
２０１８ 年 ４ 月

第 ２８ 卷　 第 ４ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ａｐｒｉｌ， ２０１８

Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． ４

［基金项目］［项目基金］ 国家自然科学基金青年项目（８１５０１１７３）。
［作者简介］朱奕昕（１９８１—），男，主治医师，硕士，研究方向：脑卒中相关肺炎的发病机制。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈｕｙｉｘｉｎ００１＠ １２６． ｃｏｍ
［通信作者］李晓莉（１９８１—），女，医学博士，助理研究员，研究方向：神经可塑与神经精神疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｘｉａｏｌｉｆｉｒｓｔ＠ １６３． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

ＳＤ 大鼠脑脊液采集方法的改进

朱奕昕１，２，叶冬青，１，２，李晓莉１，２∗

（１． 东南大学附属中大医院神经内科，南京　 ２１０００９； ２． 东南大学神经精神疾病研究所，南京　 ２１０００９）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索一种最适合初学者的快速、方便和无血污染的 ＳＤ 大鼠脑脊液收集方法。 方法　 取雄性

ＳＤ 大鼠 ４５ 只，分成三组：第一组，经肌肉穿刺延髓池抽取法，第二组，经皮直接穿刺延髓池抽取法，第三组，直视下经

硬脊膜穿刺延髓池抽取法。 结果　 第一组共有 １３ 只大鼠成功获得 ８０ ～１４０ μＬ 的脑脊液，２ 只采集到血性脑脊液，成
功率为 ８７􀆰 ６％；第二组共成功抽取脑脊液 ７ 只，成功率为 ４６􀆰 ７％；第三组共成功抽取脑脊液 ５ 只，成功率为 ３３􀆰 ３％。
结论　 经肌肉穿刺延髓池抽取脑脊液法是一种适合初学者的方便快捷、无污染的 ＳＤ 大鼠脑脊液采集技术。

【关键词】 　 大鼠；脑脊液；采集技术

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０４⁃０１１３⁃０３
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０４􀆰 ０２０

Ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ

ＺＨＵ Ｙｉｘｉｎ１，２， ＹＥ Ｄｏｎｇｑｉｎｇ１，２， ＬＩ Ｘｉａｏｌｉ１，２∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｚｈｏｎｇｄａ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００９， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｔｈｅ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００９）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ａ ｒａｐｉｄ， ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｐｏｌｌｕｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ
（ＣＳＦ） ｉｎ Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ （ＳＤ） ｒａｔｓ ｆｏｒ ｂｅｇｉｎｎｅｒｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ⁃ｆｉｖｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ — ｇｒｏｕｐ
１ （ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ＣＳＦ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｃｋ ｍｕｓｃｌｅｓ）， ｇｒｏｕｐ ２ （ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ＣＳＦ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｋｉｎ ｄｉｒｅｃｔｌｙ）， ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ３ （ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ＣＳＦ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｎｄｏｒｈａｃｈｉｓ） ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＳＦ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ １ ｗａｓ ８６􀆰 ７％ ， ｇｒｏｕｐ ２ ｗａｓ
４６􀆰 ７％ ， ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ３ ｉｓ ３３􀆰 ３％ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＣＳＦ ｂｙ ｃｉｓｔｅｒｎａ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｃｋ
ｍｕｓｃｌｅｓ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ， ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｐｏｌｌｕｔｉｎｇ， ａｎｄ ｉｓ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｂｅｇｉｎｎｅｒｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｒａｔｓ； ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ； ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 脑脊液是动物实验研究中经常用到的标本，在
脑损伤机制、生物标记物、药物治疗等研究领域有

着不可替代的研究价值，但是由于鼠的脑室及蛛网

膜下腔狭小，其内血管又很丰富，导致了脑脊液提

取过程复杂，且容易刺穿延髓致使大鼠死亡，因此

脑脊液采集的低成功率成了许多研究室面临的技

术难题。 本研究通过文献复习，并在以往报道的脑

脊液采集方法的基础上加以改进，为无脑脊液采集

经验的初学者提供了一种准确、方便快速、无血污

染的大鼠脑脊液收集技术。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ４５ 只，体重 ３００ ～ ４００ ｇ，８
～ １２ 周，由上海西普尔⁃必凯实验动物中心提供

