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自发性脑出血动物模型选择及临床前药物试验指南
（2024年版）
中国研究型医院学会医学动物实验专家委员会

[摘要] 自发性脑出血 （spontaneous intracerebral hemorrhage，sICH） 是最常见和致死性最高的卒中类型，其
特征是脑实质的自发性出血，目前尚无有效的防治方法。现有的 sICH 动物模型可以概括为三大类：（1） 诱导性脑
出血模型，主要有自体血注入、胶原酶注射、微气球充盈、高血糖诱导的 sICH 血肿扩大模型；（2） 自发性高血压
脑出血模型，主要有易卒中性自发性高血压大鼠和易卒中性肾血管性高血压大鼠模型；（3） 基因修饰模型，主要有
高血压脑出血转基因模型、脑淀粉样血管病转基因模型、脑动静脉畸形病变相关基因修饰模型、脑海绵状血管畸形
相关基因修饰模型及胶原蛋白相关基因修饰模型。这些模型不仅帮助我们了解 sICH 的发病机制、探索预防或治疗
的方法，也可用于临床前药物试验，促进 sICH 新药研发工作。本指南系统总结了 sICH 的发病机制，详细介绍了不
同种属建模动物的优劣性、不同 sICH 动物模型的建模原理和方法、建模技术细节、模拟的病理生理机制及其临床
相关性以及 sICH 动物模型神经行为评价技术，并比较了各种 sICH 模型的优缺点及其适用的研究范围，最后重点概
括了 sICH 相关的临床前药物试验设计要点。
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[ABSTRACT] Spontaneous intracerebral hemorrhage (sICH), the most prevalent and lethal subtype of 
stroke, is characterized by spontaneous hemorrhage in the brain parenchyma. Presently, there are no 
effective methods for preventing and treating sICH. The existing sICH animal models can be broadly 
categorized into three classes: (1) induced intracerebral hemorrhage models, including autologous blood 
injection model, collagenase injection model, microballoon inflation model, and hyperglycemia-induced 
sICH hematoma expansion model; (2) spontaneous hypertensive intracerebral hemorrhage models mainly 
include stroke-prone spontaneously hypertensive rats (SHRsp) and stroke-prone renovascular 
hypertensive rats (RHRsp); (3) gene-modified models encompassing transgenic hypertensive 
intracerebral hemorrhage, transgenic cerebral amyloid angiopathy, arteriovenous malformation-related, 
cerebral cavernous malformation-related and collagen-related genetically modified animal models for sICH. 
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These models contribute not only to unraveling the pathogenesis of sICH and exploring preventive or 
therapeutic interventions, but also serve as invaluable tools for conducting preclinical drug trials to 
advance novel treatments. This guide comprehensively reviews sICH pathogenesis, delineates the 
superiority and inferiority of different species of modeling animals, explains the modeling principles and 
techniques for various sICH animal models, elucidates the technical details of animal model production, 
summarizes the pathophysiological mechanism simulated by the models and their clinical relevance, 
outlines the neurobehavioral evaluation methodologies for sICH animal models, compares the advantages 
and disadvantages of various models, and suggests their applicable research areas. Additionally, it 
underscores critical considerations in the design of preclinical drug trials for sICH.
[Key words]  Spontaneous intracerebral hemorrhage; Stroke; Animal models; Preclinical drug trials
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自 发 性 脑 出 血 （spontaneous intracerebral 
hemorrhage，sICH）是最常见和致死性最高的卒中类

型［1］。在全球每年新发的 1 500万卒中患者中，sICH
占美国、欧洲和澳大利亚全部卒中的 10%～15%，占

亚洲卒中的 20%～30%［2］；sICH 在中国的占比则更

高，例如湖南长沙地区可达到 55.4%［3］。虽然目前针

对 sICH已普遍实施早期外科手术和 ICU管理措施，但

仍不能有效地避免其较高的致残率和死亡率，30 d死
亡率可达 40%［4］，仅 20%的幸存患者可在 6个月内恢

复到生活自理［5］。因此，通过动物模型深入研究和阐

明 sICH的关键机制、寻找 sICH防治新靶点，具有十分

重要的临床意义［6］。
目前，卒中临床前研究面临的最大挑战是临床转

化困难，大量对动物模型有效的治疗药物在临床试验

中却未得到阳性结果［7］。其中的原因很复杂，而且在

动物模型制备技术的成熟度、模型的标准化和多样性、

模型评价指标的选择、实验条件的控制、模型的临床

相关性等方面均存在缺陷，大多数临床试验也未能遵

循多中心随机双盲原则等，这些都可能导致临床前研

究结果与临床试验结果的不一致。鉴于此，中国研究

型医院学会医学动物实验专家委员会经过长期酝酿和

多次深入讨论，组织中国 60余家科研院校的 100多位

基础和临床研究专家共同参与制订本指南。指南将重

点介绍：（1）不同种属建模动物的优劣性、不同 sICH
模型的建模原理和方法、建模技术细节、模拟的病理

生理机制及其临床相关性、神经行为学评价技术、各

种模型的优缺点及其适用的研究范围；（2） sICH临床

前药物试验的设计要点。希望本指南能作为 sICH临床

前动物模型选择和药物评价研究的指导，以促进我国

脑卒中基础研究成果的转化应用。

1　流行病学与病因学
高血压是 sICH最常见的危险因素。70%的 sICH由

高血压引起，降低血压可明显降低 sICH的发病率。其
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治疗途径包括：（1）急性期措施的控制血压、应用维

生素K拮抗剂和外科手术清除颅内血肿等；（2）长期

措施的个体化最佳降压目标、新型抗凝药物的应用和

创伤更小的外科手术等［8］。在 sICH患者血压≥140/90 
mmHg状态下，发病后6个月再出血的部位及其比例分

别是：脑叶出血 42%，深部实质出血 50%，小脑出血

8%［8］。血压降低程度和神经功能获益之间存在一定

关系。sICH后 1 h内中度（22.8 mmHg）降低收缩压，

90 d后反映神经功能的改良的Rankin量表（modified 
Rankin scale，mRS） 评分明显好转；大幅度 （60 
mmHg）降低收缩压并不能带来神经功能改善和获

益［9］。在急性 sICH动物模型中，血压增高程度与炎性

因子和双重内皮缩血管素-1/血管内皮生长因子信号多

肽 受 体 （the dual endothelin-1/vascular endothelial 
growth factor signal-peptide receptor，DEspR）在外周血

中性粒细胞和单核细胞中的表达水平呈正相关，当血

压较高时DEspR表达水平也较高，对调节神经炎性反

应有重要意义［10］。因此，阻断DEspR表达、减少次级

损伤因子DEspR+ CD11b+免疫类型可降低高血压所致

sICH的死亡率，提高患者生存率，减少神经功能损

伤［11］。给予高盐和N（ω） -硝基-L-精氨酸甲酯盐酸

盐（nomega-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride，
L-NAME）饮食后，人类肾素（renin）和血管紧张素

原（angiotensinogen）过表达（R+/A+）转基因小鼠的动

脉血压呈进展性升高，在 10 d后出现 sICH［12］，该模

型优于胶原酶注射模型。不足之处是出血量过少和出

血时间不确定，导致针对 sICH的治疗时间窗太短［13］。
平滑肌细胞变性导致局部小血管破裂，与颅内深

部自发性 sICH相关，但某些进展性平滑肌细胞变性导

致的小血管病却很少发生深部 sICH。胶原酶Ⅳ
（collagen type Ⅳ，Col4） α1和Col4α2形成的异三聚体

对血管基质膜和功能有重要作用，两种基因突变可引

起脑血管微出血和致命性 sICH［14］。其机制可能是：

通过增加小鼠 Notch3活性而使转化片段（translational 
segment，TS）过度激活，导致上游滋养小动脉血管内

压增加，促使平滑肌细胞缺失的小动脉破裂，从而引

起 sICH［15］。体外研究显示，磷酸化细胞外信号调节

蛋 白 激 酶 1 （phospho-extracellular signal regulated 
kinase 1， p-ERK1） /基 质 金 属 蛋 白 酶 2 （matrix 
metalloproteinase-2，MMP-2）轴与低血清尿酸水平诱

导的弹性蛋白变性密切相关，p-ERK1/MMP-2阻断剂

和生理浓度的尿酸具有 sICH后神经保护功能。其机制

可能是，上调 p-ERK1/MMP-2轴减轻了脑血管中平滑

肌细胞-弹性蛋白收缩单位的破坏［16］。
脑淀粉样血管病是除高血压性穿支动脉病变之外

导致 sICH的另一种小血管病［17］。80%的脑淀粉样血

管病都是散发性的，也有以遗传形式存在的。在70岁
以上的 sICH患者中，20%为脑淀粉样血管病相关性脑

出血［18］。脑淀粉样血管病源性 sICH的临床病理特征

包括：皮层微出血灶（cortical microbleeds，CMB）、皮

层浅表铁沉积（cortical superficial siderosis，cSS）、凸

面蛛网膜下腔出血（convexal subarachnoid hemorrhage，
cSAH）和脑叶 sICH。既往有脑叶 sICH的脑淀粉样血

管病患者，每年出血再发率为 8.9%；伴发 cSAH的脑

淀粉样血管病的患者，每年脑叶出血再发率达到

19%［19］，而 cSS则是脑淀粉样血管病独有的且与更高

sICH复发率密切相关的神经影像标志物［20］。脑淀粉

样血管病相关的短暂性、局灶性神经事件（transient 
focal neurological episode，TFNE）是脑叶 sICH及其致

死的高危因素，尤其当运动系统 TFNE被误诊为短暂

性脑缺血发作（transient ischemia attack，TIA）且错误

应用抗栓药物治疗时更容易导致 sICH。因此做好精确

诊断、避免误诊和误治非常重要［21］。作为脑淀粉样血

管病的生物学标志物，载脂蛋白E（apolipoprotein E，
ApoE）基因亚型ApoEε4和脑淀粉样血管病关系密切。

脑淀粉样血管病源性 sICH的高危遗传因素 ApoEε2增
加了血管的脆性，与 sICH临床后果的严重程度密切相

关。在 ApoE等位基因不同的脑淀粉样血管病诱导的

sICH中，影像学上的生物标志物也有不同表现，如

ApoEε2/ε4两个等位基因和脑淀粉样血管病的电子计算

机断层扫描（computed tomography，CT）标志物，手

指样突起（finger-like projections，FLP）有选择性的密

切关系［22］。
口服抗凝药物可使 sICH的风险增加 7～10倍。与

传统抗凝药物如华法林、普通肝素和其他维生素K拮
抗剂（vitamin K antagonist，VKA）相比，新型直接口

服抗凝剂（direct oral anticoagulation，DOAC）可明显

降低 sICH 风险［23］。与华法林相比，达比加群减少

sICH风险约 60%，阿哌沙班减少约 57%，依度沙班减

少约56%，利伐沙班减少约41%［24］。与传统抗凝药物

低分子肝素相比，阿哌沙班、依度沙班、利伐沙班的

sICH风险相似；与阿司匹林相比，达比加群和阿哌沙

班有相似的 sICH风险，而利伐沙班则增加 sICH风险。

在脑卒中的二级预防过程中，DOAC可以使华法林导
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致的 sICH风险减少46%［25］。虽然DOAC或抗血小板药

