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　　[摘要]　目的:探索构建2型糖尿病(T2DM)小动物心肺复苏模型的一种新方法,采用改良后的经心外膜电

刺激诱导 T2DM 大鼠心室颤动,导致大鼠心搏骤停。方法:选择健康的SPF级雄性Sprague-Dawley大鼠40只,

体重为(250±10)g。其中10只大鼠作为对照组,给予普通饲料喂养并经腹腔注射同等剂量的柠檬酸钠溶液(PH
=4.5);另30只大鼠给予高脂高糖饲料前期喂养,模拟糖尿病患者前驱期的肥胖、胰岛素抵抗和(或)葡萄糖不耐

受状态,大鼠 T2DM 造模成功后,选用针灸针作为导电极,采用定量化定位点经胸壁刺入针灸针至达心外膜,持
续交流电刺激诱导心室颤动并维持6mins,然后给予心肺复苏术:呼吸机辅助通气、胸外心脏按压、静脉推注肾上

腺素以及电除颤等。诱颤的电流强度为0.5~1.0mA,电刺激总时间为3min,电刺激后心电监护均显示心室颤

动,心肺复苏后大鼠均恢复自主心率,实验结束后解剖尸体,肉眼观察未发现心外膜出血点和肺部淤血。结果:24
只大鼠造模2周后的血糖为(17.1±3.4)mmol/L,体重为(468.7±10.4)g,符合 T2DM。有效电刺激开始后,本
实验24只 T2DM 大鼠全部成功诱发心搏骤停。诱颤的电流强度为(0.6±0.1)mA,电刺激后诱发出现心搏骤停

的时间为(20±6)s,室颤导致的心搏骤停的总时间为6mins,心肺复苏时间为8mins,除颤次数(3±2)次。实验

结束后解剖尸体,肉眼观未发现心外膜出血点和肺部淤血。结论:采用改良后经心外膜诱颤建立2型糖尿病大鼠

心搏骤停/心肺复苏模型的操作简单可行,模型稳定,能够满足2型糖尿病患者心搏骤停/心肺复苏基础研究的

需要。
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Abstract　Objective:Toexploreanewmethodforconstructingasmallanimalcardiopulmonaryresuscitation

modeloftype2diabetesmellitus(T2DM),usingimprovedtransepicardialelectricalstimulationtoinduceventricu-
larfibrillationinT2DMrats,resultingincardiacarrestinrats.Methods:TheexperimentalsitewasintheCar-
diopulmonaryResuscitationLaboratoryoftheSecondAffiliatedHospitalofAnhuiMedicalUniversity.Atotalof
fortyhealthymaleSprague-Dawleyrats,weighing(250±10)g,wereselected.Tenofthem wereinthecontrol

group.Theother30ratswerefedwithhigh-fatandhigh-sugardietintheprodromalphasetosimulateobesity,

insulinresistance,and/orglucoseintoleranceofdiabeticpatients.Theacupunctureneedlewasusedastheleade-
lectrode.Piercetheacupunctureneedlethroughthechestwalltotheepicardiumatthequantitativepositioning
point.Ventricularfibrillationwasinducedbycontinuousalternatingcurrentstimulationandmaintainedfor6mi-
nutes,andthencardiopulmonaryresuscitation wasperformed,includingventilator-assistedventilation,chest
compressions,intravenousinjectionofepinephrine,andelectricaldefibrillation.Thecurrentintensityofthein-
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ducedfibrillationwas0.5-1.0mA,andthetotaltimeofelectricalstimulationwas3minutes.Afterelectrical
stimulation,theECGmonitoringofallratsshowedventricularfibrillation.Aftercardiopulmonaryresuscitation,

