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颅脑损伤后认知障碍大鼠模型制备及评价#

郭新荣"!马小卫&

!"4陕西中医药大学针灸推拿学院’西安!’"&#(?" !&4陕西中医药大学教务处’西安!’"&#(?"

摘要%目的!探索一种颅脑损伤后认知障碍动物模型的制备及评价, 方法!健康雄性大鼠! =:Q3[NUL3-\U+’=L"?#

只’水迷宫筛取 ($ 只纳入实验’随机分空白对照-模型对照和模型组, 模型制备采用电子颅脑损伤仪 !U\U59Q15

A6Q9153\A629N*162 <7:3596Q’UAA<"打击’配合水迷宫筛选确定颅脑损伤!WQ3N73915VQ312 12aNQ+’WH<"后认识障碍大鼠,

观测大鼠生命体征-神经功能及运动功能*M6QQ1*水迷宫实验*测血清中 MMGK&-MMGK%-=RL-MLF含量变化,

结果!与空白组比较%模型组生命体征稳定-各行为学指标均存在差异!%h#C#B"’水迷宫实验潜伏期和空间探索

实验结果均存在明显差异 !%h#C#""’血清中 MMGK&-MMGK%-MLF含量明显上升 !%h#C#""’=RL明显下降 !%h

#C#"", 结论!本模型制备策略能够较好模拟颅脑损伤后的认知障碍’同时稳定性-重复性好-评价客观’又易操作

掌握’可供同类研究时借鉴参考,

关键词%颅脑损伤*认知障碍*模型制备*实验动物

中图分类号% !!文献标识码% !!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#BK##"BK#?

’?D%"#4)%?%;a41**24"##?K?"’%4&#"%4#B4###

!!颅脑损伤!WQ3N73915VQ312 12aNQ+’WH<"是临床常
见创伤之一’常导致意识丧失-失语-眩晕-头痛-认
知障碍及各种神经功能障碍等 . "/ , 患者多以青壮
年为主’男性居多’认知障碍 !A6[2191]U,1*6Q,UQ’
AL"为多数患者伴有的最持久和最严重的症状之
一’特别是学习新知识的能力减退 . &K)/ ’给个人-家
庭和社会带来了沉重负担 . (/ ’故对 WH<认知功能障
碍的有效防治引起了越来越多的医学研究者的关
注 . B/ , 在科学研究工作中急需寻求一种能够较好
模拟认知障碍’同时稳定性-重复性好’便于操作的
动物模型平台及评价体系’目前此方面研究较少’本
实验探索了 WH<后认知障碍大鼠模型的制备及评
价’报道如下%

/L材料与方法

/O/L动物及分组
健康清洁雄性 =L大鼠 ?# 只’体质量 &&# f

&(# [’购自西安交通大学医学院实验动物中心’合
格证号%=Â O!陕" &#"&K##) 号, 自然光照’自由饮
水-进食’温度 "$f&( j-湿度 ?#gf’#g’严格按照
&##? 年国家科技部颁布的#关于善待实验动物的指
导意见$管理动物, 动物适应性喂养 ) ,’水迷宫筛
除不适合纳入实验的大鼠 "& 只’其余动物按随机数
字表分为空白组 "# 只’假手术组 "# 只’模型组
&$ 只,
/O6L主要药品及试剂

戊巴比妥钠 ! B’K))K#""*盐酸利多卡因注射液
!"?"#%)"*注射用氨苄西林钠!华北制药股份有限
公司’批号%L"?#(&#(’#CB [;支"* D39MMGK&-D39
MMGK%-D39=RL-D39MLF‘E<=F检测试剂盒!南京
建成生物工程研究所",
/O3L主要仪器