物可减少 sICH导致的心血管事件发生，但同时也增加

sICH风险，获益与风险共存［26］。在发生脑微出血的

小鼠中，华法林可引起致命的 sICH。虽然DOAC增加

了微出血风险，但不引发长期的认知功能障碍［27］。目

前尚不清楚抗凝药物是否通过加重患者已有的微出血

而引起 sICH。
脑血管畸形包括脑海绵状血管畸形和脑动静脉畸

形，是继发性 sICH的主要原因。目前国际上没有明确

的脑海绵状血管畸形最佳监测策略，一般需要经过一

段临床观察期和放射影像监测期之后，才能给予明确

的治疗；随着脑海绵状血管畸形的增大，sICH风险也

逐渐增加，引起的临床症状也越来越严重［28］。大多数

脑海绵状血管畸形是散发的，家族性脑海绵状血管畸

形是一种罕见的常染色体显性疾病，其发病与KRIT1、
CCM2和PDCD10基因突变有关，利用这些基因突变可

制作脑海绵状血管畸形动物模型［29］。RASA1基因突变

和家族性脑海绵状血管畸形的严重程度及其表型密切

相关，而EPHB4基因则不参与此类相关性［30］。家族

性脑海绵状血管畸形源性 sICH的再次出血风险高，风

险分层管理与脑海绵状血管畸形的神经损伤程度具有

一致性［31］。脑部动静脉畸形的畸形血管团破裂引起

sICH，其年发病率在 2%～4%，在某些特定条件下达

到34%左右，可引起严重的神经功能缺损［32］。通过对

畸形血管团基因测序，发现5种上调的差异表达基因，

HMOX、PLA2G7、FUCA1、ACP5 和 IFI30，涉及了导

致脑动静脉畸形破裂的炎症过程和细胞外基质的表达；

另有 5 种下调的差异表达基因，包括 TNFSF18、
CCL4L1、TPH1、PKHD1L1和TMEM235与细胞黏附和

肌纤维组装相关，可通过影响炎症和血管强度导致脑

动静脉畸形破裂［33］。血管内皮生长因子（vascular 
endothelial growth factor，VEGF）过度表达可促进脑动

静脉畸形形成，Ras对VEGF的生理功能有重要作用。

在内皮细胞上可控Ras过度活化小鼠模型中，可出现

脑动静脉畸形和 sICH［34］。在人类脑动静脉畸形内皮

细胞上，可观察到参与 Ras/丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路的

基因突变，如Kras［35］。
高胆固醇血症（hypercholesterolemia）可增加发生

心血管病的风险。不同范围的胆固醇对 sICH发生风险

有不同影响。低密度脂蛋白胆固醇 （low-density 
lipoprotein cholesterol，LDL-C） < 1.82 mmol/L 和较低

的甘油三酯水平增加女性 sICH风险［36］。当血脂水平

在如下范围内，sICH呈强烈的自限性：胆固醇 4.90～
5.10 mmol/L、高密度脂蛋白 1.12～1.33 mmol/L （男性

2.55～2.76 mmol/L）、甘油三酯 5.33～5.82 mmol/L。当

血脂水平高于或低于该范围时，sICH失去自限性，出

现更多和更严重的 sICH［37］。与高血压性 sICH的严重

程度类似，高脂血症可加剧 sICH后炎性反应。使用他

汀类药物降血脂和稳定斑块不增加颅内微出血风

险［38］，对心和脑都具有良好的保护作用，是未来研究

的主要方向。

2　病理学表现
血肿扩大：20 %～ 40%的 sICH患者在发病后第1

天出现血肿扩大，是导致临床严重后果的一个重要危

险 因 素［39］。 影 像 学 表 现 如 CT 血 管 造 影 （CT 
angiography，CTA）的“点征”、CT的“混合征”和

“黑洞征”在一定程度上都预示了血肿扩大［40］。临床

上，BRAIN评分［41］、BAT评分［42］和9点预测评分［41］

这3种评分体系能更精确地预测血肿扩大。

止血药物可防止血肿扩大、预防其带来的严重临

床后果，但减少血肿扩大并不能提高神经功能和存活

率。氨甲环酸（tranexamic acid，TXA）与止血药物的

代表重组激活因子Ⅶ（recombinant activated factor Ⅶ，

rFⅦa）疗效相近。尽管TXA能够最大程度地减少血肿

扩大，但是 90 d内神经功能损伤和致死率并没有得到

改善［43］。在抗血小板药物、VKA和DOAC拮抗剂中，

一种可结合达比加群的依达赛珠（Idarucizumab）单抗

片段具有拮抗达比加群的作用，能逆转达比加群引起

的严重出血。这种具有逆转作用的药物是否能够提高

神经功能，目前仍不清楚［44］。作为一种重组人凝血因

子Xa诱导蛋白，安得塞奈（Andexanet alfa）虽然对急

性 sICH具有良好的止血作用，但同时有18%的患者也

容易发生血栓性事件，如卒中和深静脉血栓等［45］。目

前已有的 sICH动物模型限制了对血肿扩大的研究，胶

原酶和自体血注射模型都不产生血肿扩大，尤其是高

血压和高血脂导致恶化的 sICH［46］。液态聚合物凝胶

凝聚关联组织制作的 sICH模型可形成占位和继发性血

肿，其血肿扩大程度呈血压依赖性，但血肿缺乏溶血

毒性［47］，可用于限制血肿扩大的研究。

急性降低血压是另一种潜在的限制血肿扩大的方

法。血压的急剧上升预示着 sICH后血肿扩大、死亡率

和致残率升高［48］。和常规治疗相比，急性降低血压
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（将收缩压从 140～179 mmHg降低到 110～139 mmHg）
不但不能减少死亡率和致残率，反而会增加肾脏受

损［49］。尽管血肿清除疗法已在临床上广泛应用，但目

前并无证据显示这种外源性的血肿清除可明显改善

神经功能［50］。在自体血注射或胶原酶诱导的两种小

鼠 sICH模型中，内源性血肿清除方法如过氧化物酶

增殖体激活受体- γ （peroxisome proliferator-activated 
receptor-γ，PPARγ）和类脂X受体拮抗剂（retinoid X 
receptor agonists）可改变小胶质细胞/巨噬细胞的表型，

提高吞噬能力，加速血肿清除，促进神经功能恢

复［51］。白细胞介素（interleukin，IL） -4/信号转导与

转录激活因子 6 （signal transducers and activators of 
tranion，STAT6）对内源性血肿的清除起到重要作用，

如经鼻给予 IL-4纳米颗粒，可以加速血肿清除并改善

神经功能，也可将“别吃我（don’t eat me）”信号表

达到抑制吞噬的红细胞上（CD47抗体），达到相同的血

肿清除效果［52］。
白质脱髓鞘损伤和轴索变性：白质损伤（white 

matter injure，WMI）在人类 sICH中常见。sICH可导致

灰质破坏和远/近端WMI，其中WMI和认知能力缺陷、

神经功能缺损以及抑郁有密切关系。WMI的机制与机

械损伤、血红蛋白和铁离子诱导的氧化应激、神经炎

症、兴奋性毒性和血脑屏障破坏等有关［53］。在自体血

注入Thy1-YFP基因敲除小鼠 sICH模型中，WMI的病

理生理机制涉及了轴索破坏、脱髓鞘、成熟少突胶质

细胞（oligodendrocytes，OLG）丢失，sICH后轴索细

胞结构的改变不仅影响着轴索的生理功能，还影响了

线粒体的运输功能，最终出现轴索变性［54］。使用组蛋

白脱乙酰酶（histone deacetylases，HDAC）抑制剂或

敲除HDAC2基因，能通过调节小胶质细胞和巨噬细胞

极化、缓解 sICH小鼠模型的神经炎症和WMI［55］。因

此，保护血肿周围WMI已成为治疗 sICH神经功能损伤

的重要思路和方法。将治疗双向情感障碍、神经退行

性疾病和脑部创伤的氯化锂（LiCl）注入自体血 sICH
模型小鼠中，其病理性WMI包括髓鞘和轴突变性、行

为学表现和电生理功能均得到明显改善，其机制在于：

LiCl 阻断了葡萄糖合成激酶-3β （glycogen synthase 
kinase-3β，GSK-3β）表达，提高了脑源性神经营养

因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）表达，

通过减少 OLG死亡而缓解髓鞘破坏和轴突变性［56］。
使用针对神经炎症的抗生素和抑制小胶质细胞活化的

米诺环素治疗 sICH小型猪模型，以及使用鞘氨醇-1磷

酸酶受体调节剂芬戈莫德（FTY720）治疗 sICH小鼠模

型，都可以减少 WMI。值得注意的是，芬戈莫德

（Fingolimod）目前已用于 sICH临床治疗，每天单次口

服400 mg的米诺环素也有安全的神经保护作用［57-58］。
细胞死亡是 sICH在细胞水平的标志性病理改变。

在 sICH后数小时到数天内，血凝块源性毒性产物导致

细胞死亡。sICH后细胞死亡启动的子程序包括细胞自

噬、凋亡性坏死和铁凋亡等。其中，铁凋亡是一种铁

依赖的非凋亡、坏死及自噬的细胞程序性死亡方式，

主要由脂质过氧化和谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione 
peroxidase 4，GPX4）驱动。sICH动物模型显示，5-脂
氧化酶（5-lipoxygenase，5-LO）基因敲除可以促进神

经功能的恢复，与N-乙酰半胱氨酸阻断毒性花生四烯

酸的产物有关［59］。在胶原酶和自体血注入小鼠 sICH
模型中，脂质过氧化通过抑制铁抑素-1（ferrostatin-1）
和脂抑素-1（liproxstatin-1）表达，可以减轻神经功能