［ＳＣＸＫ（沪） ２０１３ － ２０１６］，饲养于东南大学医学院

实验动物中心 ［ＳＹＸＫ（苏） ２０１３ － ００３７］。 所有动

物实验严格遵循美国“国家卫生研究所实验动物护



理和使用指南”和“东南大学实验动物护理和使用

指南”相关条例。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

脑立体定位仪（安徽正华生物仪器设备有限公

司），微量进样器（１００ μＬ，上海光正医疗仪器有限

公司），水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司），手
术器械 （上海医疗器械有限公司），冷冻离心机

（ＣＴ１５ＲＥ，Ｈｉｔａｃｈｉ ＫｏＫｉ 日本日立公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

４５ 只大鼠随机分为三组，每组 １５ 只：第一组为

经肌肉穿刺延髓池抽取法，第二组为经皮直接穿刺

延髓池抽取法，第三组为直视下经硬脊膜穿刺延髓

池抽取法。
１􀆰 ３􀆰 ２　 脑脊液抽取方法

７％水合氯醛腹腔麻醉大鼠。 动物麻醉后，将脑

立体定位耳杆紧贴双耳分别插入两外耳道，固定耳

杆于主框上，并使两侧耳杆读数相同。 将大鼠的上

门齿钩住门齿杆，固定上颌。 将门齿杆升高，使大

鼠头部与躯体约成 １３５°（图 １）。 于大鼠头枕部剪

毛、消毒，沿后正中线切一纵行切口 （约 １􀆰 ５ ～ ２
ｃｍ）。 根据分组，将动物进行以下操作：（１）经肌肉

穿刺延髓池抽取法：打开皮肤后，会看见枕骨隆凸

后有一倒三角形的肌肉间隙，用微量进样器的针尖

部抵住三角形凹陷的底部沿后正中线下滑，至枕骨

大孔后进针，针尖斜面向上，并与身体平行，即针与

头部的角度约为 １３５°（见图 １ Ａ ～ Ｄ）。 注意进针速

度不宜过快。 当针尖透过黄韧带时，有明显的落空

感，此时针尖即进入延髓池（深度约 ０􀆰 ２ ｍｍ），停止

进针，左手固定针头部分不动，右手缓慢抽取脑脊

液，此时应注意抽取速度一定要慢，否则容易出现

血性脑脊液。 抽取后迅速退针，将脑脊液移入 ０􀆰 ５
ｍＬ 的 ＥＰ 管中，离心后于液氮或者干冰中速冻并移

入 － ８０℃冰箱保存。 （２）经皮直接穿刺延髓池抽取

法［３ － ５］：动物按照上述步骤麻醉固定后，大鼠头枕部

剪毛、消毒，用微量进样器直接经枕骨大孔进入延

髓池缓慢抽取脑脊液；（３）直视下经硬脊膜穿刺延

髓池抽取法［２ － ４］：动物按照上述步骤麻醉固定后，大
鼠头枕部消毒、钝性分离枕部肌肉，暴露枕骨大孔

后，微量进样器直接穿刺延髓池抽取脑脊液。
各组大鼠于脑脊液收集后，根据下一步实验需

要进行其他组织取材。
１􀆰 ３􀆰 ３　 判断标准

将收集到的脑脊液于 ２０ ｍｉｎ 内，４℃、４５００ ｒ ／
ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ 离心［１］，如果脑脊液为淡红色，表明是

血性脑脊液并发生溶血，如果 ＥＰ 管底部有红色沉

注：图 Ａ ～ Ｄ：经肌肉穿刺延髓池抽取法大鼠固定及脑脊液采集

方式。
图 １　 大鼠固定方法及脑脊液采集方法

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｄ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ＣＳＦ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｃｋ ｍｕｓｃｌｅｓ．
Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｆｉｘｉｎｇ ｒａｔｓ ａｎｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ

ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ

淀，表明是血性脑脊液，但未发生溶血。 出现血性

脑脊液或未能采集到脑脊液判为采集失败。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０１ 软件处理数据。 使

