探究性实验实施
探究性实验课程的目的是为了能充分调动学生的学习主动性、积极性和创造性，并把所学得的基础医学知识综合地应用于课题的立项、设计、实施、结果分析和论文撰写。 探究性实验根据其实验自行设计程度和时间跨度可分为平台性扩展设计实验和自行设计实验二类。
第一节  自行设计性实验
自行设计性实验是指在教师的指导下，学生通过在一段时间内对文献进行复习与查阅，寻找同学感兴趣的研究内容，自行设计性实验方案，完成实验操作、观察和分析实验结果、实验课题汇报等全过程。自行设计性实验持续时间较长，约二个学期。在自行设计性实验过程中，学生可以充分地利用实验室或教研室提供的电生理学、血流动力学、呼吸力学、细胞生物学和分子生物学等仪器设备。同时，进一步培养了学生的开拓与创新精神，养成良好的科学精神和严谨务实的科学作风。
一、文献查阅、综述写作
（一）文献查阅
（1）以实验小组为单位，根据已学的基础知识和近期将要学习的知识，利用图书馆专业期刊及 Internet网查阅相关的文献资料，提出各自感兴趣的研究方向和内容。
（2）在教师的指导下，经过小组集体酝酿、讨论，凝练一个共同的研究目标与内容。
（二）综述写作
（1）围绕一个共同的研究目标与内容，通过小组内成员的答辩与讨论产生综述写作的主笔同学，并合理分配每个同学在查阅文献与综述写作中的任务。
（2）通过文献查阅，了解本研究内容的国内外现状，写出实验课题的背景综述或文献综述（包括涉及研究所需的材料、设计与实验方法）。
（3）在文献查阅过程中，每个小组需定期进行文献阅读汇报会（2～3次），加深对课题的研究方向的理解和把握，增强自主学习和终生学习的能力。
（4）在完成背景综述或文献综述基础上，确定研究方向中的某个论点或热点，由1～2个同学主笔完成发表综述的写作。
（5）发表综述应严格按照刊物的要求进行撰写，力争公开发表。
二、立题与课题标书
（一）立题
（1）经过小组集体酝酿、讨论，确立一个既有科学性又有一定创新的课题。
（2）指导老师对课题的目的性、科学性、先进性、创新性和可行性进行初审，必要时可通过预实验进行实验方案论证。
（二）课题标书
（1）明确课题研究的目的、意义和研究内容，了解国内外研究现状、水平和发展趋势。
（2）制定较为清晰的研究方法、技术路线、时间接点和可行性分析。
（3）课题组长应组织小组成员在老师指导下，按照基础医学院大学生自然科学研究基金项目的要求完成课题标书填写任务。
三、实验方案设计
（一）方案设计
1．方案设计原则
在立题基础上，依据文献资料和预实验结果认真地按照规定的格式写出实验操作的设计方案。设计方案的内容应详细并具可操作性。
2．具体格式要求：
（1）题目，班级、设计者。
（2）立题依据（研究的目的、意义，以及欲解决的问题和国内外研究现状）。
（3）实验动物或细胞的品系、规格和数量。
（4）实验器材与试剂：器材名称、型号、规格和数量；药品或试剂的名称、规格、剂型和使用量，包括特殊仪器与药品需要。
（5）实验方法与操作步骤：包括实验的技术路线、实验的进程安排、每个研究项目的具体操作过程，以及设立的观察指标和指标的检测手段。
（6）实验日程安排与进度的控制节点。
（7）观察结果的记录表格制作。
（8）预期结果。
（9）可能遇到的困难、问题及解决的措施。
（二）实验准备
