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!摘要"

!

目的
!

建立潜水减压病$

@K6

%猪模型#用于应用基础研究&

方法
!

选用
$

头巴马小型猪#采用
@aK#%"

型动

物实验舱模拟潜水方案处理#以压缩空气加压至
$"" S̀*

#停留
&"-.3

后#以
$""

$
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的方案减压&用动物跑步机评测肢体运动功能#诱发电位仪

检测脊髓诱发电位联合确定
@K6

脊髓损伤(超声评估右心气泡量和心肺功能(观察皮肤症状演变并检测血液指标&通过整体

行为学'组织病理学'循环和神经生理学'气泡生成'炎症反应等方面筛选建立评估指标体系&

结果
!

模型
@K6

发病率

#""b

#死亡率
"b

&运动功能和诱发电位在减压前后发生明显变化(超声检测出减压后静脉系统气泡量显著#肺动脉指标改

变(同时出现典型皮肤损伤(白细胞'血小板数量减少#

@E

二聚体量增高#肺'脊髓发生淤血'出血等病理改变&上述各类指标能

够客观反映模型损伤#可以组成衡量模型发病的评估体系&

结论
!

巴马猪是制备
@K6

大动物模型的理想动物&
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减压病$
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@K6

%是机体

因所在环境气压的降低速度过快和幅度过大导致气

压变化前已经溶入体内的生理性惰性气体超过了过

饱和极限#形成气泡而引起的症状和体征)

#

*

&

@K6

防治是各类水下活动的核心问题&相对于普通临床

疾病#

@K6

的发生条件特殊'病例数极少#因此其机

制和防治研究更加依赖于动物模型&已有许多种类

的小动物被应用于
@K6

实验研究#特别是小鼠和大

+

$!$

+
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庆
!

龙#等
>

潜水减压病猪模型的建立及评估

鼠#其价格低廉且针对它们的分子生物学研究手段

较为齐全#在需要较多例数观察发病率和死亡率'初

步评价效应以及在机制探索时多被采用&但是#小

动物的基因和生理构造与人类差别较大#在深入观

察新型防治措施效果'机制或者在新技术应用于人

体前#需要借助大动物模型&在非灵长类动物中#猪

在基因水平'解剖结构和生理特征上与人类较为相

近#特别是心血管系统'呼吸系统'皮肤组织和脊髓

等与
@K6

发生密切相关的系统)

!

*

&因此#早在
#F'P

年猪就被用于
@K6

研究)

&

*

&然而#普通猪体形庞

大#给模型制备和指标观测带来相当大的不便&巴

马猪是我国人工培育的唯一小型猪#遗传背景明确#

生理指标稳定'重现性好#是理想的
@K6

大动物模

型&本研究旨在制备
@K6

巴马猪模型#并建立系

统'全面的评价指标体系&

!

!

材料和方法

#>#

!

实验动物
!

%

个月龄普通级巴马小型猪
$

头#

由上海市甲干生物科技有限公司 )

6KWU

$沪%

!"#%E

"""%

*提供#体质量$

!!>#%g#>$C

%

`

N

#饲养于第二军

医大学实验动物中心#在实验操作前适应
%+

#每日

按
!b

体质量给予标准猪粮#自由饮水&本研究获

得第二军医大学伦理委员会批准&

#>!

!

实验系统
!

@aK#%"

型动物实验舱#上海
'"#

所杨园医用氧舱厂&电控动物跑步机$

Z6EK$""

#河

南坤钰贸易商行%#速度
#>"

$

!" -̀

"

L

可控&

a(OAMWE!"=MO

型兽用呼吸麻醉机#深圳迈瑞生

物科技有限公司&

S7EF""=MO

兽用心电监护仪#

深圳迈瑞生物科技有限公司&

?@BE"FP

肌电图诱发

电位仪#上海海神医疗电子仪器有限公司&

7

9

R*I&"K=

超声检测仪#意大利百胜集团公司#配

有
S(!&"M

心脏探头&

#>&

!

高气压暴露

#>&>#

!

加压
!

以压缩空气加压&速率!

#""

$

!""

S̀*

#

%" S̀*

"

-.3

(

!""

