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模拟在体心脏缺血-再灌注损伤的离体心脏模型
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摘  要：本研究旨在比较在体与各种离体心脏缺血-再灌注(ischemia-reperfusion, I-R)模型心肌损伤程度，以选择能够较好地模

拟在体模型的离体I-R模型。Sprague-Dawley (SD)大鼠随机分为4组进行处理：在体模型组、Langendorff模型组、电刺激

Langendorff模型组、工作心脏模型组，结扎各组大鼠心脏冠状动脉左前降支60 min，松开结扎行再灌注120 min，用压力传

感器和TTC/Evans blue双染色法分别检测各模型心脏功能与心肌梗死面积的变化。结果显示，I-R期间Langendorff模型和工

作心脏模型心率显著低于在体模型。离体工作心脏、Langendorff与电刺激(300 次/min) Langendorff模型组冠脉流量在结扎后

下降均大于40%，再灌注期各组冠脉流量均回升。3种离体模型左心室收缩末期压力(left ventricular end-systolic pressure, 
LVESP)在缺血期均降低，再灌注期部分恢复。3种离体模型左心室舒张末期压力(left ventricular end-diastolic pressure, 
LVEDP)在缺血期均升高，工作心脏模型明显高于Langendorff模型；在再灌注期工作心脏模型LVEDP缓慢下降，而Langen-
dorff与电刺激Langendorff模型组LVEDP在再灌注即刻呈现短暂的升高峰，然后降低。在体心脏I-R模型左室心肌梗死面积为

(60.4 ± 5.4)%，离体工作心脏与Langendorff模型的梗死面积显著低于在体模型，而电刺激Langendorff心脏I-R模型的心肌梗死

面积与在体模型无显著性差别。以上结果提示，电刺激维持心率300 次/min的Langendorff心脏I-R模型可模拟在体心脏I-R模
型的心肌损伤程度。
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In vitro heart models simulating in vivo cardiac ischemia-reperfusion injury
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Abstract: The aim of this study was to compare in vivo and several in vitro cardiac ischemia-reperfusion (I-R) myocardial injury 
models, and choose a superior in vitro cardiac I-R model. Sprague-Dawley (SD) rats were randomly grouped into in vivo, Langendorff, 
Langendorff + pacing, and working heart groups. Left anterior descending (LAD) coronary artery was ligated for 60 min and then 
reperfused for 120 min in in vivo and in vitro rat hearts. Cardiac function and myocardial infarct size were measured by using pressure 
transducer and TTC/Evans blue double staining, respectively. The results showed that heart rate was greater in in vivo model than 
those in the three in vitro models. Coronary flows were dropped after LAD ligation and could recover at early phase of releasing LAD 
ligation in I-R models of the isolated working heart, Langendorff and Langendorff with 300 beats/min of electrical stimulation. Left 
ventricular end-systolic pressure (LVESP) decreased during ischemia, and partially restored during reperfusion in the three in vitro 
models. Left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) increased during ischemia in the three in vitro models. LVEDP was signifi-
cantly higher in the isolated working heart than those in Langendorff models during ischemia, whereafter decreased slowly during 
reperfusion. LVEDP elevated further in the initiation of reperfusion period and then decreased, but did not recover to normal levels 
during reperfusion in Langendorff and Langendorff + pacing groups. Left ventricular myocardial infarct size was (60.4 ± 5.4)% in  
in vivo I-R model, which was significantly higher than that in Langendorff model and the isolated working heart. Notably, there was 
no significant difference in myocardial infarct size between in vivo model and Langendorff model with electrical stimulation. These 
results suggest that Langendorff I-R model with 300 beats/min of electrical stimulation can simulate the in vivo I-R myocardial injury.
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缺血性心肌损伤是导致心力衰竭的主要病因之