根据实验的设计方案列出实验所需的动物、细胞株、器械、药品、试剂等预算清单，在实验前两周提交指导老师。对一些特殊药品或试剂应列出供应商的公司名称。
四、开题报告
1．由基础医学院组织开题报告，邀请相关领导和专家参加评审。
2．课题小组应在组长领导下，选好主汇报人，做好多媒体汇报材料，同时小组每个成员都要积极做好准备，接受其他同学、专家和领导的询问。
3．开题报告后，应认真总结，发现问题和修正方案。
五、预实验、结果分析、正式实验
（一）预实验
（1）按照实验设计方案和操作步骤，认真进行预实验。
（2）实验过程中，做好各项实验的原始记录。
（二）结果分析
（1）应及时整理实验结果，发现和分析预实验中存在的问题和改进与调整的实验方案。
（2）对实验出现与预期结果不同时应及时向指导老师进行汇报。
（3）如果指导老师认为预实验已基本达到目的和要求时，可不再进行正式实验。
（三）正式实验操作
（1）依据修改后的实验设计方案和操作流程认真地进行正式实验。
（2）做好各项实验的原始记录，及时整理分析实验数据。
（3）对一些实验试剂成本昂贵、实验操作难度较大，以及环境不允许的实验可由教师亲自完成。
六、论文撰写
1．在认真完成实验数据的整理与分析后，按照医学院校的学报格式进行论文撰写。
2．实验小组的每个成员按照自己对实验数据的认识，以及对本课题研究意义的不同思考，可独立完成一篇论文撰写。实验小组在讨论后应共同完成一篇论文撰写。
3．根据老师要求时间节点上交论文，力争公开发表。
七、课题汇报
1．在指导老师修改下，小组每个成员共同完成多媒体制作，做好论文答辩准备工作。
2．实验小组通过协商产生一名同学作为主答辩人，其他同学共同参与，组成论文答辩队。
3．在论文答辩过程中，应体现事实求实，尊重实验结果和良好的科学态度，以及缜密的思维模式和优秀的表达艺术。
4．由指导老师和专家组成的答辩委员会及其他同学将对研究论文汇报结果进行提问。并由答辩委员会对整个研究课题的科学性、先进性、创新性，论文撰写、汇报的表达能力进行综合打分，给出最终成绩。
第二节 扩展性设计实验
多学科扩展性设计实验是指由教师指定的实验平台条件下，完成从实验设计、实验操作到结果分析与论文撰写全过程。实验操作过程基本在一次实验课内完成，然后再安排一次以小组为团队的结果汇报与讨论。例如，以家兔失血性休克作为自主设计实验平台，学生可自主设计休克实验方案，包括失血程度，抢救措施（药物施加的方式），实验观察指标的设立。设计方案经指导教师同意后，在实验课完成实验操作和结果分析等过程，并用多媒体汇报与讨论实验结果。
一、基于家兔为实验对象的多学科整合性扩展设计
（一）实验目的
以哺乳动物家兔为实验对象，依托PowerLab实验系统，多参数多器官系统实验同时开展，进行多功能学科（正常生理、病理生理和药理）的整合性实验。在扩展实验中同时采样记录动物的心血管系统、呼吸系统、泌尿系统等多系统参数，各系统参数的有机组合，辅以各种实验手段和措施（如人为建立病理模型，病理模型的药物治疗等），可明确所设计课题中动物的正常生理过程，病理变化和药物治疗效果。
（二）实验原理
疾病的发生必然伴随着相应的生理过程的变化。PowerLab实验系统使多参数同步记录的可能得以实现。记录此生理参数，可直观地反映机体从正常生理情况转变为病理生理的过程，以及反映药物对疾病的治疗情况。
（三）实验条件
1．实验动物
家兔，体重  1.5～2.0 kg。
