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关于不同截肢水平对心血管系统影响的动物

实验研究
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【摘要】   下肢截肢中血管的损伤会导致血流的重新分布和血管末端阻力的变化，对心血管系统造成影响，

但不同截肢水平造成的影响有何差异，缺乏动物实验的说明。故本文建立膝上截肢（AKA）和膝下截肢（BKA）两

种动物模型，通过血液生化检测及组织病理检测，探究不同截肢水平对心血管系统的影响规律。结果表明，截肢

会使动物的心血管系统出现内皮损伤、炎症、血管硬化等病理改变，且膝上截肢对心血管系统造成的损伤程度高

于膝下截肢。本研究将有助于深入探究截肢影响心血管系统的内在机制，并根据患者截肢水平的不同，在术后进

行更全面和更有针对性的监测，并进行必要的干预以预防心血管疾病的发生。
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Animal experimental study on the effects of different levels of amputation on
cardiovascular system
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【Abstract】 Vascular injury resulting from lower limb amputation leads to the redistribution of blood flow and
changes in vascular terminal resistance, which can affect the cardiovascular system. However, there was no clear
understanding of how different amputation levels affect the cardiovascular system in animal experiments. Therefore, this
study established two animal models of above-knee amputation (AKA) and below-knee amputation (BKA) to explore the
effects of different amputation levels on the cardiovascular system through blood and histopathological examinations. The
results showed that amputation caused pathological changes in the cardiovascular system of animals, including endothelial
injury, inflammation, and angiosclerosis. The degree of cardiovascular injury was higher in the AKA group than in the
BKA group. This study sheds light on the internal mechanisms of amputation’s impact on the cardiovascular system.
Based on the amputation level of patients, the findings recommend more comprehensive and targeted monitoring after
surgery and necessary interventions to prevent cardiovascular diseases.

【Key words】 Amputation levels; Cardiovascular system; Animal model; Biochemical index; Pathological
examination

 0    引言

截肢是指经关节或骨头将已丧失生理功能或

危害患者生命的肢体予以切除的破坏性外科手

术。截肢导致的人体血管和肌肉组织丢失，会引起

血流的重新分布和血管末端阻力的变化[1]，进而影

响人体的血流动力学分布。而血流动力学的改变，

如血流速度、血压、血管壁面剪切应力等，与心血

管疾病密切相关[2-4]。大量研究及调查已经证明下

肢截肢患者患心血管疾病的风险远高于正常人[5-8]。 
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此外，调查结果还发现，膝上截肢（above-knee
amputation，AKA）患者心血管疾病发病率（76.6%）

