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大鼠高温热疗模型的建立与评价

刘友坦 占丽芳 古妙宁 黄绍农赵振龙 李征毅 杨新平 郭进强

【摘要】 目的探讨模拟全身高温热疗大鼠模型的建立条件及其对血脑屏障(BBB)及脑组织病理学的

影响。方法 40只成年雄性SD大鼠被随机分为对照组(c组)、实验A组(Ms组)、实验B组(Mb组)和实验

C组(Me组)，每组10只。C组大鼠置于25～26℃室温下4 h；Ms、Mb和Mc组大鼠放入具备生物氧供给的

加温仓中，仓内温度分别为34、36和38℃(风速25 cm／s，相对湿度65％)，加温3 h后出仓，在室温下降温。

加温期间监测肛温、心率(HR)、平均动脉压(MAP)、血气、麻醉药物用量及大鼠死亡情况。当大鼠肛温降至

37℃后经股静脉注射伊文思蓝(EB)，5 rain后经心脏灌注肝素生理盐水至右心耳流出液清亮为止。开颅取脑

组织，分别检测脑组织含水量；EB测定法观察大鼠BBB通透性；光镜和电镜下观察脑组织、脑细胞和BBB病

理学改变。结果各组大鼠麻醉药物用量差异无统计学意义。各实验组大鼠肛温较C组明显升高，差异有统

计学意义(P均<o．01)。Mc组死亡4只大鼠，Ma组、Mb组各死亡1只。与C组比较，各实验组大鼠HR明显

加快，MAP和pH值明显降低，差异有统计学意义(P均<0．05)；脑组织含水量及EB渗出量明显增多

(P<0．05或P<0．01)；而动脉血氧分压(PaO：)、动脉血二氧化碳分压(PaC02)和血细胞比容(HcT)均无显

著差异。光镜下观察Ma组脑组织轻度水肿，而Mb组和Mc组都出现中、重度水肿改变。电镜下观察Mb组

和Me组大鼠神经元胞体水肿严重，胞质变空，BBB中内皮细胞中有空泡形成，胶质细胞足板肿胀；而Ma组

则未见损害改变。结论维持36℃加温3 h可使大鼠平均肛温达41～42℃，并引起大鼠BBB破坏、脑水肿及

脑细胞损伤的发生，大鼠死亡率低，实验成功率高。建模条件理想。
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[Abstract]Objective To find out the most suitable conditions for a whole body hyperthermia(WBH)

model and the influence of these conditions on the blood brain barrier(BBB)disruption and brain edema in

rats．Methods Forty male Sprague—Dawley(SD)rats were randomly assigned to four groups(行一10 in each

group)：control group，group A，group B and group C．After anesthesia with pentobarbital，rats were

subjected to femoral artery and vein cannulation．Rats of control group were housed at a controlled room

temperature(25—26℃)for 4 hours．Rats of group A，group B and group C were exposed to WBH in a

biological oxygen supply heated container(relative humidity 65％，wind velocity 25 cm／s)maintained at 34，

36 and 38℃for 3 hours。respectively．Then the rats were removed from the heated container and their body

temperature was cooled down for 1 hour．During heating，rectal temperature，heart rate(HR)，mean arterial

pressure(MAP)，pH，partial pressure of oxygen in artery(Pa02)，partial pressure of carbon dioxide in

artery(PaC02)，the dosage of anesthetic，and the mortality rate in each group were recorded．Evans blue

(EB)was administered into the femoral vein and allowed to circulate for 5 minutes．At the end of the

experiment，the animals were perfused with 0．9％saline and heparin through the heart，and the brain was

harvested for the examination of BBB permeability，water content and morphological alterations in brain

tissues and neurons．Results The total dosage of pentobarbital was not significantly different among all

groups．After WBH for 3 hours，the average rectal temperature was higher than rats without WBH，and the

motality rate was 0，10％，10％and 40％in groups control，A，B，C，respectively．HR of groups A，B and

C were significantly higher than those of control group；MAP，pH of group A，B and C were significantly

lower than those of control group(all尸<O．05)．Compared to that of control group，water content of the

brain and permeability of EB in groups A。B and C were significantly increased(P<O．05 or P<0．01)，but

there was no marked difference on Pa02，PaC02 and haematocrit(HCT)among groups A，B and C．

