
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２１０２０８２

经腹膜后入路构建大鼠肾下腹主动脉瘤模型
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　　［摘要］　目的　经腹膜后入路构建简便稳定的大鼠肾下腹主动脉瘤模型。方法　健康成年ＳＤ大
鼠２０只，按雌雄比例１∶１，随机分为模型组和对照组，每组１０只。两组均采用经腹膜后入路游离肾下
腹主动脉段，模型组以腔内灌注弹性蛋白酶 ０．１ｍＬ（约含 ５Ｕ）２０ｍｉｎ，腔外氯化钙（１．０ｍｏｌ／Ｌ）浸润
１０ｍｉｎ处理。对照组以生理盐水替代弹性蛋白酶和氯化钙。建模术后饲养４周开腹收集腹主动脉标
本，采用游标卡尺测量术中、术后腹主动脉直径，以术后４周腹主动脉直径扩张５０％以上或动脉瘤破裂
作为诊断腹主动脉瘤标准。采用 ＨＥ、ＥＶＧ、Ｍａｓｓｏｎ染色和免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ，ＩＨＣ）观
察两组大鼠腹主动脉病理组织学变化。结果　两组大鼠手术成功率均为１００％，对照组存活率１００％，
无１例成瘤；模型组大鼠存活率８０％，成瘤率８０％。两组成瘤率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。术前两
组腹主动脉直径差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。术后４周模型组腹主动脉直径明显大于对照组，扩张率
明显高于对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型组腹主动脉呈梭形或囊状扩张，灌注段腹主动
脉周围黏连明显，局部可见钙化灶。ＨＥ染色显示，模型组血管壁厚度明显小于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＥＶＧ
染色显示，模型组血管弹性纤维含量明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。Ｍａｓｓｏｎ染色显示，模型组血管胶原纤
维含量明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。平滑肌细胞 ＩＨＣ染色显示，模型组平滑肌细胞含量明显低于对照
组（Ｐ＜０．０５）。结论　经腹膜后入路联合腔内弹性蛋白酶灌注和腔外氯化钙浸润法可简单有效地构建
稳定、可重复性、拟人性强的大鼠肾下腹主动脉瘤模型。

　　［关键词］　腹主动脉瘤；动物模型；经腹膜后入路；弹性蛋白酶；氯化钙
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　　腹主动脉瘤是一种危及生命的心血管疾病，其特
征是动脉壁进行性永久性扩张，与正常直径相比至少