一。因此，已建立许多大动物模型模拟急性缺血 -
再灌注心脏损伤 [1]。由于大鼠代谢率高，心肌坏死、

愈合与重塑发生较快，缩短观测的时间。加之大鼠

冠状动脉侧支循环较少或者完全缺乏，与人心脏相

似，且大鼠价格低廉，故多采用结扎大鼠心脏冠状

动脉左前降支 (left anterior descending, LAD) 的缺

血 - 再灌注模型 [2]。由于大鼠在体缺血 - 再灌注模

型的心脏位于原位，血液的循环与灌注为生理状态，

故大部分研究采用这一模型。但是，在体模型也存

在明显不足：一是神经 - 体液等因素干扰；二是死

亡率较高，手术 24 h 后因人工呼吸和开胸术等手术

损伤、气胸与心衰引发肺水肿，导致 40%~60% 的

死亡率。而术后 48 h 内，因恶性心律失常引起 65%
的死亡率。在术后的恢复期，当心肌梗死面积小于

20% 时，死亡率达 50% ；梗死面积介于 20% 至

40% 之间，死亡率达 70% ；梗死面积介于 40% 至

65%，死亡率达 85% ；当梗死面积大于 65% 时，死

亡率高达 100%[3] ；三是不能精确的确定结扎部位，

加之大鼠心脏冠状动脉存在变异性，使心肌梗死面

积变异较大，梗死面积从最小 4% 到最大 65% [4]，

正是由于心肌梗死面积的变异性大，使药物或其它

因素干预处理后，难以判定干预因素减少心肌梗死

面积的效果；四是心率、应激程度与心脏的前后负

荷等影响梗死面积的一些重要因素难以控制，也影

响心肌梗死面积的大小，加之结扎线松动不易被察

觉，也导致心肌梗死面积变异较大。而离体模型不

受神经体液的调节，易操作和可重复性较好，故越

来越多的研究采用这类模型开展研究。大鼠心肌缺

血 - 再灌注离体模型包括 Langendorff 模式和工作心

脏模式。离体工作心脏模式可模拟正常的心脏泵血

过程，液体循环路径与在体生理状态一致。Langen-
dorff 模型容易建立，经主动脉逆向灌流而维持心脏

搏动，左右心室均处于无工作负荷的状态，更是缺

乏心输出量这一重要的观测指标。有研究报道将乳

胶水囊置于左心室内，采用改良 Langendorff 模型

进行缺血 - 再灌注研究 [5]。虽然离体心脏缺血 - 再
灌注模型有其优点，但是，这类模型能否模拟在体

缺血 - 再灌注模型对心脏的影响，并未见专门的研

究报道。

为了建立与在体心脏缺血 - 再灌注心肌梗死程

度相当的离体心脏缺血 - 再灌注模型，本研究比较

在体与离体缺血 - 再灌注模型心肌梗死面积，心率、

心室内压与冠脉流量的动态变化，以便能够选择出

与在体模型相符的大鼠离体心脏缺血 - 再灌注模型。

1  实验方法

1.1  实验动物分组　　健康 Sprague-Dawley 大鼠

[ 体重 (280  ± 10) g]，雌雄不拘，鼠龄大约 10 周，由

第四军医大学动物实验中心提供。动物实验方案已获

得伦理委员会批准。实验动物被随机分为 4 组：在

体模型组 (In vivo)、离体 Langendorff 模型组 (Langen-
dorff)、电刺激 Langendorff 模型组 (Langendorff + 
pacing)、离体工作心脏模型组 (working heart)，每

组 10 只大鼠。

1.2  制备在体心脏缺血 - 再灌注模型　　大鼠使用

戊巴比妥钠 (40 mg/kg 体重 ) 腹腔注射麻醉后，仰

卧固定于手术台上。行气管插管，接小动物呼吸机 
(ALC-V8 型，上海奥尔科特生物科技有限公司 )，
设置为潮气量 10 mL/kg，吸与呼气比为 1:2，呼吸

