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·基础研究·

【摘要】 目的 建立高生存率的大鼠深低温停循环（DHCA）模型，为研究 DHCA 相关器官

损伤及保护机制奠定基础。方法 选取 20 只 SD 大鼠，随机（随机数字法）分为实验组（n=10）
和对照组（n=10），麻醉后，两组大鼠均采用大鼠尾动脉插管灌注，右颈静脉插管引流，左股浅

动脉插管监测血压的插管方式，实验组开始体外循环后降温至脑温 18℃ , 开始 DHCA 40 min，随

后复温至 34℃停机。对照组只插管不行体外循环。各组均分别于转机前，术中 15 min，复温后 10 
min，复温 40 min，停机后 30 min 5 个时间点抽取血气分析，记录各时间点血气值，并于术中实时

监测记录血流动力学参数。结果  DHCA 组大鼠有一只死亡，其余大鼠均术后存活。DHCA 组较

对照组术中乳酸上升明显（DHCA 组 ：7.84 mmol/L，对照组 ：1.93 mmol/L, P<0.05）。结论 本研

究成功建立了 40 min DHCA 大鼠长期存活模型。
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【Abstract】 Objective To establish a long-term survival model of deep hypothermic circulatory 
arrest (DHCA) in rats, which could contribute to the research of organ damage mechanism and clinical 
treatments related to DHCA. Methods Twenty Sprague-Dawley rats were randomly divided into the 
sham group (n=10) and DHCA group (n=10). After anesthesia, a 20 G catheter was cannulated in the 
tail artery for arterial infl ow, a multiorifi ced catheter in the right jugular vein for venous drainage, and a 
24G catheter in the branch of left femoral artery for artery blood pressure monitoring. Rats in the DHCA 
group underwent DHCA procedure for 40 min after brain temperature cooled to 18℃ , then rewarmed for 
40 min, till the brain temperature were above 34℃ . Rats in the sham group were cannulated but did not 
undergo cardiopulmonary bypass (CPB). Hemodynamic parameters and blood gas analysis were measured 
for 5 times (pre-CPB, 15 min after CPB, 10 min after rewarming, 40 min after rewarming, and 30 min 
after CPB). Results One rat in the DHCA group died, and the rest rats survived. The lactate level in 
the DHCA group after rewarming during operation was signifi cantly higher than that in the sham group 
(7.84 mmol/L vs 1.93 mmol/L, P<0.05). Conclusions  In this study, 40-min DHCA model in rats is 
characterized by safe and long-term survival.

 【Key words】 Rats; Cardiopulmonary bypass; Deep hypothermic circulatory arrest; Animal 
Model; lactate level; Organ damage
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A 型主动脉夹层病死率极高，约 50 % 的确

诊患者在发病 48 h 内死亡，多数 A 型主动脉夹

层患者需要在术中行体外循环（cardiopulmonary 
bypass， CPB）。 深 低 温 停 循 环 技 术（deep 
hypothermia circulatory arrest, DHCA），对患者器官

会产生短期和长期影响，动物 DHCA 模型建立使

针对 DHCA 的研究成为可能 [1]。

动物 DHCA 模型通常被用于研究围 DHCA 阶

段的治疗手段与 DHCA 过程中的分子机制 [1]。近

年来，建立大鼠 DHCA 模型正受到越来越多研究

者的关注 [2-8]。因为狗、羊、猪等大动物 DHCA 模

型存在价格高昂，缺乏神经行为学评价方法等缺点
[2, 7, 9]，而大鼠因取材便利，与人类相似的心血管系

统解剖，使其成为了重要的备选动物。由于大鼠

体型小，微型化 CPB 就成为建立 DHCA 大鼠模型

的关键。但是当前大鼠 DHCA 模型存活率不明确，

且 DHCA 时间各异 [3, 5]。通过相关资料的整合以及

结合自己的临床经验，笔者建立了一个具有高存活

率的周围 CPB 大鼠 40 min DHCA 模型。现就该模

型建立的难点和一些经验展开讨论。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

选 取 20 只 体 质 量 350 ～ 450 g 的 Sprague-
Dawley 大鼠，通过随机数字表将其随机分为实验

组（n=10）和对照组（n=10）。本动物实验由浙江

大学医学院附属第二医院动物实验中心批准 , 符合

实验动物伦理。

1.2 术前准  备

1.2.1 麻醉准备 大鼠固定后，用 16 G 导管进

行气管插管，连接小动物呼吸机（美国 Harvard 
Apparatus 公 司 ） 及 麻 醉 挥 发 罐（ 美 国 Datex 
Ohmeda 公司），机械通气气体为 99% 氧气、1% 二