缺损、脑萎缩和神经元细胞死亡等［60］。通过补充

GPX4等硒蛋白或增加脑渗透性硒肽消除铁凋亡，皆可

改善胶原酶诱导小鼠 sICH模型的神经功能。虽然 sICH
患者的铁凋亡基因表达增强，但是抗铁凋亡药物对神

经功能的改善作用仍不清楚［60］。最近的临床研究结果

显示，去铁胺可使中度血肿的 sICH 患者获益［61］。
sICH后细胞死亡涵盖了神经元和脑内皮细胞，其内在

的信号通路仍不清晰。在用胶原酶和自体血制作的小

鼠和山羊 sICH模型中，远离血肿的区域出现了内皮细

胞功能不全和血脑屏障破坏［62］，进一步导致脑水肿，

以及免疫细胞和神经毒性分子、炎症前体分子、血管

活性分子的渗透［63］。sICH诱导的细胞毒性脑水肿和

血管源性脑水肿与脑实质细胞损伤、血管损伤和血脑

屏障破坏密切相关。这两种类型的脑水肿和脑内离子

种类紧密相关，如Na+和Cl-。目前脑水肿治疗仅局限

于高渗液（甘露醇和高渗盐水）或过度换气。尽管磺

脲类受体-1离子通道拮抗剂格列本脲在 sICH大鼠模型

中的作用仍存在争议，但是最近的临床研究结果显示，

格列本脲可以减少血肿周围水肿［64］。

3　细胞病理生理学机制
炎症介质：sICH后炎症虽然部分类似于脑缺血引

起的炎症，但是其导致脑内炎症的机制并不清楚。局

部的小胶质细胞和胶质细胞最早对炎症产生反应，两

者促进炎症激活并吸引循环免疫细胞内流，其中吞噬

细胞占多数。脑出血局部存在增加释放的炎症细胞因
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子，如 IL-1β、肿瘤坏死因子、自由基和化学因子等，

这些炎症细胞因子吸引并激活了淋巴细胞［65］。急性脑

损伤引起的显著炎症加剧了 sICH后的脑损伤。在胶原

酶和自体血小鼠 sICH模型中，血肿周围小胶质细胞产

生甲酰肽受体-1（formyl peptide receptor 1，FPR1）和

甲酰肽结合后，激活并重新聚集了小胶质细胞、嗜中

性粒细胞，进而加重了神经功能损伤。FPR1整合了炎

症过程，可能是未来治疗 sICH的一个靶点［66］。大多

数免疫功能正常的 sICH动物模型可用来研究 sICH后的

炎症影响和化学动力学机制，并且通过炎症相关合并

症为研究 sICH炎症提供了平台。

促炎小胶质细胞和巨噬细胞：sICH后的神经炎症

主要归因于小胶质细胞和巨噬细胞的激活，而 IL-4可
以将小胶质细胞和巨噬细胞的促炎症功能转为抗炎症

功能，其发挥神经保护作用和抗凋亡作用的内在机制

尚不清楚。在 sICH小鼠模型中，给予 IL-4后可以减少

神经损伤、脑水肿及 sICH诱导的缺血性损伤，其机制

可能是：IL-4通过调节M1/M2极化来介导炎症，刺激

M2期小胶质细胞和巨噬细胞的极化，部分通过 JAK1/
STAT6信号转导通路缓解 sICH神经炎症［67］。神经炎

症主要与 sICH较差的预后相关，因此M1期小胶质细

胞和巨噬细胞被认为是 sICH早期的治疗靶点。在啮齿

类动物 sICH模型中，具有中枢神经系统渗透性的四环

素类抗生素如米诺环素可通过抑制促炎小胶质细胞和

巨噬细胞改善神经功能；但前期的临床研究并未得出

此结论［68］。在 sICH后期，M2期小胶质细胞和巨噬细

胞的抗炎症作用可改善神经功能，归因于血肿的移除

和血肿周围水肿的吸收。M2期小胶质细胞和巨噬细胞

也促进局部白质的完整性，甚至产生神经保护。因此，

小胶质细胞和巨噬细胞的亚急性期与优化的、促进抗

炎症的治疗时间窗相一致［69］。需要指出，sICH后神

经炎症不能截然两分为早期和后期，而是一个复杂而

持续的过程，故而在制定实验性神经炎症靶向干预策

略时，必须充分地考虑这一点。

嗜中性粒细胞：sICH患者嗜中性粒细胞的基因表

达上调，其特异性反应包括转移RNA（transfer RNA，
tRNA）转录、线粒体功能紊乱、内质网压力等途径，

非特异性反应包括干扰素信号、神经炎症信号、死亡

受体信号和活化T细胞的核因子途径［70］。嗜中性粒细

胞产生的炎症和细胞毒性加剧了 sICH损伤，同时具有

保护神经功能的作用［71］，如铁清除乳铁蛋白的分泌可

以减少血肿周围水肿，并促进血肿的清除。中性粒细

胞分泌的 IL-27，可减少炎症和细胞毒性产物数量，增

加铁清除物产量，使嗜中性粒细胞的作用倾向于神经

保护方向。值得注意的是，在骨髓中神经系统诱导的

嗜中性粒细胞将 IgG的Fc区与乳铁蛋白相融合，从而

产生良好的治疗效果和等离子体半衰期长的分子［72］。
免疫微环境：为了抵消炎性反应，受损的中枢神

经系统诱导产生了全身的免疫抑制。sICH发生后交感

和副交感神经被过度激活，导致脾脏萎缩和淋巴细胞

减少，而脾脏萎缩的程度和 sICH血肿大小、严重程度

以及免疫抑制之间的关联密切［73］。在注射自体血或胶

原酶的啮齿类动物模型中，sICH后的免疫抑制过程表

达程序性死亡配体-1（programmed death ligand 1，PD-
L1），美托洛尔可作为潜在的治疗选择；此外，周围血

液循环中相关可溶性PD-L1增加，同时血肿周围神经

源性PD-L1减少，证实了脑源性PD-L1是 sICH后免疫

抑制的一个新机制［74］。sICH患者血肿大小和位置的

变化深度影响 sICH后的免疫反应调节，据此可以制作

与临床 sICH更加类似的动物模型。作为鞘氨醇类似物

和鞘氨醇 -1-磷酸酶受体 （sphingosine-1-phosphate 
receptor，S1PR）调节剂治疗复发性多发性硬化的药

物，芬戈莫德（FTY720）可以通过不同的分子机制和

通路如S1PR、NF-κB、磷脂酰肌醇-4，5-二磷酸-3-激
酶/蛋白激酶 B （phosphatidylinositol-4，5-bisphosphate 
3-kinase/protein kinase B，PI3K/AKT）、蛋白磷酸酶 2A
（protein phosphatase 2A，PP2A）和 P2X7 受体（P2X7 
receptor，P2X7R）产生抗凋亡、抗炎症、抗过氧化应

激功能，对 sICH损伤发挥保护作用［75］。在治疗 sICH
过程中，FTY720的免疫抑制效应主要依赖于阻断辅助

因子 CD4+和效应因子 CD8+ T 细胞和 CD19+ B 细胞来

完成［76］。
肠脑轴：脑叶 sICH常伴有高风险的消化性溃疡；

深部 sICH除了伴有较高的消化性溃疡风险之外，还有

胃食管反流性疾病的风险［77］，这为 sICH后肠脑轴的

存在提供了证据。中枢神经系统调节免疫细胞时，通

过肠脑轴影响微生物组发挥作用；微生物组在中枢神

经系统病理性神经炎症、神经可塑性和自体免疫中起

重要作用。在各种 sICH动物模型中，肠道微生物群通

过激活NOD样受体家族含 pyrin结构域蛋白 3（NOD-
like receptors family pyrin domain containing 3，NLRP3）
炎症小体和炎症细胞释放因子而影响神经炎症，即

NLRP3炎症小体激活了肠道微生物群。通过NLRP3炎
症小体调节菌-肠脑轴，可能作为一种治疗 sICH后二

8
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次损伤的新思路［78］。在胶原酶诱导的小鼠脑出血模型

中，胃肠运动性降低和微生物群失调已被证实，并对

预后产生不利影响；用健康的微生物群再定植脑出血

小鼠，显示出良好的治疗效果［79］。因此，进一步研究

sICH患者的肠道微生物组变化以及微生物组移植将非

常重要。

4　动物模型
迄今已使用小鼠、大鼠、兔、猫、猪、犬、绵羊

和灵长类等动物制作了多种实验性 sICH模型［80］。通

过分析 2021年 10月—2022年 5月发表的 51项 sICH动

物模型研究报告，Paiva等［81］发现大多数研究（63%）
选择大鼠作为实验动物，使用最多的模型是自体血注

入模型（51%），其次是胶原酶诱导模型（35%），较

少的是微气球充盈模型（8%），最少的是脑血管损伤

模型（6%）。无论哪种方法建立的 sICH动物模型均存

在各自的优缺点，因此在 sICH临床前药物试验中精准

选择符合研究目标的动物模型极为重要。

4.1　诱导性模型
4.1.1 胶原酶诱导模型
4.1.1.1 造模原理

胶原酶是一种金属蛋白酶，能够溶解毛细血管周

围的细胞外基质并打开血脑屏障，导致活动性脑实质

出血，模拟了人类 sICH［82］。多种胶原酶可用于诱导

sICH动物模型，其中使用最多的是Ⅶ型胶原酶。

4.1.1.2 造模方法
Rosenberg等［83］于 1990年首次报道：大鼠麻醉、

消毒后固定，颅骨钻孔，在脑立体定位指引下，使用

微量注射泵在 9 min内向左侧尾状核注入含 0.1～1.0 U
胶原酶（Ⅺ型或Ⅶ型）的生理盐水 2 μL 诱导大鼠

sICH；出血范围由胶原酶的注入量决定，通过调节胶

原酶的含量，可控制血肿的大小。最终选择0.5 U的Ⅶ
型胶原酶用于模型制作。随后Clark等［84］采用相同方

法制作了胶原酶诱导的小鼠 sICH模型。

4.1.1.3 模型评价指标
脑血肿：大鼠脑内注射0.2 U胶原酶后10 min左右

出现首次出血。MRI检查显示，出血区的血液扩散到

脑实质，在前 4 h内血肿体积不断增大，4周和 6周后

血肿范围进一步扩大［85］。
脑水肿：大鼠脑内注射胶原酶6 h后，脑水肿迅速

增长，在2～3 d达到峰值［86］。
血脑屏障通透性：Maclellan等［87］用MRI检查发

现，大鼠脑内注射胶原酶 30 min后，开始出现血脑屏

障通透性增加；注射后 12 h、2 d和 4 d呈时间依赖性

加重。

组织病理：尾状核注入 0.5 U胶原酶诱导 sICH大

鼠的脑组织学检查显示，注射后1 h内针刺部位的血管

周围可见红细胞，4 h后出现血肿，24 h后发现含有液

体、血细胞和纤维蛋白的坏死肿块，7 d后观察到充满

脂质的巨噬细胞，第 3周时观察到囊肿。注射后 4、
24、48 h检测到注射部位脑含水量显著增加，24 h检
测到后脑段含水量显著增加。大鼠的行为异常持续了

48 h，在 1周后功能恢复［82］。尾状核注射含有 0.14 U
胶原酶和 1.4 U肝素的生理盐水诱导大鼠 sICH后 12 h，
血肿周围组织的中性粒细胞开始向血肿中心浸润；注