allratsrecoveredtheirvoluntaryheartrate.Nomacroscopicsubepicardialhemorrhageand markedpulmonary
congestionwasfoundatthepost-mortemautopsy.Results:TwoweeksafterSTZestablishment,thebloodglu-
coseof24ratswas(17.0±3.3)mmol/L,andthebodyweightofthemwas(468.7±10.4)g,meetingthestand-
ardsofT2DMrats.Aftertheeffectiveelectricalstimulation,cardiacarrestwassuccessfullyinducedinall24
T2DMrats.Thecurrentintensityofinducedfibrillationis(0.6±0.1)mA,thetimetoinducecardiacarrestafter
electricalstimulationis(20±6)s,thetotaltimeofcardiacarrestinducedbyventricularfibrillationis6min,the
CPRtimeis8minutes,andthenumberofdefibrillationis(3±2)times.Nomacroscopicsubepicardialhemor-
rhageandobviouspulmonarycongestionwasfoundintheautopsy.Conclusion:Theimprovedmethodofinducing
cardiacarrest/cardiopulmonaryresuscitationmodelinT2DMratsthroughtranscutaneouselectricalstimulationon
epicardiumissimpleandfeasible,andthemodelisstable,whichcansatisfytheneedsofbasicresearchoncardiac
arrest/cardiopulmonaryresuscitationinT2DMpatients.

