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新生小鼠缺氧缺血性脑损伤模型的建立
张丹１＃，周玉陶２＃，徐玉庭１，李志荣１，虎鑫１，王茜３∗，李虹椿３，李凡３∗

（１． 昆明医科大学临床医学专业， 昆明　 ６５０５００； ２． 昆明医科大学影像学专业， 昆明　 ６５０５００；
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　 　 【摘要】 　 目的　 对经典 Ｖａｎｎｕｃｃｉ 法进行改进，建立一种简便、稳定的新生小鼠缺血缺氧脑损伤模型。 方法　
将新生 １１ ｄ 的 ＫＭ 小鼠分为正常对照组（Ｎ 组，ｎ ＝ ２０）和缺血缺氧组（ＨＩＢＤ 组，ｎ ＝ １６０），对 ＨＩＢＤ 组行左侧颈总动

脉结扎，分别按照 Ｃ１⁃Ｃ８ 条件缺氧建模。 建模后通过比较各条件下小鼠死亡率、建模成功率和 ＴＴＣ 染色脑梗死体

积，选取最稳定的建模条件。 建模后利用体重生长曲线分析小鼠生长发育情况；Ｌｏｎｇａ、Ｇｒｉｐ ｔｅｓｔ、悬吊试验评估小鼠

神经运动功能；ＨＥ 染色观察脑组织病理改变。 结果　 新生小鼠行左侧颈总动脉结扎，８％ Ｏ２、３５℃条件下缺氧 ４５
ｍｉｎ，死亡率低（８􀆰 ３％ ）且成模率高（４７􀆰 ９２％ ）； ＨＩＢＤ 组较 Ｎ 组小鼠体重增长缓慢并出现严重的神经运动功能障

碍；结扎侧出现脑梗死区，约占全脑体积（１７􀆰 ７６ ± ０􀆰 ７０）％ ；结扎侧大脑皮层及海马区神经元出现变性坏死。 结论

本实验采用新生小鼠行左侧颈总动脉结扎，在 ８％ Ｏ２、３５℃条件下缺氧 ４５ ｍｉｎ 复制 ＨＩＢＤ 动物模型，简便且稳定性

好，是用于新生儿缺血缺氧性脑损伤研究较为理想的动物模型。
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　 　 新生儿缺氧缺血性脑损伤 （ ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是由围生期窒息引起部分或完

全缺氧，脑血流减少或暂停而导致新生儿脑损伤。
该病可引起新生儿感觉运动功能障碍和认知功能缺

陷，如意识障碍、注意力缺陷、记忆缺陷、智力发育迟

缓，甚至可导致脑瘫、小儿脑卒中和癫痫等疾病［１］。
现研究认为围生期窒息是导致该病的重要病因［２］，
其发生机理和有效的干预措施成为该病目前研究的

焦点。 为了深入研究该病的机制与治疗进展，建立

稳定、简便的模拟动物模型显得尤为重要。 Ｙａｇｅｒ
等［３］统计，在 ２００ 多种有关新生儿 ＨＩＢＤ 的动物模

型中，大鼠应用最为广泛（约占 ２９％ ），其次是猪（约
占 ２５％ ）和羊（约占 ２０％ ）。 关于 ＨＩＢＤ 小鼠的模型

有限，而转基因小鼠被逐步用于研究特定基因与

ＨＩＢＤ 发生发展的关系，但经典的 Ｖａｎｎｕｃｃｉ 法并不

适用小鼠，故本研究在借鉴经典 Ｖａｎｎｕｃｃｉ 法的基础

上，选用新生小鼠建立一种简便、稳定的新生小鼠缺

血缺氧脑损伤模型，为进一步研究 ＨＩＢＤ 的发病机

制打下良好的实验学基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物和分组

ＳＰＦ 级新生 １１ 日龄 ＫＭ 小鼠 １８０ 只（与母鼠同

笼饲养），雌雄不限，体重 ６􀆰 ８５ ～ ７􀆰 ５０ ｇ。 购自昆明

医科大学实验动物中心【ＳＣＸＫ（滇）２０１５ － ０００２】。
随机将 １８０ 只 ＫＭ 小鼠分为两组：① 正常组（Ｎ 组，
ｎ ＝ ２０）；② ＨＩＢＤ 组（分为 Ｃ１ － Ｃ８ 组，ｎ ＝ １６０）。 各