$

&$" S̀*

#

C" S̀*

"

-.3

(

&$"

$

$"" S̀*

#

#!" S̀*

"

-.3

&所用压强单位均表示绝对压&

#>&>!

!

稳压
!

在
$"" S̀*

停留
&"-.3

#持续低流量

通风#防止舱内
KA

!

蓄积#每
%-.3

检测
A

!

浓度
#

次#舱内温度维持在
!&

$

!%c

&

#>&>&

!

减压
!

以
$""

$

%"" S̀*#-.3

'

%""

$

P""

S̀*#>%-.3

'

P""

$

&"" S̀*!-.3

'

&""

$

!"" S̀*

!>%-.3

'

!""

$

#"" S̀*&-.3

的方案减压&

#>P

!

观测指标

#>P>#

!

行为学
!

出舱后
!L

'

$L

和
!PL

#置动物于

跑步机上#能够站立者逐步增加速度#直到不能继续

或者最高完成
#>$̀ -

"

L

持续
%-.3

为止&暴露前
!

+

完成动物跑步机适应&

#>P>!

!

皮肤表现
!

高压暴露出舱后观察动物的皮

肤变化#包括皮损出现时间'皮损面积'颜色变化和

主要损伤部位&

#>P>&

!

气泡量
!

高压暴露后
!"

'

P"

'

$"

'

F"

'

#!"-.3

和
&L

'

PL

'

$L

超声检测流经右心室的气泡量
#

-.3

#录像并计数&

#>P>P

!

肺动脉血流指标
!

在每次探测完气泡后#以

超声仪测量肺动脉血流和压力变化&

#>P>%

!

血液指标
!

高压暴露前和暴露后
$L

取静

脉血
%-R

#检测血常规'血生化和凝血等指标&

#>P>$

!

诱发电位
!

高压暴露前和暴露后
$L

#给予

速眠新'丙泊酚后以异氟烷维持麻醉#检测脊髓感觉

诱发电位&

#>P>'

!

组织病理检测
!

在
!PL

检测运动功能后#

氯胺酮过量麻醉致死#解剖观察肺脏和脊髓大体病

理学&取组织#

#"b

甲醛溶液固定#制成
QEM

染色

切片#显微镜下观察&

#>P>C

!

肺湿干质量比
!

取右肺部分组织#在冰生理

盐水中漂洗去除表面残血#用滤纸吸干肺表面#称湿

质量(放置
$"c

烤箱内连续烘烤
PCL

#称干质量&

计算湿干质量比&

#>%

!

模型评估指标体系

#>%>#

!

半定量指标及权重
!

根据动物在高气压暴

露快速减压后的一系列指标#筛选了以下
%

大类半

定量指标#并根据各指标的发生机制#定义了权重&

各指标的权重赋值只限于同类别指标之间的比较#

不同类别之间的赋值大小没有可比性&

$

#

%行为学指标!主要为肢体运动功能评测#根

据
O*240;

评分)

P

*改良后分级&双后肢完全瘫痪为
"

分#双后肢只能稍微活动为
#

分#只能在帮助下站立

为
!

分#能够站立但不能自然行走为
&

分#能行走但

是速度达不到
#>" -̀

"

L

为
P

分#能行走速度达到

#>"

$

#>$ -̀

"

L

但不能达到
$

分标准的为
%

分#能

在
#>$ -̀

"

L

的速度下自然行走至少
%-.3

为
$

分&

$

!

%血管内气泡!根据
M58,+*4EX21I*̀`

评分规

则)

%

*赋值&无气泡为
"

分#偶尔的气泡为
#

分#每
P

次循环至少
#

个气泡为
!

分#每
#

次循环至少
#

个

气泡为
&

分#连续的气泡'至少在整个画面中
#

个气

泡"
)-

!为
P

分#无法辨认单个气泡为
%

分&

$

&

%肺脏显微病理!镜下观察肺组织
QEM

染色

切片#每个组织标本检查
#"

个镜下视野$

!""d

%#根

+

'!$

+
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月#第
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卷

据肺泡和间质炎症'出血'水肿'肺不张和坏死情况

赋值#

!%b

视野损伤为
#

#

%"b

视野损伤为
!

