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早产大鼠动脉导管开放模型的建立
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［摘要］　目的　利用改良的自然发育法构建早产大鼠动脉导管开放模型。方法　基于自然发育法在构建

早产大鼠动脉导管开放模型上的缺陷，本研究对实验技术进行了改进，避免固定方式、脱水处理及切片方式对

血管管径的影响。将 1 只孕 19 d 的 Wistar 大鼠行剖宫产，取出 8 只新生大鼠，脱臼处死后整体包埋、避免脱水、

微距切片、水平切片，苏木精 - 伊红染色后镜下测量动脉导管、主肺动脉、降主动脉内径。结果　孕 19 d 大鼠

剖宫产术后 8 只新生大鼠动脉导管均开放。各血管内径测量结果显示：降主动脉长径：354±106 μm，短径：

182±140 μm；动脉导管短径：155±122 μm，面积：36 847±42 582 μm2；主肺动脉长轴：589±150 μm，短轴：

174±170 μm。结论　改良的早产大鼠动脉导管开放模型成功构建。

［中国当代儿科杂志，2016，18（4）：372-375］
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Establishment of the patent ductus arteriosus model in preterm rats
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Abstract: Objective    To establish the patent ductus arteriosus model in preterm rats using the improved natural 
development method. Methods    In the light of the flaws of the natural development method in establishing the patent 
ductus arteriosus model, the experimental technology was modified to avoid the influence of fixation, dehydration, 
and section method on blood vessel diameter. Cesarean section was performed for a Wistar rat pregnant for 19 days, 
and 8 neonatal rats were obtained. After they were sacrificed by dislocation, they were embedded as a whole to avoid 
dehydration, and the microsection and horizontal section were made. After hematoxylin and eosin staining, a microscope 
was used to measure the inner diameters of the ductus arteriosus, the main pulmonary artery, and the descending 
aorta. Results    After the cesarean section for the rat pregnant for 19 days, patent ductus arteriosus occurred in all 
the 8 neonatal rats. The measurements of the inner diameters of blood vessels were as follows: the long diameter and 
short diameter of the descending aorta were 354±106 and 182±140 μm, respectively; the short diameter of the ductus 
arteriosus was 155±122 μm, and its area was 36 847±42 582 μm2; the long axis and short axis of the main pulmonary 
artery were 589±150 and 174±170 μm, respectively. Conclusions    The improved natural development method can help 
to successfully establish the patent ductus arteriosus model in preterm rats.

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(4): 372-375]
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动脉导管开放（patent ductus arteriosus, PDA）

是指胎儿时期连接肺动脉和主动脉之间的动脉导

管在出生后未能正常关闭。大多数足月儿在生后

48 h 内动脉导管关闭 [1]。早产儿因发育不成熟，出

生后动脉导管多不能及时关闭。胎龄越小，出生

体重越低，PDA 发生率越高，对早产儿危害也越

大 [2-3]。

理想的 PDA 模型应该能够在血液动力学、组
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织学、分子生物学、病理生理机制、疾病进展的