组在体重、数量上均无统计学差异。 小鼠建模及组

织取材于昆明医科大学实验动物科学部实验设施内

进行【ＳＹＸＫ（滇）２０１５ － ０００２】。
１􀆰 ２　 主要仪器和试剂

一种改进的恒温缺氧模型实验装置［４］；Ｏｘ⁃Ｐｌｕｓ
氧浓度测试仪（键合电子有限公司）；一种小型实验

动物手术箱［５］；电子天平（Ｍｅｔｔｌｅ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；５ － ０
带线缝合针（上海浦东金环医疗用品公司）；四唑红

（２，３，５⁃ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ） （Ｓｉｇｍａ 公

司，货号 ９３１４０ ）；水合氯醛 （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司，货号

Ｔ８５９０）；异氟烷 （山东科源制药有限公司，货号

Ｈ１９９９０１５７）。
１􀆰 ３　 制备方法

Ｎ 组：除不进行单侧颈总动脉结扎手术和缺氧，
其余条件与 ＨＩＢＤ 组一致。

ＨＩＢＤ 组：小鼠异氟烷（５０ μＬ ／只）吸入麻醉后，
将其固定于无菌动物手术台上，行颈部正中切口（５
～ １０ ｍｍ），切开皮肤后用眼科镊精细分离左侧颈前

肌群，暴露颈动脉鞘，用玻璃分针轻轻将颈总动脉与

迷走神经分离，以 ５ － ０ 缝合线单线结扎颈总动脉并

确保无血流通过后缝合伤口，整个手术过程时间控

制在 １０ ｍｉｎ 内。 手术完成后置于笼外带有母鼠气

味的垫料上休息 ３０ ｍｉｎ，转移至笼内母鼠旁休息 １ ｈ
后进行缺氧实验。 根据缺氧条件的不同分为 Ｃ１⁃Ｃ８
组，条件如表 １ 所示。

表 １　 出生后 １１ ｄ 各组小鼠缺氧条件设置（ｎ ＝ ２０）
Ｔａｂ． １　 Ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ１１ ｍｉｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

氧分压 ／ ％
Ｏｘｙｇｅｎ ｐａｒｔｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ

温度 ／ ℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

时间 ／ ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

Ｃ１ ８ ３７ ２１０
Ｃ２ ８ ３７ １５０
Ｃ３ ８ ２８ １５０
Ｃ４ ８ ３７ ６５
Ｃ５ ８ ３７ ５５
Ｃ６ ８ ３７ ５０
Ｃ７ ８ ３５ ５０
Ｃ８ ８ ３５ ４５

１􀆰 ４　 体重动态监测

对各组小鼠于出生当天（Ｐ１）至造模后第 ５ 天

（Ｐ１６）称重（每天称重时间在 １７：００ ～ １８：００），记录

小鼠体重数据，并绘制各组小鼠体重增长趋势图。
１􀆰 ５　 行为学检测

在 Ｐ１２⁃Ｐ１６ 采用双盲法对各组小鼠行 Ｌｏｎｇａ 评

分测试、Ｇｒｉｐ ｔｅｓｔ 评分测试、悬吊试验，评价小鼠的

运动功能。
１􀆰 ５􀆰 １　 Ｌｏｎｇａ 评分法［６］

检查者按标准对小鼠进行神经功能评估。 共分

７８４
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５ 个等级。 ０ 分：正常，无神经功能缺损；１ 分：左侧