氧化碳及 3% 的异氟烷。呼吸频率维持在 60 ～ 70
次 /min，呼吸容量控制在及 8 ～ 10 ml · kg-1 · min-1，

实验过程中根据血气分析结果调整相关参数。

1.2.2 温度管理 将脑温监测探针置入大鼠右侧颞

肌来监测实验过程中大鼠脑温。实验过程中采用变

温毯（德国 Stockert 公司）、热交换器（西安，西

京医疗器械有限公司）实现变温过程。

1.2.3 外科准备 消毒术野，解剖分离暴露出尾

动脉、右颈静脉及左股浅动脉分别作为 CPB 灌

注、引流、监测血管。大鼠尾动脉用 20 G（美国

Becton Dickinson 公司）穿刺针置管。右颈静脉经

多孔的静脉导管（改制于 22 G 静脉输血器，外径

大约 2 mm，内经大约 1.6 mm，长约 50 cm）置

入大鼠右心房引流。左侧股浅动脉由 24 G 穿刺

针（美国 Becton Dickinson 公司）置管，大鼠实验

过程中生命体征由多导生理监护仪（美国 NOVA 
Biomedical 公司）监测。

1.3 CPB 与手术过程

1.3.1 CPB 回路 本研究 CPB 回路如图 1 所示，

由储血池（5 ml 针筒，上海碧迪医疗有限公司），

单头滚压泵（德国 Stockert 公司），特制动物膜肺（深

圳，科威医疗器械有限公司）（预充量 <4 ml），热

交换器（预充量 <3 ml），CPB 管道（外径 4 mm，

内径 3 mm）和变温水箱组成，该回路用羟乙基淀

粉（万汶，130/04，北京费森尤斯卡比医药有限公司）

和 125 单位肝素（肝素钠，常州千红生化制药有限

公司）预充，垂直重力引流 35 cm。同时采用变温

毯（美国 ATC1000 公司）置于大鼠操作板上以保

持大鼠体温。

脑温监测由探针置入大鼠右侧颞肌进行。
图 1 体外循环回路

Fig 1 Cardiopulmonary bypass circuit

1.3.2 手术过程 大鼠 CPB 开始前推注 0.5 ml（250 
U/ml）肝素使大鼠全身肝素化。实验组 CPB 开始

后，流量维持在 100 ～ 120 ml · min-1 · kg-1，降温

30 min 后，脑温降至 18℃，停循环，引发心脏停
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搏（可由生理监测仪看到心率为零证实）。确保整

个停搏过程中大鼠脑温维持在 18 ～ 20℃。DHCA
过程中停止机械通气，DHCA 结束后恢复机械通

气。DHCA 40 min 后，逐渐恢复流量 100 ～ 120 
ml · min-1 · kg-1，保证复温时间大于 40 min，复温

至 34℃时，停止体外循环，见图 2。

DHCA ：深低温停循环。大鼠术前体温维持在 37℃，体外循环开
始后降温，30 min 后降温至 18℃，DHCA 40 min，其后复温 40 min
至 34℃停止体外循环。其后 90 min 持续通过水毯复温至 37℃

图 2 体温变化曲线
Fig 2 Temperature curve 

实验组非 DHCA 阶段，维持大鼠血压大于 50 
mmHg，不使用血管活性药物，通过输注机血升压，

在 CPB 停止后用 2% 异氟烷维持麻醉 1.5 h，期间

用变温毯保温、对照组只进行插管不进行 DHCA，

常规监测其生命体征。通过减少异氟烷的浓度，使

两组大鼠的自主呼吸功能恢复，当大鼠自主呼吸功

能稳定后拔除气管插管，将大鼠放置于富氧环境中

复苏 1 h，之后将大鼠放置于大鼠笼子里，自由进

食和饮水。

1.3.3 标本处理 术后通过随机数字法在两组各随

机选取了 5 只大鼠行后续评估，其余大鼠均处死。

1.4 数据采集与统计学方法

整个实验过程记录 5 个点的血流动力学与血气

分析（血气分析仪，美国 NOVA Biomedical 公司）

参数。实验组分别是 CPB 前（T1），降温 15 min
（T2），复温 10 min（T3），复温 40 min（T4），停

机后 30 min（T5）。对照组按照实验组时间点进行

记录（表 1）。所有实验数据采用 SPSS 19.0（SPSS 
Inc., Chicago, IL, USA）统计和分析，对术中各时

间点血气分析的组间差异采用 Mann-Whitney U 检
验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠术后存活率 