和死亡率（16 .5%）高于膝下截肢（be low -knee
amputation，BKA）患者（63.1%、5.7%）[9-10]，双侧

BKA 患者的心血管疾病发病率（17.5%）高于单侧

BKA 患者（11.8%）[11]。由此可见，心血管疾病的发

病率会因患者下肢截肢而大大提高，且与截肢平面

存在正相关性。越来越多的研究显示，下肢截肢导

致的血流动力学变化是影响心血管疾病发病率的

重要原因[12-14]，且不同截肢水平导致的心血管疾病

风险有一定差异[15]。因此，不同水平的下肢截肢术

后，是否以及如何对心血管系统造成不同程度的影

响，是一个值得深入研究的问题。

除临床调研外，有学者采用数值方法研究了截

肢水平对心血管系统的影响规律，发现随截肢水平

的提高，下肢截肢者患动脉粥样硬化与腹主动脉瘤

破裂的风险将增大[16]，且截肢后动脉瘤峰值壁面剪

切应力增加 48%，大大增加了动脉瘤破裂的风

险[17]；下肢截肢后残端内血流动力学的变化与肌

肉萎缩及康复[18] 和动脉粥样硬化斑块的形成[19] 具

有密切关系。虽然数值仿真结果从理论上证实了

下肢截肢对血流动力学的影响，但血流动力学的改

变将使心血管系统发生哪些变化，目前尚未见相关

临床和实验研究。

因此，本文基于课题组关于截肢对心血管系统

影响的动物模型[20]，采用动物实验研究方法研究

了 AKA 和 BKA 两种不同截肢水平对动物心血管

系统的影响，从动物实验的角度完善了关于截肢对

心血管系统影响的研究。

 1    材料与方法

选用无特定病原体（specific pathogen free，
SPF）新西兰兔（［SCXK（川）2019-031］，成都达硕实

验动物有限公司）共 18 只，不论雌雄，体重（2.2 ±
0.31）kg，分为正常对照组（A 组，n = 6）、膝上截肢

组（B 组，n = 6）、膝下截肢组（C 组，n = 6）。A、

B、C 组均在动物笼中单笼饲养，均可在笼中自由活

动、进食和饮水，室温控制在 25 ℃，12 h 光照与黑

暗循环交替。经过 7 天的适应喂养期后，B、C 组行

截肢术。麻醉（耳缘静脉注射 3% 戊巴比妥钠）后

剪毛并依次切开皮肤，分离肌层、浅深筋膜，游离

血管、神经并于近心端结扎。AKA 组和 BKA 组分

别将兔膝关节以上股骨远端、膝关节以下胫腓骨近

端用手术钳夹断，并依次切断肌肉、血管及神经，

保留足够的肌肉长度（截断位置向前 5 cm 处），

将肌肉缝合包住断骨。术后将实验兔放于加热板

上，待状态稳定后，送回动物笼中，术后饲养三个

月共 92 天。在饲养期中，实验兔可在动物笼中自

由活动，并且定期将三组实验兔放出动物笼自由活

动。术后观察到，B、C 组运动活力较好，保留了绝

大部分运动能力，鉴于喂养兔料是未添加胆固醇等

的低脂兔料，且有 A 组作为对照组，故因运动对实

验兔脂质水平造成的影响可以忽略不计。

 1.1    生化指标检测

人类心血管疾病的初筛一般采用抽血化验，主

要预警指标包括总胆固醇（total cholesterol，TC）、

高密度脂蛋白胆固醇（ h i g h  d e n s i t y  l i p t e i n
cholesterol，HDL-C）和低密度脂蛋白胆固醇（low
density liptein cholesterol，LDL-C）[21]，其中 TC、

LDL-C 含量的升高及 HDL-C 含量的降低被普遍认

为是心血管疾病的主要危险因素[22]。基于兔子与

人心血管系统的相似性[23]，这些检测指标同样可以

作为实验兔心血管系统发生变化的参照[24-25]。本

研究采用兽用生化分析仪 BS-240VET（深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司）检测上述指标。

另外，本文引入心钠肽（atr ia l  natr iure t ic
peptide，ANP）和脑钠肽（brain natriuretic peptide，
BNP）及血管平滑肌肌动蛋白 α（vascular smooth
muscle α-actin，α-SMA）作为观测指标，通过酶联免

疫吸附测定法（enzyme linked immunosorbent
assay，ELISA）进行定量检测（ELISA 试剂盒购自上

海茁彩生物科技有限公司）。ANP 主要由心房细胞

分泌，由于心房扩张是 ANP 释放的主要诱因，因

此 ANP 含量与左心房压、肺动脉收缩压有着密切

关系，ANP 含量的变化表现出心血管系统对人体

血压的调控[26-27]。BNP 主要由心室细胞合成及分

泌，具有舒张血管平滑肌、扩张血管、抑制心肌纤

维化等功能，当心脏压力及负荷增加时，其含量会

急剧升高，是反映心室功能较为敏感的指标，在评

估心力衰竭程度、指导治疗及评估预后上均具有一

定价值[28]。许多研究表明，BNP 在血浆中的含量

可以作为慢性心力衰竭的诊断证据[29-30]。截肢术

后，受到损伤的血管在再生修复过程中会分泌大量

的血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor，VEGF）、纤维母细胞生长因子（fibroblast
growth factor，FGF）、肝细胞生长因子（hepatocyte
growth factor，HGF）[31-32]。而 Messina 等[33] 的研究