前爪不能完全伸展，轻度神经功能缺损；２ 分：行走

时小鼠向左侧（瘫痪侧）转圈，中度神经功能缺损；３
分：行走时，小鼠身体向左侧（瘫痪侧）倾倒，重度神

经功能缺损；４ 分：不能自发行走，有意识丧失。
１􀆰 ５􀆰 ２　 Ｇｒｉｐ ｔｅｓｔ 评分法［７］

将小鼠前爪搭置在铁丝上，评价小鼠运动功能

协调性。 评分标准：０ 分：跌落；１ 分：一只或两只前

爪紧握铁丝；２ 分：试图爬上铁丝；３ 分：一只或两只

前爪和一只或两只后爪紧握铁丝；４ 分：前爪和后爪

紧握铁丝和尾巴缠绕铁丝；５ 分：逃跑。 评分标准参

考图 １。
１􀆰 ５􀆰 ３　 悬吊试验［８］

小鼠前爪抓住水平铁丝，铁丝离桌面 ４５ ｃｍ，记
录小鼠悬吊时间。 评分标准：１ 分：≤１０ ｓ；２ 分：１１ ｓ
－ ３０ ｓ；３ 分：３１ ｓ － ２ ｍｉｎ；４ 分：３ ｍｉｎ － ５ ｍｉｎ；５ 分：
＞ ５ ｍｉｎ。

注：ａ：小鼠跌落（０ 分）；ｂ：一只前爪紧握铁丝（１ 分）；ｃ：两只前爪紧握并试图爬上铁丝（２ 分）；ｄ：两只

前爪和两只后爪紧握铁丝（３ 分）；ｅ：前爪和后爪紧握铁丝和尾巴缠绕铁丝（４ 分）；ｆ：小鼠紧握铁丝并

沿着铁丝移动逃跑（５ 分）。

图 １　 Ｔｈｅ Ｇｒｉｐ ｔｅｓｔ 评分

Ｎｏｔｅ． ａ： ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｄｒｏｐｐｅｄ （Ｓｃｏｒｅ ０）； ｂ： ａ ｆｏｒｅｌｉｍｂ ｇｒｉｐｐｅｄ ｔｈｅ ｗｉｒｅ （Ｓｃｏｒｅ １）； ｃ： ｔｗｏ ｆｏｒｅｌｉｍｂｓ ｇｒｉｐｐｅｄ
ａｎｄ ａｔｔｅｍｐｔｅｄ ｔｏ ｃｌｉｍｂ ｔｈｅ ｗｉｒｅ （Ｓｃｏｒｅ ２）； ｄ： ｔｗｏ ｆｏｒｅｌｉｍｂｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｈｉｎｄｌｉｍｂｓ ｇｒｉｐｐｅｄ ｔｈｅ ｗｉｒｅ （Ｓｃｏｒｅ ３）；
ｅ： ｔｗｏ ｆｏｒｅｌｉｍｂｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｈｉｎｄｌｉｍｂｓ ｇｒｉｐｐｅｄ ｔｈｅ ｗｉｒｅ， ａｎｄ ｔａｉｌ ｔｗｉｎｅｄ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｗｉｒｅ （ Ｓｃｏｒｅ ４）； ｆ： ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ ｇｒｉｐｐｅｄ ｔｈｅ ｗｉｒｅ ａｎｄ ｒａｎ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｗｉｒｅ ａｎｄ ｅｓｃａｐｅｄ （Ｓｃｏｒｅ ５） ．

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｉｐ ｔｅｓｔ

１􀆰 ６　 ＴＴＣ 染色

造模后第 １ 天（Ｐ１２），腹腔注射 １０％ 水合氯醛

（０􀆰 １０ ｍＬ ／ １０ ｇ）麻醉小鼠，快速取脑组织于 － ２０℃

冰箱里冰冻 １０ ｍｉｎ，切片（厚度 １ ｍｍ），将切好的脑

片置于 ３５℃、１％ ＴＴＣ 溶液中染色 １５ ｍｉｎ 后，将脑

片置于 ４％多聚甲醛溶液中固定 ２４ ｈ。 Ｉｍａｇｉｎｅ⁃Ｐｒｏ

８８４
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Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析脑组织梗死体积［９］。
１􀆰 ７　 ＨＥ 染色