实验组中 1 只大鼠 DHCA 术后死亡，原因是

复温过程中血压无法维持，其余 9 只均术后存活。

对照组 10 只大鼠均术后存活。术后通过随机数字

法在两组各选取了 5 只大鼠行后续评估，两组共

10 只大鼠均存活至术后 14 d。
2.2 血流动力学及血气结果

两组大鼠血流动力学及血气比较见表 1。从

数据中可以看出， CPB 开始后，实验组红细胞压

积（Hct）快速下降到 22% 左右，显著低于对照

组（P ＜ 0.05），但符合 CPB 血液稀释要求（Hct
＞ 20%）。术中两组大鼠生命体征总体平稳。实验

组在复温 10 min（T3）时，乳酸水平显著增高（P
＜ 0.05）。符合临床经验。

3 讨论

当前，有研究表明 DHCA 术中器官损伤与保

护的分子机制可能和信号通路、microRNAs 等相

关 [1, 10-1  3]。而这些研究成果都基于 DHCA 术后动物

模型的长期存活。但是当前文献报道的 DHCA 大

鼠模型仍具有诸多争议。首先，DHCA 大鼠的存

活率不明确，这是否说明这些大鼠 DHCA 模型可

表 1 术中生理指标
Table 1 Intraoperative physiologic data

指标 分组 T1 T2 T3 T4 T5
体质量（g） 对照组 401.67±19.02

DHCA 组 406.89±20.77
平均动脉压（mmHg） 对照组   96.34±11.27   95.20±11.02   96.20±10.36   97.02±11.25   96.58±11.20

DHCA 组   96.34±11.27   82.47±18.02   47.96±18.51   75.02±15.64 75.81±8,96
心率（次 /min） 对照组 346.27±11.74 336.67±15.20 317.86±17.56 351.29±18.34 355.32±12.23

DHCA 组 346.27±11.74 161.10±24.38 125.26±23.82 343.15±23.70 333.27±17.61
pH 对照组   7.43±0.60   7.44±0.60   7.44±0.60   7.44±0.61   7.44±0.62

DHCA 组   7.37±0.36   7.38±0.62   7.39±0.88   7.45±0.10   7.39±0.84
乳酸（mmol/L） 对照组   1.98±0.65   1.97±0.50   1.93±0.59   1.90±0.30   1.98±0.42

DHCA 组   1.61±0.43   1.88±0.45   7.84±1.38   4.69±2.50   3.08±1.16
Hct（%） 对照组 42.50±1.87 41.00±1.67 40.17±1.94 40.17±2.32   38.5±1.50

DHCA 组 42.00±4.07 22.33±2.24 21.50±1.97 21.11±2.10 22.88±2.07
注：Hct: 红细胞比容
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操作性值得怀疑。其次，DHCA 大鼠模型的停循