Keywords　cardiacarrest;electricalepicardiumstimulation;type2diabetesmellitus;rat

　　糖尿病属于我国高发慢性疾病之一,不仅疾病

负担重,而且并发症多,显著影响我国人民的健康

和平均寿命,是目前亟待研究解决的全民健康问

题。在糖尿病患病人群中,2型糖尿病(type2dia-
betesmellitu,T2DM)为糖尿病患者主要患病类

型。进一步的研究显示糖尿病患者死亡最常见原

因是合并心血管疾病,约占70%,其中50%是心源

性猝死(suddencardiacdeath,SCD),因此糖尿病

是SCD独立危险因子之一,其风险是非糖尿病患

者的2~4倍。临床研究数据表明空腹血糖受损的

糖尿病前期患者出现SCD的风险是非糖尿病患者

的1.51倍,糖尿病合并慢性心衰者出现SCD比例

明显高于非糖尿病合并慢性心衰者,且与糖尿病患

者的左室收缩功能无关[1-2]。此外,心搏骤停(car-
diacarrest,CA)患者复苏后血糖水平与其预后呈

U型相关,即低血糖和高血糖与其住院病死率增加

相关,高血糖与心功能恶化密切相关,而低血糖与

神经功能预后差联系紧密[2-3]。

T2DM 大鼠心搏骤停(心肺复苏)动物模型的

构建是展开与糖尿病相关的心搏骤停(心肺复苏)
实验研究的基础,一个良好的动物模型具有操作简

便、方法稳定、可重复等特征,并能够模拟临床疾病

病理生理过程。本研究前期建立大鼠 T2DM 模

型,后期选择经皮心外膜电刺激,并在前人实验基

础上进行适当的改良,从而确立了安全高效、稳定

可行,并且比较适合实验室使用的 T2DM 大鼠心

搏骤停(心肺复苏)动物模型。

1　材料与方法

1.1　实验动物

选取健康的SPF级Sprague-Dawley雄性大鼠

40只,由于雌激素的作用,导致雌鼠对链脲佐菌素

(STZ)不敏感[4],体重(250±10)g,8~10周龄。动

物实验室温度维持在(22±2)℃,相对湿度维持在

(60±5)%,所有动物均由安徽医科大学实验动物

中心提供,经过安徽医科大学实验动物伦理委员会

批准(No:LLSC2020433)。

1.2　T2DM 大鼠的建模

将40只大鼠随机分为2组:对照组10只和实

验组30只。对照组给予普通饲料喂养并经腹腔注

射同等剂量的柠檬酸钠溶液(PH=4.5)。实验组

给予高脂高糖(HFD)饲料喂养8周后,上午8时开

始禁食8h(允许自由饮水),腹腔注射 STZ溶液

(30mg/kg)。STZ注射72h后,通过尾静脉测空

腹血糖(FBG)≥11.1mmol/L(200mg/dL)[4]且

7d后FBG未恢复正常视为 T2DM 造模成功。若

血糖不达标,1周后再次腹腔注射相同剂量STZ,
血糖仍未达标则视为造模失败,T2DM 造模成功

后,实验组继续予以高脂高糖饲料维持。选取造模

成功的大鼠进行后续实验。

1.3　T2DM 大鼠心搏骤停(心肺复苏)模型的建立

1.3.1　手术准备　大鼠术前一晚禁食,自由饮水。
将大鼠放入透明鼠笼,使用CO2气体诱导麻醉后,
腹腔注射戊巴比妥钠(45mg/kg)麻醉,仰卧位胶

带固定于小动物手术台上。使用小动物电动剃毛

机剃毛。经颈部纵行切开,逐层分离颈部肌肉束后

暴露气管,选用14G 的气管插管套上内芯进行气

管插管,退出内芯,固定套管,套管末端连接小动物

呼吸机。呼吸机参数设置:潮气量6.5mL/kg,频
率100次/min。经四肢皮下针头记录标准Ⅱ导联

心电图。经左侧腹股沟切开皮肤,逐层分离肌肉和

筋膜直至暴露左股动静脉,将23号 PE-50聚乙烯

导管分别置入股动静脉内,分别监测主动脉压和建

立静脉输液通道。所有动物持续监测肛温,用加热

灯维持小动物体温于(36.5±0.5)℃。

1.3.2　诱颤电极的置入　用无菌针灸针作为导电

极,针灸针经胸壁刺入到达心外膜。由于SD大鼠
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胸壁骨性标志不明显且肌肉层较厚,因此本研究根

