 22.708

P 0.000 0.000

表 1 两组大鼠心肌缺血高危区域所占的百分比（x± s，%）
Table 1 Percentages of high-risk areas of myocardial ischemia in the two groups of rats (x± s, %)

图 2 以心肌缺血高危区域所占的百分比反映心肌组织无复流范围（%）

Fig.2 Shows the percentage of high-risk areas of myocardial ischemia, reflecting the absence of reflow in myocardial tissue (%)

图 3 以组织坏死区域所占的百分比反映心肌无复流范围（%）

Fig.3 Shows the absence of myocardial reflow in terms of the percentage of tissue necrotic areas (%)

表 2 两组大鼠心肌缺血高危区域、梗死范围比较（x± s，%）
Table 2 Comparison of high-risk myocardial ischemia area, infarction area between the two groups of rats（x± s, %）

Groups
High-risk myocardial ischemia area

(left ventricle）
Infarction area(high-risk areas)

Control group(n=20) 53.0± 2.8 72.5± 2.7

Observation group(n=20) 46.8± 3.5 72.2± 3.0

t 4.269 8.512

P 0.896 0.775

2.3 两组大鼠心率和血压比较

两组不同时间点心率、舒张压、平均血压整体比较差异均

有统计学意义（P<0.05），对照组不同时间点收缩压整体比较差
异有统计学意义（P<0.05），而观察组不同时间点收缩压整体比

较差异无统计学意义（P>0.05）；与对照组相比，观察组再灌注
结束时心率降低，收缩压和平均血压升高（P<0.05），见表 3。

3 讨论
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临床实践中心肌梗死后患者的死亡率较高，早期的心肌组

织再灌注被认为是缩小心肌梗死面积的关键，然而部分最新的

研究显示即使在心肌梗死后早期进行干预患者的死亡率仍然

较高，因此需要研究新的方法来改善心肌梗死后的心脏结构和

功能[10-12]。对于早期进行再灌注治疗的结果目前参差不齐，整体

而言并不十分理想[13,14]，另一种观点是在心肌梗死再灌注后进

行相关的干预，例如对于心肌梗死后出现心力衰竭或左心室功

能障碍的患者常采用血管紧张素转化酶抑制剂降低心脏的后

负荷，一定程度上确实降低了左心室重塑的几率，但主要不良

心脏事件的发生风险仅降低 20%-25%，并且存在低血压、肾功

能损害及剧烈咳嗽等副反应，并非所有的患者都能够耐受治疗

的最佳剂量[15-17]，因此研发新的方法以减少不利的左心室重塑

具有切实的临床意义。

一种潜在的治疗方法主要是针对梗死后心肌无复流可能

有利于梗死组织的愈合从而减少左心室的重塑[18,19]。本研究中

我们以大鼠作为动物模型，设定 60分钟的冠状动脉闭塞，旨在

验证晚期治疗性的低温处理对心肌无复流的限制作用。晚期的

低温处理是指在再灌注后进行干预，其能够减少无复流，心肌

的无复流实质上是心肌再灌注损伤的一种形式，可能是由于微

血管暴露于活性氧自由基、钙、钠等分子时受到损伤所致[20,21]。

晚期低温治疗的优点是在保证梗死相关的冠状动脉通常后，可

通过多种方法在导管室内直接进行操作，包括热交换导管、沿

冠状动脉顺行或通过冠状窦逆行输注冷流体、制冷皮肤垫等，

并不影响到球囊扩张的时间，不同的临床试验中已经显示出治

疗性的低温处理能够不同程度缩小心肌梗死的范围，但也有研

究显示通过快速血管内核心冷却联合冷盐水作为冠状动脉介

入治疗的辅助手段治疗急性心肌梗死，结果显示低温处理未能

显著减少心肌的梗死，但部分患者事后分析显示若出现症状至

再灌注时间在 4小时以内则心肌梗死的面积可减少 33%[22]。本

研究中组间大鼠心脏组织标本染色分析结果显示组间心肌梗

死的区域无显著性差异，这与部分文献中报道的结果一致[23]，

提示低温处理能否降低心肌梗死的区域目前仍存在争议，可能

与缺血再灌注的时间选择相关，亦可能与相应的染色或组织病

理评价方法差异等有关。因此仍需要多中心、大样本的随机对

照研究进一步证实。本文中观察组大鼠在再灌注后给予低温处

理通过荧光染色明确显示心肌组织无复流的区域显著缩小，因

图 4 两组大鼠心肌染色宏观评价

Fig.4 Macro evaluation of myocardial staining in rats in both groups

注：A、B为 TTC孵育后活的心肌细胞（红色区域）与梗死组织区域分布（箭头所指白色区域）；C、D表示通过硫磺素 S染色组间白色梗死区域内组

织无复流区域（箭头所指黑色区域）差异。

Notes: A and B were the distribution of live myocardial cells (red areas) and infarcted tissue area (white areas indicated by arrows) after TTC incubation. C

and D represent differences in tissue reflow areas (black areas indicated by arrows) within the white infarcted area between the two groups stained by

sulphurin S.

Note: compared with control group, aP<0.05.

表 3 两组大鼠心率和血压比较（x± s）
Table 3 Comparison of heart rate and blood pressure between the two groups of rats（x± s）

Time points

Heart rate(beats/min） Systolic pressure(mmHg) Diastolic pressure(mmHg) Mean blood pressure(mmHg)

Control group

(n=20)

Observation

group(n=20)

Control group

(n=20)

Observation

group(n=20)

Control group

(n=20)

Observation

group(n=20)

Control group

(n=20)

Observation

group(n=20)

Before

coronary

occlusion

245.6± 2.5 260.6± 9.5 78.6± 2.6 80.6± 4.1 52.5± 3.1 58.7± 5.3 64.7± 2.9 67.7± 4.3

Start of

reperfusion
233.6± 9.2 225.0± 12.4 80.8± 3.3 79.5± 5.5 56.9± 2.8 53.6± 5.4 64.6± 3.9 63.8± 5.4

End of

reperfusion
235.9± 8.4 167.6± 4.4a 61.5± 2.4 81.4± 4.5a 40.5± 2.8 54.1± 4.7 45.5± 3.2 61.4± 4.2a

F 15.075 501.618 286.091 0.811 170.945 5.977 216.615 9.291

P 0.000 0.000 0.000 0.449 0.000 0.004 0.000 0.000
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此一定程度上可以降低心肌缺血再灌注损伤的程度，具体的相

关机制需要结合生物分子学的实验结果进一步分析，但就依目

前的文献报道结果显示可能与氧自由基与炎症细胞因子的级

联反应抑制等有关[24,25]。本研究中也存在一定的局限性，首先表

现在仅选择了一个治疗时间点（再灌注后 1分钟）进行评估，有

必要下一步探究再灌注低温处理后不同时间点的指标变化以

获得动态、相对全面的结果；另一方面为单中心的小样本研究，

相关结论的证据力度欠佳，关于低温治疗的具体机制有必要深

入进行研究，例如其对血流动力学的影响（舒张持续时间、灌注

压力等）。

综上所述，本研究结果初步显示在大鼠心肌缺血动物模型

中，通过再灌注后晚期给予治疗性的低温处理能够显著改善微

血管的堵塞，并且此效应与心肌梗死的面积无关。
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