射后48 h，巨噬细胞开始进入血肿中心；注射后1周，

MRI检查可见广泛的白质水肿；组织学检查显示，血

肿周围组织中的中等大小纹状体神经元丢失。推测血

管外渗的血液引起一种脑内混合性炎症细胞反应，在

出血后48～72 h达到最大，与至少持续4～6周的脑细

胞死亡有关［88］。
神经功能缺损：自发旋转、对侧前肢屈曲、后肢

缩回、梁行走能力和双侧前爪抓握测试等神经功能检

测结果显示，尾状核注射胶原酶导致大鼠严重的脑损

伤和持续的神经功能缺损，恢复率低且不能自动恢

复［85］，这与临床上 sICH患者的状况类似。尾状核注

射胶原酶和肝素诱导大鼠 sICH后 1 d，大鼠神经功能

明显受损，2 d后开始出现改善，在 1～2周时明显改

善，但3周后仍残留部分神经功能缺损［89］。大鼠纹状

体内注射0.4 U胶原酶21 d后，神经功能缺损的恢复率

非常低，在2个月后仍可观察到长期的神经缺损［80］。
4.1.1.4 优缺点及应用

优点包括：（1）制作方法简单快速，造模成功率

较高，出血稳定性和重复性较好，模型的一致性较好；

（2）胶原酶模型模拟了临床 sICH发病的几个关键阶

段，包括血管破裂、血肿形成和血肿扩张［90-92］。
缺点包括：（1）胶原酶并没有造成脑血管的物理

性破裂，只是造成了小血管破裂而形成弥漫性渗血，

与深穿支动脉破裂出血导致 sICH的临床情况不符合；

（2）胶原酶对脑组织具有细胞毒性作用，可损伤神经

功能及血脑屏障，并放大了 sICH 后脑内炎性反

应［90-92］。因此胶原酶注射模型并不能完全模拟人类

sICH后继发性脑损伤的病理生理，不能用来研究 sICH
后血肿周围组织的血液循环障碍。
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应用：胶原酶注射模型适用于研究脑血肿及脑水

肿在 sICH损伤中的作用，以及 sICH后神经功能的恢复

及其治疗效果评价等［90-92］。
4.1.2 自体血注入模型
4.1.2.1 造模原理

将自体血液注入动物脑实质内特定区域（如尾状

核），直接有效地形成脑血肿［93］。
4.1.2.2 造模方法

单次注射法：麻醉并固定动物后，在动物颅骨钻

孔。在立体定位引导下，通过微量注射泵将非肝素

化自体动脉血以缓慢恒定的速度注入大鼠尾状核，

注血量与动物脑组织大小相关（大鼠脑注血量 25、
50 和 100 μL 分别相当于人脑 20、40 和 80 mL 的出

血量）［93］。
两次注射法：Deinsberger等［94］在 1996年提出两

次注血 sICH模型构建方法。将 50 μL新鲜自体动脉血

分成两部分，首先以10 μL/min的注射速率将15 μL血
液注入大鼠尾状核，静置针头 7 min使血液沿针道凝

结，然后再以相同速率注入剩余的 35 μL血液以形成

凝块。Belayev等［95］在2003年使用两次注血法制作出

小鼠 ICH模型：在立体定位引导下，将一根30号不锈

钢套管通过一个头颅钻孔引入左侧纹状体；首次注射

（超过 3 min）全血 5 μL，留置 7 min，然后再次注射

（超过5 min）全血10 μL，留置10 min后缓慢抽出注射

插管。该模型产生了持续的神经功能缺损、脑内血肿、

大脑肿胀和皮质灌注不足，与人类高血压基底神经节

脑出血非常相似。

与单次注血模型比较，两次注血模型的主要优点

是显著减少了血液通过针道回流以及向脑室和（或）

蛛网膜下腔渗漏，较好地控制了血肿的大小、形态及

部位，从而产生可重复的脑内血肿；其缺点是注射难

度相对较大、两次注射之间的时间延迟，导致血凝块

更容易形成。

三次注血法：Ma等［96］于2006年对注血模型做了

进一步的改进，制作了三次注血小鼠模型。使用玻璃

毛细管从供体小鼠的眶静脉中迅速提取血液，首先注

入 5 μL血液，暂停 7 min使注入的血液沿着针道产生

凝血，然后再注入5 μL血液，暂停1 min以加强凝血，

最后在 4 min 内注入剩下的 20 μL 血液。注血 60 
min后，模型小鼠出现明显的神经功能缺损。存活48 h
后组织学检查显示，均存在局部脑血肿。该模型的优

点是产生了一致性更好的脑血肿。

经过一系列的持续改进，自体血注入模型的稳定

性和重复性得到明显改善，已经成为目前应用最广泛

的一种 sICH动物模型。并且通过在额叶或基底神经节

注射血液，开发出了猫、犬、猪、羊和猴等大型动物

sICH模型。

4.1.2.3 模型评价指标
脑血肿：大鼠尾状核注入 100 μL自体血 4 h内，

血肿大小稳定，血肿通常在注血后4～6周消退［93］。
脑水肿：大鼠尾状核注入 100 μL自体血后，在

24 h内脑水肿迅速增长，2～3 d达到峰值［93］。
血脑屏障通透性：MacLellan等［87］使用MRI评估

大鼠脑内注入 100 μL自体血后 12 h、2 d和 4 d的血脑

屏障损伤情况，发现血脑屏障通透性呈现时间依赖性

减轻。Knight 等［97］用 MRI 观察到，大鼠脑内注射

100 μL自体血 1 d后，仅在血肿边缘观察到血脑屏障

通透性略有增加，14 d后仍保持轻微升高，血脑屏障

通透性同样呈现时间依赖性降低。

组织病理：Xue等［98］研究了大鼠纹状体注血模型

1 h～4周后，脑内炎症和细胞死亡的时间过程。结果

显示，注血 24 h后血肿周围组织中存在退化的红细胞

和核碎片；中性粒细胞浸润在 48 h达到高峰，之后逐

渐消退；注血 4 h后，小胶质细胞激活开始明显增多，

48～72 h达到最大值，并持续到 4周；CD8a免疫反应

性淋巴细胞在注血后 48 h开始出现，并持续到 1周；

TUNEL阳性细胞在注血后72 h达到最大值，并持续到

4周。推测由血管外渗的血液引起一种脑内混合性炎

症细胞反应，并且在出血后 48～72 h达到峰值，与至

少持续4周的脑细胞死亡有关。

神经功能缺损：自发旋转、对侧前肢屈曲、后肢

缩回、梁行走能力和双侧前爪抓握测试等神经功能检

测结果显示，大鼠脑内注射100 μL非肝素化自体血1、
4、7和 14 d后，神经功能缺损存在时间依赖性恢复，

21 d后神经功能完全恢复［99］。大鼠纹状体注入100 μL
自体血后 1～28 d，神经功能部分恢复［100］。提示自体

血注入模型可能存在神经功能自发性恢复，对长期神

经功能损伤研究的价值可能有限。

4.1.2.4 优缺点及应用
优点包括：（1）模型制作方法直接有效，应用立

体定位仪后血肿位置更加准确，模型制作成功率高；

（2）注血模型脑实质出血的发生发展过程与人类 sICH
的自然病理进程更加接近［90-92］。

缺点包括：（1）脑内注血形成的血肿并非由脑血
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管破裂引起，不能重现人类 sICH的深穿支动脉血管点

状破裂事件；（2）容易出现注入的血液沿针道返流、

向脑室和（或）蛛网膜下腔渗漏等情况，出血量与血

肿形态没有直接关系，模型的一致性较差［90-92］。
应用：脑内注血模型适用于研究血液成分、血凝

块释放物质在 sICH后继发性脑损伤中的作用及其机

制，对 sICH 后的自然凝血和炎症途径研究尤其

合适［90-92］。
4.1.3 微气球充盈模型
4.1.3.1 造模原理

利用微气球充盈产生占位效应，模拟脑血肿的压

迫效果，这是一种纯机械性 ICH模型构建策略［101］。
4.1.3.2 造模方法

由 Sinar等［101］于 1987年首先提出。在 SD大鼠颅

骨上钻孔，将一个微气球安装在25号钝性针头上，通

过立体定位将微气球插入右侧尾状核，最后用牙科黏

合剂密封钻孔。静置 30 min后，在 13.3 kPa的平均压

力下将微气球用 20 s充气至 50 μL，保持 10 min后放

气。微气球充胀模型通过充放气改变微气球的体积，

模拟不同大小血肿对脑组织的压迫作用。

4.1.3.3 模型评价指标
组织病理：微气球的充盈造成了明显的血肿占位

效应，在右侧尾状核上出现广泛的缺血性损伤，同侧

额叶皮质和尾状核的脑血流量（cerebral blood flow，
CBF）降低，颅内压（intracranial pressure，ICP）显著

升高［101］。微气球充气后 6～24 h出现细胞凋亡，24 h
后凋亡细胞分布范围和凋亡细胞数量快速增加；在气

球放气后10～120 min出现神经元坏死，提示细胞凋亡

和死亡均可能有助于病变核心的形成［102］。
4.1.3.4 优缺点及应用

优点：微气球充盈模型模拟了人类 sICH的血肿占

位效应，模型的一致性和重复性较好。

缺点：（1）没有形成脑血肿，不能模拟脑血肿、

血凝块形成及其释放的内源性毒性物质造成的继发性

脑损伤，与临床 sICH的病理生理不符合；（2）易造成

不可逆脑损伤，无法评估继发性脑损伤［90-92］。
应用：微气球模型可用于对 sICH的血肿占位效

应、外科手术清除血肿及其效果的研究，还可用于观

察脑灌注压变化对全身的影响［90-92］。
4.1.4 高血糖诱导的血肿扩大模型
4.1.4.1 造模原理

高血糖增加了实验性脑出血的血肿扩张幅度，这

种作用是由芳烃受体介导的。

4.1.4.2 造模方法
首先利用立体定位仪注射0.075 U胶原酶诱导 sICH

小鼠模型，3 h后经腹腔注射 50%葡萄糖（6 mL/kg）。
注射点周围脑组织内出现明显的血肿扩张现象［103］。
4.1.4.3 模型评价指标

组织病理：与正常血糖水平动物比较，在造模后

6 h高血糖动物右侧基底节观察到更大的肉眼血肿和出

血量持续增加，血肿量在 24 h达到峰值并持续 72 h，
血浆葡萄糖浓度则在出血后8 h恢复到基线水平。芳烃

受体在高血糖 sICH发生后被激活，主要广泛定位于血

管周围的星形细胞和内皮细胞。模型小鼠中芳烃受体

与早期生长反应因子-1相互作用，显著增加以响应高

血糖；随后血栓反应蛋白 -1 （thrombospondin 1，
THBS1） /转化生长因子-β（transforming growth factor-
β，TGF-β） /血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）轴上调，参与了血脑屏障功能损