据大鼠的解剖学特点,对450~500g大鼠的电极

刺入点进行点量化定位。大鼠心尖搏动最强点定

为 A点,A 点沿体表水平右移约2cm 定为 B点

(具体位置视实验大鼠体表面积可稍有浮动)。准

备两根无菌针灸针,其中一根沿 A 点插入,进针角

度约为60°,刺透胸壁后将针尖方向转向稍左下,缓
慢进针,边进针边感受针尾的搏动。若放手后观察

到针尾有进奏地快速摆动,则可以确定已经贴到左

心脏了。同法,另一根沿着B点,约75°进针。通过

电生理仪可见 QRS波形明显变化,可以确定针是

否触及至心外膜。置入深度为1.5~2.0cm,由于

老鼠肋间隙过窄的原因,因此需要缓慢并旋转进

针。同时在进针过程中,仔细观察大鼠血压和心电

图,若心电图出现一过性室性心律失常等改变,同
时可观察到大鼠血压短暂下降,随即回升至基础

值;针尖抵达心外膜上可见针尾出现与大鼠心脏跳

动频率一致的快速摆动。

1.3.3　室颤与心搏骤停　①心搏骤停的方法及判

定:使 用 直 流 电 设 备 进 行 刺 激,初 始 强 度 为

0.5mA,电刺激时间为3mins,如电刺激10s内大

鼠平均动脉压不能迅速降至25mmHg(1mmHg
=0.133kPa)以下,可把电流强度增加,每次增加

0.1mA,最高增加到1mA,若平均动脉压仍没有

下降至 25 mmHg,则停止电 刺 激,待 大 鼠 稳 定

30mins。稳定之后,调整针灸针刺入的方向和位

置,重新开始诱颤,此过程最多可重复3次以下。
电刺激诱颤时间为3min,当大鼠动脉搏动波形消

失,停止电刺激后心电图波形为室颤、无脉性电活

动或心跳停搏,则判断为心搏骤停,整个心搏骤停

时间(包含电刺激诱颤时间)为6mins,期间不予任

何处理,使用小动物生物信号采集处理系统(Med-
Lab-U/4C501H)进行心率和血压的监测。②心肺

复苏:室颤诱导前15mins记录大鼠基础值。诱颤

结束后用胶带重新固定大鼠四肢。定位按压点:触
摸剑突,以剑突为起点,沿胸骨正中线向上2.8cm
为按压点,用马克笔标记。心搏骤停6mins后开

始小动物呼吸机(KW-100-2多通道小动物人工呼

吸机,南京卡尔文生物科技有限公司,中国)进行机

械通气与胸外心脏按压。机械通气潮气量 0.6
mL/100g,频率100次/min,同时进行胸外心脏按

压。电动心肺复苏仪(KW-XF小动物心肺复苏仪)
的按压频率为 200 次/min,按压深度 1.0~1.3
cm,复苏时间为8mins。按压结束后立即除颤,除
颤仪能量设置为4J。除颤后如果满足 ROSC标准

则停止按压,继续监测大鼠的各项生命指征;如不

满足ROSC标准则需继续按压30s后再除颤,可
以循环 不 超 过 3 次。自 主 循 环 恢 复 (returnof
spontaneouscirculation,ROSC)定义为将复苏后

平均动脉压维持在50mmHg以上5min。

1.4　统计学方法

采用SPSS19.0统计学软件进行数据处理,连

续性计量资料符合正态分布的特征以■X±S 表示,
组间差异比较采用配对t检验;不符合正态分布的

特征组间比较采用配对非参数检验(Mann-Whit-
ney U);计数资料进行χ2 检验,P<0.05为差异有

统计学意义。

2　结果

2.1　大鼠体重变化情况

对照组10只大鼠体重增长缓慢,实验组30只

大鼠经高脂高糖饲料喂养8周后,体重明显高于对

照组,两组差异有统计学意义(P<0.05);造模后实

验组大鼠体重开始下降(P<0.05),但仍高于对照

组,差异有统计学意义(P<0.05);2周后体重趋于

稳定,见表1。

表1　2组大鼠不同时间点体重变化情况 ■X±S

组别 第0周 第4周 第8周 第9周 第10周

对照组 250.5±4.7 324.3±7.11) 390.2±10.81) 405.3±9.61) 416.3±8.21)

实验组 249.8±5.62) 392.8±9.21)2) 512.7±8.11)2) 472.7±10.81)2) 468.7±10.42)

　　与同组上一测量时间点比较,1)P<0.05;与对照组比较,2)P<0.05。

2.2　大鼠血糖变化情况

实验组大鼠高脂高糖饲料喂养8周,与对照组

相比,两组空腹血糖(FBG)比较差异无统计学意义

(P>0.05);在第8周给予STZ腹腔注射后,第9
周测量FBG 显著高于对照组,差异无统计学意义

(P>0.05);STZ诱导后2周实验组血糖趋于稳

定,但仍显著高于对照组,差异无统计学意义(P>
0.05),见图1。

与对 照 组 相 比,实 验 组 大 鼠 葡 萄 糖 耐 量

(IPGTT)曲线各时间点的血糖和曲线下面积值均

显著升高,差异有统计学意义(P<0.05),见图2
和图3。
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与对照组相比,1)P<0.05。
图1　2组大鼠不同时间点血糖变化情况