用 χ２ 检验比较各种方法脑脊液采集成功率，以 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

在 ４５ 只大鼠中，第一组（经肌肉穿刺延髓池

抽取法）共成功抽取脑脊液 １３ 只，离心后呈清亮

透明状，未出现红色沉淀现象，一般一只大鼠可抽

取 ８０ ～ １２０ μＬ 脑脊液，体重稍大的大鼠能抽取到

１２０ ～ １４０ μＬ 脑脊液，成功率为 ８６􀆰 ７％ ，有 ２ 只出

现了血性脑脊液，但离心后仍能获得 ８０ μＬ 以上

的清亮脑脊液；第二组（经皮直接穿刺延髓池抽取

法）共成功抽取脑脊液 ７ 只，成功率为 ４６􀆰 ７％ ，有
５ 只出现了血性脑脊液，３ 只抽取脑脊液失败；第
三组（直视下经硬脊膜穿刺延髓池抽取法）共成功

抽取脑脊液 ５ 只，且抽取量在 ３０ ～ ６０ μＬ 之间，成
功率为 ３３􀆰 ３％ ，另外 １０ 只未能抽取到脑脊液。 χ２

检验结果显示经肌肉穿刺延髓池抽取法其成功率

明显优于另外两组脑脊液采取法，Ｐ ＝ ０􀆰 ００９３（见
图 ２、表 １）。
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注： １：经肌肉穿刺延髓池抽取法；２：经皮直接穿刺延髓池抽取法；３：
直视下经硬脊膜穿刺延髓池抽取法。

图 ２　 三组方法大鼠脑脊液采集成功率
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｒａｔ ＣＳＦ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ １ （ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｎｅｃｋ ｍｕｓｃｌｅｓ） ｉｓ ８６􀆰 ７％ ， Ｇｒｏｕｐ ２ （ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｋｉｎ ｄｉｒｅｃｔｌｙ） ｉｓ ４６􀆰 ７％ ，
ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ３ （ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｅｎｄｏｒｈａｃｈｉｓ） ｉｓ ３３􀆰 ３％ ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ＣＳＦ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

３　 讨论

由于脑脊液成分可以间接地反应脑组织中的

情况，因此脑脊液中相关成分的分析是动物实验中

经常用到的技术。 但是由于脑脊液采集方法和技

术的限制，常常成为动物实验研究中的难题。 如何

能在采集充足脑脊液的情况下避免血性污染成为

脑脊液抽取的关键。
然而，在众多以往报道的脑脊液采集方法中，脑

脊液抽取失败或血性脑脊液的出现往往是困扰研究

人员的关键问题。 特别是对于初学者来说，如何能快

速掌握一种快速有效的脑脊液采集方法成为制约后

续研究的关键。 目前国内外报道的采集脑脊液的方

法主要有以下几种：经皮直接穿刺延髓池抽取

法［３ － ５］、直视下经硬脊膜穿刺延髓池抽取法［２ － ４］、直
视下划破硬脊膜抽取法［３ － ４］等。

本研究小组在既往报道的基础上，将抽取方法做

了调整，建立了更适合初学者的方法。 该方法与直接

经皮直接抽取脑脊液的方法相比，微量进样器抽取的

位置更容易掌握，减少了操作偏差。 该方法与打开皮

肤和肌肉，直视状态下抽取脑脊液的方法相比，由于

我们只是将皮肤剪开，避免伤及肌肉，从而减少了肌

肉出血导致脑脊液污染的可能性。 同时对于初学者

来说，由于不熟练而出现第一次进针未能顺利抽出脑

脊液的情况时，由于肌肉的收缩和封闭功能，可以第

二次或者第三次调整针头方向或者位置，避免了在直

视状态下当第一次未能成功抽出脑脊液后，退针后脑

脊液外流严重而不能再次抽取无污染样本的情况。
另外当动物需要继续饲养时，只打开皮肤经肌肉穿刺

延髓池抽取脑脊液方法与打开皮肤和肌肉直视状态

下抽取法相比，其具有创伤范围小，动物恢复快等显

著优点。 本研究的不足之处是：由于本研究所用大鼠

抽取脑脊液后均被处死取材，未探讨运用各种脑脊液

采集方法后大鼠远期存活率，我们将在后期研究中补

充该方面的研究。
综上所述，经过探索建立的打开皮肤经肌肉穿刺

延髓池抽取脑脊液的方法具有简单、快捷、高效等优

点，是一种较好的采集脑脊液的方法，尤其适用于无

脑脊液采集经验的初学者。

表 １　 各组大鼠脑脊液采集结果
Ｔａｂ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ＣＳＦ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

成功
Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ

失败
Ｆａｉｌｕｒｅ

成功率
Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｒａｔｅ

经肌肉穿刺延髓池抽取法
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＳＦ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎｅｃｋ ｍｕｓｃｌｅｓ １３ ２ ８６􀆰 ７％ ∗∗

经皮直接穿刺延髓池抽取法
Ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＳＦ ７ ８ ４６􀆰 ７％

直视下经硬脊膜穿刺延髓池抽取法 Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＳＦ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｎｄｏｒｈａｃｈｉｓ ５ １０ ３３􀆰 ３％
注：与另外两组比较比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
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