伤，导致 sICH后脑血肿扩张，模拟了高血糖诱导脑血

肿扩张的病理生理过程［103］。
4.1.4.4 优缺点及应用

优点：该模型部分模拟了在糖尿病基础上发生

sICH的临床情况［103］，并且模拟了临床常见的脑出血

后血肿再扩大的现象，为进一步研究血肿再扩大提供

了一个较好的动物模型。

缺点：建模动物为年轻雄性小鼠，需要进一步明

确性别和年龄依赖性的影响［103］。
应用：本模型可用于研究高血糖对脑血肿扩张的

影响，以及 sICH后血肿扩大的原因与机制等［103］。
4.2　自发性高血压脑出血模型
4.2.1 造模原理

通过遗传学方法建立自发性高血压脑出血模型，

可以较真实地模拟临床脑出血发生的病理生理基础，

是一种理想的 sICH动物模型［104］。
4.2.2 造模方法

易卒中性自发性高血压大鼠 （stroke-prone 
spontaneously hypertensive rat， SHRsp） 由 Okamoto
等［104］采用遗传学方法，选择因卒中死亡的自发性

高血压大鼠子代近亲交配、培育而成。其中 10%发

生高血压病，80%发生脑卒中。易卒中性肾血管性高

血压大鼠 （stroke-prone renovascular hypertension rat，
RHRsp）是由Zeng等［105］用0.3 mm的环状银夹钳夹大

鼠双侧肾动脉，通过缩窄双肾动脉造成肾血管性高血

11



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Feb . 2024, 44(1)

压。在肾动脉缩窄 40周后，200 mmHg以上的稳定性

高血压发生率为 100 %。自发性卒中（包括脑出血、

脑梗死、梗死与出血混合性损伤）发生率为 61.8%，
伴有或不伴有蛛网膜下腔积液。

4.2.3 模型评价指标
组织病理：SHRsp大鼠卒中病理特征与人类相似，

具体表现为脑组织内不同程度的出血、小血管扩张及

脑软化，以及神经细胞的纤维走行不清楚或消失

等［104］。RHRsp大鼠具有与人类高血压相似的脑血管

损害：包括细小动脉纤维素样坏死、透明变性、血管

壁增厚、管腔狭窄及微动脉瘤形成等［105］。
4.2.4 优缺点及应用

优点包括：（1）由于与临床发病过程最接近，

SHRsp模型是国际上公认的高血压脑卒中动物模型，

能重现人类 sICH的发病过程［104］；（2）RHRsp易于建

立，价格低廉，且有与人脑出血相似的高血压动脉硬

化的病理生理基础［105］。
缺点包括：（1） SHRsp价格昂贵，来源困难，而

且饲养困难，可重复性差，易变种、断种，以及实验

时间长等［104］；（2）RHRsp不是单纯的 sICH模型，而

是脑梗死、脑出血及混合性脑卒中并存［105］，sICH的

发生率较低；（3）两种模型的共同缺点是重复性差、

脑出血量和位置都不可控，为进行同质性评价带来很

大障碍［104-105］。
应用：RHRsp模型可用于高血压动脉粥样硬化性

脑出血的病理生理机制研究；SHRsp模型比较适用于

研究人类 sICH的发病过程［104-105］。
4.3　基因修饰模型

导致 sICH的病因具有多元性，遗传因素是其中的

一个重要因素。研究发现基因变异与 sICH的发病密切

相关［106-107］，基因变异可以通过影响血压和损伤血管

等途径导致脑实质出血。基因修饰动物模型是指以模

式动物为载体，利用各种基因编辑技术将目的DNA片
段导入或删除，实现内源基因的修改，从而构建出能

模拟人类特定生理、病理、细胞特征的动物模型。一

直以来，日趋成熟的基因工程技术为构建脑出血基因

相关动物模型提供了技术支撑。目前已有几种重要的

转基因 sICH动物模型被成功地应用于实验研究［18］，
包括高血压脑出血转基因模型、脑淀粉样血管病转基

因模型、脑动静脉畸形相关基因修饰模型、脑海绵状

血管畸形相关基因修饰模型和胶原蛋白相关基因修饰

模型。

4.3.1 高血压性脑出血转基因模型
由 Iida等［12］在 2005年首次报道。过度表达人肾

素和血管紧张素原的R+/A+双转基因小鼠患有慢性高血

压，平均动脉压可达到150 mmHg，而且小鼠寿命不受

影响。给予高盐饮食和含一氧化氮合酶抑制剂 L-
NAME饮用水可以诱导小鼠产生更严重的高血压，在

第 3周时平均动脉压高达（198±6）mmHg。所有小鼠

在10周内死亡并伴有脑干出血，其中一些小鼠存在脑

干、小脑和基底神经节出血。出血位置和卒中类型都

与人类高血压出血性中风非常相似，是研究临床 sICH
比较适宜的转基因动物模型。

4.3.2 脑淀粉样血管病转基因模型
脑淀粉样血管病是指 β-淀粉样蛋白沉积在脑血

管上引起的脑血管病［108］，主要沉积于直径为 50～
500 μm的小动脉管壁，大部分存在于靠近管腔的部

位和血管外膜［109-110］。纤维素样坏死和玻璃样变性

可以导致管壁增厚，最终形成双层管壁或者管壁套

管壁的现象［111］。目前至少有 5种过表达淀粉样蛋白

前体蛋白（amyloid precursor protein，APP）的转基因

小鼠模型［18，112］，其中有些模型具有脑淀粉样血管病

和 sICH的表型，少数模型未发生 sICH。
4.3.2.1 APP23 转基因小鼠模型

APP23 转基因小鼠携带有过表达的突变基因

APP751，由神经元特异性Thy-1启动子控制，可出现

ICH的表型［113-114］。该变异的杂合子小鼠在 19月龄后

才出现明显的脑淀粉样蛋白沉积，累及小动脉，遍及

大脑各个皮层区域，但主要存在于新皮质、海马、丘

脑和软脑膜等部位。19月龄以上的小鼠可并发 sICH，
但出血病灶很小，不可能引起神经系统变性或死亡。

出血部位常见于新皮层和丘脑，而在皮层表面、海马

和纹状体较为少见。27月龄的APP23转基因小鼠可能

发生反复出血，并且出血量较大。该模型可能是研究

脑淀粉样血管病相关脑出血的最佳动物模型。

4.3.2.2 Tg-SwDI 转基因小鼠
该小鼠转入的APP基因携带有3个突变（Swedish、

Dutch和 Iowa），分别是 Swedish K670N/M671L、Dutch/
Iowa E693Q/D694N，由相对脑特异性的启动子Thy1.2控
制［115］。12月龄的Tg-SwDI转基因小鼠可在淀粉样变的

小血管周围出现小出血灶，偶见报道有 sICH的表型。

对于该模型的症状和出血频率，尚无相关研究报告。

4.3.2.3 APPDutch 转基因小鼠
过表达的APP基因携带有E693Q突变，受Thy1启
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动子调控［116］。该突变导致淀粉样变性 -荷兰型

（HCHWA-D）遗传性脑出血［117］。该病为常染色体显

性遗传，β-淀粉样蛋白沉积在软脑膜动脉和皮层小动

脉，患者从50岁开始反复发生脑叶出血。携带有该变

异的小鼠可以发展为脑淀粉样血管病，并出现平滑肌

细胞的丢失和变性、脑实质出血、血管周围胶质增生。

22～25月龄的小鼠开始出现明显的淀粉样蛋白沉积，

29月龄小鼠出现脑出血，类似于老年性脑出血，出血

灶多数很微小，引起小鼠神经系统症状的可能性比较

小。该研究未详细描述出血频率、位置和脑出血相关

症状。

4.3.2.4 Tg2576 转基因小鼠
Tg2576 小鼠曾被广泛用于研究阿尔茨海默病。

Fisher等［118］在该模型中描述了淀粉样变相关的 sICH
转基因小鼠。在人巨细胞病毒启动子控制下，该转基

因小鼠表达人含有 695个氨基酸的 APP剪接体，并携

带有 Swedish突变。通过普鲁士蓝染色可以检测到，

15～24月龄的Tg2576转基因小鼠脑实质内出现数量和

体积逐渐增大的微出血。使用抗血小板聚集药物双嘧

达莫治疗对微出血没有影响。然而，使用抗Aβ-40抗
体处理小鼠 9周后微出血加重，双嘧达莫可预防这种

作用。被动免疫可减少脑实质内淀粉样蛋白沉积，但

可能会加剧血管的淀粉样蛋白沉积。该研究同样未指

出Tg2576小鼠是否都出现了 sICH及出血的详细位置。

目前该模型已被用于 sICH研究［119］。
4.3.2.5 ADanPP7 转基因小鼠

家族性丹麦痴呆是一种罕见的神经系统退行性疾

病，为BRI2基因突变导致的常染色体显性遗传，该变

异导致了异常延长的突变淀粉样蛋白分子结构Dan-淀
粉样蛋白（ADan）。Coomaraswamy 等［120］以 C57BL/6 
N小鼠为背景，构建过表达BRI2基因的Danish突变体