2．药品与器材
基础实验中用于家兔实验的所有药品和器械。
（四）实验基本过程
根据设计实验的步骤而变化
（五）讨论分析
（1）对实验目的、原理进行阐释，实验结果进行总结与归纳。
（2）对实验中出现的各种观察指标变化进行分析，探讨其变化的发生机制。
（3）如实验结果不理想，请分析其失败的原因和提出改进的措施。
（六）时间节点
（1）完整、详细的实验设计方案必须在实验课的前一周完成，设计方案不合格者将取消实验资格。
（2）实验操作时间必须控制在1天以内。
（3）一周后以小组为单位用多媒体汇报实验结果和讨论分析。
（七）附录及注意事项
1．家兔正常生理指标（见第二章）   
2．所需参数参见相应的基础实验。
3．仪器连接参见各相应参数记录时的实验。
4．实验过程不得危害人体健康和污染环境。
（王红卫）
二、基于多因素对离体心脏功能影响的扩展性实验
（一）实验目的
离体心脏灌注是指将动物心脏取出胸腔，连接上一个特定的灌流装置，用相应的缓冲液灌注其冠脉系统，使离体心脏在人工控制的条件下自主跳动或人工起搏下收缩与舒张。自主设计多因素对大鼠离体心脏功能影响的实验，并观察心脏在不同条件下的功能变化规律。
（二）实验原理
离体心脏模型主要分为两种：主动脉逆行灌注（Langendorff）模型和工作心脏模型(Working heart)。这种模型的主要优点是不受神经，体液的调节，影响因素少，而且可控性强（如前负荷、后负荷、营养液成分、温度等均可调节）。因此，离体心脏模型广泛运用于医学各领域生理，药理、生化等基础与临床相关科室的研究领域。
（三）实验条件
1．实验动物
大白鼠，体重200～300 g左右。
2．药品与器材
戊巴比妥钠，Krebs-Henseleit缓冲液，主动脉插管，灌流槽，恒温灌流装置，微电极放大器，哺乳动物手术器械，台氏液，PowerLab 8S主机，微操纵器，冷光源，含95% O2+5% CO2混和气体。
（四）实验基本过程
自主设计各种不同试剂或药物观察对心脏功能的影响。
1．主动脉逆行灌注（Langendorff，逆行灌注，retrograde perfusion）
（1）取大鼠腹腔注射戊巴比妥钠（50mg/kg）麻醉，舌下静脉注射1％的肝素抗凝（0.5ml/kg）（腹腔注射亦可，5000 IU/kg），开胸迅速取出心脏置于4℃或室温下的Krebs-Henseleit缓冲液。
（2）心脏自主收缩与舒张可排出心腔内大部分血液，立即用两眼科镊持主动脉，接上主动脉插管，此管道通过一调节拴连接入可以调节灌注压的灌注管道。
（3）心尖部挂一个金属小钩连接生物信号转换仪，可以测量心率，心功能。整个灌注系统及心脏周围用恒温水浴循环器维持在37℃左右。
（4）将一与PE管连接的水囊由左房插入左心室，PE管接压力换能器至MPA生物信号记录系统，调节水囊内压至5~10 mmHg（前负荷），通过水囊可以测定左室发展压（developed pressure）及dp/dt。
（5）灌流液储槽内常用Krebs-Henseleit液（NaCl 118，KCl 4.7，KH2PO4 1.2，MgSO2 1.2，CaCl2 2.9，NaHCO3 25，Glucose 11.1，EDTA 0.5 mmol），灌注液以95％的O2 和5％的CO2充分饱和，使氧分压维持在500－550mmHg，二氧化碳分压维持在36－42mmHg左右，pH值7.38-7.46左右，灌注压一般在90cmH2O。