各组小鼠于造模后第 １ 天（Ｐ１２），１０％ 水合氯

醛腹腔麻醉小鼠，４％ 多聚甲醛灌流取脑组织，置于

４％甲醛溶液中固定 ７２ ｈ 后，制成石蜡切片。 常规

ＨＥ 染色，光镜下观察脑组织形态学变化。
１􀆰 ８　 统计学处理

用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计软件进行分析。 数据均采用

均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，正态分布数据使用非配

对 ｔ 检验或单因素变量分析；非正态分布数据使用

Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 变量分析进行秩和检验。 梗死体积

统计采用 Ｉｍａｇｉｎｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为

差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 不同条件下ＨＩＢＤ模型成模率与稳定性的比较

２􀆰 １􀆰 １　 不同条件下 ＨＩＢＤ 模型死亡率、成模率比较

实验中 Ｎ 组存活率为 １００％ 。 ＨＩＢＤ 组中因缺

氧条件不同， 存活率不同。 Ｃ１、 Ｃ２ 组死亡率为

１００􀆰 ００％ ，其中 Ｃ８ 组死亡率为 ８􀆰 ３０％ ，成模率为

４７􀆰 ９２％ ，Ｃ８ 组的缺氧条件（８％ 、３５℃、４５ ｍｉｎ）是较

适宜的。 如表 ２ 所示。
表 ２　 各组 ＨＩＢＤ 模型死亡率、成模率比较（ｎ ＝ ２０）

Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＩＢＤ ｇｒｏｕｐｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

氧分压 ／ ％
Ｏｘｙｇｅｎ ｐａｒｔｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ

温度 ／ ℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

时间 ／ ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

死亡率 ／ ％
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ

成模率 ／ ％
Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｒａｔｅ

Ｃ１ ８ ３７ ２１０ １００􀆰 ００ ０

Ｃ２ ８ ３７ １５０ １００􀆰 ００ ０

Ｃ３ ８ ２８ １５０ ０ ２５􀆰 ００

Ｃ４ ８ ３７ ６５ ７０􀆰 ５９ ５􀆰 ８８

Ｃ５ ８ ３７ ５５ ６６􀆰 ７０ ２０􀆰 ００

Ｃ６ ８ ３７ ５０ ２１􀆰 １５ ２３􀆰 １０

Ｃ７ ８ ３５ ５０ １１􀆰 ５３ ２６􀆰 ９２

Ｃ８ ８ ３５ ４５ ８􀆰 ３０ ４７􀆰 ９２

２􀆰 １􀆰 ２　 脑组织 ＴＴＣ 染色

造模后第 １ 天（Ｐ１２），取小鼠脑组织切片进行

ＴＴＣ 染色。 结果显示： Ｎ 组脑组织为均质红染，
ＨＩＢＤ 组脑组织结扎侧呈现苍白梗死灶（图 ２ｂ 黑色

箭头所示），占脑组织的（１７􀆰 ７６ ± ０􀆰 ７０）％ ，与 Ｎ 组

相比有差异有显著性，且梗死面积值符合正态分布，
表明结扎左侧颈总动脉后于 ８％ Ｏ２、３５℃条件下缺

氧 ４５ ｍｉｎ，可以得到较为稳定的模型。
２􀆰 ２　 Ｎ 组和 ＨＩＢＤ 组生长发育的比较

２􀆰 ２􀆰 １　 体重动态监测

观察 Ｐ１ 至 Ｐ１６ 小鼠体重变化情况。 Ｐ１ Ｎ 组小

鼠平均体重为（２􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０７）ｇ，ＨＩＢＤ 组平均体重为

（１􀆰 ９６ ± ０􀆰 ０２ ） ｇ，两组体重差异无显著性 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 Ｐ１ 至 Ｐ１１ 小鼠体重逐渐增长，两组在各时

间点体重差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 在造模后第 ２
天（Ｐ１３） Ｎ 组体重仍明显增加，平均为 （９􀆰 ３８ ±
０􀆰 １０）ｇ，ＨＩＢＤ 组体重较 Ｎ 组略低，平均为（８􀆰 ８５ ±
０􀆰 １０）ｇ，两组比较差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；造模

后第 ３ 天（Ｐ１４），Ｎ 组平均体重为（１０􀆰 ３９ ± ０􀆰 ２０）ｇ，
ＨＩＢＤ 组平均体重为（９􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０８）ｇ，两组比较差异