环时间没有一致性。DHCA 时间从 15 min 到 105 
min[3, 7] 均有。研究表明，DHCA 时间与大鼠存活

率相关 [3]，因此研究者须在找到最佳 DHCA 时间

以保证大鼠存活率。

3.1 本研究 DHCA 大鼠模型成功建立的要素

在开展大鼠 DHCA 模型建立之初，尝试了多

种 CPB 下的 DHCA 模型，最后通过比较长期存

活率指标，发现了一些明显影响长期生存率的因

素，这些因素主要包括以下 5 点：① CPB 的方式；

② CPB 流量；③ DHCA 时间；④转流中 Hct 的水平；

⑤温度管理和停循环后的生命支持。现讨论如下。

3.1.1 周围 CPB 方法 在预实验阶段发现开胸建

立 CPB 下的 DHCA 模型，病死率极高。因其胸腔

结构的破坏以及心脏和大血管的某些损伤使大鼠很

难在术后康复。因此，选择创伤最小的周围 CPB
就能大幅提高大鼠术后的长期存活率。但是采用周

围 CPB 的难点在于，静脉置管很难保证一次就插

到右心房。这时如果采用闭式 CPB 就容易出现负

压过大，心脏吸瘪，心脏停搏，转流失败 ；或者插

管不到位，引流不好，流量不能保证，同样实验失

败。为此，本研究采用开放式 CPB，静脉垂直重

力引流达 35 cm。转流开始后，再不断调整静脉插

管的深度，以期达到达到充分的血液引流。

3.1.2 CPB 的插管与流量 大鼠的心输出量在 170 
~180 ml · min-1 · kg-1，有学者采用颈外静脉联合股

静脉插管引流，股动脉灌注的方法进行 CPB 以达

到大鼠心排量水平的流量，但该插管方式可能会引

起大鼠下肢缺血，导致大鼠术后下肢活动障碍、甚

至坏死，不利于术后大鼠的康复。由于尾动脉血供

丰富，术后对尾部活动影响小，我们采用经右侧颈

静脉插管进入右心房引流静脉血，尾动脉灌注的

方式进行插管，可使流量维持在 100~120 ml · min-1 
· kg-1，约为心排量的 70%。该流量在既往研究中

被证实已足够 [7]，且本实验结果表明，此流量能够

保证大鼠降温与复温的需求。我们在监测血流动力

学方面采用左侧股浅动脉监测大鼠血压，这种监测

方式较一些文献报道的，采用右侧腹壁浅动脉插管

监测血流动力学 [6]，提高了插管的成功率，且不影

响大鼠左大腿的功能。

3.1.3 DHCA 的时间选择 Jungwirth 等 [3] 研究表

明，大鼠深低温停循环时间大于 75 min 时，会出

现外周器官损伤和严重的脑损害，因此，为保证大

鼠仅出现中枢神性系统损害并保证较高的存活率，

该研究认为，理想的 DHCA 时间应在 60 min 或更

短，这样不仅能够使器官组织得到足够的损伤，且

对长期的存活率影响不大。杜克大学的研究团队

将 60 min 定为大鼠的 DHCA 时间 [3, 14]。曾庆东等
[15] 建立了 30 min DHCA 大鼠模型，其生存率较高，

但 30 min 较其他研究大鼠的 DHCA 时间短。当 
DHCA 超过 40 min 时，大鼠的长期存活率会显著

下降，虽然努力改善转流方式与围术期的生命支持，

但很难达到 DHCA 60 min 仍保持较高长期生存率。

因此本研究选择 40 min 为 DHCA 时间。

3.1.4 转流中 Hct 的水平 在预实验中发现，当

Hct>20% 时，大鼠 DHCA 术后的长期存活率显著

提升。为了提高实验组大鼠转中的 Hct，将 CPB
管道的预充量减少至 10 ～ 12 ml，当术中红细胞

压积因出血等原因降低时，则通过术中输血，使红

细胞压积大于 20%，以提高大鼠术后存活率。

3.1.5 温度管理和停循环后的生命支持 监测大鼠

肛温，是目前基本的温度监测方式。然而若只监测

肛温，并不能精确反映大鼠大脑的温度。因此，我

们采用探针置入大鼠右侧颞肌来监测实验过程中大

鼠脑温。这种方法比监测肛温更能精确的反映大鼠

脑温，更贴近临床。

DHCA 后的复温过程，易导致缺血 - 再灌注损

伤，可能会发生急性心功能衰竭和外周血管舒张，

导致一过性的血压下降，影响术后的康复，有研

究表明，快速复温可引起大脑的氧耗大于氧供 [16]，

造成 DHCA 大鼠显著的组织学损害与 NF-κB 升

高 [17]。因此，将复温过程保持在 40 min 以上，在

保证大鼠均匀复温的同时，提高心脏和血管功能的

稳定性，利于大鼠的术后康复。

在生命支持方面，停机后呼吸机维持时间应至

少 1 h[6]。本实验中采用 1.5 h 辅助呼吸以提高生存

率。

3.2 本研究的不足

在大鼠脑温降至 18℃时，将其所有血液由右

颈静脉引流储血池，使心脏即使跳动 [7] 也没有有

效搏出。但不能保证大鼠心脏的绝对静止，因为没

有主动脉阻断和心脏停跳过程。Günzinger 等 [18]，

Drabek 等 [19]，和 deLange 等 [4] 曾尝试将大鼠心脏

停搏，但他们的方法并不能达到心脏停搏完全，远

期生存率高，可操作性强的目标。未来是否能够采
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取更简便有效的方法将 DHCA 大鼠模型进行主动

脉阻断，心脏停跳，使大鼠模型更贴近临床工作是

需要研究的课题。此外，如何在不降低大鼠远期生

存率的同时，增加该模型 DHCA 时间也是未来的

研究方向之一。
总之，本研究建立的 40 min 深低温停循环大

鼠模型具有存活率高，麻醉、温度可控性强等特点，

可为研究 DHCA 导致的器官损害研究提供一个可

靠的实验平台。
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