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电凝法制作 N3OP;5小鼠局灶性脑缺血模型的实验研究
张雪梅"!李!兵"!陈立杰"!焦卓敏"!黄!山"!尚!宏&

!"4哈尔滨医科大学附属第二医院神经内科( 哈尔滨!"B##$?"

!&4哈尔滨医科大学附属第四医院神经内科( 哈尔滨!"B##$#"

摘要%目的!观察电凝法电凝小鼠大脑中动脉(引起大脑中动脉闭塞(建立小鼠脑缺血模型的可行性* 方法!采用

电凝法直接闭塞大脑中动脉!G1,,OS5STSPT3O3T9ST+( GAJ"制作成年雄性 N3OP;5小鼠脑缺血模型 !模型组(*r&#

只"+同时(同批次 N3OP;5小鼠经相同部位开颅(但不电凝闭塞大脑中动脉的小鼠作为假手术组!假手术组(*r&#

只"* 于术后第 &( 8’’& 8 采用神经功能缺损评分!76,1W1S, 2SUT6O6Z153OWU259162 *SbST19+*56TS( 7>=="评估模型组及

假手术组小鼠神经功能损伤情况* 结果!术后第 &( 8 取模型组 N3OP;5小鼠损伤区域脑组织切片(行苏木素_伊红

染色(镜下显示缺血脑组织间质水肿(同时伴有空腔形成(局部脑组织结构变得疏松(且着色较淡(神经细胞数量明

显减少(神经细胞胞体缩小(部分细胞轮廓欠清晰(可以见到不同程度的细胞变性坏死(核固缩(核仁消失现象* 模

型组在术后第 &( 8 神经功能缺损评分明显低于假手术组!5l#C#B"(且这种差别可维持到术后第 ’& 8* 结论!电

凝法可以在 N3OP;5小鼠中成功制作小鼠局灶性脑缺血模型*

关键词%脑缺血模型+N3OP;5小鼠+电凝法+实验研究

中图分类号% K@))!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##?%_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#")

!!全球每年约有 %h的死亡病例由脑卒中引起(
而缺血性脑卒中的比例在其中约占 $#h(其发病率
仅次于缺血性心脏疾病* 因此对缺血性脑卒中进行
有效防治具有重要的医学意义和社会贡献* 现经临
床证实唯一能缩小梗死体积’减轻神经损伤的治疗
药物是重组组织型纤溶酶原激活物 !TS567P12329
91**US:O37126ZS2 3591b396T( T9_DJ"(且其有效治疗时
间窗只有 (CB 8(因而临床应用受到一定限制* 其他
药物如抗凝’应用神经保护剂等(都不能对受损脑组
织产生修复作用* 因此(卒中的治疗及预防成为当
前神经科学研究的方向和热点之一( 特别是其发病
机制’临床转归’新治疗手段等成为目前卒中的基础
与临床研究的热点科学问题* 在基础研究中如何简
便(快速地建立卒中的动物模型成为一个较为棘手
的问题* N3OP;5小鼠是白变种实验室老鼠(与众多
常用亚系一样(起源于小家鼠 24.C4.+4$4.* N3OP;5
小鼠的遗传背景为近交系(因而它们之间的个体差
异较小(遗传基因更纯(整体素质更好* 如果能够在

N3OP;5小鼠中成功地复制出卒中模型将为卒中的
研究提供较好的动物模型* 为此(本课题组拟采用
电凝方法(通过阻断大脑中动脉 !71,,OS5STSPT3O
3T9ST+655OU*162( GAJH"的血流来成功复制 N3OP;5
小鼠的局灶性脑缺血模型* 为下一步进行脑缺血发
病过程中脑保护’神经修复及发病机制等后续研究
提供新的实验动物模型*