扩张５０％以上［１］。国外流行病学调查显示，腹主动脉

瘤在６５岁以上男性发病率为４％～７％，女性发病率为
１％～２％，其瘤体破裂死亡居６５岁以上老年人群全部
死因的第１０位［２］。腹主动脉瘤的主要病理改变为慢

性炎症、细胞外基质断裂、血管平滑肌细胞凋亡等［３］。

目前对腹主动脉瘤发病机制的认识尚不明确，由于在

体实验存在诸多局限，因此，构建理想的动物模型对研

究腹主动脉瘤的发病机制具有重要意义。弹性蛋白酶

腔内加压灌注联合氯化钙腔外浸润法是目前理想的建

模方法之一，通过破坏中膜弹性纤维层并诱发炎症反

应，激活内源性蛋白酶，模拟人类腹主动脉瘤细胞外基

质降解及钙化的过程。尽管有大量的报道证明这种方

法的有效性，但需借助显微外科技术，建模难度大，且

存在长时间麻醉，高压灌注造成高死亡率以及下肢缺

血造成高致残率［４－５］。此外，传统的手术方式为经腹

腔入路，增加了腹腔感染机会，术中需对肠道牵拉，极

易并发肠梗阻，并需对腹膜、后腹膜分离延长手术时

间，增加了死亡风险［６］。而经腹膜后入路可直达腹主

动脉，避免了经腹腔入路所致的风险，经腹膜后入路可

采用侧卧位经腰部切口或俯卧位经背部切口施术。因

此，本研究采用经腹膜后入路简化手术方式，并联合腔

内弹性蛋白酶灌注和腔外氯化钙浸润法，期望构建简

单易行，且具有高成瘤率，低死亡率，可复制性和拟人

性强的大鼠腹主动脉瘤模型。

１　材料与方法

１．１　材料
　　健康成年ＳＤ大鼠２０只，体质量２５０～３００ｇ，购自
川北医学院实验动物中心。自由摄食进水，室温２２～
２５℃，定时通风，术前５只一笼群养，术后单笼饲养。
主要试剂：Ⅰ型猪胰弹性蛋白酶（Ｅ１２５０）购自美国
Ｓｉｇｍａ公司。无菌氯化钙 １ｍｏｌ／Ｌ购自北京诺博莱德
科技有限公司。弹力纤维染色液（ＥＶＧ）购自珠海贝
索生物技术有限公司。改良 Ｍａｓｓｏｎ三色染色液购自
Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司。ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎＰｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
和抗鼠／兔通用型免疫组化检测试剂盒购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
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公司。显微外科手术器械、游标卡尺购自上海手术器

械厂。明胶海绵购自南昌沪士达医疗科技有限公司。

一次性胰岛素注射器１ｍＬ（３０Ｇ）购自贝朗公司。切
片机为 ＬｅｉｃａＣＭ３０５０Ｓ，显微镜 ＮｉｋｏｎＥ６００及显微镜
成像系统ＮｉｋｏｎＤＸＭ１２００为日本尼康公司产品。
１．２　实验分组
　　２０只大鼠按雌雄比例１∶１，随机分为模型组和对
照组，每组１０只。模型组为弹性蛋白酶灌注和氯化钙
浸润组，对照组为生理盐水组。所有大鼠术后饲养

４周，术后４周开腹收集腹主动脉标本。
１．３　动物模型建立
　　大鼠术前１２ｈ禁食，按４０～５０ｍｇ／ｋｇ，予戊巴比
妥钠麻醉，麻醉满意后取右侧卧位，常规备皮，消毒，取

左侧腋后线肋缘下至大腿根部间连线为切口，长３．０～
３．５ｃｍ，逐层切开皮肤，皮下组织及肌肉，便可见腹膜
后脂肪组织，并沿着脂肪组织找到腹膜与腰背肌潜在

间隙，用棉签分离此间隙可直达腹主动脉，仔细分离腹

主动脉与下腔静脉，于左肾下方游离长约１ｃｍ的腹主
动脉主干，用游标卡尺测量肾下腹主动脉直径，并记录

（由两人测量，取平均值）。

　　充分游离并用慕丝线结扎灌注段腹主动脉分支，
用乳突撑开器充分暴露手术视野，先用显微血管夹阻

断腹主动脉近端，接着用显微止血钳将灌注段血管内

血液挤向远端，再用显微血管夹阻断腹主动脉远端

（两血管夹之间距离应＞０．５ｃｍ），血管完全塌陷，表明
血管密闭性好，然后用一次性胰岛素注射器（１ｍＬ

３０Ｇ）抽取０．２ｍＬ弹性蛋白酶（约含１０Ｕ），并用血管
钳将注射器针头稍折弯，使其略呈“Ｌ”型后穿刺腹主
动脉，穿刺成功后缓慢注入弹性蛋白酶０．１ｍＬ（约含
５Ｕ），便使灌注段腹主动脉充分充盈，固定穿刺针，保留
２０ｍｉｎ，期间若有少许弹性蛋白酶外渗及时补充，使灌
注段腹主动脉始终保持充分充盈状态，术毕回抽血管