#

'%b

视

野损伤为
&

#弥漫性损伤为
P

)

$E'

*

&

$

P

%脊髓显微病理!参照
O0̂5.

N

L.

等所描述的

方法进行适当改良)

'EC

*

#

P""d

视野下观察脊髓组织

QEM

染色切片&神经元的损伤主要有变性和坏死#

变性指组织切片为嗜伊红染色增强或呈细网状改

变#赋值
#

(坏死指组织切片见小圆形空泡密集或小

圆形空泡呈相互融合#组织结构模糊或消失#细胞核

形态改变#浓缩或破裂#赋值
%

&脊髓白质出现轻度

稀疏#神经纤维排列不整齐#为轻度病变#赋值
#

(若

出现严重稀疏#神经纤维排列不整齐#有凝固性坏死

和囊腔形成#则为重度病变#赋值
!

&

$

%

%皮肤表现!根据皮损面积赋值#斑'丘疹超过

体表面积
%"b

为
%

分(超过体表面积
!%b

但不足

%"b

为
P

分(超过体表面积
#"b

但不足
!%b

为
&

分(斑'丘疹明显但小于体表面积的
#"b

为
!

分(

斑'丘疹轻微为
#

分(基本无表现为
"

分&

#>%>!

!

定量指标
!

包括!血常规'血生化和凝血指

标#感觉诱发电位的潜伏期#肺动跨瓣压及血流速

度#肺干湿质量比&

#>$

!

统计学处理
!

采用
6S66#&>"

软件进行统计

学分析&计量资料用
%

8g(

表示#重复测量资料采用

重复测量资料方差分析#自身前后对照两组计量资

料采用相关样本
"

检验#病理指标选用独立样本
"

检

验&检验水准$

&

%为
">"%

&

A

!

结
!

果

!>#

!

模型成功率
!

使用
$

头巴马猪制备
@K6

模

型#全部发病#模型成功率
#""b

(无个体死亡&

!>!

!

模型评估指标的变化
!

表
#

$

P

具体列出了采

用-

$"" S̀*

暴露
&"-.3E#"-.3

减压.方案制备的

@K6

巴马猪模型各指标值&由表
#

可见#减压后
!

'

$

'

!PL

#脊髓运动功能受损#

O*240;

评分降低#与高

压暴露前比较差异有统计学意义$

-

#

">"%

%(皮损

症状在减压后
!L

和
$L

较明显#与暴露前比较差异

有统计学意义$

-

#

">"%

%#

!PL

基本消退&由表
!

可见#高压暴露后
!PL

#肺和脊髓出现明显病理改

变#肺湿干质量比增大#与正常对照组比较差异有统

计学意义$

-

#

">"%

%&由表
&

可见#诱发电位潜伏

期在减压后
$L

延长#与暴露前比较差异有统计学

意义$

-

#

">"%

%(血液白细胞计数和血小板计数在

高压暴露后
$L

减少#凝血酶原时间延长#纤维蛋白

降解产物和
@E

二聚体升高#与暴露前比较差异均有

统计学意义$

-

#

">"%

%&由表
P

可见#超声探测右

心气泡#在减压后
PL

内气泡量增多#与暴露前比较

差异有统计学意义$

-

#

">"%

%#

$L

偶见气泡(肺动

脉瓣口流速和肺动脉跨瓣压在减压后有所降低#随

着时间的延长又逐渐恢复&

表
!

!

巴马猪减压病模型
C+405;

评分和皮损评分的变化

,V$

#

%

8g(

指标 高压暴露前 减压后
!L

减压后
$L

减压后
!PL

O*240;

评分
$g" &>$'g">P'

"

P>#'g">&'

"

P>$$g">P'

"

皮损评分
"g" &>&&g">'P

"

#>$'g">$C

"

">#'g">&'

!!

"

-

#

">"%

与高压暴露前比较

表
A

!