（6）心脏恢复自主心跳后平衡灌注15min，待心脏跳动平稳后便可开始实验。
（7）在药物实验中，可以将药物直接加入储槽内，或用微电脑输液泵从主动脉根部给药。挥发性药物（如挥发性麻醉药）可以使灌注液在一定浓度下饱和该药物，再行灌注。
Langendorff灌注最大的优点是简单而且相对稳定（只要灌注压和灌注液恰当）。然而，它不完全符合生理，其本质是主动脉逆行灌注，心脏是空收缩，没有起到泵的作用，而且没有前负荷。将一水囊置于左心室，使心脏有了一些前负荷，另外通过水囊还可以测定左室发展压（developed pressure）及dp/dt，但这种模型心脏做功较少，在测定心肌代谢方面还很困难。这是因为水囊大小是固定的，与心室内壁结合不会太紧密，因此，与生理状态下的前负荷相差较远。
2．工作心脏模型（Working Heart，顺行灌注，antegrade perfusion）
此模型的最大特点是左室有了可以调节的前负荷，这样，心脏就能和在体模型一样做功，而且在测量心脏能量代谢和心肌酶谱方面和在体模型接近。
（1）动物及灌流液同Langendorff模型，与Langendorff模型不同的是，工作心脏模型是一种双灌流装置，它不仅有主动脉灌流系统而且还有左房灌流系统，主动脉流入道和流出道通过三通连接互相转换，流出道的压力（后负荷）可以通过管道内液平面高度来调节。前负荷可以调节左房灌注系统储槽的液面高度。
（2）操作的前半部分同Langendorff模型，在实行完主动脉逆行灌注后行肺静脉插管入左房连接左房灌流系统，结扎固定。
（3）由心尖部向左室插入一充满营养液的PE管，连接换能器至生物信号转换仪，可以测量左室内压变化及心率。
（4）持续主动脉逆行灌流10min待心脏搏动平稳后，关闭主动脉流入道，打开主动脉流出道，并开始心房灌流，预灌流15～20min，待心跳平稳后开始实验。
（五）观察项目
自行设计多因素影响离体心脏的观察项目或心功能指标。
（六）讨论分析
（1）对实验目的、设计原理进行阐释，实验结果进行总结与归纳。
（2）对实验中出现的各种观察指标变化进行分析，探讨其变化的发生机制。
（3）如实验结果不理想，请分析其失败的原因和提出改进的措施。
（七）时间节点
（1）完整、详细的实验设计方案必须在实验课的前一周完成，设计方案不合格者将取消实验资格。
（2）实验操作时间必须控制在1天以内。
（3）一周后以小组为单位用多媒体汇报实验结果和讨论分析。
（八）注意事项
（1）主动脉悬挂结扎的位置不能太深，以免阻塞冠状动脉入口或损伤主动脉瓣造成关闭不全。
（2）在整个实验过程中要注意保持心脏周围温度37℃左右，上下波动不超过0.5℃
（3）灌流液事先要用氧气充分饱和，一般为20～30min。
（4）灌流液经心脏冠脉循环后由冠状静脉窦流入右心房及右心室，最后从肺动脉流出，因此，在操作中如果结扎了肺动脉，会出现右室迅速彭出的情况或将。  
（陈红）
三、大鼠离体主动脉血管功能的扩展性实验
（一）实验目的
通过离体主动脉血管张力变化记录观察血管的收缩功能与舒张功能。如果采用动物疾病模型，如遗传性高血压动物可以观察到血管内皮或平滑肌功能损伤。
（二）实验条件
1．实验动物
大白鼠。
2．药品与器材