内药物，拔针，明胶海绵覆盖穿刺点，棉球加压，先取远

端血管夹，再取近端血管夹，观察数分钟，未见活动性

出血，便将浸泡在 １．０ｍｏｌ／Ｌ无菌氯化钙中的小纱条
敷在灌注段腹主动脉表面，１０ｍｉｎ后取出小纱条，清洗
腹膜后间隙，检查若无出血，逐层关闭切口。术后大鼠

单笼饲养，常规进食。见图１。
　　计算大鼠手术成功率、存活率和腹主动脉瘤成瘤
率。手术成功率＝术中存活大鼠数量／总大鼠数量×
１００％；存活率＝术中和术后存活大鼠数量／总大鼠数
量×１００％；成瘤率＝达到成瘤标准大鼠数量／总大鼠数
量×１００％。腹主动脉扩张率＝（术后 ４周腹主动脉直
径－灌注前腹主动脉直径）／灌注前腹主动脉直径×
１００％。以术后４周腹主动脉扩张率５０％以上或动脉
瘤破裂作为诊断腹主动脉瘤的标准［６］。

１．４　取材及病理学观察
　　术后４周，再次麻醉大鼠，经腹腔入路游离出灌注
段腹主动脉，观察形态并拍照，用游标卡尺测量直径，

并记录（由两人测量，取平均值），取下灌注段腹主动

脉放入４％多聚甲醛固定，石蜡包埋。
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大鼠肾下腹主动脉瘤模型建立手术过程
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１．４．１　ＨＥ染色　　组织切片常规脱蜡、水化；苏木
精染４ｍｉｎ；流水冲洗１ｍｉｎ；１％盐酸酒精分化１０ｓ；流
水冲洗１ｍｉｎ；伊红染３．５ｍｉｎ；流水冲洗１ｍｉｎ；脱水；
透明；封片。

１．４．２　Ｍａｓｓｏｎ染色　　组织切片常规脱蜡、水化；
Ｂｏｕｉｎ液滴染室温过夜；流水冲洗至切片上黄色消失；
天青石蓝染色液滴染３ｍｉｎ；流水冲洗５ｓ；Ｍａｙｅｒ苏木
精染色液滴染３ｍｉｎ；流水冲洗５ｓ；酸性乙醇分化液分
化８ｓ；流水冲洗 １０ｍｉｎ；丽春红品红染色液滴染
１０ｍｉｎ；蒸馏水冲洗５ｓ；磷钼酸溶液处理１０ｍｉｎ；倾去
上液，切片不水洗，直接滴入苯胺蓝染液５ｍｉｎ；倾去上
液滴入弱酸处理２ｍｉｎ；脱水；透明；封片。
１．４．３　ＥＶＧ染色　　组织切片常规脱蜡、水化；高锰
酸钾溶液滴染５ｍｉｎ；流水冲洗５ｓ；草酸溶液滴染３ｍｉｎ；
流水冲洗５ｓ；９５％乙醇５ｓ；Ｅｌａｓｔｉｎ滴染３７℃ ３０ｍｉｎ
（组织切片放入湿化盒，每 ５～１０分钟补加 Ｅｌａｓｔｉｎ染
液，防止切片干涸）；９５％乙醇分化５ｓ；流水冲洗３ｍｉｎ；
ＶａｎＧｉｅｓｏｎ滴染１ｍｉｎ，倾去染液，不可经水洗；９５％乙
醇分化５ｓ；脱水；透明；封片。
１．５　免疫组织化学检测
　　组织切片常规脱蜡、水化；柠檬酸抗原修复；３％
Ｈ２Ｏ２去除内源性过氧化物酶；５％山羊血清封闭；孵育
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎＰｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ４度过夜；孵育
抗兔／鼠 ＨＲＰ标记聚合物二抗室温 ３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显
色；苏木精复染；脱水、透明、封片。阳性表现为细胞质

呈棕褐色，每张切片在高倍镜视野下随机选取５个视
野测量阳性区域面积。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件对数据进行分析。计量

资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用独立样本 ｔ检验；计数
资料以率（％）表示，采用χ２检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。
Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。采用ＩｍａｇｅＪ和Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件进行图像分析和血管参数测量。