微型磨钻*脑立体定位仪 ! =WK)>L型’成都仪
器厂"*电子颅脑损伤仪 !UAA<K?C)’美国 JAX大
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学"*自动酶标仪 !美国 M6\U5N\3QLU]15U*公司
=:U59Q3M3/B"*台式离心机!WEK( 型’湖南仪器仪表
总厂离心机厂"*恒温水浴锅! =IIP&"C?#F"" 型’
天津市泰斯特仪器有限公司"*水迷宫!上海移数鼠
博士’DL""#"MPMKY"等,
/O2L各组动物处理

模型组%颅脑损伤动物模型制备%!""术前禁食
禁水 $ 8*!&"腹腔内注射 &g的戊巴比妥钠!(B 7[;
.["体质量进行麻醉*!)"将大鼠俯卧位固定于脑立
体定向仪上*!("头顶正中皮肤碘伏-酒精消毒’正
中切开’剥离骨膜’暴露右顶骨*! B"利用脑立体定
位仪进行定位’在冠状缝后 ) 77-中线右侧旁开
&CB 77处 . ?/制作标记*然后以标记点为圆心-用微
型磨钻钻半径为 & 77的骨窗’保持硬脑膜完整,
利用游标卡尺进行测量确保所开骨窗直径为 ( 77’
否则进行修整*! ?"将大鼠移置到 UAA<操作台上’
进行打击!速度 ( 7;*-深度 ) 77"’撞击杆撞击硬
膜’使脑组织产生瞬间形变*!’"打击后创面如有出
血’用消毒干棉球进行压迫止血*后利用注射器向伤
口处滴注 ( 万单位硫酸庆大霉素 (fB 滴’用骨蜡封
闭骨窗*!$"用 "C# 号手术线缝合头皮*! %"术后处
理%缝合后立即用红霉素软膏涂抹缝合处及周围,
将大鼠放在棉垫上’保持呼吸畅通’注意保暖’约 &f
) 8’待大鼠完全苏醒后放回鼠笼中饲养*!"#"术后
抗感染%注射氨苄西林钠’每次用量 "&B 7[’生理盐
水稀释后’腹腔注射’每日 " 次’连用 ) ,,

空白组%不做任何处理,
假手术组%同模型组开颅’但不打击,

/O5LA>D认知障碍动物模型筛选
待以上手术动物恢复 ) , 后’将模型组所有动

物进行水迷宫实验!仅进行定位航行实验"’将各自
的总成绩计算’并排序, 有研究 . ’/指出 ’#gf$#g
的脑外伤幸存患者存在认知功能障碍’故本实验选
取前 ’#g的动物纳入实验研究,
/O4L术后大鼠生命体征&神经功能及运动功能评价
方法
/O4O/!观察实验大鼠受到外伤后出现的生命体征
变化’并且记录打击后出血量的情况-呼吸-抽搐-意
识障碍-致死情况,
/O4O6!神经行为能力 . $/ %制作一个长 )# 57-宽
)# 57的木板, 参考 c3,U2 等使用的大鼠实验性颅
脑创伤神经功能行为评分标准’具体评价标准%大鼠
在 )# 度倾斜板上保持位置的能力!包括垂直-左右

两侧水平三种方向"*悬吊大鼠尾部’左右前肢屈曲
能力*对抗左右两侧牵拉的能力, 每项 # fB 分!重
伤+@正常"’正常大鼠计分应为 "B 分,
/O4O3!大鼠平衡功能试验 . $/ %制作一根长 )# 57-

宽 "CB 57的木条, 当大鼠放置在木条上时’动物在
木条上的平衡状态可作为评分条件, 具体评分方
法%" 分’平稳不动*& 分’比较平稳’稍微晃动*) 分’

较大晃动*( 分’站在木条上一段时间后从悬挂在木
条上掉下*B 分’站在木条上一段时间后从木条上掉
下*? 分’无法站在木条上’立即从木条上掉下, 评
分越高’动物的平衡功能障碍越显著,