戊巴比妥钠，Krebs-Henseleit缓冲液，克氏液，离体血管灌流槽，恒温灌流装置，微电极放大器，培养皿，哺乳动物手术器械， PowerLab 8S主机，微操纵器，冷光源，含95% O2+5% CO2混和气体等。
（三）实验基本过程
1．血管环制备
（1）大鼠麻醉后开胸剪除心脏，将肺组织向前翻开剪除，用有齿镊夹住主动脉上端并轻轻提起，在主动脉后方延胸壁向下剪开结缔组织，分离主动脉，剪除有齿镊夹持而损伤的部位。
（2）将主动脉放入含有Krebs-Henseleit缓冲液的平皿，Krebs-Henseleit缓冲液成份（mmol/L）：NaCl 118.0，KCl 4.7，CaCl2 2.5，MgSO4 1.2，KH2PO4 1.2，NaHCO3 25.0，glucose 11.0，Na2-EDTA 0.5。
（3）仔细分离剪除血管外脂肪组织与疏松血管外膜，然后将血管剪成2～3 mm长的血管环。
（4）用一不锈钢挂钩将血管环挑起并悬挂于张力换能器上，调整挂钩血管环与另一固定挂钩的距离，然后将血管环穿入另一挂钩，调整血管环在两挂钩间的相对位置，挂钩位置固定后缓慢施加前负荷（静息张力）至2 g（扣除挂钩重量）。
（5）将挂钩连同血管环浸入含有预平衡缓冲液（37℃）的血管槽，缓冲液持续通以95％氧气＋5％二氧化碳，使每一血管环在血管槽内的位置相对一致，平衡40～60min，期间每10～15min更换液体一次，待血管张力稳定后可开始实验。
2．血管收缩舒张功能检测
（1）以60 mmol/L 氯化钾使血管环平滑肌去极化,反复重复此过程2次使血管环收缩达坪值；冲洗。
（2）重新平衡血管环，再用1(mol/L苯肾上腺素预收缩血管, 待张力上升并稳定（通常1(mol/L苯肾上腺素加入后10～15min达平台）后, 加入1(mol/L乙酰胆碱舒张血管,以检测血管内皮的完整性（或称内皮依赖性血管舒张反应）。
（3）最大舒张反应大于80 %的血管环可被认为内皮完整,并用于内皮依赖性血管实验。
（4）去血管内膜的主动脉血管环制备：以直径与血管环相似的细绵签穿入血管腔内，在湿纱布上轻轻来回摩擦血管内腔3～5次，或以PE10或PE50管穿入血管腔内，将血管在湿纱布上轻轻滚动摩擦以去除血管内膜。用苯肾上腺素预收缩血管后在用乙酰胆碱检验血管舒张反应，如血管对乙酰胆碱无舒张反应或呈收缩反应，说明血管去除完全。
（四）观察项目
自行设计与确定影响主动脉血管的实验条件、观察项目，记录实验结果。
（五）讨论分析
1．对实验目的、设计原理进行阐释，实验结果进行总结与归纳。
2．对实验中不同药物使用后的各种观察指标变化进行分析，探讨其变化的发生机制。
3．如实验结果不理想，请分析其失败的原因和提出改进的措施。
（六）时间节点
1．完整、详细的实验设计方案必须在实验课的前一周完成。
2．实验操作时间控制在1天以内。
3．一周后以小组为单位用多媒体汇报实验结果和讨论分析。
（七）附录及注意事项
1．血管收缩与舒张工具药及其使用浓度：
（1）缓冲溶液的配制
1）Krebs-Henseleit缓冲溶液的配制：Krebs-Henseleit溶液为离体血管及离体心脏实验常用的一种缓冲溶液，按下述固定比例配制后pH值为7.4，具体配制试剂及用量（见表7-1）。
表7-1　Krebs-Henseleit’s Solution for Isolated Vessel Perfusion

