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　 　 【摘要】 　 目的　 通过比较 ３ 种大鼠脑灌注不足模型的脑血流量、脑组织中神经细胞形态改变及血清氧化与

炎症因子水平的变化，为脑血管疾病及神经退行性疾病机制及治疗药物研究提供实验动物模型。 方法　 将 ８８ 只

雄性 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组（ｎ ＝ １６）、经典双侧颈总动脉结扎组（经典 ２⁃ＶＯ 组，ｎ ＝ ２４）、改良 ２⁃ＶＯ 组（ｎ ＝
２４）和线栓法组（ｎ ＝ ２４）。 经典 ２⁃ＶＯ 组行双侧颈总动脉结扎术，改良 ２⁃ＶＯ 组在结扎之前先从颈总动脉抽血

（１ ｍＬ ／ １００ ｇ），线栓法组行大脑中动脉闭塞术。 前 ２ 种模型的假手术组仅分离颈总动脉但不结扎，线栓法模型的

假手术组仅结扎颈总动脉近心端和颈外动脉，但不插入栓线。 术后 １、３ 和 ７ ｄ 时检测 ３ 组大鼠的脑血流量、脑梗死

体积、血清炎症因子水平、海马组织苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色和超微结构。 结果　 激光散斑的结果显示：改良 ２⁃ＶＯ
组大鼠脑血流下降幅度较其他 ２ 组更明显。 第 ７ 天时，仅有改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠脑血流量相较于假手术组仍有显著

性差异，且仍处于低灌注状态（与术前相比脑血流量下降 ３０％）。 ＴＴＣ 染色的结果显示：随着造模时间延长，３ 组大

鼠纹状体区域的白色梗死灶逐渐变大，其中改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠有 ４ 只（约 ２６􀆰 ７％）在皮层和纹状体都出现了白色梗

死灶，线栓法组有 １０ 只（约 ６６􀆰 ７％）在患侧皮层和纹状体出现了白色梗死灶。 ＥＬＩＳＡ 结果显示：３ 组模型大鼠造模

后炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ 水平升高，氧化因子 ＲＯＳ 的水平升高，抗氧化因子 ＳＯＤ 水平下降。 在术后第 ７
天时，经典 ２⁃ＶＯ 组与线栓法组大鼠的 ｈｓ⁃ＣＲＰ 与假手术组相比无显著性差异，但改良 ２⁃ＶＯ 组与假手术组相比上述

所有指标仍有显著性差异。 ＨＥ 染色的结果显示，改良 ２⁃ＶＯ 组相较于另 ２ 组能造成更严重的海马 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区

损伤。 透射电镜的结果显示，改良 ２⁃ＶＯ 组相较于另 ２ 组能造成海马区细胞更严重的线粒体和内质网损伤。 结论

成功构建脑低灌注大鼠模型，相较于经典 ２⁃ＶＯ 法和线栓法，改良 ２⁃ＶＯ 法能在相同的时间内造成更完全的脑低灌

注和更严重的神经损伤，更接近人类脑低灌注病理状态。
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ＥＬＩＳＡ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ｈｓ⁃ＣＲＰ， ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＲＯＳ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｆａｃｔｏｒ ＳＯＤ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｏｎ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｄａｙ ７， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｓ⁃ＣＲＰ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃ
２⁃ＶＯ ａｎｄ ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ
ｓｔｉｌｌ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｎｄ ＣＡ３ ｒｅｇｉｏｎｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ
ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ａｎｄ
ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ， ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｅ
ｓｅｖｅｒｅ ｎｅｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｆｒａｍｅ， ｒｅｓｅｍｂｌｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｒｅ
ｃｌｏｓｅｌｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ； ２⁃ｖｅｓｓｅｌ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ； ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 缺血性卒中是严重危害国民健康的重大慢性

非传染性疾病，具有高死亡率、高致残率、高发病率

的特点［１］。 血管再通术可显著降低死亡率并改善

患者的预后，但受限于严格的治疗时间窗，能够接

受血管内治疗的患者人数极 低 （ 静 脉 溶 栓 率

５􀆰 ６４％，血管内治疗率 １􀆰 ４５％），超过 ９２％的缺血性

卒中患者无法接受溶栓治疗［２］。 这类非溶栓患者

在大血管急性闭塞后，供血区血流灌注量迅速下

降，形成梗死核心，周围组织血流灌注量不满足神

经细胞维持正常功能所需达到的生理阈值而处于

休眠状态，称为缺血半暗带，也常被认为是卒中后

处于低灌注状态的脑组织。 若血流灌注不能及时

恢复，这些处于低灌注的脑组织将逐渐发生不可逆

的死亡，导致梗死面积进一步扩大，造成永久的神

经功能缺损［３］。 脑低灌注引起的血流动力学障碍

使得附壁血栓选择性地进入分水岭区终末血管引

起梗死，即低灌注性脑梗死［４］。 这是一种由于血流

灌注不良引起的特殊类型的缺血性脑卒中。 因此，
改善低灌注区域的血流灌注及时挽救濒临死亡的

脑组织是目前血管内治疗领域研究的热点之一。
动物模型一直是临床与基础研究工作紧密结

合的重要工具，不同课题组需综合考虑建模周期、
成模效率和实验成本等多方面因素，制备出最接近

人类卒中后低灌注发病机制和经济且简单可行的

动物模型。 目前，国内外文献报道的脑低灌注动物

模型以大鼠的双侧颈总动脉闭塞（ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ
ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＢＣＡＯ）、大脑中动脉部分闭塞

（ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＩＴＴ）也称线栓法，和
小鼠的双侧颈总动脉狭窄（ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙｓｔｅｎｏｓｉｓ，ＢＣＡＳ）模型为主［５－６］。 ＩＴＴ 栓线进入
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部位与留置时间对实验结果影响较大，稳定性较

差［７］。 ＢＣＡＳ 会对血管内皮产生不利影响，且用到

的弹簧微线圈大大增加了实验成本。 大鼠 ＢＣＡＯ 模

型仍是目前应用最广泛的脑低灌注模型，不仅是因

为其相对更简便的操作和低成本，与小鼠和沙鼠相

比，大鼠脑血管解剖结构与人类最为接近，具有完

整的大脑动脉环（Ｗｉｌｌｉｓ 环），可以通过侧支循环提

供不间断的血流。 但这同时也是它的一个缺陷，
ＢＣＡＯ 仅造成不完全性的脑缺血，与临床卒中后低

灌注患者的病理特征不符。 线栓法虽然相比 ＢＣＡＯ
更贴近临床患者局灶性低灌注的状态，但目前其应

用仅停留在超急性期（２４ ｈ） ［６］。 基于以上 ２ 种模

型，本研究团队通过比较它们各自的优缺点，建立

了一种新的脑低灌注模型（后称改良 ２⁃ＶＯ 法），旨
在建立一种制备方法简便、症状稳定且更接近临床

特征的脑低灌注模型。
为此，研究人员比较了 ３ 种方法，并通过检测大

鼠的脑血流量、血清炎症与氧化因子水平、脑梗死

体积大小、苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色结果和透射电镜

下各细胞器的形态等指标对比了在双侧结扎的条

件下降低大鼠血容量（即改良型 ２⁃ＶＯ 法）和单纯仅

结扎双侧颈总动脉（后称经典 ２⁃ＶＯ 法）以及线栓法

３ 种处理手段建立的脑低灌注实验动物模型，为今

后脑低灌注的研究提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

８８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，体重 ２２０ ～ ２４０ ｇ，
均购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 饲养在中国医学科学院

药用植物研究所动物中心【ＳＹＸＫ（京）２０２３－０００８】，
动物实验设施持续保持屏障环境标准。 主要环境

指标的控制范围：室温 ２０ ～ ２６ ℃，日温差 ≤ ４ ℃。
相对湿度 ４０％ ～ ７０％。 最小换气次数每小时 １５
次，光照明：暗 ＝ １２ ｈ：１２ ｈ。 饲养于标准盒内，每盒

５ 只，其饲养空间符合中华人民共和国国家标准

ＧＢ１４９２５⁃２０１０ 中关于实验动物所需最小空间的规

定。 所有动物均由培训合格的人员进行饲养管理，
整个饲养过程中保持动物饮食活动自由。 本研究

方案经中国医学科学院药用植物研究所实验动物

伦理委员会审批通过后开展实验 （ ＳＬＸＤ⁃２０２３０
５０５０１２）。

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

肝素钠（上海源叶生物科技有限公司，货号：
Ｓ１２００４⁃１００ ｇ）；１％戊巴比妥钠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）；组织固

定液（北京九州岛柏林生物科技有限公司，ＢＬＣ⁃
０１）；ＨＥ 染液套装（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ１００３）；Ｇｌｕｔａ 固定液

（北京索莱宝科技有限公司， ＃Ｐ１１２６）； ＴＴＣ 染液

（Ｓｉｇｍａ，Ｔ８８７７⁃１０Ｇ）；肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）酶联

免疫吸附测定试剂盒（北京华英生物技术研究所，
ＨＹ⁃Ｈ００１９）；白介素 １β（ ＩＬ⁃１β）酶联免疫吸附测定

试剂盒（北京华英生物技术研究所，Ｈ⁃Ｈ０００１）；Ｃ 反

应蛋白（ＣＲＰ）酶联免疫吸附测定试剂盒（北京华英

生物技术研究所， ＨＹ⁃Ｉ００２４）；超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）酶联免疫吸附测定试剂盒（北京华英生物技

术研究所，ＨＹ⁃Ｍ０００１）；活性氧（ＲＯＳ）酶联免疫吸

附测定试剂盒（北京华英生物技术研究所，ＨＹＹ⁃
００８７）。 非吸收性外科缝合线（扬州源康医疗器械

有限公司，型号：４⁃０）；２ ｍＬ 注射器；尼龙栓线（北京

西浓科技有限公司，１７２０⁃Ａ２ＪＣ）；体重秤（上海菁华

科技仪器有限公司，ＹＰ２００２Ｎ）；激光散斑成像仪

（英国 Ｍｏｏｒ Ｉｎｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＭｏｏｒＦＬＰＩ⁃２）；恒温培养箱

（上海智城分析仪器制造有限公司，ＺＸＤＰ⁃Ａ２０８０）；
脱水机（意大利 ＤＩＡＰＡＴＨ，Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ）；包埋机（武汉