具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｐ１５、Ｐ１６ 两组平均体重差

异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 如图 ３ 所示。
２􀆰 ２􀆰 ２　 平均睁眼时间

Ｎ 组小鼠约在出生后（１３􀆰 ７１ ± ０􀆰 ２２） ｄ 双眼完

全睁开，ＨＩＢＤ 组则明显延迟，双眼均睁平均时间为

（１６􀆰 ９２ ± ０􀆰 ２６） ｄ，两者相比差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０００１），如图 ４ 所示。 出生后 １３ ｄ，ＨＩＢＤ 组小鼠

非结扎侧眼已睁开，但结扎侧未睁眼，如图 ５ｂ 箭头

所示。
２􀆰 ３　 Ｎ 组和 ＨＩＢＤ 组运动功能的比较

造模后，Ｐ１２⁃Ｐ１６， ＨＩＢＤ 组 Ｌｏｎｇａ 评分均较 Ｎ
组高， 并且在 Ｐ１２ 和 Ｐ１３ 差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），如图 ６Ａ 所示； ＨＩＢＤ 组握力测

试评分均较 Ｎ 组低，且在 Ｐ１２ 两组比较差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），如图 ６Ｂ 所示；ＨＩＢＤ 组较 Ｎ 组悬吊

试验评分低，并且 Ｐ１２⁃Ｐ１６ 差异均有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），如图 ６Ｃ 所示。
２􀆰 ４　 Ｎ 组和 ＨＩＢＤ 组脑组织 ＨＥ 染色比较

两组小鼠 Ｐ１２ 进行脑组织 ＨＥ 染色，结果显示：
Ｎ 组小鼠脑组织齿状回（图 ７ａ）、海马 ＣＡ２ 区（图
７ｃ）和大脑皮层（图 ７ｅ）结构清楚，神经元密集且排

列整齐；神经元胞质丰富，淡染；核仁清楚。

９８４
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图 ２　 ＴＴＣ 染色结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ（ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

注：出生后 １３ ｄ 和 １４ ｄ， ＨＩＢＤ 组与 Ｎ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 Ｎ 组和 ＨＩＢＤ 组体重变化趋势

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄ１３ ａｎｄ ｄ１４，
∗Ｐ ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ＨＩＢＤ ｇｒｏｕｐｓ

注：ａ： Ｎ 组；ｂ：ＨＩＢＤ 组。

图 ５　 两组小鼠睁眼情况

Ｎｏｔｅ． ａ： ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｔｈｅ ＨＩＢＤ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｙｅ ｏｐｅｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

注：出生后，ＨＩＢＤ 组与 Ｎ 组比较，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ４　 Ｎ 组和 ＨＩＢＤ 组睁眼时间比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｅｙｅ ｏｐｅｎｉｎｇ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＨＩＢＤ ｇｒｏｕｐｓ

ＨＩＢＤ 组小鼠齿状回（图 ７ｂ）和海马 ＣＡ２ 区（图 ７ ｄ）
神经细胞数量显著减少，且排列疏松杂乱，细胞间隙

加宽，胞核固缩变性深染；大脑皮层（图 ７ｆ）细胞数

量减少，神经元变性坏死，胞体缩小，核固缩，整个细

胞深染。

３　 讨论

ＨＩＢＤ 是导致新生儿死亡和远期行为异常的重要

原因之一，其中足月儿发病率约为 ２％。 ２５％的重度

ＨＩＢＤ 患儿可伴有终生残疾和神经发育迟滞，２０％～
５０％的重度 ＨＩＢＤ 患儿在新生儿期死亡［１０］。 在近年

的治疗进展中，对患有中度或重度ＨＩＥ 的足月或近足

月儿进行亚低温治疗，并联合其他新的辅助治疗如使

０９４
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注：出生后 １２ ～ １６ ｄ，ＨＩＢＤ 组与 Ｎ 组比较，Ｌｏｎｇａ 评分∗∗∗∗Ｐ ＜

０􀆰 ０００１，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 握力测试评分∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 悬吊试验评

分∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 Ｎ 组和 ＨＩＢＤ 组运动功能的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄ１２ ｔｏ ｐｏｓｔｎａ⁃