	
	Salt 
	Molecular weight
	mmol/l
	g/l
	g/2l
	g/5l

	1
	NaCl
	58.44
	118
	6.90
	13.8
	34.5

	2
	KCl
	74.55
	4.7
	0.35
	0.7
	1.75

	3
	MgSO4 anhydrous
	120.36
	1.2
	0.14
	0.28
	0.7

	4
	NaHCO3
	84.01
	25
	2.10
	4.2
	10.5

	5
	KH2PO4
	136.09
	1.2
	0.16
	0.32
	0.82

	6
	Glucose.H2O
	198.17
	11
	2.18
	4.36
	10.9

	7
	CaCl2 anhydrous
	110.99
	2.5
	0.28
	0.56
	1.4

	8
	EDTA-Na2
	372.24
	0.5
	0.19
	0.38
	0.95


2）高钾收缩溶液的配制：以氯化钾替代原Kreb－Henseleit中的部分氯化钾，制成等渗透压的缓冲溶液，用于刺激血管收缩，具体（见表7-2）。
表7-2   高钾60mM收缩液
	
	Salt 
	Molecular weight
	mmol/l
	g/l
	g/500ml

	1
	NaCl
	58.44
	62.6
	3.66
	1.83

	2
	KCl
	74.55
	60
	4.47
	2.235

	3
	MgSO4 anhydrous
	120.36
	1.2
	0.14
	0.07

	4
	NaHCO3
	84.01
	25
	2.10
	1.05

	5
	KH2PO4
	136.09
	1.2
	0.16
	0.08

	6
	Glucose.H2O
	198.17
	11
	2.18
	1.09

	7
	CaCl2 anhydrous
	110.99
	2.5
	0.28
	0.14

	8
	EDTA-Na2
	372.24
	0.5
	0.19
	0.095


（陈红）
四、家兔失血性休克的扩展性实验
（一）实验目的
本实验的目的是为了能充分调动同学的学习主动性、积极性和创造性，尤其将所学到的生理学、药理学、病理生理学知识应用于实验的自行设计。以失血性休克为动物实验平台，在一定的实验条件和范围内，完成从实验设计到亲自动手操作全过程。在实验过程中，通过自主设计不同类型、不同程度、不同治疗措施的实验，观察动物的各种功能与代谢变化，分析和掌握其发生的主要原因和机制，使同学能较好地把理论课学到的基础知识与动物实验实践相结合，达到强化与提高发现问题和解决问题的能力，以及初步掌握一些简单的、基本的实验操作技能。
（二）实验原理
失血可使有效循环血量减少。失血途径和程度不同，对机体影响也不同，少量失血可通过机体的一系列抗损伤措施，使血压不出现明显的降低；当快速失血量过多、过快时，可超出机体的抗损伤能力，导致休克发生。但积极药物治疗措施可有效地改善血液动力学变化和增强机体的抗休克能力。
（三）实验条件
自行设计不同类型失血性休克的病理模型，完成失血性休克的造病、治疗和死亡的全过程，并观察休克和抗休克时动物的血液动力学变化特点和机体的功能、代谢变化，分析和掌握休克发生和抗休克治疗的主要机制，以及对机体的影响。
1．实验动物
家兔，体重  1.5～2.0 kg。
2．实验药品与器材
25％乌拉坦溶液，葡萄糖溶液，生理盐水，肾上腺素，0.7%肝素。
兔手术台，电子称，天平，i-STAT血气分析仪，微循环生物信号处理系统，手术器械，动脉插管，气管插管，静脉插管，注射器。
（四）实验基本过程
1．按照实验要求，以及提供的动物、实验器材与药品，自主设计不同类型的失血性休克的病理模型（包括实验原理和观察指标的确立）。
（1）立题：以实验小组为单位，根据以往学的知识和预习“休克”和相关药理章节的内容，或查阅有关文献资料，由小组集体酝酿、讨论确立失血性休克实验方案（包括观察指标和抗休克措施）。但是，一定要注意动物实验立题的科学性、目的性和在现有的条件下所具有的可操作性。同时，也提倡实验思路的新颖和独特性。
（2）方案设计的格式与内容：每实验小组在立题基础上，写出动物实验的设计方案。实验设计方案的内容应详细和具可操作性，具体的内容和格式要求如下：①题目；②立题依据（实验的目的、原理）；③实验动物品种与数量；④实验器材（型号、规格和数量）与药品（规格、剂型和使用量），包括特殊仪器与药品需要（器材型号、规格和数量与药品规格、剂型和使用剂量）；⑤实验内容（方法和操作步骤），以及观察指标；⑥实验观察结果记录表格制作；⑦预期结果；⑧注明参阅文献资料。