表明，FGF 诱导的血管平滑肌细胞（vascular smooth
muscle cell，VSMC）增殖与迁移，对血管狭窄的发

生发展有促进作用，其增殖过程可以通过血液中 α-
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SMA 的含量来体现[34]。

各血液指标中，同属于血脂类的 LDL-C、HDL-
C、TC 含量在术后 7 天、21 天、92 天测量；同属于

激素类的 ANP、BNP 含量在术后 7 天、31 天测量；

属于蛋白类的 α-SMA 含量于术后 7 天、92 天测量。

 1.2    动脉病理检测

饲养期结束后，开展动物组织病理检测工作。

首先取实验动物的心、肝、脾、肺、肾做基础疾病分

析，排除实验动物本身疾病的干扰，然后取主动脉

弓、胸主动脉、腹主动脉和股动脉按病理检验

SOP 程序作病理切片检查[35]。使用数字切片扫描

仪（Pannoramic 250，3DHISTECH，匈牙利）对切片

进行观察和图像采集。采用苏木精-伊红（hemato-
xylin-eosin，HE）染色法观察各动脉组织细胞形态

变化，染色后，每张切片先于 40 倍下观察全部组

织，察看大体病变情况，再选择要观察的区域采集

100 倍和 400 倍镜下图片，观察具体病变。采用范

基林（van Gieson，VG）染色法观察动脉弹力纤维成

分的变化，染色后，肌纤维呈黄色，胶原纤维呈红

色，弹力纤维呈黑色。VG 染色后，每张切片先于

40 倍下观察全部组织，再根据组织大小及表达情

况分别选取 3 个区域于 400 倍镜下采集图像。

 1.3    统计分析

所有数据均用 SPSS 26.0 软件进行统计分析。

所有数据表示为平均值±标准差。采用单因素方差

分析比较 A、B、C 三组血液中的 LDL-C、HDL-及
TC 含量，组间两两比较采用 Bonferroni 事后检

验。所有的统计分析中，检验水准均为 0.05。

 2    结果

生化仪检测结果如图 1 所示。A、B、C 三组血

液中的 LDL-C 含量和 TC 含量的组间差异有统计

学意义（P < 0.05），均表现为：A 组小于 B、C 组；

B、C 两组组间随时间的推迟表现出不同的趋势。

A、B、C 三组血液中的 HDL-C 含量的组间差异有

统计学意义（P < 0.05），含量表现为 A 组 > B 组 > C 组。

术后血液中 α-SMA、ANP、BNP 含量的检测结

果如图 2 所示。术后 7 天 A、B、C 三组 α-SMA 含

量的组间差异有统计学意义（P < 0.05），术后 92 天

各组 α-SMA 含量差异无统计学意义。术后一月内

各组 A N P 含量的组间差异有统计学意义（P  <
0.05），表现为：A 组 < B 组 < C 组。术后 7 天各组
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图 1     三组 LDL-C、HDL-C、TC 含量比较     *P < 0.05，表示 B、C 组分别与 A 组对比；#P < 0.05，表示 B、C 组组间对比

Fig.1   Comparison of LDL-C, HDL-C and TC content among the three groups     *P < 0.05, group B and group C are compared with group A
respectively; #P < 0.05, comparisons were made between groups B and C
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图 2     三组 α-SMA、ANP、BNP 含量比较     *P < 0.05，表示 B、C 组分别与 A 组对比；#P < 0.05，表示 B、C 组组间对比

Fig.2   Comparison of α-SMA, ANP and BNP content among the three groups     *P < 0.05，group B and group C are compared with group A
respectively; #P < 0.05, comparisons were made between groups B and C
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BNP 含量的组间差异有统计学意义（P < 0.05），含