/O4O2!鼠行走试验%具体方法 . $/ %行走试验是由一

根长 "## 57-宽 "CB 57木条和一个长 &# 57-宽 "B
57-高 &# 57木盒组成, 动物听到噪声时’大鼠会
从木条一端逃到另一端木盒中, 正常大白鼠通过若
干次训练’能在 B *之内完成这个过程, 通过测试
大鼠完成行走试验的时间来判断动物的运动功能’

时间越长’动物运动功能障碍越明显, 测量时使用
智能手机上自带的秒表计时器计时测量,
/OWLE(HH#R水迷宫实验
/OWO/!定位航行实验%大鼠依次从 ( 个象限进入水
中’若 %# *内爬上平台’记录所用时间*若 %# *内未
找到平台’潜伏期则记录为 %# *, 连续训练 ( ,’每
日上-下午各 " 次, 每次的游泳结果’取四个象限的
逃避潜伏期之和, 动物在造模后第 ( 天开始水迷宫
实验’持续 "& 次,
/OWO6!空间探索实验%定位航行实验最后一次结束
后 " 天的上午’撤除平台’将实验大鼠放入水中’观
察-记录大鼠 %# *内经过原平台所在区域次数,
/O1L血清 EEU96&EEU90&!?’和 E’=含量
检测

待第 "& 次水迷宫实验结束时’大鼠麻醉’腹主
动脉取血’) ### 转;分离心’取血清’@&# j冰箱保
存以供检测使用, ‘E<=F实验操作步骤按照试剂盒
说明进行, 结果判定%在 ‘/5U\表中’以标准品浓度
为横坐标-对应 F值为纵坐标’绘制出标准品线性
回归曲线’按曲线方程计算各样本浓度值,
/O0L统计方法

采用 =G== &)C# 进行统计’计量资料以!%&k’"表
示’多组间比较采用单因素方差分析*组间两两比
较’方差齐性时采用 E=L检验’方差不齐时采用邓
尼特 A检验’%h#C#B 为差异有统计学意义,

0?"0



!"!!!!####*##) !+ 郭新荣%&’(

第 B 期 郭新荣等%颅脑损伤后认知障碍大鼠模型制备及评价 !!!!!

6L结果

6O/L术后大鼠生命体征&神经功能及运动功能结果
6O/O/!各组动物出血情况%根据 UAA<不同强度打
!!!!

击动物出血量情况’采用团队前期研究制定 . %/的分
级标准’见表 ",

表 /L各组动物造模时出血情况
A%K;-/L>;--I#&) #&-%M")H(+QI+H#&) :(I-;#&)

组别 动物总数;只 无出血;只 微量出血;只 轻量出血;只 中量出血;只 重量出血;只
空白组 "# "# # # # #

模型组 &$ ") $ " ) )

假手术组 "# % " # # #

!!注%模型组造模过程中死亡 ( 只’存活 &( 只*假手术组死亡 & 只’存活 $ 只

>69U%<2 98U76,U\[Q6N:’ ( Q39*,1U, 32, &( *NQ]1]U, 12 98U:Q65U**6T76,U\12[* 12 98U*8376:UQ39162 [Q6N:’ & Q39*,1U, 32, $ Q39**NQ]1]U,

6O/O6!打击时大鼠抽搐-术后呼吸情况和存活情 况’见表 &,
表 6L各组动物造模后抽搐&呼吸情况和存活情况

A%K;-6LF(&Z+;R#(&’ H-RQ#H%G#(&%&IR+HZ#Z%;(T%&#:%;R#&-%M")H(+Q%TG-H:(I-;#&)

组别 动物总数;只 呼吸次数平均值;712 伴有抽搐;只 死亡情况;只
假手术组 $ ?(CB#k(C)" # &

模型组! &( B?C))kBC&"o % (

!!注%与假手术组比较’o %h#C#"

>69U% A67:3QU, -198 98U=8376:UQ39162 [Q6N:’o %h#C#"