俊杰电子有限公司，ＪＢ⁃Ｐ５）；病理切片机（上海徕卡

仪器有限公司，ＲＭ２０１６）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及造模

根据大鼠体重，随机将 ８８ 只 ＳＤ 大鼠分为 ４ 组，
即假手术组（ｎ ＝ １６），经典 ２⁃ＶＯ 组（ｎ ＝ ２４），改良

２⁃ＶＯ 组（ｎ ＝ ２４）和线栓法组（ｎ ＝ ２４）。 具体操作

如下：经典 ２⁃ＶＯ 组：用戊巴比妥钠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉

大鼠，逐层分离出双侧颈总动脉，使用 ４⁃０ 外科缝合

线结扎颈总动脉后离断，消毒缝合。 改良 ２⁃ＶＯ 组：
麻醉大鼠后首先静脉推注肝素钠溶液使大鼠全身

肝素化。 逐层分离出双侧颈总动脉，结扎颈总动脉

近心端，再在距结扎处 ２􀆰 ５ ｃｍ 处用 １ 根缝合线绕过

远心端，打 １ 活结。 取 ２ ｍＬ 注射器，从两结中间位

置扎破血管，在血管内后抽血（１００ ｇ ／ ｍＬ）。 止血，
扎紧之前系好活结，为了防止缝合线脱落每次打

４ 次结，然后用手术剪在两结之间剪断颈总动脉，另
一侧颈总动脉操作同上，消毒缝合。 线栓法组：分
离大鼠右侧颈总动脉和颈外动脉，用微动脉夹夹闭

颈总动脉，用双极电凝笔电凝颈外动脉的分支。 游

离颈外动脉主干，在距颈总动脉分叉 ３ ～ ４ ｍｍ 处结
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扎。 微动脉夹暂时夹闭颈内动脉，眼科剪将颈外动

脉剪 １ 小口，插入直径 ０􀆰 １７５ ｍｍ 的栓线，在颈外动

脉剪口处打 １ 松结以阻断颈内动脉的血液返流，去
除颈内动脉的微动脉夹，轻推尼龙线进入颈内动

脉，部分阻断大脑中动脉 （ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ，
ＭＣＡ）的开口，插入深度 １８ ～ ２２ ｍｍ。 去除颈总动

脉的微动脉夹，消毒后逐层缝合皮下组织和皮肤。
另外，各造模方法的假手术组具体操作：经典 ２⁃ＶＯ
组和改良 ２⁃ＶＯ 组：仅分离颈总动脉但不结扎；线栓

法组：除了不插入栓线外其他操作与模型组一致。

注：Ａ：经典 ２⁃ＶＯ 组；Ｂ：改良 ２⁃ＶＯ 组；Ｃ：线栓法组。

图 １　 步态模型构建示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ（ＩＴＴ） ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｇａｉｔ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

１􀆰 ２􀆰 ２　 动物处理

为了全面探究 ３ 种造模方法对大鼠产生的影

响，增加其应用价值，实验人员设置了 ３ 个时间点，

即术后 １、３、７ ｄ，每个时间点取 ９ 只大鼠作为研究对

象。 实验模型构建示意图如图 １ 所示。
１􀆰 ２􀆰 ３　 激光散斑血流仪检测大鼠脑血流量

实验人员检测了 ６０ 只大鼠的脑血流量。 麻醉

大鼠后，剪开头顶部皮肤，清理干净残留毛发。 再

用扩胸器撑开大鼠头皮，将大鼠头部正对激光散斑

血流仪摄像头下连续检测 ３ ｍｉｎ，大鼠脑血流量下降

至缺血前 ４０％ ～ ３０％以下视为缺血成功。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＴＴＣ 染色

大鼠测完脑血流后，腹主动脉取血后立即断

头，将脑组织剥离后放冷冻至稍微硬化，除去小脑

和脑干，再用刀片连续切 ６ 片（每片约 ２ ｍｍ），将脑

片放入提前预热的 ３７ ℃ ２％ ＴＴＣ 溶液中避光孵育
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１５ ｍｉｎ。 孵育完成后将脑片在 ４％多聚甲醛中固定

过夜后，将脑片取出依次排列在白色滤纸上，拍照。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃
ＣＲＰ、ＳＯＤ 和 ＲＯＳ 的表达

取得的血液样本（ｎ ＝ ８８）经 ４ ℃ ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ 后取上清液得到大鼠血清样品，按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书对大鼠血清进行检测。

注：Ａ：激光散斑检测术后不同时间点 ３ 种模型大鼠的脑血流量变化；Ｂ：３ 组大鼠在不同时间点的脑血流量变化对比；Ｃ：改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠

术后不同时间点脑血流量变化；Ｄ：线栓法组大鼠术后不同时间点脑血流量变化；Ｅ：经典 ２⁃ＶＯ 组大鼠术后不同时间点脑血流量变化。 与

假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与改良 ２⁃ＶＯ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与经典 ２⁃ＶＯ 组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 大鼠经三种造模方法造模后脑血流变化情况（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌａｓｅｒ ｓｐｅｃｋｌｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ． Ｂ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ．
Ｄ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ

ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， △△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ（ｎ ＝ ５）

１􀆰 ２􀆰 ６　 大鼠脑组织 ＨＥ 染色

每种模型取 １２ 只大鼠，腹主动脉取血后立即断

头，取出脑组织经生理盐水灌注后在 ４％组织固定

液中固定过夜。 随后依次进行 ＨＥ 染色，光学显微

镜观察病理变化。
１􀆰 ２􀆰 ７　 透射电镜检测大鼠海马组织超微结构

每种模型取 １２ 只大鼠，腹主动脉取血后立即处

死，将脑组织置于冰袋上，用镊子小心分离出海马

组织，放置于 Ｇｌｕｔａ 电镜固定液中固定 ２ ｈ。 然后迅

速行透射电镜观察。
１􀆰 ３　 统计学分析

本实验数据均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）来表

示，用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０２ 软件进行统计学分析。
确保数据呈正态分布的条件下，采用单因素方差分