模型，利用以黏粒为基础的叙利亚仓鼠朊蛋白表达框

架，控制该蛋白主要在神经元表达。病理表现为异常

ADan蛋白在脑血管壁沉积，伴血管平滑肌细胞丢失、

小胶质细胞增生和脑微出血。在 18月龄的 ADanPP7
转基因小鼠每侧大脑半球平均存在14个微出血灶，但

确切位置和大小不详。Morris水迷宫实验显示小鼠记

忆受损，旷场实验显示小鼠焦虑增加。这些神经行为

异常是由自身出血所致，还是因淀粉样斑块引起的神

经炎症、神经原纤维缠结等诱发产生，目前尚不

清楚。

脑淀粉样血管病相关的动物模型比较适用于研究

脑淀粉样血管病相关的 sICH和小动脉完整性的分子机

制。这些模型的共同局限性是：sICH的发生与衰老紧

密相关，小鼠模型需要超 10 个月的时间才能发生

sICH。迄今为止，对这些模型的出血症状、时间、部

位、体积及数量尚无详细描述，且无法比较不同模型

的脑出血严重程度［18］。
4.3.3 脑动静脉畸形相关基因修饰模型

脑动静脉畸形是一种胚胎期脑血管发育异常造成

的先天性疾病，即脑动脉和脑静脉之间缺乏毛细血管，

动脉与静脉直接相通，形成动静脉之间的短路，导致

一系列脑血流动力学的紊乱［121］。临床上常表现为反

复颅内出血、部分性或全身性癫痫发作、短暂性脑缺

血发作以及进行性神经功能障碍［122］。大约有5%的患

者为家族性的，包括出血性毛细血管扩张症和毛细血

管畸形-动静脉畸形综合征，二者均为常染色体显性遗

传［123-124］。目前已发现多个基因与脑动静脉畸形相

关［125］。利用基因工程技术制备脑动静脉畸形的动物

模型，大部分用来研究脑动静脉畸形的分子机制，对

sICH表型的描述相对较少。脑动静脉畸形的基因工程

小鼠模型有如下几种：

4.3.3.1 Alk1 条件性基因敲除小鼠模型
对该模型的研究发现，所有小鼠均在脑和脊髓发

生了出血，80%以上的小鼠在10～15周龄出现脑出血

相关的瘫痪或死亡。如果小鼠在此期间没有死亡，即

使他们携带有多发的脑动静脉畸形，死亡风险也会明

显下降。这种小鼠的出血是年龄相关的，可用于研究

脑动静脉畸形血管易于损伤的分子机制［126］。
4.3.3.2 Kras 条件性基因敲入小鼠模型

通过向5周龄小鼠的球后静脉窦注射过表达Kras-

G12V的腺病毒可以成功制备小鼠脑动静脉畸形模型。

小鼠在第 9周时表现为自发性的颅内多灶出血，位于

背侧或腹侧的嗅球和中脑腹侧［127］。此外，条件性过

表达Kras-G12D的转基因小鼠出生后第 1天即可诱导

Kras-G12D表达，早期 12 d内死亡率较高，存活 21 d
的小鼠可以检测到不完全显性的脑出血， 这些小鼠并

没有脑动静脉畸形的表型，脑血管不仅没有扩张，反

而变细且易破裂［128］。
4.3.3.3 Notch4 转基因小鼠模型

条件性表达激活的Notch4蛋白片段的小鼠一般在

2～5周龄内死亡，其神经系统表现包括共济失调和癫

痫。所有小鼠都会出现 sICH，并在 22 d前达到高峰，

出血部位最常见于小脑，其次是新皮层，未见脑干
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出血［129］。
4.3.3.4 Endoglin 基因敲除小鼠模型

杂合敲除Endoglin基因的小鼠模型（Eng+/-）只有

30%具有脑动脉畸形的表型，纯合敲除该基因的小鼠

表型正常。在平滑肌细胞内，通过Cre重组酶条件性敲

除Endoglin基因（他莫昔芬诱导），大部分杂合小鼠用

VEGF处理后可以出现脑动静脉畸形［130］。但Endoglin

基因敲除模型是否具有 sICH表型未见报道。

4.3.3.5 其他基因修饰模型
个别基因修饰动物模型可以出现脑出血的表型，

但文献对脑出血的细节描述很少。基质 Gla 蛋白

（matrix Gla protein，MGP）基因敲除小鼠在出生后第4
周，可以检测到有脑动静脉畸形合并有脑出血［131］。
在内皮细胞条件性敲除 Rbpj基因小鼠在出生后第 14
天，可以检测到动静脉畸形和脑出血［132］。Itgb8和
Smad4条件性基因敲除小鼠模型可以出现脑动静脉畸

形［133］，但未见报道是否存在 sICH表型。

4.3.4 脑海绵状血管畸形相关基因修饰模型
脑海绵状血管畸形是一种隐匿性血管畸形，它缺

乏动脉成分，发病率为0.4%～0.8%，占颅内血管畸形

的10%～25%，仅次于脑动静脉畸形［134］。临床上，大

部分患者无任何症状和体征或仅伴有轻度头痛、头晕。

出血较为常见，并且大约8%～37%的患者可出现较大

出血灶［135］。研究表明，有 40%～60%的脑海绵状血

管畸形患者具有家族史，多为常染色体显性遗传疾

病［136］。利用基因工程技术可以制备这些颅内血管畸

形的动物模型，用于脑出血疾病研究。

4.3.4.1 Ccm2 基因相关脑海绵状血管畸形模型
敲除内皮细胞中Ccm2基因表达的小鼠在出生后第

8天，即可检测到脑海绵状血管畸形的表型［137］；这也

导致小鼠寿命缩短［138］：该小鼠第 8天存活率为 99%，
第15天存活率为71%，2月龄存活率为20%。利用 loxp
系统控制 Ccm2 基因的表达，可以显著提高存活

率［139］：90 d 存活率可达 98.1%，150 d 存活率可达

95.8%，平均寿命可达 183 d。脑动静脉畸形也呈持续

进展：出生后 1周，在小脑可以发现小的散发的动静

脉畸形；在第 5周，大脑半球可以检测到小的散发的

动静脉畸形，同时小脑出现多孔洞损伤；在第 12周，

大脑半球和脑干出现损伤，这些损伤随着时间的延长，

都在逐渐增大，融合成大的病灶，并可能出现在所有

的脑区；在第 15周，6只小鼠中有 5只出现了脑出血

的表型；15周以后，所有的小鼠都出现了脑出血的表

型；有 2只小鼠在 5.5月龄和 6月龄时出现了大的脑

血肿［29］。
4.3.4.2 Ccm1+/-/Msh2-/-双基因敲除小鼠模型

该模型同样可以出现脑海绵状血管畸形和微出血，

但目前缺乏对出血表型的细节描述［140］。
4.3.5 胶原蛋白相关基因修饰模型

成人 Ⅳ 型胶原 α1 （collagen type Ⅳ alpha 1，
COL4A1） 基因突变均导致儿童自发性颅内出

血［141-143］。Col4a1Δex41是小鼠COL4A1基因的剪切位点

变异，导致含有3个螺旋结构的41号外显子缺失［144］。
纯合变异的基因工程小鼠Col4a1Δex41/Δex41会在胚胎发育

时期死亡；杂合变异 Col4a1+/Δex41小鼠胚胎生长缓慢，

50%会在出生后1 d内死亡。Col4a1+/Δex41小鼠有多种异

常表现，包括脑穿通畸形和反复发生的多灶性颅内出

血：在胚胎期第 10.5天，小鼠即可出现不规则的出血

和巨大血管、多灶性的脑实质出血和脑室出血；在胚

胎期第 12.5天可发现血管迂曲、密度增大；在出生时

即出现许多肉眼可见的血肿和频发的脑实质出血。

80%的小鼠会有脑穿通畸形，所有小鼠均有脑出血表

型（全外显），出血部位会随着时间而变化：1月龄小

鼠表现为小血管病，在皮层、脑内灰质核团、脑干、

小脑可以出现许多小的含铁血黄素沉积；3月龄的小

鼠前述病变清除，在基底节可出现少数体积较大的血

肿、血红蛋白降低及含铁血黄素沉积，提示反复颅内

出血；随着小鼠年龄增大，会出现巨大血管和血栓形

成。该模型可用于研究脑出血的环境影响因素和遗传

因素。

4.3.6 各种基因修饰模型对比
对各种基因修饰 sICH动物模型的构建方法及优缺

点进行比较，见表1。
4.4　动物模型神经行为评价技术

神经功能包括意识状态、运动、感觉、视觉、共

济和神经反射等。神经功能损伤检测结果不仅是判断

模型制作成功与否的验证性指标，也是保证模型同质

性的质控指标，同时还是评估治疗效果的重要依据。

在 sICH动物实验研究中经常使用的神经行为评分

系统主要有：Bederson评分［145］，可用于检测运动功能

（表 2）；Zea-Longa评分［146］，可用于检测运动功能

（表 3）；平衡木测试［147］，可用于检测运动和平衡功

能（表4）；改良Garcia评分［148］，可用于检测运动和

感觉功能 （表 5） ；改良神经系统严重程度评分

（modified neurological severity score，mNSS）［149］，可用
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表 2　Bederson 评分
Table 2　Bederson score

分类
Classification

正常
中等
严重

检测方法检测方法：：提起大鼠的尾巴，使动物距离台面 10 cm 高，正常大鼠的前爪处于伸直状态，模型大鼠存在神经行为异常表现
等级说明等级说明：：评价等级越高，说明神经损伤越严重
优点优点：：（1）操作简单;（2）从整体上反映动物神经损伤程度，可进行定性和半定量评价
缺点缺点：：（1）检测方法相对粗糙和主观;（2）多用于早期神经损伤检测，不能全面反映远期神经损伤程度

等级
Grade

0
1
2
3

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

未观察到神经缺损
瘫痪侧前肢内收并屈曲于腹下（提尾悬空试验阳性）
向瘫痪侧推动大鼠，阻力较正常侧降低（侧推试验阳性），没有向正常侧转圈行为
除 2 级表现外，伴有向正常侧转圈行为，或爬行时向瘫痪侧倾倒

表 3　Zea-Longa 评分
Table 3　Zea-Longa score

分类
Classification

没有神经功能缺损
轻度神经功能损伤
中度神经功能损伤
重度神经功能损伤

评分说明评分说明：：（1）5 级 0～4 分制评分系统。基础分为 1 分，如果没有基础分，则 2～4 分的评分视为无效。（2）分值越高，说明神经功能缺损越严重

优点优点：：操作简单

缺点缺点：：（1）检测方法相对粗糙和主观；（2）仅用于检测早期神经功能损伤，不能反映远期神经功能损伤程度

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

正常站立或爬行
提尾时瘫痪侧前肢内收屈曲，不能完全伸展
爬行时向瘫痪侧转圈
站立或爬行时，向瘫痪侧摔倒
没有自发性爬行，伴意识水平降低

评分
Scores

0
1
2
3
4

表 1　sICH 基因修饰动物模型的比较
Table 1　Comparison of genetically modified animal models for sICH