与对照组相比,1)P<0.05。
图2　2组大鼠葡萄糖耐量曲线

与对照组相比,1)P<0.05。
图3　2组大鼠葡萄糖耐量曲线下面积

2.3　诱发CA情况

实验组30只大鼠符合二型糖尿病的诊断的有

24只,体重(468.7±10.4)g,基线 MAP为(419±
25)mmHg,基线 HR为(122±7)次/min,见表2。

造模成功后,给与有效电刺激开始后参与心肺

复苏的24只SD大鼠全部成功诱发室颤。诱颤的

平均电流为(0.6±0.1)mA,有效电刺激后诱发

CA的时间为(20±6)s。大鼠在有效电刺激开始

后,血压迅速下降至25mmHg以下,监护仪上动

脉波形消失,停止电刺激后,观察大鼠心电为室颤,
见图4。

表2　大鼠诱发CA过程中各项指标变化

　　■X±S

指标 数值

数量/只 24

体重/g 468.7±10.4

基线 MAP/mmHg 419±25

基线 HR/(次·min-1) 122±7

诱颤电流/mA 0.6±0.1

诱颤时间/s 20±6

按压深度/cm 1.1±0.1

除颤次数/次 3±2

图4　室颤心电图

2.4　复苏情况和尸检

24只成功诱发为室颤的2型糖尿病大鼠,其
中20只复苏成功,除颤次数(3±2)次。实验结束

后解剖尸体,肉眼观察未发现心外膜出血点和肺部

淤血。

3　讨论

T2DM 是多数心血管疾病的危险因素,患者体

内长期高血糖状态,引起机体炎症反应加剧、代谢

功能障碍和氧化应激损伤等一系列病理生理改变,
从而增加并发症发生的风险。研究表明,糖尿病患

者发生心搏骤停的风险显著高于非糖尿病患者[5]。
随着针对心搏骤停后标准急救复苏流程的普及,当
前心肺复苏的成功率显著提高。但是,患者自主循

环恢复后,由于机体缺血再灌注导致心血管及胃肠

道等多器官功能紊乱的防治仍是临床上一大难

点[6-7]。因此开发一种稳定的2型糖尿病大鼠心搏

骤停(心肺复苏)模型为今后的研究奠定基础。
胰岛素抵抗和胰岛功能受损是临床上 T2DM

患者的主要病理生理机制,本研究采用 HFD联合

小剂量STZ(30mg/kg)诱导的方式构建T2DM 模

型。长期高脂高糖饮食导致机体脂质代谢异常,血
浆中游离脂肪酸(FFA)增加会降低胰岛素刺激的

葡萄糖摄取率,同时脂毒性、慢性炎症、信号通路传

导异常等机制影响胰岛功能[8],导致胰岛β细胞受

损,最终造成 T2DM。腹腔注射小剂量STZ后,损
伤部分胰岛β细胞同时在造模2周后大鼠血糖升
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高趋于稳定,达到糖尿病诊断标准。与大多数文献