过程等方面模拟人类的 PDA。而由于该类模型制

作较难，目前国内外尚无统一公认的方法。以往

国内外研究采用了模拟动脉导管未闭法 [4]，维持

动脉导管开放法 [5]，先天畸形法 [6] 以及基因改造

法 [7]，由于其制作过程复杂，不能完全模拟早产

儿 PDA，因而利用以上方法建立的 PDA 模型较为

局限。近年来国内外研究者多采用自然发育法，

该方法造模周期短、操作简便、模型成熟、可重

复性好，可以较为贴近地模拟不同胎龄的早产儿

PDA[8-10]。但这种建模方法也有以下几点局限性：

（1）只切取新生大鼠的胸腔部分，使胸腔大血

管横断，血管内血液流出，影响血管内径测量；

（2）制作方法多采用传统的石蜡切片，制作过程

中需要进行组织固定，蔗糖脱水，使得血管收缩；

（3）切片通常间隔较远距离（50~300 μm）[11] 观

测一次，不能观测到管径的细微变化，容易遗漏

重要信息；（4）切片方向大多为冠状面或矢状面，

而动脉导管走行多为水平面，因而不能观察到动

脉导管全长，无法精确测量动脉导管内径。针对

以上缺点，本研究对自然发育法进行了自创性改

良：即（1）整体包埋；（2）避免脱水；（3）微

距切片；（4）水平切片，使得测量结果更加准确

真实。

1　材料与方法

1.1　实验动物

90 日龄雌、雄 Wistar 大鼠各 1 只（吉林大学

基础医学院动物室提供），从第一天 17 点开始

成对饲养，第二天早上 8 点，若雌性大鼠阴道口

可见阴道栓，或阴道涂片观察有精子时记为怀孕

0 d，标记后用营养型饲料和水单独喂养。  

孕鼠于怀孕 19 d 时，在当天早上 8 点，乙醚

麻醉，快速放入 37℃ 75% 酒精中浸泡 2 s，置于

解剖盘上，剪开腹部皮肤，暴露并取出子宫，浸

入 37℃ 75% 酒精中浸泡 2 s，用 37℃生理盐水冲

洗子宫，用灭菌纱布擦干后，再用另一剪刀剪开

子宫，逐只取出新生大鼠。用无菌纱布擦拭口鼻，

人工按压，直至新生大鼠自主呼吸恢复，全身鲜红。

1.2　冰冻切片制作与动脉导管测量

取 8 只新生大鼠脱臼处死，将其直立于锡

箔纸槽中，加冰冻切片包埋剂没过组织，包埋

20 min。将包埋块置于液氮中迅速冷冻，于 -80℃

冰箱冻存。切片之前将切片机设置在 -18℃，取出

包埋组织块，去锡箔纸，用包埋剂将组织块连接

于标本盘上，安装固定，修块，切掉胸腔上下部

分，余下组织以水平面进行切片，厚度为 8 μm，

当肉眼可见主动脉弓时开始，连续留取切片 150 张，

苏木精 - 伊红染色后置于光学显微镜下观察，选

取其中第 1 张降主动脉轮廓完全的切片，测量降

主动脉的长径与短径；选取其中动脉导管最宽的

切片，测量动脉导管与降主动脉交汇处动脉导管

的最大内径，并测量此内径与降主动脉包围形成

的面积；选取其中主肺动脉分为左右肺动脉处的

切片，测量分叉处与另一端的最长距离定义为长

轴，并测量长轴的中垂线与主肺动脉相交所得的

线段长度。

1.3　统计学分析

使用 SPSS 11.0 统计软件对数据进行统计分

析，结果以均数 ±95% 置信区间（x±2.262×σ）

表示。

2　结果

剖宫产娩出的 8 只孕 19 d 新生大鼠均成活，

动脉导管均开放，此模型可以清晰观测到降主动

脉、动脉导管及主肺动脉，造模成功。各血管内径

测量结果显示：降主动脉长径：354±106 μm，短径：

182±140 μm； 动 脉 导 管 短 径：155±122 μm，

面 积：36 847±42 582 μm2； 主 肺 动 脉 长 轴：

589±150 μm，短轴：174±170 μm。见表 1 及图 1。
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3　讨论