Morphological investigation showed that there were different degrees of structural changes in brain tissue in

groups A，B and C under light microscopy．Under transmission election microscopy。the structure o{nerve

cells andBBB in group B and group C showed moderate to profound alterations，but there were no changes in

group A．Conclusion Rats housed in s biologicsl oxygen supply heat container with the temperature

maintained at 36℃for 3 hours could establish an ideal WBH model with notable BBB breakdown，moderate

brain edema．and histological changes in brain．

[Key words]rat l whole body hyperthermia model， blood brain barrier； cerebal edema； brain；

tissue morphology
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高温既可杀灭肿瘤细胞或病毒，同时也对机体

产生不利影响。高温热疗治疗肿瘤或一些病毒性感

染疾病已广泛应用于临床。我们前期的研究表明，热

疗期间高温可导致机体血流动力学等生理功能发生

明显变化n1]，近期研究发现，热疗期间输注高晶胶

体液(HHS)可减少术中输液总量和心血管类药物

用量，使患者血流动力学处于相对平稳状态，降低术

中、术后心力衰竭(心衰)和肺水肿的发生率[3]。然而

组成血脑屏障(BBB)的脑血管内皮细胞和基底膜细

胞对高温十分敏感，是全身热疗期间最易受到损害

的部位[4]，因此，高温情况下输注HHS对BBB及脑

组织病理学的影响值得进一步关注。本研究目的是

探讨模拟全身高温热疗大鼠模型建立的条件及其对

BBB及脑组织病理学的影响，以便为今后相关研究

提供可靠的动物实验模型。

1材料与方法

1．1实验动物与分组：本实验已征得南方医科大学

动物实验伦理委员会同意。选择成年雄性SD大鼠

40只，体重231～247 g，按随机数字表法分为对照

组(C组)、实验A组(Ma组)、实验B组(Mb组)和

实验C组(Mc组)，每组10只。实验开始前2周在

室温26℃左右的动物房内常规喂养大鼠。

1．2建立高温模型：以质量分数为2％的戊巴比妥

45 mg／kg腹腔注射麻醉大鼠，行股静脉及股动脉穿

刺、置管，股动脉插管连接压力换能器监测血压及

心率(HR)。实验过程中根据需要可追加麻醉药物

用量，不作静脉输液。C组大鼠麻醉后放在室温下

(25"-26℃)4 h；Ma、Mb和Mc组大鼠放在具备生

物氧供给的加温仓内(人工气候模拟室，由南方医科

大学热卫系研制，仓内温度分别为34、36和38℃，

风速为25 cm／s，相对湿度为65％)加温3 h后出

仓，在室温下待其肛温降至37℃。加温期间用多功

能监护仪监测肛温、HR、平均动脉压(MAP)，并行

动脉血气分析，记录麻醉药物用量及大鼠死亡情况。

1．3 BBB通透性改变及脑水肿观察：当大鼠肛温

降至37℃后，经股静脉注射质量分数为2％的

伊文思蓝(EB)3 ml／kg，5 min后开胸暴露心脏，将

穿刺针自心尖部插入心脏并送达主动脉开El处固
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定，剪开右心耳，结扎腹主动脉，用肝素生理盐水以

80 mm Hg(1 mm Hg一0．133 kPa)的压力灌洗，直

至右心耳流出清亮液体后断头取脑，将脑组织标本

放在含有0．5 m1生理盐水湿润的定性滤纸培养皿

中，以防水分蒸发。

1．3．1 BBB通透性测定：取右侧脑皮质组织0．2～

0．3 g，称湿重后置于盛有3 ml甲酰胺的试管中，加

上橡皮塞，置37℃恒温水浴箱中，48 h后吸取上清

液，紫外分光光度计(入一632)比色后测定吸光度

似)值，根据标准曲线计算EB含量(／-g／g)。

1．3．2脑水肿测定：取右侧脑组织0．2～O．3 g，在

5 rain内称湿重，干燥箱内56℃烤72 h称干重，根

据Elliot公式计算脑组织含水量。

脑组织含水量(％)一望焉粤×100％mi

1．4脑组织、脑细胞和BBB病理学变化

1．4．1光镜下观察脑组织病理学变化：取左侧脑组

织，切成4 mm3组织块，浸入体积分数为4％的多聚

甲醛水溶液内4℃固定48 h，常规乙醇脱水，石蜡包

埋，行5 v．m冠状切片，进行苏木素一伊红(HE)染色

及尼氏小体染色，Olympus显微镜下观察、拍照。

1．4．2电镜下观察神经元和BBB病理学变化：取

脑组织前用多聚甲醛水溶液和戊二醛进行大鼠心脏

灌注，灌注完毕后取脑组织并修成1 mm3的脑组织

块，浸入戊二醛内4℃固定过夜。常规脱水，环氧树

脂包埋，超薄切片，铀一铅双染，H一600型透射电镜观

察、拍照。

1．5统计学分析：应用SPSS 13．0统计软件进行处

理，计量数据以均数士标准差(z±s)表示，组间比较

采用单因素方差分析，计数资料用X2检验，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．I各组大鼠一般情况比较(表1)：4组大鼠的体