ｔａｌ ｄ１６，ｔｈｅ Ｌｏｎｇａ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，∗∗ Ｐ ＜

０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｉｐ ｔｅｓｔ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ∗∗Ｐ ＜

０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈａｎｇｉｎｇ ｔｅｓｔ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ∗Ｐ ＜

０􀆰 ０１， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐ Ｎ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ＨＩＢＤ

用抗炎药物、抗氧化剂，能降低 ＨＩＢＤ 患儿的死亡率

与致残率［１１］，但治疗时间窗（６ ｈ 内）十分有限。 调查

显示，生育年龄大于 ３５ 岁父母可导致产出缺陷婴儿

的风险增加，高龄产妇可增加 ＨＩＥ 的发病风险［１２ － １４］。
２０１５ 年 １０ 月，我国实施全面二胎政策，可预计高龄产

妇与ＨＩＥ 患儿的数目将明显增加。 因此，建立一种模

拟临床 ＨＩＢＤ 患儿的实验动物模型进一步研究疾病

的本质与发展显得极其重要。
ＨＩＢＤ 是造成儿童脑瘫（ＣＰ）和残疾的重要原

因［１］。 目前国内研究的脑瘫模型大都分三种：第一

种方法是神经毒素诱导的脑瘫动物模型［１５］；第二种

方法是缺血缺氧脑瘫动物模型：① 宫内缺血缺氧

法：将临产的实验动物双侧子宫动脉夹闭，维持一定

时间后取出胎儿，致使新生动物在母体子宫内缺氧

缺血制成脑瘫模型；② 颈总动脉结扎法：将新生动

物单侧颈总动脉阻断、结扎或（和）切断，再将动物

置于缺氧环境中一定时间制作脑瘫模型［１６ － １９］；③注

射神经毒素联合缺血缺氧制成的脑瘫动物模型［２０］。
神经毒素诱导的脑瘫动物模型多用于研究外源性神

经毒性物质或活性氧物质如胆红素等对神经系统的

损失［２１］，其诱导的脑瘫与 ＨＩＢＤ 模型有较大的差

异。 虽然宫内缺氧缺血法能模拟新生儿在子宫内获

得的全脑缺氧缺血性病理损伤，但其实验过程复杂，
有较大的实验难度和不确定性。 根据 Ｖａｎｎｕｃｃｉ 法
单侧颈总动脉结扎加缺氧建立大鼠 ＨＩＢＤ 模型，实
验简便易行，且自该法发表以来已被国内外探究疾

病的学者广泛采用。 而随着科研技术的发展，转基

因小鼠被逐步用于探究特定基因与 ＨＩＢＤ 发生发展

的关系，但传统的 Ｖａｎｎｕｃｃｉ 法并不适用于小鼠，故
本研究旨在改良经典 Ｖａｎｎｕｃｃｉ 法，建立一种稳定的

模拟临床新生儿 ＨＩＢＤ 的小鼠模型。 ＫＭ 小鼠为最

常见小鼠品种之一，相较 ＢＡＬＢ ／ ｃ 等小鼠大脑后动

脉及椎基底动脉变异小，从而构成完整的 Ｗｉｌｌｉｓ 环，
与人脑血液供应相似［２２］，并且 １１ 日龄小鼠脑的发

育阶段与新生儿出生时相似［２３］。 因此，本研究选用

Ｐ９⁃Ｐ１１ 新生 ＫＭ 小鼠单侧颈总动脉结扎后系统性

缺氧来建立新生儿 ＨＩＢＤ 模型。
建立本模型的第一步就是单侧结扎小鼠颈总动

脉，但小鼠脑的血液供应与人类相似，颈内动脉和椎

动脉在大脑底部形成 Ｗｉｌｌｉｓ 环，单纯结扎一侧颈动

脉不能造成理想缺氧缺血病变，只有同时给予缺氧

才能在结扎侧大脑形成 ＨＩＢＤ 改变。 而缺氧最关键

的是温度和时间的控制，温度过高和时间过长会增

加实验动物的死亡率，而温度过低和时间过短，造成

的脑损伤在小鼠可代偿范围内，故使成模率降低。
因此选取较为适宜的温度是造模成功过程中不可少

的因素［２４，２５］。 本实验通过比较不同温度下造模成

模率及死亡率，最终确定 ３５℃，４５ ｍｉｎ 为较适宜的

缺氧温度和时间。 本实验在左侧颈总动脉结扎后

１９４
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注：脑组织 ＨＥ 染色结果显示，与 Ｎ 组（７ａ、７ｃ、７ｅ）相比，ＨＩＢＤ 组小鼠海马齿状回区域（７ｂ）和海马