大鼠动脉导管在早期胚胎发育、解剖结构、

功能代谢、发生发展机制、超微结构等方面都与

人类动脉导管具有相似性，因此利用大鼠建立

PDA 模型能够更接近于人类的 PDA，以便于在机

制、诊断、治疗等方面对 PDA 的研究 [12]。

目前国内外对大鼠早产的时间限制尚无统一

标准，一般认为 19 d 的胚胎未成熟，动脉导管无

法 自 发 闭 合， 模 拟 PDA 早 产 儿；21 d 的 胚 胎 是

成熟的，动脉导管可以自发闭合，模拟足月新生

儿 [8-10]， 根 据 文 献 报 道 [13]： 小 鼠 孕 龄 16 d 为

孕 82%， 孕 龄 17 d 为 孕 87%， 孕 龄 19.5 d 为 孕

100%。但未见对大鼠胎龄百分率的报道，根据对

小鼠胎龄的报道，我们推断大鼠胎龄 19 d 相当于

孕 88.3%，由于胎龄越小对 PDA 的影响越大，故

考虑到新生鼠的成活率以及对疾病的模拟，本研

究采用孕 19 d 而非 20 d 或 18 d 大鼠进行剖宫产。

本实验以胎龄为 19 d 的早产 Wistar 大鼠为研

究对象，利用冰冻切片、苏木精 - 伊红染色，建

立早产大鼠动脉导管、降主动脉、主肺动脉直径

的正常标准值，构建早产大鼠 PDA 动物模型。

本研究测得的降主动脉、动脉导管及主肺动

脉内径与 Toyono 等 [11] 学者利用自然发育法测量的

结果存在差异，其文献报道的结果为：降主动脉内

径 590±10 μm；动脉导管内径 490±10 μm；主肺

动脉内径 490±10 μm，除包埋方法及切片间隔厚

度不同外，上述数据的测得是采用冠状面、矢状面

进行测量，在主肺动脉与左右肺动脉分支处测量

主肺动脉内径，在动脉导管连接降主动脉处测量

动脉导管内径，在升主动脉、降主动脉纵向中点

测量它们的内径。本研究与之不同如下：（1）整

体包埋新生大鼠，避免胸腔大血管横断、血管内

血液流出，使得血管内径测量更为精准；（2）制

作方法采用冰冻切片，瞬时冷冻，使血管内径瞬

时固定保持不变；制作过程中不进行福尔马林固

定与蔗糖脱水，避免福尔马林、蔗糖溶液引起的

血管收缩；（3）切片厚度为 8 μm，每张冰冻切片

表 1　早产大鼠降主动脉、动脉导管及主肺动脉内径测量

大鼠序号 体重 (g)
降主动脉 动脉导管 主肺动脉

长径 (μm) 短径 (μm) 短径 (μm) 面积 (μm2) 长轴 (μm) 短轴 (μm)

1 2.6 351 270 223 64 521 574 265

2 2.6 391 209 178 46 443 633 241

3 2.6 404 211 190 39 465 618 259

4 2.5 410 155 113 25 754 674 153

5 2.4 309 185 146 57 886 496 153

6 2.2 333 88 203 19 130 619 134

7 2.2 351 219 92 22 947 600 67

8 2.1 286 118 91 18 630 497 124

均值 (x±2.365×σ) 2.4±0.5 354±106 182±140 155±122 36 847±42 582 589±150 174±170

图 1　早产大鼠降主动脉、动脉导管及主肺动脉内径水平面测量（苏木精 - 伊红染色，×40）　　降主动脉（DAo）

测量：a 为 DAo 长径，b 为 DAo 短径；动脉导管（DA）测量：取 DA 与 DAo 交汇处最大内径为短径 c，并且测得此短径与

DAo 包围形成的面积 d；主肺动脉（PA）测量：取 PA 分为左右肺动脉处，测得分叉处与另一端最长距离为长轴 e，并且取长

轴的中垂线与该图形相交所得线段为短轴 f。[AAo] 升主动脉。

降主动脉 动脉导管 主肺动脉
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都进行镜下观测，可以观测到管径的细微变化，

提高测量的精确度，避免遗漏重要信息；（4）切

片方向选择水平位，与动脉导管走行基本一致，

因而可以观察到动脉导管全长，一览动脉导管全

貌，便于选择动脉导管的测量点；（5）在主动脉

弓下第一张降主动脉轮廓完全的切片上，测得降

主动脉长径与短径；取动脉导管与降主动脉交汇

处最大内径处测动脉导管内径，并且测得此短径

与降主动脉包围形成的面积；取主肺动脉分为左

右肺动脉分叉处与另一端最长距离为主肺动脉长

轴，并且取长轴的中垂线与该图形相交所得线段

为短轴。以上五点使得测量结果更加准确真实。

为提高模型制作质量，在大鼠受孕监测方法、

剖宫产技术方面应注意以下两点。（1）通过阴道

栓法与阴道涂片法相结合，根据阴道涂片判断大

鼠性周期来安排交配，能够提高大鼠受孕时间的

准确性；（2）剖宫产时程、术后环境温度、正确

计算妊娠日期会影响胎鼠出生生存率，而剖宫产

时间延长会导致新生大鼠窒息，进而影响动脉导

管的内径。

本模型的不足：由于本模型的建立需要进行

大鼠的繁育，因而耗时较长，而且要求一定的手

术及操作技术，在以后的模型应用中常常还需要

代乳母鼠，以保证早产 / 足月大鼠存活。
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