/K材料与方法

/N/K实验动物
健康成年雄性 N3OP;5小鼠 (# 只(体质量 && i

&B Z;只!哈尔滨医科大学附属第二医院实验动物中
心提供"(动物质量合格证号%=Â F_!黑"&#")_##"(
实验中对动物处置均符合中华人民共和国科学技术
部 &#"? 年发布的 #关于善待实验动物的指导性意
见$ , "- * 实验过程中对动物的处置符合动物伦理学
标准*
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主要试剂与仪器%&h 氯化三苯四氮唑!&()(B_
RT1:8S2+O9S9T3e6O1U7A8O6T1,S( RRA"(显微镜! N̂ ("(
HO+7:U*( ‘3:32"*
/N5K实验方法
/N5N/!小鼠大脑中动脉闭塞!GAJH"模型的制作%
步骤同以往实验方法 , &- (小鼠适应性喂养 " 周(术前
"& 8 禁食不禁水(称重后用 "#h 的水合氯醛按 (B#
7Z;.Z腹腔麻醉小鼠(保持小鼠麻醉 "CB i&C# 8(将
小鼠侧卧固定于无菌手术台上(术中应用保温毯保
持小鼠直肠温度在 )?CBi)’CB j* 于小鼠左侧眼
裂至左耳外耳道之间切口(剥离颞肌(于梨状骨与下
颌骨交汇点向头侧 " 77(背侧 )CB 77处用电钻钻
一个直径为 "C#i&C# 77的小孔* 剥离硬脑膜暴
露大脑中动脉(用电凝刀电凝阻断大脑中动脉近端
以确保持久的破坏(然后用牙科粘合剂封闭小孔(缝
合切口* 术后将小鼠置于 &’ i &$ j恒温箱中
饲养*
/N5N5!模型制作成功评价方法 采用 I62Z3的 B 级
( 分法标准 , )- %# 分%无神经功能缺损症状+" 分%轻
度局灶性神经功能缺损(即提尾不能伸展右侧前爪+
& 分%中度局灶性神经功能缺损(即行走向右侧转
圈+) 分%重度局灶性神经功能缺损(即行走困难(并
向右侧倾倒+( 分%不能自发行走(意识水平下降*
手术后神经功能评分为 " i) 分的小鼠入选本次研
究* 术后第 & 天随机取 & 只小鼠(" 只取出脑组织
放入切脑模具中(间隔 &C# 77连续冠状切片(再将
脑片 放 入 含 &h 氯 化 三 苯 四 氮 唑 ! &( )( B_
RT1:8S2+O9S9T3e6O1U7A8O6T1,S( RRA"的磷酸盐缓冲液
中!DN=( :Yr’C("()’ j恒温避光孵育 )# 712 后
可见正常组织呈粉红色(梗死灶呈白色* 另 " 只小
鼠取缺血区域脑组织进行切片(经 YV染色确定缺
血情况*
/N5N3!神经功能损伤评分% 小鼠的神经功能损伤
情况采用神经系统疾病严重程度评分!7>=="进行
评估 , (- * 实验前按评分方法对小鼠进行一定的训
练(选取评分为 # 分的正常小鼠(造模后 &( 8’’& 8
采用双盲法分别进行 7>== 评分评估各组动物神经
功能损伤状况* 7>== 包括运动试验和平衡木试
验(根据所能完成任务的分值统计得分* 7>== 总
分为 "& 分(评分越高表明神经功能损伤越严重*
/N5N2!实验脑组织的提取%"#h的水合氯醛腹腔注
射麻醉小鼠(迅速开胸暴露心脏(行主动脉插管(剪
开右心耳为灌注液流出口(在 "#i&# 712 内经左心

室用 )’ j生理盐水 &## 7I快速冲洗(然后用 (h多
聚甲醛;#C#" 76O;I磷酸盐缓冲液!( j( :Yr’C("
)## 7I灌注固定((# 712 内灌注完(迅速断头取脑(

放入 (h的多聚甲醛固定液(在 ( j环境中放置
&( 8* 然后将脑组织进行冲洗’脱水’透明’浸蜡’包
埋(以前囟为起始(切成等厚 !"B !7"冠状切面脑
片(每 "# 张取 " 张进行 YV染色* 染色后显微镜下
观察组织形态学变化*
/N3K统计方法

采用 =D=="&C# 进行统计学处理(神经功能缺损
平分结果以均数g标准差!$7g."表示(采用 !& 检验分
析(5l#C#B 表示差异有显著性意义*

5K结果

5N/KDE<>模型评估
GAJH术后小鼠出现右侧前肢屈曲内收(前进

不能(向右绕圈(站立不稳(平衡能力明显减弱(表明
造模成功*
5N5K小鼠脑缺血区组织病理学检测

术后 &( 8 小鼠脑组织切片 RRA染色( 假手术
组织染成粉红色(未见梗死灶!见图 "(Y_I"(模型组
左侧大脑皮质梗死灶呈白色!见图 "(A_Q"(显示手
术半球明显缺血* 取小鼠损伤区域脑组织切片行
YV染色以确定损伤情况!见图 "(G_H"(结果显示
梗死病灶及周围组织结构变得疏松(间质水肿伴随
空腔形成(且着色较浅(神经细胞数量明显减少(胞
体皱缩(部分细胞轮廓欠清(有程度不等的神经细胞
变性坏死(核固缩( 核仁消失现象* 证实脑缺血模
型制作成功*
5N3K行为学观察结果

如表 " 所示(局灶性脑缺血后存活动物均有不
同程度的神经功能缺损* 随着存活时间的延长(神
经功能在短时间内并没有得到恢复* 模型组在术后
第 &( 8 神经功能缺损评分明显高于假手术组(且这
种差别可维持到术后第 ’& 8 !5l#C#B"*

表 /K电凝法对小鼠 DE<>后神经学评分

@%J:-/K7X%:+%F-F"-B-+G(:()#R%:!R(G-S(TDE<>

D#R-+S#&) F"-7:-RFG(R(%)+:%F#(&D-F"(H

组别 假手术组 模型组
时间 &( 8 ’& 8 &( 8 ’& 8

评分 &C)Bg#C"( "C%$g#C"$ "#C)Bg#C&" "#C&&g#C"?
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图 /K小鼠脑缺血区组织病理学检测
注%J_N(活体观察+A_I(RRA染色+G_H(YVq"#