ＣＡ２ 区域（７ ｄ）损伤严重，神经细胞数量显著减少，且排列疏松杂乱，细胞间隙加宽；小鼠大脑皮

层（７ｅ） 大量神经元变性坏死，核固缩，整个细胞深染。 （７ａ⁃７ｄ：ＨＥ × ２００，７ｅ⁃７ｆ：ＨＥ × ４００）

图 ７　 两组小鼠脑组织 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｎ ｇｒｏｕｐ （７ａ， ７ｃ， ７ｅ） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＩＢＤ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｅｎｔａｔｅ ｇｙｒｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
（７ｂ） ａｎｄ ＣＡ２ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ （７ ｄ） ａｒｅ ｄａｍａｇｅｄ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ， ｃｙｔｏ⁃ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｉｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅ ｗｉｄｅｎｅｄ； ａ ｇｒｅａｔ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ （７ｅ） ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ， ｎｕｃｌｅａｒ ｐｙｋｎｏｓｉｓ， ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｄｅｅｐｌｙ．

Ｆｉｇ． ７　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

８％ Ｏ２、３５℃、４５ ｍｉｎ 条件下缺氧，造模死亡率较低，
成模率较高，并在 ＴＴＣ 染色中显示梗死面积占脑组

织的（１７􀆰 ７６ ± ０􀆰 ７０）％ ，数据符合正态分布，表明模

型稳定。
从动物体重增长情况发现，ＨＩＢＤ 组较 Ｎ 组体

重增长缓慢，在造模后第 ２、３ 天较明显，第 ４ 天起差

异无显著性，这可能与小鼠自身修复有关。 行为学

检测显示，ＨＩＢＤ 组较 Ｎ 组存在神经运动功能障碍，
且在造模后前期有显著差异，应与缺氧缺血的易损

部位大脑皮层和海马的损伤存在联系。 后期差异逐

渐减小，可能与小鼠自身恢复有关。 我们发现

ＨＩＢＤ 组小鼠较 Ｎ 组小鼠患侧睁眼时间明显延迟，
应与结扎颈总动脉，封闭其分支翼腭动脉有关。
Ｈｕａｎｇ 等［２７］ 的研究发现，早期睁眼有助于大脑海马

区穿通纤维突触的延伸，视觉输入可促进大脑海马

区的发育，并影响与大脑海马区相关的行为学表现，
因此 ＨＩＢＤ 组患侧睁眼时间延迟进一步抑制了患侧

脑组织神经系统的发育。
ＨＩＢＤ 组 ＴＴＣ 结果显示脑梗死灶累及同侧部分

额叶、颞叶、顶叶及深部基底核团，很少累及同侧。

２９４
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这可能与大脑前动脉可通过前交叉动脉获得对侧大

脑前动脉的血供，同侧大脑后动脉可通过后交通动

脉获得同侧椎⁃基动脉的血供，而仅大脑中动脉供血

区域发生局灶性缺血有关［２３］。 ＨＥ 染色发现小鼠齿

状回和海马 ＣＡ２ 区神经细胞数量显著减少，且排列

疏松杂乱，细胞间隙加宽，胞核固缩变性深染；大脑

皮层细胞数量减少，神经元变性坏死，胞体缩小，核
固缩，整个细胞深染。 这与文献报道相似［２８］。

综上所述，我们所制作的新生儿缺血缺氧小鼠

模型是成功的、稳定的，基本模拟了新生儿 ＨＩＢＤ 后

的神经行为学改变，可以应用于新生儿缺氧缺血性

脑损伤的发生机制和防治措施的研究中。
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