2．失血性休克的动物模型复制（见   页）
3．并按实验的自行设计方案完成动物实验操作步骤和指标观察。
（五）讨论分析
1．对实验目的、原理进行阐释，实验结果进行总结与归纳。
2．对实验中出现的各种观察指标变化进行分析，探讨其变化的发生机制。
3．如实验结果不理想，请分析其失败的原因和提出改进的措施。
（六）时间节点
1．完整、详细的实验设计方案必须在实验课的前一周完成，设计方案不合格者将取消实验资格。
2．实验操作时间必须控制在1天以内。
3．一周后以小组为单位用多媒体汇报实验结果和讨论分析。
（六）附录及注意事项
1．家兔正常生理指标（见第二章）
2．实验过程不得危害人体健康和污染环境。
五、基于家兔缺血-再灌注损伤的扩展性实验
（一）实验目的
通过关闭某组织器官的动脉血管造成缺血状态，并维持一段时间后，再开放其动脉血管，恢复组织器官的动脉血供应，造成缺血-再灌注损伤的病理过程。采取积极药物或干预措施可有效地改善组织细胞的功能与代谢状态和增强机体的抗损伤能力。
（二）实验原理
随着临床溶栓疗法、动脉搭桥术、断肢再植、器官移植、心脏手术等方法的不断推广应用，人们发现在一定条件下恢复组织器官的血液再灌注后，有部分患者器官功能代谢障碍及结构破坏不但未减轻反而加重，出现了缺血-再灌注损伤（ischemia-reperfusion injury）。目前认为，缺血-再灌注损伤发生的始动环节是缺血、缺氧导致能量代谢障碍，主要机制是自由基大量产生、细胞内钙超载，以及中性粒细胞活化、无复流现象和高能磷酸化合物生成障碍等。因此，干预和治疗缺血-再灌注损伤的发生是近十多年来研究的热点之一。
（三）实验条件
以家兔缺血-再灌注损伤为自行设计性动物实验平台，在一定的实验条件和范围内，自行设计不同类型组织脏器的缺血-再灌注损伤模型，同时采用不同治疗措施的实验方案。
1．实验动物
家兔，体重  1.5～2.0 kg。
2．药品与器材
25％乌拉坦溶液，葡萄糖溶液，生理盐水，肾上腺素，0.7%肝素，3%戊二醛，TNF-α检测试剂盒，IL-6检测试剂盒等。
兔手术台，电子称，天平，生物信号处理系统，动物呼吸机，显微镜，酶标仪、低温离心机、电动匀浆机、手术器械，动脉夹，动脉插管，气管插管，注射器。
（四）实验基本过程
1．按照实验要求，以及提供的动物、实验器材与药品，自主设计不同类型缺血-再灌注损伤的病理模型（含原理和观察指标确立）。
（1）立题：以实验小组为单位，根据以往学的知识和预习相关章节的内容，或查阅有关文献资料，开展集体酝酿、讨论确立缺血-再灌注损伤实验方案（包括观察指标和抗再灌注损伤措施）。但是，一定要注意动物实验立题的科学性、现实性和可操作性，以及实验思路的新颖和独特性。
（2）方案设计的格式与内容：每实验小组在缺血-再灌注损伤实验平台的基础上，依据实验目的编制出动物实验的设计方案。实验设计方案的内容应详细和具可操作性，具体的内容和格式要求如下：①题目；②立题依据（实验的目的、原理）；③实验动物品种与数量；④实验器材（型号、规格和数量）与药品（规格、剂型和使用量），包括特殊仪器与药品需要（器材型号、规格和数量与药品规格、剂型和使用剂量）；⑤实验内容（方法和操作步骤），以及观察指标；⑥实验观察结果记录表格制作；⑦预期结果；⑧注明参阅文献资料。
2．缺血-再灌注的动物模型复制
（1）心脏缺血-再灌注模型制备：
1）动物分组与处理：将家兔分成A、B动物，A为缺血-再灌注的对照动物，B为去甲肾上腺素预处理动物。
2）用20%乌拉坦（5ml/kg）静脉麻醉，固定于兔台。颈部去毛，手术分离气管和右颈总动脉，并进行气管插管和动脉插管。气管插管与呼吸机连接（潮气量50ml，吸呼比2: 1, 呼吸频率40次/min）；动脉插管与血压换能器连接；四肢连接心电图导联，记录心电图。
3）剪去胸壁左侧被毛，沿胸骨左缘2～4肋剪断肋软骨，打开胸腔。开胸后立即行正压呼吸。
4）用眼科剪剪开心包，暴露心脏，用止血钳轻轻提起左心耳，于冠状动脉左支起始部约2mm处用缝合针绕其穿一无创缝合线，稳定15min。然后予A动物静脉注射生理盐水0.1ml/kg，B动物静脉注射去甲肾上腺素0.1ml/kg，各持续3min。待心率基本稳定后，垫线结扎冠脉左支，20min后松开结扎线，再灌注30min。
复制模型的可靠性用连续监测之ECGⅡ导联的变化来判断，以ST段抬高为心肌缺血存在，以深大Q波出现确定心肌坏死形成。（见图7-2、7-3）
[image: image1.png]