模型类别及构建方法
Model categories & construction methods

自发性高血压脑出血 R+/A+双转基因模型：给予高盐饮
食和含 L-NAME 的饮用水，诱导 R+/A+双转基因自发
性 高 血 压 小 鼠 产 生 更 严 重 的 高 血 压 ，从 而 引 发
sICH[12]

脑淀粉样血管病脑出血转基因模型：用过表达 APP 的
转基因小鼠建立了 5 种脑淀粉样血管病模型[18]，包括
APP23 转 基 因 小 鼠 、Tg-SwDI 转 基 因 小 鼠 、APP 
Dutch 转基因小鼠、Tg2576 转基因小鼠和 ADanPP7
转基因小鼠

动静脉畸形脑出血基因工程模型：（1）Alk1 条件性基因
敲除小鼠[126]；（2）Kras 条件性基因敲入小鼠[127]；（3）
Notch4 基因相关基因敲除小鼠[124]；（4）MGP 基因敲
除小鼠[131]；（5）Rbpj 基因敲除小鼠[132]；（6）Itgb8 和
smad4 条件性基因敲除小鼠[133]；（7）Endoglin 基因敲
除小鼠[130]

脑海绵状血管畸形相关基因修饰模型：（1）Ccm2 基因
相关脑海绵状血管畸形模型[137]； （2）Ccm1+/-/Msh2-/-

双基因敲除小鼠模型[140]

胶原蛋白脑出血基因工程模型：Col4a1 突变小鼠[144]

优点
Advantages

模型小鼠出血位置为脑干、基底节和小脑，
与人类 sICH 部位相似[12]。是研究临床
sICH 较理想的基因修饰动物模型

（1）适用于脑淀粉样血管病相关 sICH 和小
动脉完整性的分子机制研究[18, 112]；（2）
APP23转基因模型小鼠在27月龄可发生反
复和较大量的出血，是研究脑淀粉样血
管病相关sICH较理想的模型[113-114]

可用于研究脑动静脉畸形血管易损伤的分
子机制[125]

可用于研究脑海绵状血管畸形的分子机制

可用于研究 sICH 的环境影响因素和遗传
因素[144]

缺点
Disadvantages

（1）造模药物不仅对小鼠肾脏和心脏有影
响，也会影响在该模型上试验新药的药
代动力学和药效学[18]；（2）培育时间长，
小鼠需超过 10 月龄才能发生 sICH[18]

（1）缺乏 sICH 表型的具体描述，且无法比
较不同模型的严重程度[18]；（2）仅 AD‐
anPP7 转基因小鼠模型被报道出现过出
血相关症状，其他 4 种模型的出血量均
较小[120]

（1）制作困难，价格高昂，死亡率高，使用较
少；（2）缺乏对 sICH 表型的细节描述[139]

（1）制作困难，价格高昂，死亡率高，使用较
少；（2）部分模型缺乏对 sICH 表型细节
描述

多数小鼠在早期死亡；存活小鼠在胚胎期
即可发生 sICH，且随年龄增大而加重[144]
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于综合检测运动和感觉功能（表6）。
值得推荐的是，Hartman等［150］对Garcia评分系统

作了修改，设计出一个专门用于 sICH大鼠模型的神经

功能评估系统（表 7），可用于综合评估运动、感觉、

认知和学习等神经功能缺损。

对于 sICH模型动物表现出的学习和记忆能力障

表 4　平衡木测试
Table 4　Balance beam test

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

能够顺利爬过横杆，四肢完全发挥作用，无明显神经损害体征
能够爬过横杆，瘫痪肢体发挥作用＞50%
能够爬过横杆，瘫痪肢体发挥作用＜50%
不能顺利爬过横杆，跌落率＜50%
无法顺利爬过横杆，跌落率＞50%
不能在横杆上爬行，但可以坐在上面
根本爬不上横杆，无法将后腿放在水平位置，如果放在横杆

上就会掉落下来

检测方法检测方法：：将一根长度为 80 cm、宽度为 2.5 cm 的横杆一端放在地
下，另一端以 60°角斜靠在墙面。逐个将动物放到木板上，通过观
察动物在横杆上的行走能力评估其运动功能

评分说明评分说明：：评分为 1～7 分，分值越小，说明神经功能缺损越严重。
优点优点：：（1）装置简单，容易修改以适应不同测试需求；（2）可用于短期

和长期运动功能损伤评估
缺缺点点：：（1）仅适用于较活跃的啮齿类动物，不适用于活动较少的动物；

（2）测试方法未标准化，木条的宽度、长度、形状等均未统一

评分
Scores

7
6
5
4
3
2

１

表 5　改良 Garcia 评分
Table 5　Modified Garcia score

测试项目
Test item

自主运动：观察动物在
鼠笼内 5 min 的活动

体态对称性：提尾使之
悬空，观察四肢状态

前肢伸展功能：提尾悬
空后肢，将前肢放在
桌面，观察前肢伸展
运动状况

攀爬力和握力：攀爬和
抓紧鼠笼的能力

双侧身体触觉

双侧胡须触碰反应

评分说明评分说明：：分值为 4～18 分，18 分为正常。分值越大，表示神经功能
损伤越轻

优点优点：：综合评估运动、感觉、反射功能，可用于短期和长期神经功
能评估

缺点缺点：：评价参数多，操作较复杂

神经缺损表现
Manifestations of neural 

deficits
活动正常
轻度受限
中度受限
严重受限
体态对称

体态不对称
偏瘫
对称

轻度不对称
显著不对称

偏瘫
攀爬容易，抓持有力

攀爬困难，瘫痪侧抓持无力
不能攀爬或转圈

双侧对称
瘫痪侧反应迟钝

瘫痪侧无反应
对称

不对称
瘫痪侧无反应

评分
Scores

3
2
1
0
3
2
1
3
2
1
0
3
2
1
3
2
1
3
2
1

表 6　改良神经系统严重程度评分
Table 6　Modified neurological severity score

测试项目
Test item

运动功能：
（1）提尾试验           

（2）将大鼠放置于 
地板上

感觉功能：
（1）放置试验 (视   

觉和触觉测试)
（2）本体感觉试验

（深感觉测试）
（3）平衡木试验

反射功能：

（1）耳廓反射         

（2）角膜反射         
（3）惊恐反射         

 
（4）癫病、肌阵挛、

肌张力减退

评分说明评分说明：：总分 18 分，评分越高，表示神经损伤越严重。13～18 分为
严重损伤；7～12 分为中度损伤；1～6 分为轻度伤害

优点优点：：综合评估运动、感觉、反射和平衡功能，可用于长期神经功能缺
损评估

缺点缺点：：（1）评价参数多，操作复杂；（2）仅适合评估基底节而非所有脑
区神经功能缺损

神经缺损表现
Manifestations of neural deficits

前肢屈曲
后肢屈曲
后头部在 30 s 内偏离垂直轴> 10°
正常行走
不能直线行走
向偏瘫侧转圈
向偏瘫侧倾倒

离桌面 10 cm 处 45°倾斜靠近桌面，
反应延迟

向桌子边缘压迫鼠爪刺激肢体肌肉, 
无反应

稳定、平衡的姿势

紧抓平衡木边缘
紧抱平衡木，一侧肢体从平衡木垂落
紧抱平衡木，双侧肢体从平衡木垂

落，或在平衡木上转圈（> 60 s）
试图在平衡木上保持平衡但跌落（> 

40 s）
试图在平衡木上保持平衡但跌落（> 

20 s）
跌落，或未尝试保持平衡，或挂在平

衡木上（< 20 s）

接触外耳道时摇头

用棉花轻触角膜时眨眼
对快弹硬纸板产生的短暂噪音有运

动反应
出现一种即得 1 分

评分
Scores

1
1
1
0
1
2
3

1

1

0

1
2
3

4

5

6

1

1
1

1

16



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineFeb . 2024, 44(1)

碍，目前常采用跳台法、避暗法、穿梭箱法来测定动

物一次性被动回避反射能力；使用Y形水迷宫实验、

Morris水迷宫实验和八臂迷宫实验等评价动物的空间

学习和记忆能力。

5　临床前药物试验设计要点
5.1　实验合法合规

使用实验动物进行临床前药物试验，需要严格遵

守我国的相关法律法规和标准规范。在我囯，实验动

物管理属于行政许可范畴，实行实验动物许可证管理

制度，有一系列的法规和标准。其中规定：实验动物

必须来自具有“实验动物生产许可证”的单位，动物

实验单位必须具有“实验动物使用许可证”，动物实验

设施环境指标应符合国家标准 GB 14925—2023的要

求，否则实验（或试验）结果不予认可。以注册为目

的的药物非临床安全性评价应该在 GLP （Good 
Laboratory Practice）实验室内完成，其他药物非临床

安全性评价和药效学研究应在具备“实验动物使用许

可证”的实验室进行。

5.2 动物种属选择
在 sICH的临床前药物试验中，选择合适的动物种

属非常重要。考虑到不同种属动物间的遗传差异和生

理学特征，需要选择与人类在基因组水平上高度相似

的动物种属，从而提高研究的可靠性和外推性［142］。

用于 sICH 研究的动物有非人灵长类动物、猫［151］、
犬［152］、猪［153］、兔［6］、鼠［154］、绵羊［63］，其中小鼠、

大鼠和猪是最常使用的物种［81］。比较不同种属动物用

于 sICH建模的优缺点，见表8。
5.3　动物模型选择

选择合适的动物模型建立方法并遵循标准的操作

流程，对于实验的可靠性和准确性至关重要。在针对

sICH的药物临床前动物实验中，必须选择最适合拟解

决的关键问题和主要测试目标的动物模型，以获得最

佳的转化价值。现有模型在技术和临床相关性方面有

不同的优缺点，其适用的研究领域也不同，见表9。
5.4　药物安全性和有效性评估

药物安全性和有效性评估是 sICH临床前药物试验

的核心环节。严谨的实验设计和规范的操作流程对于

准确评估药物疗效、提高研究的可靠性和外推性非常

重要。药物安全性和有效性评估实验设计要点包括如

下几个方面：

（1）评价指标：选择科学、客观、敏感的评价指

标，如死亡率、出血面积、神经功能缺损评分等，并

明确各指标的具体检测方法、观察时间点和观察频

次等。

（2）给药途径：根据药物性质和实验要求，选择

合适的给药途径，如口服、注射、脑室内注入等。

（3）给药时间：需要根据 sICH模型特点和试验目

表 7　脑出血大鼠神经功能评分系统
Table 7　Neurological function scoring system in ICH rats

测试项目
Test item

自发活动（在常规鼠
笼内观察 5 min）

肢体运动对称性（尾
部悬挂）

前肢伸展（尾巴悬挂，
前爪悬在桌子上）

攀爬（在 45°角的台面
上进行）

轴向感觉（从后背轻
微刺激躯干）

本体振动感觉（从后
背轻轻触摸）

评分方法评分方法：：通过 6 项功能测试，综合评估大鼠神经功能
评分说明评分说明：：每项测试可能得分为 0～3 分，0 分最差，3 分最好。总分最低 0 分，最高 18 分
优点优点：：一种专用于 ICH 大鼠模型的神经功能评价方法，可用于检测短期和长期的运动、感觉、平衡、认知等神经功能缺损
缺点缺点：尚未见关于该评分系统缺点的报道