２　结果

２．１　动物存活率及手术成功率
　　两组手术成功率均为 １００％。对照组术中、术后
均无死亡，存活率１００％。模型组术中无死亡，术后第
４天和第１９天分别死亡１只，死亡原因为动脉瘤破裂
出血，存活率８０％。两组动物存活率和手术成功率差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　腹主动脉扩张程度及成瘤率
　　两组灌注前腹主动脉直径分别为（１．２３±０．０９）ｍｍ，
和（１．２８±０．１３）ｍｍ，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
术后４周两组腹主动脉直径和扩张率分别为［（１．３１±
０．０８）ｍｍ，（６．６９±５．２９）％］和［（２．２５±０．５８）ｍｍ，
（７６．１０±３７．９９）％］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
对照组无 １例成瘤，模型组有 ８只成瘤，成瘤率为
８０％。见图２。
２．３　灌注段腹主动脉大体及组织学改变
　　模型组腹主动脉呈梭形或囊状扩张，灌注段腹主
动脉周围黏连明显，局部可见钙化灶。镜检见管壁变

薄，中膜细胞外基质降解，部分夹层形成，弹性纤维失

去连续性，部分断裂、缺失，平滑肌细胞减少，中外膜炎

症细胞浸润。对照组无上述现象。与对照组比较，模

型组血管厚度减小、弹性纤维含量、胶原纤维含量、平

滑肌细胞含量均显著减少（Ｐ＜０．０５，表１、图３）。

! "# $

Ａ：对照组灌注段腹主动脉无扩张；Ｂ：模型组灌注段腹主动脉囊状动脉瘤局部；Ｃ、Ｄ：分别为模型组第４天和第１９

天动脉瘤破裂出血

图２　大鼠腹主动脉扩张程度及成瘤外观
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表１　各组大鼠腹主动脉扩张率、血管厚度、弹性纤维含量、胶原纤维含量、平滑肌细胞含量比较 （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 腹主动脉扩张率（％） 血管厚度／μｍ 弹性纤维含量（％） 胶原纤维含量（％） 平滑肌细胞含量（％）

对照组 １０ ６．６９±５．２９ ５２．０９±４２．４１ ３７．４７±９．６２ ２６．２７±４．３０ ３６．５１±４．９７

模型组 ８ ７６．１０±３７．９９ａ １８．１４±６．０２ａ １９．５４±５．０９ａ ２１．５０±４．０４ａ １９．９８±３．０４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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图３　大鼠术后４周腹主动脉病理组织学变化