重、麻醉药物用量比较差异无统计学意义；各实验组

大鼠平均肛温较C组明显升高，差异有统计学意义

(P均<o．01)；C组无死亡，Ma、Mb组各死亡1只

大鼠，Me组死亡4只。

表1各组大鼠～般情况比较

注：与C组比较，6P<0．01
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表2各组大鼠HR、MAP、血气分析及脑组织含水量、EB渗出量比较(；士s)
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注：与C组比较，aP<0．05，6P<0．01

2。2各组大鼠HR、MAP及血气分析比较(表2)：

与C组比较，各实验组大鼠HR明显加快，MAP

及pH值明显降低，差异均有统计学意义(P均<

0．05)。各组大鼠动脉血氧分压(PaO。)、动脉血二氧

化碳分压(PaCO。)和血细胞比容(HCT)比较差异均

无统计学意义。

2．3各组大鼠脑组织含水量、EB渗出量及组织病

理学改变结果比较(表2；彩色插页图1～2)：与C组

比较，各实验组脑组织含水量及EB渗出量明显增

多(P<0．05或P<O．01)。光镜下观察Ma组脑组

织轻度水肿，而Mb组和Mc组都出现中、重度水肿

改变；电镜下观察Mb组和Mc组大鼠神经元胞体

水肿严重，胞质变空；BBB中内皮细胞中有空泡形

成，胶质细胞足板肿胀，而Ma组则未见损害改变。

3讨论

有研究认为，实施全身高温热疗时将患者体温

升至41．3"-41．8℃是安全而又有效的温度范围[5]。

目前临床上全身热疗时间一般为升温期1 h，高温

平台期2 h，降温期1 h左右[2]。本研究中动物模型

建立的首要条件是大鼠肛温需达到41"-'42℃范围，

高温维持3 h，降温1 h。本研究中发现，Mb组、Me

组大鼠肛温升高的幅度符合我们建立模型条件，但

Mc组实验大鼠死亡数较多，由于34℃加温3 h升

温未达到要求，而38℃加温3 h实验大鼠死亡数较

多，因此我们认为两者建立模型条件都不理想。

BBB是位于脑和微血管之间的物质调节界面，

主要由血管内皮细胞、基膜及胶质细胞足突构成。内

皮细胞含有很少胞饮小泡，内皮细胞间存在紧密连

接，因此可限制和控制水、电解质及大分子物质进入

脑组织。关于全身高温对动物BBB和脑组织病理学

的影响有许多报道。Lin等[6]研究发现大鼠中枢神

经系统对高温非常敏感，中暑大鼠的皮质、下丘脑等

部位细胞可出现明显坏死和变性。Katsumura等¨]