量表现为：A 组 < B 组 < C 组；术后 31 天，A 组

与 B 组、C 组的 BNP 含量的组间差异有统计学意

义（P < 0.05）。
HE 染色发现内脏无明显病理改变；胸主动脉

处和腹主动处各组变化无明显差异。病变发生在

主动脉弓以及股动脉处（如图 3 所示）：主动脉弓

处 B 组出现中度内皮细胞坏死，C 组出现轻度弹性

纤维断裂；股动脉处 B 组出现轻度平滑肌细胞变

性坏死，C 组出现中度平滑肌细胞变性坏死。

腹主动脉和股动脉处的 VG 染色结果如图 4 所

示。为衡量动脉弹性变化，采用 Image-Pro Plus
6.0 图像分析系统测定所采集全部图像的光密度和

面积，计算弹性纤维组织表达面积百分比（elastic
fiber area expression percentage，EFEP）以分析动脉

弹性。计算结果显示，腹主动脉处 A、B、C 各组

EFEP 分别为 11.32%、7.62%、9.56%，股动脉处 A、

B、C 各组 EFEP 分别为 3.37%、4.48%、4.76%，组间

差异均有统计学意义（P < 0.05）。

 3    讨论

本文使用兔建立截肢动物模型，在实验周期设

计上参照实验室环境下兔子平均寿命为 10 年[36]，

且成年期人类寿命 1 年相当于兔子的 18.25 天[37]

两个标准，设计实验周期为 3 个月共 92 天，时间上

等同于人类截肢后 4~5 年的心血管系统变化。

LDL-C 含量的升高会引起泡沫细胞的生成及

增殖，后者刺激 VSMC 增殖，将促进动脉粥样硬化

斑块的发生与发展[38-39]。而本文实验结果发现，相

比 A 组实验兔，B 组和 C 组血液中 LDL-C 含量均

明显偏高（P < 0.05），这表明截肢术后实验兔的心

血管系统抵抗动脉粥样硬化的能力变弱了，结合前

文血液中 LDL-C 的含量升高能够说明脂质在血管

内部有沉积的现象。同时，B、C 两组 LDL-C 含量

差异有统计学意义，说明不同截肢水平对血液中

LDL-C 含量的影响是不同的，由此产生的心血管疾

病的潜在风险是不同的。另一方面，HDL-C 具有

清洁疏通动脉的功能，含量越高，动物患心血管疾

病的风险越小 [40]，而血液中 HDL-C 含量表现为
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图 3     术后 92 天 A、B、C 组主动脉弓及股动脉 HE 染色图像    
黑色箭头表示弹性纤维断裂，蓝色箭头表示内皮细胞坏死，黄

色箭头表示平滑肌细胞变性坏死

Fig.3   Hematoxylin-eosin stained images of aortic arch and
femoral artery 92 days after amputation     black arrows indicate
breakage of elastic fibers, blue arrows indicate necrosis of
endothelial cells, and yellow arrows indicate degeneration and
necrosis of smooth muscle cells
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图 4     术后 92 天 A、B、C 组腹主动脉及股动脉 VG 染色图像    
弹性纤维由绿色箭头标示

Fig.4   Van Gieson stained images of abdominal aorta and
femoral artery 92 days after amputation     elastic fibers are
indicated by green arrows in the figure
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A 组 > B 组 > C 组。LDL-C 和 HDL-C 是 TC 的主