巴马猪减压病模型高压暴露后
AH7

肺和

脊髓显微病理$肺湿干质量比的变化

,V$

#

%

8g(

组别
肺显微

病理

脊髓显微病理

神经元 白质

肺湿干

质量比

正常对照组
"g" "g" "g" P>'Cg">!#

模型组
&>&&g">'P

"

!>&&g#>CC

"

#>$$g#>PF

"

%>F#g">!C

"

!!

"

-

#

">"%

与正常对照组比较

表
E

!

巴马猪减压病模型诱发电位和血液指标的变化

,V$

#

%

8g(

检测时间点

刺激胫神经诱发电位

头部

"

"

-<

第
#

腰椎

"

"

-<

血液主要变化指标

aXK

$

d#"

F

#

R

f#

%

SRO

$

d#"

F

#

R

f#

%

SO

"

"

<

J@S

"

X

"$

-

N

+

R

f#

%

@E@

"

X

"$

-

N

+

R

f#

%

高压暴露前
!!>&%g#>"% C>C'g">%% #&>'Fg%>&$ P!#>&CgP&>!# #">F'g">%' #>"&g">"F ">'Cg">&!

减压后
$L !$>P#g#>%'

"

#">'Pg">$!

"

F>C"g&>$!

"

!C&>#'gPF>#P

"

#!>&$g">%&

"

#>%%g">#"

"

#>FCg">'F

"

!!

aXK

!白细胞(

SRO

!血小板(

SO

!凝血酶原时间(

J@S

!纤维蛋白原降解产物(

@E@

!

@E

二聚体
>

"

-

#

">"%

与高压暴露前比较

+

C!$

+
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>
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!

龙#等
>

潜水减压病猪模型的建立及评估

表
H

!

巴马猪减压病模型超声检测气泡量$肺动脉瓣口流速和肺动脉跨瓣压的变化

,V$

#

%

8g(

评价指标 高压暴露前
减压后

"

"

-.3

!" P" $" F" #!" #C" !P" &$"

-

气泡量$

MX

评分%

"g" %g" %g" %g" %g" P>%"g">%" &>&&g">P' #>C&g">$F ">%"g">%"

#

">"%

流速
1

"$

-

+

<

f#

%

#>&'g">"% #>!"g">"' #>#Cg">"' #>!Pg">#" #>!$g">"% #>!%g">"$ #>!Cg">"% #>&"g">"F #>&#g">"P

#

">"%

跨瓣压
#

"

--Q

N

'>PCg">$" %>C#g">%' %>$'g">'# $>!"g">$! $>P#g">PP $>!'g">'# $>%&g">%C $>'#g">%# $>F"g">$#

#

">"%

!!

MX

!

M58,+*4EX21I*̀ >̀#--Q

N

V">#&& S̀*

E

!

讨
!

论

&>#

!

猪
@K6

模型的优缺点
!

猪的心脏解剖结构和

大小与人基本一致#外周血管构造'分布和血管内径

大小也较为相近#这些对于研究气泡在循环系统内

的生成'运动及损伤规律和效应有重要意义)

F

*

&猪

肺与人分叶虽不同#但在气管支气管分支及肺泡构

造上与人一致#其整个呼吸循环系统功能与人相近(

而
@K6

气泡形成与呼吸循环功能密切相关&猪表

皮和表皮厚度适宜#真皮层有人类相似的毛囊和胶

原蛋白#且毛发稀疏#利于观察症状变化(同时#某些

部位皮肤较厚'血管分布较少#没有小汗腺#对温度

调节反应较差#使得
@K6

皮肤症状更易发生)

!

*

&猪

脊髓和脑的大小'结构'血供'灰白质比例和功能与

也人类相当#使得神经系统症状具有良好的可比性&

猪的新陈代谢也与人类相似#研究猪
@K6

药物防治

措施时#其药理作用'药代动力学和毒性作用也具有

很好的代表意义)

!

#

FE#"

*

&猪的体脂含量较高#更容易

产生理想的
@K6

效应(但相同高气压暴露方案导致

的
@K6

发病率和严重程度会稍高于人类#在研究新

的减压方案时#应考虑这一差异&国内有研究者制

备过猪
@K6

模型#但主要针对血管功能'行为学或

血液学指标进行观察)

##E#&

*

#没有系统探讨评估指标

体系#也没有深入分析模型制备的各要素&

&>!