析（ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠脑血流变化情况

结果如图 ２，研究团队采用激光散斑血流仪监

测术后不同时间段大鼠脑血流量的变化，脑血流量
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下降至缺血前 ４０％ ～ ３０％以下视为造模成功。
３ 种模型的 Ｓｈａｍ 组大鼠脑血流灌注充沛，未出

现缺血情况。 造模后，大鼠脑血流明显下降，其中

改良 ２⁃ＶＯ 组降幅最大。 术后 １ ｄ，该组脑血流仅为

假手术组的 ４６􀆰 ６６％，明显低于其他 ２ 组。 术后 ３ ｄ，
经典 ２⁃ＶＯ 组和改良 ２⁃ＶＯ 组的脑血流分别上升至

假手术组的 ６６􀆰 ９８％ ± ３􀆰 ７４％和 ５０􀆰 ７５％ ± ８􀆰 ６１％，
线栓法组患侧脑血流量上升至健侧的 ７８􀆰 １２％ ±
６􀆰 ２６％，此时前 ２ 组的脑血流量仍显著低于假手术

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），线栓法组患侧与健侧之间的差值与

假手术组相比无显著性差异。 除此之外，改良 ２⁃ＶＯ
组大鼠脑血流量显著低于另 ２ 组，经典 ２⁃ＶＯ 组大

鼠脑血流量虽然显著高于改良 ２⁃ＶＯ 组，但相较于

注：Ａ：３ 种造模方法不同时间点的脑组织 ＴＴＣ 染色结果；Ｂ：改良 ２⁃ＶＯ 组 ４ 只染色异常大鼠的 ＴＴＣ 染色结果；Ｃ：线栓法组 １５ 只大

鼠 ＴＴＣ 染色情况，其中有 １０ 只大鼠在皮层和纹状体出现了大小不等的梗死灶。

图 ３　 ＴＴＣ 染色检测 ３ 种方法不同时间点大鼠脑缺血情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｂ． ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｂｎｏｒｍａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ １５ ｒａｔｓ ｉｎ ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ １０ ｏｆ ｔｈｅｍ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｆａｒｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ
ｉｎ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｓｔｒｉａｔｕｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

线栓法组来说仍具备一定优势。 术后 ７ ｄ，经典 ２⁃
ＶＯ 组以及线栓法组与各自对照组相比脑血流均已

无显著性差异，而改良 ２⁃ＶＯ 组的脑血流量不仅仍

显著低于假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），还低于另外 ２ 种模

型大鼠的脑血流量，并且仍处于低灌注所定义的脑

血流量范围 ６７􀆰 １０％ ± ７􀆰 ３６％。

总之，术后 ７ ｄ 时，仅有改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠的脑

血流量符合本研究对低灌注的定义，说明改良 ２⁃ＶＯ
法可延长模型处于低灌注的时间，可用于较长给药

周期的脑低灌注基础实验研究。
２􀆰 ２　 大鼠脑梗死体积情况

有研究指出一般情况下，不同于有栓子型的

ＩＴＴ 模型，无栓子型的经典 ２⁃ＶＯ 引起的不完全性脑

缺血不易引起大脑皮层大面积梗死［８］。 在本研究

中，经典 ２⁃ＶＯ 组的大鼠在术后 ３ ｄ 和 ７ ｄ 时显示纹

状体出现大小不等的白色梗死灶，这与文献结果相

符，假手术组和经典 ２⁃ＶＯ 组术后 １ ｄ 时未显示明显

染色异常（图 ３Ａ）。 改良 ２⁃ＶＯ 组和线栓法组均在

术后 １ ｄ 就出现纹状体梗死灶，并且梗死体积随着

时间延长而增加。 也就是说，与经典 ２⁃ＶＯ 组相比，
改良 ２⁃ＶＯ 组与线栓法组能在更短的时间内形成梗

死灶。 除此之外，改良 ２⁃ＶＯ 组还大约有 ２６􀆰 ７％的

大鼠（４ ／ １５）分别在术后 ３ ｄ 和术后 ７ ｄ 在皮层和纹

状体区域都出现了大面积的白色梗死灶（图 ３Ｂ），
而这一现象没有在经典 ２⁃ＶＯ 组中观察到。
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相较于前 ２ 个模型，线栓法组大鼠更易发生患

侧皮层和纹状体区域都出现大面积白色梗死灶的

现象（１０ ／ １５），且梗死体积大小与造模时间呈正相

关，见图 ３Ｃ。 研究人员推测这可能与 ２ 种因素有

关：（１）栓线反复进出的过程会损伤血管内皮细胞，
影响血管内膜完整性，诱发血栓形成完全堵塞血

管；（２）与阻断的供血血管有关：大脑中动脉是颈内

动脉的最大分支，承担大脑半球 ８０％的血供，阻塞

大脑中动脉会导致包括纹状体和皮质在内的大量

梗死［９］。

表 １　 不同时间点 ３ 组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＳＯＤ 和 ＲＯＳ 含量比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ｈｓ⁃ＣＲＰ， ＳＯＤ ａｎｄ ＲＯＳ ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ＩＬ⁃１β ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ｈｓ⁃ＣＲＰ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＳＯＤ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＲＯＳ（ＭＦＩ ／ ｍＬ）

经典 ２⁃ＶＯ 假手术组
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２８􀆰 ５７ ± ３􀆰 ２１ １５􀆰 ６８ ± １􀆰 ７０ ２􀆰 ９０ ± ０􀆰 ５８ ７８􀆰 ２４ ± １０􀆰 ６７ １４７􀆰 ３８ ± ６􀆰 ７７