在狗全身热疗模型中观察到升高体温至41．5～

42．0℃维持平台期2 h虽可引起脑水肿等病理学

改变，但并不对BBB通透性产生影响。李亚洁等印3

发现湿热复合刨伤应激大鼠脂质过氧化反应增强，

早期干预可使其减轻，从而减少机体损害。Sharma

等Ⅲ研究发现，将幼年大鼠置于38℃、相对湿度为

45％～47％加温仓内维持4 h，可导致大鼠BBB和

血脑脊液屏障破坏，引起不同程度脑组织水肿和细

胞形态等改变。本研究表明，维持36℃加温3 h，可

使大鼠肛温达41～42℃并引起BBB破坏、脑水肿

及脑细胞损伤的发生。但本研究中将大鼠置于38℃

加温仓内维持3 h死亡较多(4／10)，可能与以下因

素有关：①加温仓内相对湿度不同。我们采用的是模

拟华南地区相对湿热气候(相对湿度为65％左右)。

②Sharma等研究的大鼠是体重为110～150 g的

幼鼠，而我们为了排除幼年大鼠体温调节等神经中

枢发育不够健全和实验操作方便选用了体重为

240 g左右的大鼠。环境相对湿度大和体形肥胖可影

响机体散热，使动物耐受高温能力下降n引，实验动

物死亡率高，因此我们试用Sharma研究的条件建

模并不理想。本研究中也发现，在34℃加温3 h情

况下虽然大鼠BBB通透性不发生变化，但脑组织含

水量明显增多，这说明脑水肿发生与BBB通透性之

间并无直接相关。其原因可能是高温情况下脑血管

舒缩功能处于麻痹状态，加之脑灌注压剧烈变化及

脑组织内环境改变(pH值改变)从而产生一定程度

脑水肿。

体外循环热疗期间由于血液稀释和高热对红细

胞的破坏作用，HCT下降比较突出，有时可下降到

0．20以下￡3]。然而在本研究中我们并没观察到HCT

显著变化，我们推测可能与加温过程中未输液及没

有经过体外循环、红细胞破坏少有关。

综上所述，我们认为在大鼠高温热疗模型建立

过程中维持加温仓温度36℃3 h、相对湿度65％左

右可使大鼠平均肛温达41～42℃，大鼠死亡率低，

实验成功率高，建模条件理想；在此条件下建模可引

起大鼠BBB破坏、脑水肿及脑细胞损伤的发生。
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57例严重鼻出血患者凝血功能指标的监测

刘学兵杜宝军 马淑颖 李超

【关键词】鼻出血，重度；凝血功能，血常规

通过检测严重鼻出血患者凝血指标

及血常规，了解重症鼻出血患者凝血／抗

凝系统化规律，为防治失血后凝血功能

异常引起心、脑并发症提供依据。

1临床资料

1．I病例：57例出血量>500 ml的重

度鼻出血患者中男41例，女16例；年龄

19～73岁，平均53岁；就诊时出现休克

4例，伴休克前期症状lo例，发生脑梗

死2例，出现凝血功能障碍5例。按照患

者病情分别采取鼻内镜下电凝止血，前

后鼻孔填塞、输血，辅以药物治疗。住院

3～21 d，平均9．5 d。

1．2检测指标及方法：取肘静脉血，枸

橼酸钠抗凝，取血浆测定凝血酶原时间

(PT)、活化部分凝血活酶时间(APTT)、

凝血酶时间(TT)、纤维蛋白原(Fib)四

项凝血功能指标。检查血常规，记录血红

蛋白(Hb)、血小板(PLT)。以50例本院

健康体检者血液标本作为健康对照组。

1．3统计学处理：采用SPSS 10．0统计

软件，数据以均数±标准差(至土s)表示，

z检验，P<O．05为差异有统计学意义。

1．4结果：与健康对照组比较，重度出
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2009．01．016

作者单位：300211天津医科大学第二医
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表1鼻出血患者凝血四项及Hb和PLT检测结果(；士s)

注：与健康对照组比较，3P<0．05；与轻度出血组比较，6P<O．05

血组PT、APTT及TT延长，Fib明显降

低，且重于轻度出血组(P均<O．05)；而

3组间Hb和PLT比较差异均无统计学

意义∽均>O．05)。

2讨论

目前已发现严重创伤和出血患者常

因大量出血、应激、感染等原因，导致凝

血和纤溶功能改变，诱发脑梗死、迟发性

颅内血肿或弥散性血管内凝血(DIC)。

因此，当凝血功能指标出现明显异常时，

应特别警惕DIC的可能[I]。

本资料显示，重度鼻出血患者血浆

PT、APTT及TT明显延长，而Hb和

PLT变化不大，表明重度鼻出血患者不

管是否出现全血Fib和PLT下降，均可

能存在凝血功能异常。TT延长和Fib减

少，表明鼻出血患者血中肝素增多或类

肝素样物质存在。研究认为，凝血指标异

常的原因是由于大量失血导致血浆中凝

血因子缺乏，出血量一般达到总量的

20％～30％时，凝血功能指标检查才表

现为异常[z]。但我们的研究发现，重度鼻

出血患者出血量在500～1 000 ml左右、

血常规未出现明显变化时凝血指标就多

已出现异常，分析其原因，发现该组患者

大多并发多种全身性疾病，而导致出血

和凝血指标异常口]。因此，对重度鼻出血

患者应动态观察凝血功能指标，全面监

测机体的凝血、纤溶状况，对于判断患者

病情、及时给予相应处理和判断预后都

有一定的意义。
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