6O/O3!神经功能行为能力%术后当日’术后 ) 日’实
验结束时检测各组动物的行为学能力!见表 )"’方
法参考文献 . "#/ ,

表 3L各组动物神经行为能力评分比较#)!]"’#̂ 1$

A%K;-3LF(:Q%H#R(&(T&-+H(K-"%Z#(H%;%K#;#G#-R

(T%&#:%;R#&-%M")H(+Q!)!]"’#̂ 1"

时间 空白组 假手术组 模型组
术后当日 "B $C""k"C&& BC’Bk"C))

术后 ) 日 "B "B "#C(#k"C%$o

实验结束时 "B "B ")C##k"C%"#

!!注%与术后当日比较’o %h#C#"*与术后 ) 日比较’# %h#C#"

>69U% 567:3QU, -198 98U:6*96:UQ391]U,3+’ o %h#C#"* 567:3QU,

-198 98U:6*96:UQ391]U,3+’ #%h#C#"

6O/O2!大鼠平衡功能
术后当日’术后 ) 日’实验结束时检测各组动物

平衡功能结果’见表 (,
表 2L各组动物平衡能力评分比较#)!]"’#̂ 1$

A%K;-2LF(:Q%H#R(&(TK%;%&M-%K#;#G$ (T

%&#:%;R#&-%M")H(+Q!)!]"’#̂ 1"

时间 空白组 假手术组 模型组
术后当日 " )C((k#C$% (C)Bk"C&)

术后 ) 日 " " )C(#k#C?$o

实验结束时 " " &C"’k#CB$*

!!注%与术后当日比较’o%h#C#"*与术后 ) 日比较’*%h#C#"

>69U% 567:3QU, -198 98U:6*96:UQ391]U,3+’ o%h#C#"* 567:3QU,

-198 98U:6*96:UQ391]U,3+’*%h#C#"

6O/O5!大鼠行走试验%术后当日’术后 ) 日’实验结
束时检测各组动物行走功能情况, 测量时使用智能
手机上自带的秒表计时器’见表 B, 说明正常动物
均能够在 B 秒内完成行走试验,

表 5L各组行走试验的时间#R$比较#)!]"’#̂ 1$

A%K;-5LF(:Q%H#R(&(T*%;_#&) G-RG

#&-%M")H(+Q!)!]"’ #̂ 1"

时间 空白组 假手术组 模型组
术后当日 )C&#k#C?% ’C%’k"C"" ")C&&k&C#’

术后 ) 日 )C"#k#C’& (C#’k#C(& %C’Bk"C’)o

实验结束时 )C)(k#C?& )C)Bk"C#& ?C(&k&C&?*

!!注%与术后当日比较’o%h#C#"*与术后 ) 日比较’*%h#C#"

>69U% 567:3QU, -198 98U:6*96:UQ391]U,3+’ o%h#C#"* 567:3QU,

-198 98U:6*96:UQ391]U,3+’ *%h#C#"

6O6LE(H#RR大鼠水迷宫评价
6O6O/!大鼠水迷宫潜伏期实验%结果见表 ?’图 ",
6O6O6!空间探索实验%结果见表 ’,
6O3L血清中认知障碍标志物 EEU96&EEU90&
!?’&E’=含量
6O3O/!MMGK&-MMGK% 蛋白含量%当动物实验终止
时’腹主动脉抽血’对各组动物血清中的 MMGK&-
MMGK%含量进行了检测’结果%与空白组比较’模型
组血清 MMGK&-MMGK% 含量明显上升!%h#C#""’而
假手术组含量没有变化!%m#C#B"’见表 $,

0’"0
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表 4L大鼠水迷宫潜伏期时间比较#)!]"’#̂ 5$

A%K;-4LF(:Q%H#R(&(T;%G-&M$ (T*%G-H:%X-#&H%GR!)!]"’#̂ 5"