频率 60 次 /min。1% 肝素钠生理盐水充注 PE10 导

管 与 压 力 传 感 器 (SP844, MEMScAP, Skoppum, 
Norway)，行右颈总动脉插管，经 PowerLab4/25 生

理信号采集系统 (AD Instruments Inc., Sydney, Australia)
记录血压并获取心率数据，采样频率 1 kHz。稳定

10 min 后，剃除大鼠胸部的毛，在心脏搏动最明

显处横向剪开约 2 cm 皮肤，逐层分离，剪断第 4
肋骨，剪开胸膜。眼睑器撑开切口，湿纱布推开左

肺，暴露心脏。在肺动脉圆锥下 2 mm 处找到

LAD，用带线缝合针线穿过一小束心肌，硅胶管置

于结扎线与血管之间，拉紧结扎线，使硅胶管压迫

动脉而致其闭塞。缺血 60 min 后，松开结扎线，

再灌注 120 min。
缺血成功的标志：结扎后局部心肌变白，舒张

压显著抬高；再灌注成功的标志：放松结扎线后，

变白心肌逐渐红润，舒张压逐渐恢复。退出试验的

标准：(1) 结扎冠状动脉失败；(2) 出血过多或其它

原因导致血压下降大于 20 mmHg ；(3) 肺组织损伤

或大鼠在缺血、再灌注期间死亡。

1.3  制备 Langendorff 缺血 - 再灌注模型　　大鼠

腹腔注射肝素钠生理盐水 (320 U/100 g 体重 ) 行全

身肝素化。10 min 后，戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，

打开胸腔，迅速摘取心脏，置于经 95% O2-5% CO2

氧合的Krebs-Henseleit缓冲液 (118 mmol/L NaCl, 4.7 
mmol/L KCl, 2.25 mmol/L MgSO4, 2.25 mmol/L 
CaCl2, 23.8 mmol/L NaHCO3, 1.2 mmol/L NaH2PO4, 
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0.32 mmol/L EDTA, 11.5 mmol/L D-glucose, pH 7.4)
中，剪除肺组织后，行主动脉插管。主动脉插管

由 18 号注射针头加工而成，其针头长度为 1 cm，

前端打磨平整。心脏悬垂于 Langendorff 灌流装置 
(Radnoti Glass Technology Inc., Monrovia, CA, USA)
上，以 60 mmHg 压力行心脏逆行灌流。灌流液为

氧合的 Krebs-Henseleit 缓冲液，温度保持在 37 °C。
在左心房处剪一小口，将带有乳胶水囊的测压管经

二尖瓣口插入左心室，连接压力换能器，调节囊内

压为 10 mmHg。收集心尖部流出液体，记录每分钟

流出量即为冠状动脉流量 (coronary flow, CF)，平衡

40 min 后，用 3 号丝线结扎 LAD，缺血 60 min，
然后打开结头恢复灌注 120 min。在平衡期第 1、
10、20、40 min，缺血期第 1、30、60 min，以及

再灌注期第 1、10、20、40、60、80、100、120 min，
分别记录 CF。PowerLab 生理信号采集分析系统记

录左心室内压力变化，分析获取左心室收缩末期压

力 (left ventricular end-systolic pressure, LVESP)、左

心室舒张末期压力 (left ventricular end-diastolic pressure, 
LVEDP) 与心率 (heart rate, HR) 数据。

另一组在建立心脏 Langendorff 灌流后，使用

刺激器 (Aurora Scientific Inc., Aurora, Canada) 给予

离体心脏电刺激，刺激频率为 300 次 /min，电压

20 V，电流 5 mA，刺激方波脉宽 1 ms。在 Langen-
dorff + pacing 模式下平衡 40 min 后，结扎 LAD，

缺血 60 min，然后放松结扎线再灌注 120 min。各

期观测 CF、HR、LVESP、LVEDP 等指标的时间点

与单纯 Langendorff 模型相同。

LAD 结扎后，CF 降低大于初始值的 30%，表

明缺血成功。放松结扎线后，CF 回升至初始值

80%，表明再灌注成功。剔除停搏心脏。

1.4  制备离体工作心脏模型　　按实验方法 1.3 建

立心脏 Langendorff 灌流模式，探寻到肺静脉开口，

使用 16 号金属针头制成的插管 ( 内径 1.8 mm，外

径 2.0 mm)，经肺静脉行左心房插管，而后将

微型压力传感器 Millar 导管 (model SPR-671; Millar 
Instruments, Houston, TX, USA) 小心地从肺静脉口