要成分，占比高达 80%~90%[41]，血液中 TC 含量检

测结果为 A 组  < B 组、C 组，这与截肢术后体内

LDL-C 含量的升高与 HDL-C 含量的减少有直接联

系。关于下肢截肢者动脉硬化的研究中提到，下肢

截肢者体内 T C 水平（ 1 9 5 . 6  v s  1 8 3 . 8，单位：

mg/dL，P = 0.006）及 LDL-C 水平（136.1 vs 117.2，单

位：mg/dL，P = 0.002）显著高于正常人，而 HDL 水

平则刚好相反（40.0 vs  45.7，单位：mg/dL，P  =
0.004）[42]，动物实验的研究结果也与此相符。

研究表明血压水平可由 A N P 及 B N P 调

控[26-30]，截肢术后血液中 ANP、BNP 含量的升高说

明动物体内血压升高，动物机体的血压自我调节在

这一过程中起到作用，以此达到降压效果。此外，

因截肢使血管受到严重损伤，受损血管将再生[31-33]。

术后 7 天 B、C 组与 A 组的 α-SMA 组间含量差异有

统计学意义（P < 0.05），这表明截肢后 VSMC 由收

缩型向增殖和活动型的表型转换，是修复受损血管

的生理反应。此外，截肢导致的血管内皮损伤和炎

症会使得增殖的 VSMC 通过内膜，吞噬沉积于此的

脂质，促进动脉粥样硬化斑块的形成[32]。

对比不同截肢水平组的生化检测结果，发现

B 组血液中 LDL-C、TC、ANP 和 BNP 的含量低于

C 组，而 HDL-C 含量偏高。出现这种反常现象的

原因是由于 BKA 相比于 AKA，虽然受创面更小，

但恢复速度更慢，即截肢水平高伤口恢复速度反而

更快。有研究针对 AKA 和 BKA 患者作了长期的

跟随观察，发现 AKA 患者的伤愈率和伤愈速度均

高于 BKA 患者（91% vs 81%）[43-44]；同时，AKA 患

者出现伤口感染的概率小于 BKA 患者（22.6% vs
29.4%）[45]。2004 年美国机构对下肢截肢的印第安

人进行调查，发现 AKA 患者患糖尿病的概率远低

于 BKA 患者[46]。另有研究表明，AKA 患者的伤愈

速度大于 BKA 患者，但死亡率方面，AKA 患者的

三年存活率小于 BKA 患者（55% vs 78%）[47]。相关

研究表明，AKA 手术虽然丢失肌肉和血管更多，但

由于无需传输血液到心脏远端，负荷减小，故术后

恢复速度更快；与 AKA 患者不同的是，残端的血

液供应对 BKA 患者伤口的愈合非常重要，这与伤

愈速度直接相关[48]。截肢术后伤愈速度的快慢与

体内炎症及血管内皮损伤持续的时间有直接联系，

这也从另一方面表明为何术后初期 BKA 患者心血

管系统受损的程度大于 AKA 患者。但 AKA 手术

毕竟会导致大量失血并且是人体形态的巨大改变，

手术对身体的影响会随时间的增加而日益加重，造

成数年后死亡率高于 BKA 组的情况。

HE 染色结果表明主动脉弓处 B 组出现中度内

皮细胞坏死，C 组出现轻度弹性纤维断裂，说明

BKA 对主动脉弓的损伤小于 AKA；由 VG 染色结

果计算得到的 EFEP 可知，B 组腹主动脉处的血管

硬化程度高于 C 组，结合主动脉弓处的 HE 染色结

果，说明 AKA 对主干动脉的损伤大于 BKA，这可

能是 AKA 致死率更高的一个重要因素[49-50]。股动

脉处 HE 染色结果表明因截肢处血液循环被阻断，

将直接影响血管的血液运输情况，局部血流动力学

发生改变导致血管压力骤然增大，故血管极有可能

受到机械损伤。而股动脉处的 EFEP 结果表明，B、

C 组的血管弹性大于 A 组，这表明在截肢末端处，

因修复损伤血管导致血管生长，使得血管弹性升

高[50-51]。

 4    结论

为探究不同截肢水平对心血管系统的影响有

何不同，本文基于兔子与人类心血管系统的相似性

选择兔子作为研究模型，建立不同截肢水平

（AKA、BKA）的动物模型，通过对比各组血液指标

参数及各组织的损伤程度、形态学差异，发现截肢

水平不同会对动物心血管系统造成不同程度的损

伤，且截肢水平越高对心血管系统造成的损伤越

大，AKA 相较 BKA 手术会使主干动脉受到更严重

的损伤，这是 A K A 患者术后五年生存率低于

BKA 患者的主要原因。此外，实验也发现截肢处受

损血管会再生，使得截肢处侧肌纤维变小、变少，

血管侧支增多。本研究将有助于进一步探究截肢

影响心血管系统的内在机制，并根据患者截肢水平

的不同，在术后进行更全面且更有针对性的监测，

进行必要的干预以预防心血管疾病的发生。
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