M#)V/K #̂SF(W%F"(:()#R%:-.%9#&%F#(&(TR-G-JG%:#SR"-9#RF#SS+-#&G%FS
>69S%J_N( *67396*56:++ A_I( RRA*931212Z+ G_H( YVq"#

3K讨论

在发达国家(随着人口的逐步老龄化(卒中成为
发病率和死亡率都较高的疾病之一* 缺血性卒中是
由于脑血管!主要为大脑中动脉"或其分支的血栓
性或栓 子性阻塞所致( 约占所有 类 型 卒 中 的
$#h, B- * 药物或是机械再灌注治疗是缺血性发作急
性期最有效的治疗方法(其中 B#hi’#h 患者都有
很好的愈后* 然而因为治疗时间窗短等各种严格的
限制(这些治疗方法仅适用于不到 "#h 的患者
中 , ?- * 卒中的治疗及预防成为当前神经科学研究
的方向和热点之一(特别是其发病机制’临床转归’

新治疗手段等成为目前卒中的基础与临床研究的热
点科学问题* 而建立一种可靠的模拟人类缺血性脑
血管病的实验动物模型对脑缺血的发病机制研究至
关重要*

在各项研究中(鼠实验性急性脑缺血模型使用

最为广泛 , ’- (其中大脑中动脉阻塞!GAJH"模型是
目前最常用的模拟人类缺血缺氧性脑病的实验动物
模型* 目前较为常用的方法有 R37UT3等在 "%$" , $-

年提出的电凝法和 I62Z3等 , %-于 "%$% 年提出的线
栓法(其他方法还有光化学法 , "#- (微栓子栓塞法 , ""-

等* 目前线栓法是应用最多的造模方法 , "&- (但是其
缺点是模型之间梗死面积差异较大(均一性较低(梗
死面积大(死亡率高 , %- * 电凝法也是应用较多的一
种造模方法(它具有均一性高(术后死亡率低(模型
存活时间较长等优点 , $- *

目前 GAJH模型的制备多采用大鼠(但是随着
脑缺血研究逐步向基因领域的延伸(并鉴于大多数
转基因实验动物来源于小鼠(因此迫切需要建立一
种小鼠的局灶性脑缺血模型(以便于在基因水平进
行脑缺血损伤的病理生理改变的机制(预后及药物
治疗作用的研究* 但由于小鼠颈总动脉较细(线栓
插入困难(模型制作成功率低(小鼠死亡率高* 我们
采用开颅机械闭塞大脑中动脉法在直视下操作准确

0"’0
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可靠(与人类缺血性卒中的病理改变较为接近(即
GAJ阻断而侧支循环尚存(受累脑组织包括严重缺
血的中心区!梗塞灶"’缺血受损伤的周围区!半暗
带"及接近正常的外围带( 梗死模型成功率较高(梗
死范围稳定(梗死效果较好(动物存活时间长*

因此本研究采用小鼠(小鼠体质量差异小(并且
电凝法建立小鼠 GAJH缺血模型操作简便(手术时
间短(提高了模型制作的成功率(减少了术后动物死
亡率(提高了模型制作的稳定性(缩短了模型制作的
操作时间* 为系统地研究脑缺血的病理生理及观察
药物的治疗作用提供了一个较接近临床的’重现性
好’可控的脑缺血模型*

脑组织厚片 RRA染色是研究脑缺血梗死灶常
用的染色方法* RRA与完整的线粒体氧化酶系反
应(诱发产生深红色产物而使正常组织染色+缺血组
织的线粒体损伤 , ")- (不能诱导染色反应而呈白色(
容易鉴别(因此我们采用此方法来观察脑组织梗死
灶* 术后 &( 8 小鼠脑组织切片 RRA染色(可见大
脑皮质梗死灶呈白色(手术半球明显缺血* 由于卒
中引起的脑损伤通常与运动’感觉和认知功能受损
等相关(很多实验室的研究集中于评估与动物模型
的脑缺血相关的认知和行为学改变* 到目前为止(
没有单一的一种评价标准被普遍承认(大多数研究
室都采用多种不同的评价标准来评价缺血效果* 多
种神经行为学评分系统被用于评价神经功能障碍的
严重程度 , "(_"B- * 在本研究中( 我们采用的神经行为
学观察性评分指标包括运动试验和平衡木试验(对
小鼠总体神经行为学评分的分析显示(缺血损伤可
明显增加缺血后小鼠的神经行为学评分* 此结果与
RRA染色和镜下病理组织变化结果相一致*

以上结果提示(我们采用的电凝法可以在
N3OP;5小鼠中成功制作小鼠局灶性脑缺血模型*
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