改良 ２⁃ＶＯ 假手术组
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ０２ ± ４􀆰 ０１ １４􀆰 １０ ± ０􀆰 ８５ ２􀆰 ４９ ± ０􀆰 １２ ８５􀆰 ３７ ± ３􀆰 ９１ １３３􀆰 ４９ ± ５􀆰 ４５

线栓法假手术组
ＩＴＴ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２４􀆰 ３０ ± ３􀆰 ４８ １３􀆰 ７２ ± ０􀆰 ４３ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ２０ ８９􀆰 ２６ ± １􀆰 ８２ ８７􀆰 ２４ ± １７􀆰 ８４

经典 ２⁃ＶＯ 组术后 １ ｄ
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ １ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ５２􀆰 ２０ ± ４􀆰 ０４∗∗ ３１􀆰 ４５ ± １􀆰 ４１∗∗∗ ４􀆰 ５９ ± ０􀆰 ７６∗ ６７􀆰 ６２ ± ７􀆰 ００∗ ２８２􀆰 ４５ ± ２０􀆰 ８６∗∗∗

经典 ２⁃ＶＯ 组术后 ３ ｄ
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ４８􀆰 ３１ ± ０􀆰 ２９∗∗∗ ３０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ８７∗∗∗ ３􀆰 ８８ ± ０􀆰 ４８ ７２􀆰 １１ ± ４􀆰 ８７∗ ２７７􀆰 ８９ ± ２２􀆰 ４３∗∗∗

经典 ２⁃ＶＯ 组术后 ７ ｄ
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ４５􀆰 ０３ ± ４􀆰 ０２∗∗ ３０􀆰 ０８ ± ２􀆰 ６３∗∗ ３􀆰 ４５ ± ０􀆰 ８８ ７８􀆰 ７８ ± ０􀆰 ７４∗∗ ２７０􀆰 １２ ± １１􀆰 ０９∗∗∗

改良 ２⁃ＶＯ 组术后 １ ｄ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ １ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３６􀆰 ６５ ± ２􀆰 ４６∗∗ ２５􀆰 ６７ ± ２􀆰 ６９∗∗∗ ４􀆰 ００ ± ０􀆰 ８４∗ ６０􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６４∗∗∗ ２３４􀆰 ２９ ± ６􀆰 ７９∗∗∗

改良 ２⁃ＶＯ 组术后 ３ ｄ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３５􀆰 ２８ ± ３􀆰 ５８∗∗ ２４􀆰 ３８ ± ８􀆰 ６９∗ ３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ８７∗ ６４􀆰 ８６ ± ４􀆰 ６２∗∗∗ ２０６􀆰 ０９ ± ４􀆰 ６２∗∗∗

改良 ２⁃ＶＯ 组术后 ７ ｄ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３４􀆰 ７３ ± ８􀆰 ８２∗ ２２􀆰 ５８ ± ４􀆰 ６７∗ ３􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４８∗∗ ７１􀆰 ２１ ± ７􀆰 ２４∗ １９８􀆰 ９８ ± ３３􀆰 １０∗

线栓法组术后 １ ｄ
ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ １ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３６􀆰 ５７ ± １０􀆰 ９８∗ ２３􀆰 ３３ ± ６􀆰 ４１∗ ２􀆰 ８７ ± ０􀆰 ４９∗ ８１􀆰 ２８ ± ４􀆰 ８７∗ ２４８􀆰 ５４ ± ３３􀆰 ３４∗∗

线栓法组术后 ３ ｄ
ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ５３􀆰 ６０ ± ９􀆰 ４７∗∗ ２７􀆰 ６４ ± １􀆰 ５１∗∗∗ ４􀆰 ２７ ± ０􀆰 ２０∗∗∗ ６６􀆰 ７６ ± ６􀆰 ２７∗∗ ２７５􀆰 ５４ ± ４５􀆰 ０１∗∗

线栓法组术后 ７ ｄ
ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ４３􀆰 ２８ ± １２􀆰 ２８∗ ２２􀆰 ０８ ± ６􀆰 ２９∗ ３􀆰 ０６ ± ０􀆰 ６７ ６９􀆰 ０９ ± ８􀆰 ６９∗∗ ２２４􀆰 ８０ ± ６０􀆰 ８７∗∗

注：与假手术组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

　 　 ＴＴＣ 染色结果表明：相较于经典 ２⁃ＶＯ 组引起

的相对温和的脑血流量下降，改良 ２⁃ＶＯ 组引起的

脑血流量下降幅度更大。 线栓组不同于前面 ２ 组，
线栓插入的深浅以及大鼠的血管内径对实验结果

影响较大，且线栓的插入过深可导致脑血流急剧下

降，这个结果往往是无法通过大鼠自身代偿来抵抗

的，因此该模型相较于前 ２ 个模型来说稳定性较差。
２􀆰 ３　 ３ 组大鼠血清炎症及氧化因子的表达

如表 １ 所示，线栓法组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ

及 ＲＯＳ 水平均随着造模时间延长先升后降，ＳＯＤ 则

是先降后升，术后 ３ ｄ 为转折点。 术后 ７ ｄ 时，ｈｓ⁃
ＣＲＰ 下降至 ３􀆰 ０６ ± ０􀆰 ６７ ｍｇ ／ Ｌ，与假手术组的差异

无显著性。
改良 ２⁃ＶＯ 组与经典 ２⁃ＶＯ 组的变化规律较为

相似，均表现为随着造模时间延长，促炎因子 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ 和氧化因子 ＲＯＳ 水平逐渐下降，
抗氧化因子 ＳＯＤ 含量逐渐上升。 但是，经典 ２⁃ＶＯ
组 ｈｓ⁃ＣＲＰ 水平在第 ３ 天时与对照组相比差异无显