于左心房插管的外侧插入，经左心房进入左心室 [6]。

在此过程中注意观察 Millar 导管的示波信号，当示

波信号由直线变为有规律的压力变化曲线后，表示

Millar 导管已插入左心室内。用 1 号丝线将肺静脉

固定于左心房插管上，记录 CF。建立好所有插管后，

将心脏灌流模式由 Langendorff 转换为离体工作心

脏模式。大鼠离体工作心脏的前负荷设为 10 
mmHg，后负荷为 60 mmHg。再次记录 CF，CF 未

改变表明肺静脉插管无漏液。平衡 40 min 后，结扎

LAD，缺血 60 min，然后打开结扎线再灌注 120 
min。各期观测 CF、HR、LVESP、LVEDP 等指标

的时间点与单纯 Langendorff 模型相同。剔除停搏

后冷刺激不能恢复搏动的心脏。

1.5  左心室心肌梗死面积的测定　　心脏再灌注结

束后，经主动脉灌注心脏停搏液 ( 含 25 mmol/L 
KCl 与 5% 葡萄糖的 PBS 溶液 )，使心脏停搏于舒

张期。在 37 °C 避光灌注含 1% 2, 3, 5- 三苯基氯

化四氮唑 (triphenyltetrazolium chloride, TTC) 的 PBS
溶液 (pH 7.4) 5 min。将松开的结扎线再次结扎，灌

注含 1% Evans blue 的 PBS 溶液 ( 经过滤 )。将心脏

置 −20 °C 冷冻 2 h 后，沿心脏冠状面以 2 mm 间隔

切出 6 片心肌，切片放入 4% 多聚甲醛过夜。次日

称重，照相。非缺血区的正常心肌被 Evans blue 染

成蓝色，缺血区包括两部分：危险区心肌因降解

TTC 呈红色，梗死区呈白色 [7]。用 Image J 软件计

算左室心肌与白色区域的面积大小，计算每一切片

红色与白色区域占左室心肌面积的比值 (Ri 与 Wi，i
示切片从心尖到心底的编号 )，用 Ri 与 Wi 乘以所

对应切片的质量，获得 IZi 与 NZi 值。最后，计算

心肌梗死面积 (infarct size, IS) = (NZ1+NZ2+…+NZ6)/
(IZ1+IZ2+…+IZ6) × 100%[7]。

1.6  统计分析　　数据以 mean ± SEM 表示，采用

Origin Pro v8.1 软件进行数据统计学分析。组间平

均数比较使用配对样本 Student’s t 检验，多组间比

较采用单因素方差分析 (One-way ANOVA) 与 LSD，

P < 0.05 表示具有显著性统计学差异。

2  结果

在体模式结扎 LAD 失败 2 例，Langendorff + 
pacing 模式结扎 LAD 失败 1 例，Langendorff 模型

主动脉插管失败 1 例，工作心脏模型左心房插管失

败 1 例。为便于进行统计学分析，每组取 8 例。

2.1  各模型组缺血-再灌注期间心率的变化

在体观测结果显示，平衡期心率稳定于 400 次 /min
左右；60 min 缺血期，心率降低；120 min 再灌期

即刻，心率短暂升高，然后降低，再逐步恢复至平

衡期水平。Langendorff 模型和工作心脏模型心率变

化趋势与在体基本一致，心率维持在 240~290 次 /min
之间。与在体模型组心率相比，在各时期的每一观
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测点，两组离体模型心率均呈显著性降低 (P < 0.01，
图 1)。缺血与再灌注后期，Langendorff 模型组心率

显著性低于工作心脏模型组 (P < 0.05 或 P < 0.01)。

2.2  离体心脏各模型组CF的改变

在平衡期，三组大鼠心脏 CF 平均为 10 mL/min。
在 60 min 缺血期，工作心脏组的 CF 与未缺血时相

比降低约 44%，Langendorff 组降低约 47%，而

Langendorff + pacing 组降低约 61% ( 图 2)。再灌注

期各组 CF 均回升，但均未达到平衡期 CF 水平；

随着再灌注时间延长，CF 逐渐降低。

2.3  LVESP与LVEDP的变化

在平衡期，工作心脏组 LVESP 在 80 mmHg 波

动，Langendorff 组在 60 mmHg 左右，Langendorff + 
pacing 组则较高，在平均 90 mmHg 左右 ( 图 3)。
在缺血期，三组 LVESP 均降低，但下降的幅度并