３　讨论

　　目前腹主动脉瘤的发病机制尚不明确，构建简单
可靠的腹主动脉瘤动物模型为研究腹主动脉瘤发病机

制及治疗方法提供理论和实践基础。腹主动脉瘤动物

模型主要通过模拟炎症反应、内膜损伤、细胞外基质降

解、内源性蛋白酶激活等实现［７］。建模方法主要分为

物理模型、基因缺陷模型、化学诱导模型。物理模型主

要用于外科手术治疗的研究，基因缺陷模型主要用于

研究遗传学和基因治疗，化学诱导模型主要用于发病

机制的研究［８］。可惜的是，这些已建立的模型不能完

全模拟人类腹主动脉瘤病理生理过程［９］。为了解决

目前动物模型的不足，研究者在此基础上不断改进，通

过联合两种或多种化学诱导方法构建出与人类腹主动

脉瘤高度相似的模型。其中最常用的是 ＴＡＮＡＫＡ
等［１０］提出的腔内弹性蛋白酶灌注联合腔外氯化钙浸

润构建大鼠腹主动脉瘤模型。然而，该建模手术入路

方式与传统建模方式相同，均为经腹腔入路施术，该入

路的缺点是操作复杂，手术难度较大，有腹腔感染风

险，术中需对肠道牵拉，极易并发肠梗阻和损伤腔内脏

器，并需对腹膜、后腹膜分离延长手术时间，增加了死

亡风险。为了降低手术难度，提高手术成功率和存活

率，本研究采用经腹膜后入路施术，经腹膜后入路是泌

尿外科常用手术方式［１１］，由于腹主动脉与肾脏解剖位

置毗邻同属于腹膜外位器官，为经腹膜后入路构建大

鼠肾下腹主动脉瘤模型提供可能。经该入路的优点是

可直达腹主动脉，无腔内脏器干扰，操作相对简单，可

避免经腹腔入路所致的风险。本研究证实了经腹膜后

入路构建大鼠肾下腹主动脉瘤模型是切实可行的。该

入路局限之处是：①腹膜后间隙为非自然腔隙，缺乏体
表标志，寻找手术入口较传统经腹腔手术难度大；②腹
膜后间隙狭小，视野暴露及操作空间有限，完全游离裸

露全段腹主动脉难度较大。

　　为此，本研究在ＴＡＮＡＫＡ等实验的基础上对一些
细节加以改进，进一步简化手术操作，同时保证成瘤

率。与传统建模方式比较除了手术入路不同外，还有
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以下优点：①不需完全游离裸露全段肾下腹主动脉，保
证灌注段腹主动脉＞０．５ｃｍ即可，无论采取哪种入路
施术，过多游离裸露血管会增加副损伤导致大出血，或

因结扎过多分支及腰动脉导致局部组织和脊髓缺血进

而增加大鼠死亡风险。②传统的弹性蛋白酶灌注需利
用液压或微量泵注射器维持１００ｍｍＨｇ甚至更高的灌
注压，然而实际上并不能准确达到并维持相等的压力，

过高的压力可致弹性蛋白酶进入循环导致大鼠死

亡［１２－１４］。且灌注结束后需结扎穿刺侧髂动脉或股动

脉［４，１０］，易发生单侧肢体缺血坏死，致残率高。虽有将

穿刺部位改为腹主动脉，灌注结束后换成可吸收血管

缝合线修复腹主动脉穿刺口，恢复腹主动脉原有解剖

结构的报道［６］，但该法需借助显微外科技术，操作难

度大，术者需有一定的血管外科基础，限制了广泛应

用。本研究未采用加压灌注，因为人类腹主动脉瘤形

成过程也没有外在机械性压力的作用［１０］。仅需将弹

性蛋白酶缓慢注入灌注段腹主动脉，使其保持充盈即

可，所选择的穿刺针为胰岛素针（３０Ｇ），对血管损伤
极小，灌注结束后局部压迫便可止血。显著提高了手

术成功率，使模型更符合人类腹主动脉瘤形成过程。

此方法简单易行，不需借助显微外科技术和微量泵等

昂贵仪器，易于推广。③减少了弹性蛋白酶的用量
（５Ｕ），过大的弹性蛋白酶用量易导致大鼠死亡［１３］。

为了不影响成瘤率，在减少弹性蛋白酶用量的同时，加

大氯化钙浓度（１．０ｍｍｏｌ／Ｌ），因为氯化钙浓度与动脉
瘤的形成密切相关，据报道０．２～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度都
可在大小鼠不同遗传背景下成功诱导动脉瘤形

成［１５－１６］。④缩短了灌注时间（２０ｍｉｎ），经典的弹性蛋
白酶灌注时间是２ｈ，过长的阻断腹主动脉时间，易形
成血栓，且血液长时间集中在阻断部位以上易导致脑

水肿和下肢缺血，死亡率高［１７－１８］。汪浩等［１９］将灌注

时间缩短至３０ｍｉｎ成功建立了腹主动脉瘤，显著减少
了脑水肿的发生，降低了死亡率，但仍有一定比例的下

肢缺血发生率。本研究在联合氯化钙浸润的基础上，

缩短灌注时间至２０ｍｉｎ，无１例下肢缺血发生，且不影
响成瘤率。

　　通过手术入路的改变及术中细节的改进，本研究
中手术成功率 １００％，总存活率 ９０％，模型组成瘤率
８０％，瘤体在组织形态学、血管基质破坏方面与人类腹
主动脉瘤病理生理表现高度相似。该建模方法简单易

行，不需借助显微外科技术和昂贵仪器设备，且有高成

瘤率，低死亡率，可复制性和拟人性强等优点，是研究

腹主动脉瘤发病机制及治疗方法理想的动物模型。
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