[image: image2.png]




（2）肝缺血-再灌注模型制备：
1）家兔术前禁食12h。
2）动物分组与处理 ：将家兔分成A、B动物，A为缺血-再灌注损伤的对照动物，B为缺血-再灌注损伤的干预与治疗动物。
3）用戊巴比妥钠（3%）30mg/kg，静脉注射麻醉，固定于兔台。颈部去毛，手术分离气管和右颈总动脉，并进行气管插管和动脉插管。
4）剪去腹部被毛，自腹正中切口入腹，于尾状叶上方用直角钳游离尾状叶与其它叶（左侧叶、左中央叶、右中央叶）之间的管道。用血管钳一并夹住血管和胆管。钳夹后，尾状叶保持原色不变，其它肝叶可见色变成暗黄紫色，10min后可见肝略为肿胀。与尾状叶完全不同。钳夹15min后松开血管钳，待肝脏颜色恢复原色（转红）即为再灌注，关腹。然后分别干预和观察。
（3）肾缺血-再灌注模型制备：
1）动物分组与处理 ：将家兔分成A、B动物，A为缺血-再灌注损伤的对照动物，B为缺血-再灌注损伤的干预与治疗动物。
2）用戊巴比妥钠（3%）30mg/kg，静脉注射麻醉，固定于兔台。颈部去毛，手术分离气管和右颈总动脉，并进行气管插管和动脉插管。
3）剪去腹部被毛，自腹正中切口入腹。摘除左侧肾脏（注意血管结扎与止血），取下的左肾下极组织放入3%戊二醛中固定。找到右侧肾脏的肾动脉，分离肾动脉和夹闭血流1h，松开夹子恢复血液再灌注。术后6h击昏动物，取右肾下极组织放入3%戊二醛中固定。
（4）肠缺血-再灌注模型制备：
1）动物分组与处理 ：将家兔分成A、B动物，A为缺血-再灌注损伤的对照动物，B为缺血-再灌注损伤的干预与治疗动物。
2）用戊巴比妥钠（3%）30mg/kg，静脉注射麻醉，固定于兔台。颈部去毛，手术分离气管和右颈总动脉，并进行气管插管和动脉插管。
3）剪去腹部被毛，腹中线自剑突下1.5cm起向下作5cm长切口打开腹腔，用纱布将内脏轻轻地向左推移，见到右肾门垂直向腹主动脉处，于左侧肾上腺右上方找到横向行走的系膜上动脉，并分离出系膜上动脉（避免误伤静脉），用缝合针绕其穿一无创稍粗的缝合线备用。动物稳定15min后，结扎细线1h造成肠缺血（注意不要打死结），松开结扎线恢复其血流即再灌注。
3．按实验的自行设计方案完成动物实验操作步骤和指标观察。
（七）讨论分析
1．对实验目的、原理进行阐释，实验结果进行总结与归纳。
2．对实验中出现的各种观察指标变化进行分析，探讨其变化的发生机制。
3．如实验结果不理想，请分析其失败的原因和提出改进的措施。
（八）时间节点
1．完整、详细的实验设计方案必须在实验课的前一周完成，设计方案不合格者将取消实验资格。
2．实验操作时间必须控制在1天以内。
3．一周后以小组为单位用多媒体汇报实验结果和讨论分析。
（九）附录及注意事项
1．家兔正常生理指标(见第二章)。
2．移动内脏时，动作要轻柔，不要认为过度牵拉损伤肠管，脏器不要移出腹腔外并用纱布盖好。
3．实验过程不得危害人体健康和污染环境。
                                                   （李稻）
图7-1  正常ECGⅡ导联





图7-2  缺血-再灌注损伤ECGⅡ导联
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