不相同，Langendorff + pacing 组最大，Langendorff
组最小。再灌注期，各离体模型组 LVESP 部分恢复，

然后逐渐降低 ( 图 3)。
在平衡期，工作心脏组 LVEDP 大约为 5 mmHg，

明显高于 Langendorff 组与 Langendorff + pacing 组，

后两组 LVEDP 均为负值 ( 图 4)。缺血期间，工作

心脏组 LVEDP 大幅升高，再灌注期则缓慢下降。

Langendorff 组与 Langendorff + pacing 组 LVEDP 在

缺血期升高，但幅度较小；再灌注期则呈现短暂的

升高峰，然后下降至高于平衡期的相对稳定的水平

( 图 4)。
2.4  各缺血-再灌注心脏模型左室心肌梗死面积的差别

在体、离体工作心脏、离体 Langendorff 与

图    1. 在体与离体心脏缺血-再灌注模型心率的动态变化

Fig. 1. Dynamic changes in heart rate during the ischemia-
reperfusion period among in vivo, working heart and Langendorff-
perfused heart models. The working heart and Langendorff 
groups showed significant decreases of heart rates (P < 0.05 or 
P < 0.01) compared with in vivo group at each time point. Values 
are mean ± SEM, n = 8 hearts for each group.

图   2. 离体心脏缺血-再灌注期间冠状动脉流量的变化

Fig. 2. Changes in coronary flow during the ischemia-reperfusion 
period in Langendorff-perfused heart model, working heart 
model and Langendorff-perfused heart model with 300 beats/
min pacing groups. Coronary flow significantly decreased during 
ischemic period by 44%, 47%, and 61% in the working heart, 
Langendorff, and Langendorff with pacing groups, respectively. 
Values are mean ± SEM, n = 8 hearts for each group. 

图   3 .  离体心脏缺血 -再灌注期间左心室收缩末期压力

(LVESP)的变化

Fig. 3. Changes in left ventricular end-systolic pressure (LVESP) 
during the ischemia-reperfusion period in Langendorff-perfused 
heart model, working heart model and Langendorff-perfused 
heart model with 300 beats/min pacing groups. Values are mean ± 
SEM, n = 8 hearts for each group.
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图   4. 离体心脏缺血-再灌注期间左心室舒张末期压力(LVEDP)
的变化

Fig. 4. Changes in left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) 
during the ischemia-reperfusion period in Langendorff-perfused 
heart model, working heart model and Langendorff-perfused 
heart model with 300 beats/min pacing groups. Values are mean ± 
SEM, n = 8 hearts for each group.

图     5. 各缺血-再灌注心脏模型左室心肌梗死面积

Fig. 5. Infarct size of left ventricular myocardium after the 
ischemia-reperfusion in in vivo model, working heart model, 
Langendorff-perfused heart model and Langendorff-perfused 
heart model with 300 beats/min pacing groups. A: Representa-
tive myocardial sections in different models. Myocardial infarc-
tion was induced by 60 min of left anterior descending occlusion 
followed by 120 min of reperfusion. Red, viable myocardium 
stained with TTC. White, infracted tissue. Blue, normal non-
ischemic tissue. B: The infarct size was quantified and expressed 
as a percentage of the ischemic area at risk area (red plus white 
region). Values are mean ± SEM, n = 8 hearts for each group. **P < 
0.01 vs in vivo group.