著性，术后 ７ ｄ 时含量进一步下降。 而改良 ２⁃ＶＯ 组

各项指标在术后 ７ ｄ 时与对照组的差异仍具有显

著性。
３ 种造模方法均可引起大鼠的炎症和氧化应激

反应，其中改良 ２⁃ＶＯ 法能稳定地、持久地使大鼠的

血清细胞因子保持在一个病理状态。
２􀆰 ４　 大鼠海马组织病理变化

通过 ＨＥ 染色评价 ２ 种造模方法在不同时间点

对大鼠海马组织 ＣＡ１ 区和 ＣＡ３ 区的神经细胞形态

的改变。 如图 ４ 所示，３ 种方法的假手术组海马神

９９０１
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经元数量丰富、形态规则、排列整齐密集、胞核大而

圆、呈均匀淡蓝色或蓝色、核仁清楚。
术后 １ ｄ，各组海马区域的变化如下：经典 ２⁃ＶＯ

组：极少数神经元体变形、皱缩深染（红色箭头），少
数炎症细胞增生（蓝色箭头）。 线栓法组：少量细胞

核淡染，细胞间距增大。 改良 ２⁃ＶＯ 组：相较于前 ２
组，皱缩神经元核炎症细胞数量增加。

注：红色箭头：异常神经元；绿色箭头：正常神经元；蓝色箭头：炎性细胞；黄色箭头：不规则空泡。

图 ４　 ３ 种造模方法术后 １、３、７ ｄ 时大鼠海马组织 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ａｂｎｏｒｍａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ． Ｎｏｒｍａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｐｈｙｓａｌｉｄｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｎｄ ＣＡ３ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ａｔ １， ３ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

术后 ３ ｄ，经典 ２⁃ＶＯ 组 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区少量神

经元胞体变形皱缩深染，较多炎性细胞增生（蓝色

箭头）。 线栓法组 ＣＡ１ 区多数细胞胞核消失，细胞

数量减少，ＣＡ３ 区结构层次紊乱。 改良 ２⁃ＶＯ 组较

其他 ２ 组损伤进一步增加，主要表现在：海马 ＣＡ１
和 ＣＡ３ 区更多的神经元胞体变形皱缩深染成三角

形或不规则的形状，神经元数量减少，炎性细胞浸

润增加。
　 　 术后 ７ ｄ，经典 ２⁃ＶＯ 组 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区大量神

经元皱缩深染，周围少见不规则空泡（黄色箭头），
改良 ２⁃ＶＯ 组皱缩神经元数量进一步增加，偶见少

量正常细胞（绿色箭头），神经元排列更加紊乱。 线

栓法组相较其他两组损伤较轻，主要表现为 ＣＡ１ 和

ＣＡ３ 区神经元皱缩和排列紊乱，无空泡化现象。
总的来说，３ 种方法均可导致大鼠海马 ＣＡ１、
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ＣＡ３ 区受损，损伤程度与造模时间呈正相关。 其

中，改良 ２⁃ＶＯ 组对比另外 ２ 组在相同造模时间内

能造成海马组织更明显的病理损伤，主要表现为术

后第 ３ 天即出现大量皱缩深染坏死的神经元，以及

更多的炎性细胞浸润。
２􀆰 ５　 大鼠海马组织超微结构改变

如图 ５ 所示，３ 种造模方法的假手术组未显示

明显病理性改变。 术后 １ ｄ，３ 种方法均可引起线粒

体轻度损伤。 改良 ２⁃ＶＯ 法额外引起内质网腔扩

张。 具体体现为：（１）神经元：经典 ２⁃ＶＯ 组与改良

注：蓝色箭头：线粒体超微结构改变；黄色箭头：内质网超微结构改变；红色箭头：紧密连接完整性；紫色箭头：自噬小体。

图 ５　 ３ 种造模方法术后 １、３、７ ｄ 对大鼠海马组织不同细胞超微结构影响的代表性图像（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ｐｕｒｐｌｅ ａｒｒｏｗ． Ｃｙｔｏｌｙｓｏｓｏｍｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ａｔ １， ３ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ（ｎ ＝ ３）

２⁃ＶＯ 组线粒体均呈现轻度肿胀，后者的内质网腔略

有扩张。 线栓法组线粒体嵴轻微肿胀，部分内质网

断裂。 （２）微血管：３ 种模型的微血管基底膜和内皮

细胞结构正常，线粒体嵴结构正常，双层膜结构清

晰，紧密连接未被破坏。 （３）胶质细胞：经典与改良

２⁃ＶＯ 组均表现线粒体嵴轻微肿胀，排列紊乱。 但后

者内质网腔扩张更明显。 线栓法组胶质细胞未见

明显病理性改变。
术后 ３ ｄ，３ 种方法均可引起线粒体中度肿胀。

但除此之外，改良 ２⁃ＶＯ 法还能造成内质网腔中度

１０１１
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扩张以及紧密连接受损。 具体体现为：（１）神经元：
３ 组线粒体均表现为嵴部分溶解，双层膜结构模糊，
中等程度肿胀。 且改良 ２⁃ＶＯ 组内质网腔扩张程度