组别 第 " 次 第 & 次 第 ) 次 第 ( 次 第 B 次 第 ? 次

空白组 $#CB%k BC?( ’BC&Bk &CB" ’)C&"k?C?( ?$C(’k (C#) ?(C"&k $C#) B)C#?k (C"(

假手术组 $&C#%k"&C?%* $#C%%k ?C"(* ?%C$&k(C#%* ?)C#$k (C"B* B%C??k ?C)?* B%C$(k ?C%"*

模型组 %?C%)k ?C$$o "##C&’k"#C"#o %?C?)k)C$)o %(C?#k"&C’(o %&C%"k"#C)’o $%C’$k"&C)(o

组别 第 ’ 次 第 $ 次 第 % 次 第 "# 次 第 "" 次 第 "& 次

空白组 (%C$?k &C)$ B&C%$k ?C’( B#C&$k?C"’ ($C$’k BC() (&C(&k )C&’ (#C"’k (C#B

假手术组 BBC)’k BC’)* ($C%’k BC&(* (?C"(k)C?B* ()C#"k )C?"* (?C%#k $C(’* ((C&&k ?C(&*

模型组 $’C((k"#C#%o $$C()k"BCB&o $?C?)k’C&)o ’%C#?k"’C&#o $?C&$k ?C%(o $(C’(k"&C(?o

!!注%与空白组比较’o%h#C#"**%m#C#B

>69U% 567:3QU, -198 98UV\32. [Q6N:’o%h#C#"**%m#C#B

图 /L水迷宫典型轨迹图
N#)S/LG$Q#M%;Q%G"(T*%G-H:%X-

表 WL各组大鼠穿过平台所在位置数#)!]"’次$

A%K;-WL&+:K-H(TQ(R#G#(&R(TH%GR#&-%M")H(+Q

Q%RR#&) G"H(+)"G"-Q;%GT(H: !)!]"’ G#:-R"

组别 动物数;只 第 "( 日
空白组 % ’C&&k"C&#

假手术组 B ’C&#k#C$)*

模型组 "& )C%&k"CB?o

!!注%与空白组比较’o%h#C#"**%m#C#B

>69U% 567:3QU, -198 98UV\32. [Q6N:’ o%h#C#"* *%m#C#B

表 1L血清中 EEU96&EEU90 含量的情况#)!]"’#̂ 1$

A%K;-1LM(&G-&GR(TEEU96 %&IEEU90

#&R-H+: !)!]"’#̂ 1"

组别 MMGK&;! 2[;7E" MMGK%;! 2[;7E"

空白组 #C(Bk#C"" ’C$%k#C$?

假手术组 #C(?k#C""o $C#(k)C#)o

模型组 "C?)k#C$$# ""C"(k&C$)#

!!注%与空白组比较’o %m#C#B* 与空白组-假手术组比较’
#%h#C#"

>69U% A67:3QU, -198 98UV\32. [Q6N:’ o%m#C#B* A67:3QU, -198

V\32. [Q6N: 32, *8376:UQ39162 [Q6N:’#%h#C#"

6O3O6!血清中 =RL-MLF含量%当动物实验终止
时’腹主动脉抽血’对各组动物血清中的 =RL-MLF
含量进行了检测’结果%与空白组比较’模型组血清
=RL含量明显下降!%h#C#""’MLF含量明显上升
!%h#C#""’而假手术组 =RL-MLF含量均没有变化
!%m#C#B", 见表 %,

表 0L血清中 !?’&E’=含量的情况#)!]"’#̂ 1$

A%K;-0LM(&G-&G(T!?’%&IE’=#&R-H+: !)!]"’#̂ 1"

组别 =RL;!$76\;E" MLF;!$76\;E"

空白组 ’(C?%k%C%" &CB(k#C?&

假手术组 ’?CB)k"&C#%o &C"$k"C#%o

模型组 (’CB%k"’C")# BC?"k&C(&#

!!注%与空白组比较’o %m#C#B* 与空白组-假手术组比较’
#%h#C#"