Langendorff + pacing 组缺血 - 再灌注心脏左室心肌

非缺血面积 ( 蓝色区域 ) 分别为 (29.43 ± 2.23)%、

(30.03 ± 0.34)%、(29.06 ± 0.24)% 与 (29.20 ± 0.39)%，

4 组间两两比较均无显著性差异。危险区域包括白

色的梗死区与红色的可恢复区 ( 图 5A)。缺血 60 min，
再灌注 120 min 处理后，在体模型组左室心肌梗死

面积为 (60.4 ± 5.4)%，而工作心脏组与 Langendorff
组分别为 (47.3 ± 1.3)% 和 (41.7 ± 0.9)%，均低于在

体模型组，均具有非常显著性差别 (P < 0.01)。
Langendorff + pacing组心肌梗死面积为 (61.1 ± 1.3)%，

与在体模型组无显著性差异 (P > 0.05，图 5B)。

3  讨论

由于工作心脏模型接近生理上的灌注方式和可

靠的测定方法，现已被广泛地应用于心脏保护的实

验研究中。工作心脏制备最大的优点是可改变前、

后负荷，从而测定心脏泵功能 [8]。在工作心脏模式

下，进行心脏缺血 - 再灌注研究，除没有采用血液

灌流外，具备了在体与离体心脏的所有优点 [9]。我

们原本预期工作心脏模型是最合适的在离体心脏开

展缺血 - 再灌注的模型，但是，本研究结果显示，

正常条件下离体可搏动 4 h 的工作心脏，缺血后出

现停搏。在再灌注期，出现停搏后，即使采用外部

冷刺激使心脏搏动，心脏排液量仍降至零，不仅造

成 CF 较大的波动 ( 图 2)，而且只好被迫改为 Lan-
gendorff 模式继续实验，这可能是心肌梗死面积明

显小于在体模型 ( 图 5) 的原因之一。

有研究表明：心率是决定心脏做功功率的重要

因子之一，同时亦与心肌耗氧量呈正相关 [10]。降低

心率可减小缺血 - 再灌注心肌的梗死面积 [11]。另外，

心肌缺血 - 再灌注损伤后，心交感活性增强 [12] 或心
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率失常引发的心动过速 [13] 也可增加心肌梗死面积。

离体工作心脏与 Langenforff 模式下，心率明显小于

在体模型的心率 ( 图 1)，这可能是离体心脏模型缺

血 - 再灌注损伤后，心肌梗死面积明显小于在体模

型的主要原因。虽然在体模型存在再灌注期血源性

炎性细胞粘附，释放炎性因子而造成心肌的进一步

损伤，但是，炎性因子损伤一般发生在再灌注后的

修复过程中 [14]。另一方面，临床上对急性心肌梗死

患者采取抗炎治疗，对心肌梗死的防治效果并不理

想 [15]，甚至出现相反的结果 [16]。因此，保持与在

体心脏搏动心率相近似，可能使离体心脏遭受缺血 -
再灌注的损伤程度与在体相当。

为此，我们改用左心室腔放置水囊的 Langen-
dorff 模式，前负荷调节为 10 mmHg，使左心室具

有工作负荷 [17]，然后进行缺血 - 再灌注心脏损伤观

测。虽然结扎 LAD 后 CF 的下降与工作心脏模式无

差别 ( 图 2)，但是，由于心率显著低于在体模型 ( 图
1)，心肌梗死面积也明显小于在体模型 ( 图 5)。这

一结果提示在 Langendorff 模式上进行心脏的缺血 -
再灌注损伤研究，不调控心率，心肌的损伤程度未

达到在体模型的水平。在此基础上，外加电刺激，

使心脏搏动频率保持在 300 次 /min。在此条件下，

结扎 LAD 后 CF 的下降与其它模式下基本相同 ( 图
2)，LVESP 与 LVEDP 的变化与单纯 Langendorff 模
式相同 ( 图 3 与 4)，心肌梗死面积均值也与在体模

型无显著差别。表明在 Langendorff + pacing 模型上

开展心脏缺血 - 再灌注实验，造成心肌梗死的程度

可较好模拟在体模型的变化。另外，4 组模型左心

室非缺血面积无统计学差异，表明在实验中能保证

在基本相同的部位结扎 LAD ；在体模型组的标准误

较大，提示在体模型结扎 LAD 的精准度不及离体

灌流心脏。

综上所述，离体工作心脏缺血 - 再灌注模型因

缺血与再灌注损伤引起心脏心输出量降低至不能保

障冠脉灌流的水平，使心肌损伤程度达不到在体模

型水平。单纯采用 Langendorff 心脏缺血 - 再灌注模

型，由于心率远低于在体水平，故梗死面积亦达不

到在体程度。只有在控制心率于 300 次 /min 的

Langendorff 心脏缺血 - 再灌注模型，心肌梗死面积

才与在体模型相当。所以，在不需要观测研究缺血 -
再灌注的重塑期改变的急性实验中，Langendorff + 
pacing 模型是较好的大鼠离体心脏缺血 - 再灌注

模型。
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