更严重。 （２）微血管：经典 ２⁃ＶＯ 组微血管基底膜结

构部分溶解，紧密连接完整。 改良 ２⁃ＶＯ 组微血管

基底膜溶解，紧密连接模糊，线粒体基质重度肿胀

甚至出现空泡化；线栓法组与经典 ２⁃ＶＯ 组病理改

变类似。 （３）胶质细胞：与前面的结果相似，除了线

粒体表现出的肿胀外，改良 ２⁃ＶＯ 组相较于另外 ２
组内质网腔扩张更严重。

术后 ７ ｄ，改良 ２⁃ＶＯ 组线粒体、内质网以及紧

密连接的损伤程度均大于经典 ２⁃ＶＯ 组和线栓法

组。 具体体现为：（１）神经元：经典 ２⁃ＶＯ 组和改良

２⁃ＶＯ 组线粒体基质空泡化加剧，经典 ２⁃ＶＯ 组内质

网腔轻微扩张，有部分断裂；改良 ２⁃ＶＯ 组在此基础

上表现出更严重的内质网腔扩张。 （２）微血管：经
典 ２⁃ＶＯ 组微血管内皮细胞基底膜中度溶解，紧密

连接轻度受损。 改良 ２⁃ＶＯ 组微血管内皮细胞基底

膜和紧密连接均被严重破坏，线粒体嵴几乎完全溶

解。 （３）胶质细胞：经典 ２⁃ＶＯ 组线粒体破裂，部分

基质空泡化，核膜扩张，内质网腔重度扩张；改良 ２⁃
ＶＯ 组相较于经典 ２⁃ＶＯ 组线粒体碎片增多，空泡化

更严重。 线栓法组的超微结构改变虽然相较于 １ ｄ
和 ３ ｄ 时有所加重，但损伤程度不如另外 ２ 种模型。

总的来说，在相同的造模时间内，改良 ２⁃ＶＯ 组

造成的海马区细胞损伤更严重，主要体现在：更明

显的线粒体肿胀、空泡化现象；术后 １ ｄ 即出现内质

网应激；术后 ３ ｄ 即表现出紧密连接破坏。

３　 讨论

经典 ２⁃ＶＯ 法是目前使用最广泛，建立最成熟

的低灌注模型之一，具有操作简单、成本低、动物存

活率高等优点［１０］。 但它造成的是一种不完全性脑

缺血，主要归因于 ＳＤ 大鼠具有完整的 Ｗｉｌｌｉｓ 环，可
在双侧颈总动脉结扎后持续为大脑提供不间断但

逐渐减少的血液供应［１１］，难以达到理想的脑缺血效

果。 沙鼠和大多数品系的小鼠会因为 Ｗｉｌｌｉｓ 环缺失

导致 ２⁃ＶＯ 术后出现严重的脑缺血甚至死亡［１２－１３］，
说明了 Ｗｉｌｌｉｓ 环对 ２⁃ＶＯ 模型的影响非常大。 这将

直接导致造模大鼠的组织学脑损伤程度差异较大，
因为每个个体的 Ｗｉｌｌｉｓ 环发育情况和侧支代偿能力

不同。 对于一些具有良好的 Ｗｉｌｌｉｓ 环和血液储备能

力的个体来说，仅仅 ２⁃ＶＯ 不足以造成脑低灌注，从

而影响实验结果。 因此，ＰＵＬＳＩＮＥＬＬＩ 等［１４］ 在 １９７９
年提出了 １ 种 ４⁃ＶＯ 模型（双侧颈总动脉夹闭 ＋ 椎

动脉闭塞），大鼠术后前脑半球严重缺血缺氧，血流

量降低至 ３％甚至更少，在短时间内与智能相关脑

区严重受损且伴有感觉运动障碍，该模型为全脑缺

血的研究作出了巨大的贡献。 但这种 ４⁃ＶＯ 模型具

有如下缺点：操作困难，对手术操作者熟练度要求

很高，且术后易感染，动物死亡率高，因此并没有被

广泛接受用于研究［９］。 考虑到以上模型的特点，本
研究团队构建了 １ 种改良 ２⁃ＶＯ 模型，即在 ２⁃ＶＯ 的

基础上给予低血压的条件，从而进一步降低脑灌注

压，可使 ２⁃ＶＯ 这种相对温和的不完全性脑缺血转

为更严重的脑缺血，但又不同于 ４⁃ＶＯ 模型的近乎

全脑无血流供应，更符合临床低灌注性脑卒中患者

低压的发病特征。 已有研究报道，在夹闭双侧颈总

动脉的基础上通过腹腔注射硝普钠来降低血

压［１５－１６］，但硝普钠扩血管的作用在 ３０ ｍｉｎ 后消失，
模型大鼠无法维持较长时间的低压状态，并且外周

血管的收缩舒张受环境温度因素影响较大，模型稳

定性较差。 在本研究中，研究人员通过从 ＳＤ 大鼠

颈总动脉抽血直接降低大鼠总血容量来达到降低

脑灌注压的目的，这种方法制备的低灌注模型相较

于 ２⁃ＶＯ ＋ 硝普钠模型具有稳定性高、可重复性强的

优点；相较于 ４⁃ＶＯ 模型具有操作简便、动物存活率

高的优点；并且能造成比 ２⁃ＶＯ 模型更完全的脑缺

血，一定程度上规避了因个体脑血流储备能力差异

带来的影响。 除了全脑低灌注模型以外，莫大鹏

等［６］在 ２００５ 年建立的局部脑低灌注模型（即本文

的线栓法）造成的病理学改变类似于传统意义上脑

低灌注期的Ⅰ ～ Ⅱ期之间，即急性期，所以他们仅

研究了 ２４ ｈ 内局部低灌注对大鼠的影响。 为了更

充分研究脑低灌注各分期不同的病理生理学特点，
本研究团队在莫大鹏等［６］ 的基础上延长了造模时

间，并且将其与全脑低灌注模型比较。
大脑血液循环系统由前循环系统和后循环系