不同,由于后续心肺复苏模型中大鼠体重对复苏成

功率的影响,前期实验选取高脂高糖饲料喂养8周

后,体重为(512.7±8.1)g的大鼠造模,从而降低

体重对后续实验的影响;同时遵照大鼠昼伏夜出的

生活特性,注射STZ当天采用上午8时禁食,注射

后及时予以5%葡萄糖水,避免大鼠因一过性低血

糖导致的死亡,以上措施使造模成功率达80%。
目前常见的心搏骤停(心肺复苏)动物模型的

主要建模方式主要有窒息方式、电刺激方式以及静

脉注射氯化钾方式等。窒息法是较早并且长期使

用的一种方式,能够模拟气道异物、溺水等非心源

性心搏骤停[9];有研究表明,窒息法较电刺激法致

心搏骤停的复苏成功率更低,同时因机体缺氧时间

长容易导致脑、肾脏等器官严重损伤[10]。静脉注

射氯化钾的方式是注射高浓度的氯化钾溶液,高浓

度的钾离子会抑制心肌收缩,使心搏停止在舒张

期[11];但诱发后的心电图多表现为无脉性电活动

或者心搏骤停,这与临床常见的室颤造成的心搏骤

停存在一定差异,同时其复苏率低并且可能出现氯

化钾蓄积导致电解质紊乱。电刺激右心室内膜诱

颤的方法诱发室颤成功率较高,模型稳定[12];但是

对于仪器设备的要求是比较高的,对操作人员的专

业性有一定要求,损伤也较大,不利于推广[13]。经

食道心脏诱发室颤的方法,因其食道特殊的解剖位

置,导致电极放置的部位难以固定,导致诱颤的电

压波动较大,所以此模型在复制时其稳定性受到一

定的制约[14-15]。直视下电击心外膜诱导室颤的方

法则需要开胸暴露心脏以及大血管,因此对小动物

的损伤较大,此外实验操作也较为复杂[16]。与上

述建模方式相比,此次心搏骤停(心肺复苏)实验中

的24只大鼠,诱颤成功率为95%,ROSC成功率为

80%;综合以上,本实验研究采用经皮心外膜直流

电刺激诱颤建立心搏骤停大鼠模型。
采用经皮心外膜电刺激的方法,其关键在于精

准把握进针部位和深度,应尽可能避免因进针定位

的偏差伤及肺脏组织和血管导致血气胸的发生,以
及进针深度过深导致心肌或传到束损伤。本课题

采用针灸针连接上直流电刺激器的正负极作为电

极,将诱颤电流有效地经过皮肤引导至心外膜,不
用在心脏内置管或者开胸,操作较简单、并发症少。
鉴于啮齿类动物基础心率快、并且具有自动复律的

特点,因此我们采用直流电持续电刺激3min的做

法,有效减少了大鼠诱颤后自动复律。目前已有实

验采用经皮心外膜电刺激诱颤的方法建立心肺复

苏模型,研究中建议进针点的选择在胸骨左缘第4
肋间和胸骨右缘第3肋间,但是右侧的导电针的穿

刺进针点一定要紧贴胸骨边缘,否则容易损伤肺脏

组织[17]。另一个研究者提出进针点的设定为在大

鼠的前正中线上以胸骨顶端为零点 O,向下定位

3.2cm 的 点 A;再 以 A 点 为 零 点,向 左 定 位

0.9cm 为B点,向右定位0.5cm 为C点。则B、C
两点即为针灸针刺入的点,进针深度 1.0~1.5
cm。然而在实验中我们发现糖尿病鼠的体积和体

重均较大,肋骨相对难触及,骨性标志并不明显,大
鼠的胸壁肌层较厚,并且测量的差异较大,定位不

够准确,影响诱颤效果。因此,本实验模型进行了

改良,选用体重为450~500g,SD雄性2型糖尿病

大鼠。本研究对穿刺深度和定位点进行改变,穿刺

深度为1.5~2.0cm,大鼠心尖搏动最强点定为 A
点,A点沿体表水平右移约2cm 定为B点。准备

两根无菌针灸针,其中一根沿 A 点插入,进针角度

约为60°,刺透胸壁后将针尖方向转向稍左下,缓慢

进针,边进针边感受针尾的搏动。若放手后观察到

针尾有节奉地快速摆动,则可以确定已经贴到左心

脏了。同法,另一根沿着B点,约75°进针。通讨电

生理仪可见 QRS波形明显变化,可以确定针触及

心外膜。然而极少数情况下,因为二型糖尿病SD
大鼠的个体差异,不能在10s中内血压快速下降

至25mmHg以下,立即调整穿刺点的位置,作者

仅仅在穿刺点周围稍稍做了调整,取得了较好的效

果,诱颤过程顺利进行。然而在诱颤过程中,遇到

一只右位心大鼠,此种定位方式诱颤不成功,解剖

发现大鼠心脏位置异常,因此该实验定位方式不适

用于右位心大鼠。
此次二型糖尿病大鼠心搏骤停大鼠24 只,

ROSC大鼠20只,实验结束后尸体解剖肉眼观未

发现心外膜下出血,胸腔出血以及肺部组织损伤情

况,因此该造模方式基本稳定可靠。该实验方式与

心内膜诱颤相比减少了手术步骤,降低了手术损

伤,并且定位方式更加简单易学,操作者容易掌握,
在研究糖尿病心搏骤停(心肺复苏)基础研究中值

得广泛推广,为今后的实验奠定模型基础。
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