>69U% A67:3QU, -198 98UV\32. [Q6N:’ o%m#C#B* A67:3QU, -198

V\32. [Q6N: 32, *8376:UQ39162 [Q6N:’#%h#C#"

3L讨论

本研究选用动物模型制备的基本方法笔者已发
表过相关研究论文 . ""/ *团队近年一直使用本造模方
法’该方法稳定’可靠性较强, 本次为了进一步研究
WH<后认知功能障碍的发生’在原有模型基础上引
入了水迷宫筛选, 结合水迷宫研究结果’我们发现
模型组动物与空白组-假手术组比较水迷宫实验潜
伏期大大延长-空间探索实验也表现较差’确实发生
了认知功能障碍*同时’空白组和假手术组比较没有
差异’这说明除打击导致颅脑损伤外’手术等操作没
有造成影响, 同时’实验也对大鼠生命体征-神经功
能行为学及运动功能进行了研究’结果显示%=L大
鼠颅脑受到手术-外力打击后’动物出血量增加’呼
吸减慢’死亡动物数也随之增加, 于打击后当日动
物苏醒后’对其神经功能-平衡能力-行走能力进行
了评价’显示结果与空白组比较’造模组有显著性差
异’假手术组也有差异, 造模后第 ) 日进行评估’假
手术组神经功能-平衡-行走能力均明显恢复*但是’
模型组动物神经功能-平衡-行走能力虽然均有明显
恢复’但是仍然存在显著性差异, 当实验结束时’模
型组动物神经功能-平衡-行走能力均明显改善’同

0$"0
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术后 ) 日点比较’均有明显改善’但是’与正常组比
较’仍然存在差异, 结果说明这一模型制备策略稳
定可靠’可供同类研究使用,

进一步实验选择了具有认知障碍标志物的公认
指标基质金属蛋白酶 &!MMGK&"- 基质金属蛋白酶
%!MMGK%"-氧化物歧化酶! =RL"和丙二醛!MLF"
进行研究, MMG是一组锌离子依赖的内肽酶家
族 . "&/ ’目前已发现人类 MMG*有 &# 多种’其中
MMGK&-MMGK% 是 MMG*家族的核心成员’与阿尔
茨海默病!FL"的关系密切’影响其发生发展*近年
来成为一种认知功能障碍的标志物’越来越多地被
应用在认知障碍的研究中, =RL是细胞内生的氧
自由基清除剂可以清除体内代谢产生的氧自由基*
MLF是氧自由基作用于细胞膜脂的产物’其浓度变
化能够间接反映氧自由基的含量变化’两者作为细
胞代谢的一对研究指标’已经是目前已经被许多研
究所公认的结果, 许多学者 . ")K"(/将 =RL-MLF作为
研究颅脑损伤认知功能的重要观察指标之一, 本研
究将血清中 MMGK&-MMGK%-=RL和 MLF作为 WH<
后认知障碍标志物进行观察’是否能得到理性的效
果呢2 在实验中’探索 WH<后认知障碍的动物模型
制备效果’结果发现模型组动物血清中 MMGK&-
MMGK%-MLF含量明显升高’但是’假手术组和空白
组均表达低水平’且两组之间比较没有差异*发现模
型组动物血清中 =RL含量明显下降’同样’假手术
组和空白组均表达一般水平’且两组之间比较没有
差异, 这些观察结果证明了 WH<后认知障碍大鼠血
清中 MMGK&-MMGK%-=RL和 MLF含量确实发生了
变化*同时也说明我们使用血清中这 ( 种物质的含
量变化作为 WH<后认知障碍观察标志物是可行的*
也从一定程度证明我们制备的 WH<后认知障碍的有
效可靠性,

综上’本实验研究了 WH<后认知功能大鼠模型
制备的策略和评价方法’使用水迷宫筛选-检测血清
中 MMGK&-MMGK%-=RL-MLF的含量等是可靠度较
高的评价方法’本模型制备方法操作可行’结果可

靠’可供同类研究应用,
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