统两大系统组成，其中颈内动脉系统构成的脑血管

网络常被称为前循环，经典 ２⁃ＶＯ 造模后能有效降

低大脑前循环脑血流量［１７］。 有研究表明在经典 ２⁃
ＶＯ 术后 ２ ～ ６ 周在皮层和纹状体的神经元数量急

剧减少，说明这两个区域受慢性缺血的影响较

大［８，１８］，在本研究中，经典 ２⁃ＶＯ 组仅在纹状体观察

到轻微梗死，未在皮层观察到梗死灶，这可能是因

为大脑皮层拥有更为复杂的血管网络，这样的结构
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特点可能使得皮层相对于纹状体更具有抗缺血性

损伤的能力，由经典 ２⁃ＶＯ 法引导的较温和且短时

间的缺血（０ ～ ７ ｄ）可能不足以引起皮层的梗死。
而改良 ２⁃ＶＯ 法中大约有 ２６􀆰 ７％的大鼠在皮层和纹

状体都出现了梗死，这可能是因为改良 ２⁃ＶＯ 法引

起了更严重的前循环血流量下降，造成了相较于经

典 ２⁃ＶＯ 法更严重的神经功能损伤。 线栓法相较于

前面所述的 ２ 种模型更易形成皮层和纹状体大面积

梗死，这可能与不同模型阻断的供血血管不同有

关，栓线直接插入大脑中动脉根部能有效降低相应

脑区的血供量，这与结扎双侧颈总动脉不同。 需要

注意的是，ＳＤ 大鼠大脑前动脉近端的内径一般为

０􀆰 ２ ｍｍ，在保证插入相应深度的前提下，不损伤血

管内膜，也不完全阻塞血管是本研究的目的，因此

需要考虑栓线的直径和插入深度。 本研究采取直

径 ０􀆰 １７５ ｍｍ 的栓线，在插入深度为 １８ ～ ２２ ｍｍ 的

情况下完成造模，但由于大鼠个体间解剖学差异较

大，插入相同深度和直径的栓线对中动脉的阻塞程

度是不同的，这也解释了线栓法制备低灌注模型不

稳定的原因。 研究团队曾尝试利用 ＭｏｏｒＦＬＰＩ⁃２ 激

光散斑成像仪实时监测大鼠的脑血流量以调整栓

线深度，但受限于成像仪较低的时空分辨率，并且

无法显示出细微的脑血流量变化而无法达到理想

效果。 需要在今后的实验中进一步改进和完善。
慢性脑灌注不足引起的葡萄糖和氧气中断会

导致 Ｃａ２ ＋稳态被破坏，引起活性氧急性和慢性产

生［１９］，过多的活性氧攻击线粒体引起线粒体结构损

伤和功能障碍，因此脑低灌注被认为是导致细胞能

量代谢紊乱的重要原因。 经典 ２⁃ＶＯ 组的透射电镜

结果显示，造模后随着时间的延长，海马区细胞的

线粒体损伤逐渐加重。 在改良 ２⁃ＶＯ 组中，研究人

员不仅观察到了逐渐加重的线粒体损伤，还发现了

较经典 ２⁃ＶＯ 组更严重的内质网肿胀现象。 内质网

在蛋白质和脂质合成中起着重要作用，也是细胞内

最大的 Ｃａ２ ＋库，在细胞内 Ｃａ２ ＋稳态的维持中具有重

要作用。 线粒体相关膜 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＭＡＭ）是内质网和线粒体 Ｃａ２ ＋信号传递

中的专用微结构域，在生理条件下 ＭＡＭ 控制着线

粒体和内质网之间的 Ｃａ２ ＋ 稳态；在病理条件下，胞
质内的 Ｃａ２ ＋可转运到应激的内质网并富集在 ＭＡＭ
处，促进内质网⁃线粒体 Ｃａ２ ＋大量转移，然后线粒体

通透性转换孔打开，过量的 Ｃａ２ ＋积累会激活促凋亡

因子释放到胞质引起细胞凋亡［２０－２１］。 在缺血缺氧

的条件下，内质网应激可进一步加重线粒体结构和

功能损伤，从而诱导一个更坏的结局［２２］。 本实验的

结果显示，改良 ２⁃ＶＯ 法在另外 ２ 种方法尚未引起

内质网异常的时间内（术后 １ ｄ）即诱导出内质网应

激现象，并且造成更严重的线粒体损伤。 从超微结

构改变的角度说明了在相同的造模时间内，改良 ２⁃
ＶＯ 法相较于经典 ２⁃ＶＯ 法和线栓法能更快速诱导

出符合临床低灌注特点的动物模型。
综上所述，本研究建立的改良 ２⁃ＶＯ 模型具有

以下优点：（１）更稳定，易重复。 （２）能模拟出更完

全的脑灌注不足状态。 （３）能更快速诱导出神经功

能损伤。 该模型也存在一定的不足，例如：（１）放血

时需要严格把控放血量，放血过多可能会使动物死

亡率升高。 （２）注射器针尖需要不断在血管内调整

位置以便血液流出，这增加了手术难度，延长了手

术时间，抽血过程还可能会对血管内皮产生影响。
本研究通过比较 ３ 种脑灌注不足动物模型制备

的方法，明确了 ３ 类模型的适用范围及各自的优缺

点，为后续脑灌注不足的病理机制及治疗药物研发

提供参考。
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