!

模型
@K6

严重程度的确定
!

由于
@K6

研究

有机制探讨'继发炎症反应'致病气泡分布以及预防

和治疗方法探索等不同目的#所以对于模型发病的

严重程度要求不同&总体规律是高气压暴露的压力

越高'时程越长'减压速率越快#病情越严重)

#P

*

&由

于
@K6

模型存在很大的品系和个体差异#只能通过

一定数量的重复来制备某一目标严重程度的模型#

具体方案根据期望的发病率由文献数据和预实验摸

索确定&发病率$通常以行为学评判%和死亡率是重

要的终末指标#但要在率上得出统计学差异#每组需

要的样本量会很多&因此#在小动物模型研究中可

更多地采用率指标#而包括猪在内的大动物模型可

更多地采用生化指标'气泡生成'心血管和神经功能

等无创或微创等指标#以尽可能控制模型的死亡率#

降低必须采用的动物样本量&

本研究预期制备的巴马猪
@K6

模型需要发病

率高'死亡率低#国外相似体质量猪的
@K6

造模方

案虽有明显
@K6

症状#但有较高死亡率)

#%E#$

*

#本研

究采用-

$"" S̀*

暴露
&"-.3E#"-.3

减压.方案#通

过降低减压速度以减少死亡率#结果表明行为学发

病率达
#""b

#且没有动物死亡#所以此方案非常合

适体质量
!!`

N

左右的巴马猪&推测暴露的压强低

些'时间长些#或者压强高些或时间长些但减压速率

慢些#也能达到同样效果&具体发病率和死亡率#可

根据研究中所施加的防治措施的有效性适当调整&

但对于空气暴露#

%""

$

$"" S̀*

压强比较合适#更

高会有明显的氮麻醉效应&

猪
@K6

模型制备中主要影响因素和人
@K6

发

生的影响因素类似&首先是体质量#需要严格控制&

其次是动物的状态#状态差者症状严重#因此应严格

按标准控制饲养条件和搬运等操作&高气压暴露过

程及出舱后的环境温度也是影响发病程度的重要因

素&加压'稳压阶段环境温度高#而减压或减压后阶

段温度低#会加剧病情&动物加压舱最好有温控系

统#否则减压过程舱内温度容易降低过多&

&>&

!

模型指标的选择
!

和人类
@K6

一样#猪
@K6

可按照症状分为
*

型和
'

型&但动物由于缺乏自主

表达能力#主要依据客观表现区分&

*

型症状较轻#

主要表现为皮肤症状和肢体疼痛#后者主要通过步

态和肌力综合判断(

'

型症状较严重#包括强烈肢体

疼痛和心肺'神经系统表现)

#'

*

&由于依据症状的判

断具有主观'粗糙的缺点#在评估时需要更具体'客

观的指标体系&

气泡是
@K6

的致病因子#通过多普勒或二维超

+

F!$

+
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声技术探测右心系统内气泡量#是评估
@K6

的最客

观指标&血管内气泡会导致内皮损伤#激活凝血'炎

症和免疫等反应#导致一系列指标的改变#都可反映

疾病严重程度&

肺是
@K6

气泡靶器官#血管内气泡最终通过右

心多数被阻滞在肺毛细胞血管网系统内#导致一系

列损伤&除了出现肺组织水肿等病理改变外#还可

能会出现肺动脉高压(气泡流经右心及肺动脉时#还

可能造成这些部位的损伤(最终导致右心功能异常&

中枢神经系统特别是脊髓#也是
@K6

气泡重要

的损伤部位&重症模型常会出现脊髓功能受损的行

为学表现&

O*240;

评分是常用的肢体功能评价指标#

反映脊髓丘脑的运动通路功能完整性)

P

#

#$

#

#C

*

&诱发

电位作为更加敏感的指标#可检测脊髓通路完整性&

综上所述#本研究成功建立了猪
@K6

模型#并

建立了系统的评价指标体系&通过选择全部或者部

分指标可以在今后的预防或处置措施研究中客观评

价效果&同时#该模型也为深入研究
@K6

发生机制

奠定了基础&
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