一种基于凝血酶与机械限位的固定长度血栓的大白猪模型
A porcine thrombosis model of fixed length based on thrombin and mechanical restriction
1、 研究目的与意义
a. 研究目的：
i. 开发外周静脉可控长度、符合临床的血栓动物模型；
ii. 加深动物试验领域对血栓形成机制的理解与运用；
iii. 为发展更加安全和高效的药物或腔内血栓清除技术奠定理论基础与实践基础。
b. 研究意义：使动物试验的血栓模型可控、符合临床，使后续除栓药物、除栓器械的评估有据可依。
2、 研究背景
随着人口老龄化、人们生活方式及习惯的改变，静脉血栓性疾病正逐渐成为全球性的重大健康问题。静脉血栓栓塞症的亚洲人群年发病率为 13.8~19.9/10 万人(1)，严重影响患者的生存和生活质量(2)。静脉血栓的治疗一般有两种途径：药物治疗与介入治疗。为了满足临床对外周静脉血栓治疗的进一步研究需求，建立外周静脉血栓动物模型至关重要。既往动物血栓模型的造模方式主要分为以下几种：a) 化学诱导：常见的如氯化铁溶液包裹损伤法(3, 4)、过氧化氢溶液包裹损伤法(5)、肾上腺素溶液包裹损伤法(6)，溶液包裹损伤法应用早，方法成熟。利用溶液包裹血管进行透壁的血管内皮损伤，继而形成血栓，优点是不需要接触血液，方便快捷，缺点是造栓的长度无法控制，且血管壁的损伤不符合人体内血栓形成的机制，对血管壁的病理学研究受限。b) 机械损伤：常见的如反复钳夹血管壁损伤法、小磁珠注入+磁场定位法(7-9)、定量击打致创伤法(10, 11)。反复钳夹血管壁损伤法与定量击打致创伤法形成血栓的机制相较化学诱导法更符合临床，但在动物实验中组间的重复有困难，且有机械损伤致动物血管与组织破裂的风险。小磁珠注入+磁场定位法血栓定位与长度相对可控，但异物注入的血栓形成方式不符合临床，且小磁珠有无法被外界磁场捕捉继而嵌顿到远端在非目标血管形成血栓的风险。c) 光/光化学反应法：主要用于小动物浅表血管模型，使用玫瑰红B注射+局部特定波长照射(12-14)或单纯激光照射法(15)，通过光化学反应或激光能量损伤血管内皮生成血栓。此法形成血栓定位及长度可控，但玫瑰红B属III类致癌物，可能对动物及实验人员产生损伤，且仅适用于光能够到达的浅表血管。d) 其他方式：包括特定肿瘤（如卵巢癌）诱导的血栓形成(16)、抽取小动物血液体外形成并回注(17, 18)等。这些方式多是某些疾病特化的动物模型，如卵巢癌继发下腔静脉血栓、肺栓塞等，不符合临床常见外周静脉血栓治疗方式的研究需要。
3、 动物模型的制备方法
a. 实验动物：
品种:实验用猪(大白)
动物等级:普通级
数量和性别:9只，雌雄不限
动物年龄:10个月
动物体重范围:75土5kg
b. 实验动物的饲养与管理及其环境条件
实验动物饲养于模型动物护理中心内，室温控制在20~25℃，湿度40~70%，12小时照明，12小时黑暗。饲养方式为单笼饲养，每笼1只，饲养笼具为标准化镀锌钢管笼。
c. 动物检疫项目、方法结果
所有动物按检疫要求进行检疫，检疫期7天。在此期间，观察动物的外观体征、行为活动、粪便性状及摄食量等健康状态指征。动物试验前，由临床兽医进行质量确认，全部动物符合试验要求，可用于试验。
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4、 实验操作规程
a. 动物术前16h禁食不禁水；
b. 麻醉：动物称重，舒泰和拜特速眠新肌肉诱导麻醉，待动物保定确切后将其置于手术台上，俯卧位进行气管插管，接麻醉机，再行仰卧四肢捆绑保定。手术全程使用异氟烷吸入麻醉，常规生命体征监护。
c. 备皮与消毒：于双侧股部、颈部备皮，清洁消毒，铺无菌手术单。
d. 配置各类液
i. 肝素盐水 A，用于冲洗鞘管、导管、导丝：3000U加入500mL盐水中，浓度 6U/mL；置于手术台上备用；
ii. 肝素盐水 B：5000U (0.8mL) 配成20mL，浓度250U/mL，用 20mL注射器放置于微量泵；配置 2 套微量泵；
iii. 肝素盐水 C，台下备用，用于全身肝素化：12500U 配成 12.5mL，浓度1000U/mL。
iv. 凝血酶粉剂配置方法：1000U 加入 05mL 水，充分溶解，冰箱冷藏保存备用
e. 采血：术前静脉采血，测定血常规、血液生化、凝血、D-二聚体和血浆游离血红蛋白指标。
f. 穿刺及置鞘：颈部切开，分离暴露颈静脉，直视下穿刺置入 8F 血管鞘。
g. 左股静脉血栓模型建立:
i. 沿颈静脉通路送入造影导管至左股静脉远端，造影测量股静脉直径。引入0.018 导丝和微导管至左股静脉远端，将微导管留置于拟造栓段血管远端，主要用于造影，抽出 0.018 导丝，微导管用肝素盐水 A 少量冲洗后外接三通留置备用。
ii. 左侧股部切开，分离暴露股静脉，选取 5cm 血管作为拟造栓段血管。这段时间注意用肝素盐水 A 冲洗双颈静脉鞘管及微导管，避免继发血栓。
iii. 拟造栓血管两端采用提线法结扎，同时在近心端结扎处做缝线缩窄，缝线缩窄处保持管腔面积缩窄 50%，使用大头针对血栓段进行标记。
iv. 使用注射针穿刺入结扎段血管近心端，边回撤边注入凝血酶 500-1000U
v. 沿微导管（此时微导管尖端位于远心端结扎线以远）连接微量泵装载的肝素盐水 B。持续泵入肝素盐水 B，速度 7.5mL/hr (相当于2小时3750U 肝素)。
vi. 凝血酶注射 120min 后，移除近心端和远心端结扎线，保留近心端缩窄缝线不取出，使用微导管（端口位于造栓段血管以远）造影，观察并记录血栓形成情况。
vii. 使用微导管造影，明确股静脉内形成血栓。
viii. 造栓完成后，完成后续腔内超声合并药物溶栓试验。
ix. 行肺动脉造影观察肺部血流情况。
x. 撤出所有导管导丝，穿刺部位止血，关闭切口。观察实验动物苏醒后生命体征、精神状态、进食状态、活动状态等。
xi. 术后3d内，每日以青霉素钠配以0.9%生理盐水肌肉注射，防止感染，加强护理，详细观察临床变化。
5、 动物模型的评价与验证
本模型采用两端缝线缩窄+凝血酶的方式建立了长为5cm的血栓，使用共9只大白猪进行重复试验。
a. 评价方法：表观效度方面，造模完成后进行了造模血管段的血管造影（详见附件），均可见明确充盈缺损，提示血栓形成，测量长度符合预期。结构效度方面，该模型的血栓形成机制为血流动力学受损+凝血酶，与人体静脉血栓常见的血流动力学受损激活凝血系统的机制具有可比性。预测效度方面，本模型建立完成后，即继续进行了导管内药物溶栓试验。试验采用经导管接触性溶栓（CDT, catheter directed thrombolysis）方法，最终发现大白猪血栓对导管内尿激酶药物溶栓的反应性强，符合人体静脉血栓的表现。
b. 评价指标：
i. 造模过程中动物生命体征：造模过程中，模型动物的血压、心率、呼吸频率、血氧饱和度无明显波动。
ii. 对造模血管段进行血管造影评估：在血管造影的远心端注射少量造影剂，可见造栓段明确充盈缺损，测量其长度为造模预计长度±10%，且造栓段未见造影剂流过者视为造栓成功。
iii. 可选：使用超声探头对造模血管段进行扫查，应可见明确血管内低回声，测量其长度为造模预计长度±10%，且彩色超声未见血流信号者视为造栓成功。
*超声评估方式非本试验采用的标准。由于超声评估主观性较强，相较而言血管造影能更准确客观地反映成栓的情况。但仍可以使用超声辅助证实造模成功。
c. 阳性药物对于指标的证实效应：对于本模型的大白猪血栓，在使用尿激酶的经导管接触性溶栓试验中可取得良好的除栓效果。
6、 动物模型的生物安全性
本模型采用两端缝线缩窄+凝血酶生成猪下肢静脉血栓，而后进行CTPA检查，在9只实验用猪中均排除了肺栓塞。这得益于局部凝血酶注射及全身肝素化的应用。同时，对于实验用猪的术后养殖及后续尸检也未见明确重要器官（心、肝、肾、脑）损伤。本模型的制备在北京通和立泰实验动物伦理委员会的监管下进行，于模型动物护理中心的屏障设施内进行。本模型不涉及有毒有害药品，麻醉药品由实验手术平台统一提供、销毁。按照常规，在实验结束，对实验动物尸体取材完成后，暂存冰柜，统一收集后进行无害化处理。本研究不涉及微生物菌株管理、细胞系描述、遗传分析，对环境的生态环境的影响主要在于动物尸体与产生的垃圾。动物尸体如前所述统一处理，垃圾按照垃圾分类原则，涉及动物体液、微小组织的垃圾分类为医疗垃圾，统一进行无害化处理，其余垃圾按照生活垃圾的处理流程进行处理。
7、 讨论和结论
本模型是一种外周静脉可控长度、符合临床的血栓动物模型，采用机械限位+凝血酶注射的方式，血栓生成机制符合临床。试验用猪下肢静脉血栓生成后，通过血管造影可确证血栓在位，且长度符合预期，个体间血栓负荷匹配度高。可控的血栓负荷为医疗器械的评估与药物治疗的评估。同时，本试验具有很高的安全性，在试验动物中，造模成功率为100%，且CTPA验证实验动物均未出现肺栓塞，实验完成后的动物解剖未见重要器官损伤。
综上所述，凝血酶与机械限位的固定长度血栓的大白猪模型造模成功率高、安全性高，符合临床，适用于静脉血栓治疗相关医疗器械与药物研究。
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