评分 Scores

3
大鼠在笼盒里到处移动、探索环

境、爬到鼠笼上缘≥3 个侧面
四肢对称伸展

双侧前肢伸直，用双侧前爪对称
地行走

牢牢抓紧鼠笼钢丝，很容易地爬
到笼顶

对躯干两侧的刺激，大鼠都同样
受到惊吓

对身体两侧的棉花束触碰，大鼠
都会同样地转头

2
大鼠在笼盒里笨拙地到处移动

探索、爬到鼠笼上缘<3 个侧面
一侧肢体较对侧伸展更少或更

慢
前爪行走受损，伸展不对称

肢体不对称地攀爬，或无力抓紧
鼠笼钢丝

一侧身体的反应慢于另一侧

一侧身体的反应慢于另一侧

1
重症大鼠根本没有向上爬行，

在鼠笼里几乎没有移动
一侧肢体活动很少

一侧肢体活动很少

不能攀爬或只能转圈

对一侧躯体的刺激没有反应

对一侧躯体的刺激没有反应

0
大鼠完全没有移

动
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
大鼠完全没有移

动
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
一侧肢体完全没

有移动（偏瘫）
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表 8　sICH 建模动物比较
Table 8　Comparison of different animals for sICH modeling

动物
Animals

非人灵长类动物

猫

犬

猪

兔

啮齿类

绵羊

优点
Advantages

与人类基因相似度超过 90 %，而且生理功能和大脑构造等都与人类
接近，是临床前研究的理想实验动物。适合于 sICH 神经生理和
病理研究、新药研发和外科创新技术转化研究[155]

适合于生理学及神经生理学研究。实验用猫的质量直接影响到研
究结果及临床试验质量[157]

是最早用于建立实验性脑出血模型的动物品种，通过自体血注入方
法，Steiner 等在 1975 年就确定了犬不同脑室出血的致死量；（2）
目前已建立犬自发性高血压 ICH 模型；（3）脑体积较大，便于手术
操作以及精细观察生理和病理变化[155]；（4）自体血注入犬 ICH 模
型已被广泛用于神经生理学和病理生理学机制研究，以及 CT、
MRI、超声等影像检查以及药物治疗和手术干预等方面的研究；

（5）犬和人类在体型大小、心血管生理和解剖结构等方面较相似，
可应用于人类临床诊断成像方式和治疗设备的临床前试验[158]；

（6）与啮齿类动物相比，循环血容量更大，便于连续血液采样[159]

（1）仔猪模型的脑血肿体积可能比啮齿类动物高出 20～30 倍，适合
模拟人类 sICH 的病理生理学过程，用于开发新的外科手术技
术[161]；（2）猪模型近年来已被广泛应用于脑出血诊疗相关的新型
脑内监测仪研发、新治疗方法探索、溶栓药物和血肿清除术疗效
评估等临床前研究[90-91]

（1）体型中等，脑体积明显大于啮齿类，便于手术操作和标本收集，
更适于神经影像学、外科技术和急性脑损伤病理生理等方面的研
究[155]；（2）与大动物比较，使用成本较低，建模成功率高，死亡率偏
低，允许进行更长时间的研究；（3）与人类有相似的脑血管形态特
征，在发生 ICH 时，脑血管的生理学和化学变化与人类相似[90]；

（4）基底节区相对发达，定位相对容易，耳缘静脉取血方便，出血
后神经功能缺损明显[162]

（1）大鼠和小鼠价格便宜，体型较小，繁殖快，容易饲养，是 sICH 研究
中最常用的动物；（2）小型啮齿类动物的全身麻醉和给药更容易，
可以开发大量的实验模型[13]；（3）基因修饰小鼠模型被广泛使用，
是研究 sICH 遗传学机制的最佳动物模型；（4）人类 sICH 的发生部
位多为基底节区，大鼠也拥有基底节区，其中尾状核为脑内最大
核团，容易定位；（5）可以提供好的成本效益，准确的检测和结果
模式，以及大量可用于免疫组织化学和分子生物学的试剂样本

（1）诱导的 sICH 病变可控性好、可重复性高；（2）适用于 sICH 神经影
像学研究，而且可重复性高[63]

缺点
Disadvantages

（1）饲养管理条件要求复杂，一般需要大型动物饲养间；
（2）监管和监督严格，限制了灵长类动物的使用；（3）实
验动物资源稀缺，价格昂贵；（4）生物安全问题[156]，如疫
病监测，与人之间存在较多的人兽共患病；（5）实验操作
安全问题，如需要严格参照实验室标准操作规程进行，
且动物体型较大，具有一定的攻击性，需要专业人员捕
捉；（6）伦理和动物福利问题，如需要提供更充分的科学
依据和伦理论证，更加严谨地评估研究伤害-获益比，考
虑使用的必要性和意义、采取有效的措施以保证动物
福利，以及实验完成后如何妥善处置动物等问题

（1）目前仅有自体血注入猫 ICH 模型，且很少使用；（2）目
前实验用猫仍未被纳入标准化实验动物管理范畴，缺
乏相关国家标准，其遗传背景、年龄、微生物和寄生虫
携带状况不清，无质量合格证明，检测实验室面临巨大
的生物安全风险；（3）血液生化等背景参考数据有限，
有待进一步积累。这些都可能带来实验数据不准确、
实验结果不可靠、重复性差等问题

（1）价格较贵，来源较少，需要大型动物笼舍；（2）作为人
类陪伴动物，用于实验研究时同样受到严格监管，道德
和文化上的原因制约其在生物医学研究中的使用[160]

（1）需要大型动物间；（2）不能以简单、直接的方式评估模
型手术切除血肿的效果

（1）群居性差，同性别成年兔群居饲养会发生斗殴咬伤；
（2）胆小易受惊吓，产生应激反应；（3）缺乏转基因系
统，在研究基因组效应方面的应用有限

（1）大鼠和小鼠脑回缺乏、白质相对稀少，与人类大脑的
相似性较差；（2）脑体积小，限制了可产生血肿的大小，
并且难以用于人体检查仪器和外科手术研究；（3）拥有
人类无法比拟的再生和康复能力[6]

（1）使用率低；（2）大型动物饲养、实验困难
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表 9　sICH 动物模型比较
Table 9　Comparison of animal models for sICH

模型
Models

胶原酶诱导模型

自体血注入模型

微气球充盈模型

高血糖诱导脑出血
后血肿扩大模型

自发性高血压脑出
血模型

基因修饰动物模型

优势
Advantages

（1）操作简单，重复性好，注射位置准
确，出血量可控[163]；（2）能够模拟
sICH 患者自然发生的持续出血和
血肿扩张过程，脑组织学变化与人
类一致，是最接近人类 sICH 的动
物模型[163]；（3）有典型的神经功能
障碍，可作为评价脑出血后神经功
能缺失和促功能恢复的干预手段
效果评价的工具模型[164]；（4）最适
合大鼠和小鼠等小动物，并允许在
转基因小鼠上应用[163]；（5）已开发
出胶原酶注射诱导猪 ICH 模型[153]

（1）操作简单，重复性好，出血位置准
确，出血量一致[93-96]；（2）方法无菌
且不使用外来物质，可模拟人类
sICH 自 然 出 血 和 血 液 凝 固 过
程[93-96]；（3）适用于所有物种，其中
大鼠和小鼠尾状核注血模型使用
最普遍[167]，并允许在转基因小鼠上
应用。通过在额叶或基底神经节
注射血液，已开发出兔、猫、犬、猪、
羊、猴等多种大型动物模型[159, 168]

微气球充盈产生机械性占位效应，可
模拟不同大小血肿对脑组织的压
迫效果[171]

部 分 模 拟 了 在 糖 尿 病 基 础 上 发 生
sICH 的临床情况[103]

（1）SHRsp 与 人 类 动 脉 硬 化 高 血 压
sICH 的病理生理和发病过程最接
近[104]；（2）RHRsp 模型的血压峰值
高，术后 210 d 内平均血压峰值为

（17.2±1.1）kPa，存在与人类 sICH 相
似的高血压动脉硬化病理生理基
础[105]

（1）小鼠双转基因（R+/A+）高血压脑出
血主要发生于基底节、脑干和小脑
等部位[12]，与人类 sICH 多发部位
相似；（2）部分模型更能反映临床
情况，如 APP23 转基因小鼠模型
27 月龄可发生反复及较大量的出
血，可能是研究脑淀粉样血管病相
关脑出血的最佳动物模型[113-114]

劣势
Disadvantages

（1）出血是弥漫性的，是胶
原酶注射部位周围小血
管破裂的结果，其血肿形
成较慢[165]；（2）胶原酶引
起广泛的炎性反应[165]，不
适用于研究脑出血后的
炎性反应机制；（3）胶原
酶有细胞毒性作用[164]，不
能完全模拟人类 sICH 继
发性损伤的病理生理

（1）不是真正意义的血管破
裂 出 血 ，不 能 模 拟 人 类
sICH 的 小 血 管 破 裂[91]；

（2）血液容易渗漏进入脑
室 和/或 蛛 网 膜 下 腔 ，虽
然两次和三次注血啮齿
类动物模型解决了该问
题，但增加了操作的复杂
性[94-96]；（3）该 模 型 的 神
经功能障碍不明显，神经
功能评分较低，因此神经
学功能需要结合多种行
为学评价方法来进行[162]

（1）没有产生真实的血肿，
不能模拟血液和随后血
凝块释放物质引起的继
发性脑损伤 [101] ；（2）易造
成不可逆脑损伤，无法评
估继发性脑损伤[171-174]

建模动物为年轻雄性小鼠，
需进一步明确性别和年
龄依赖性的影响[103]

（1）SHRsp 模型价格昂贵，
来源困难，饲养困难，易
变种及断种，实验时间长
等[104]；（2）RHRsp 不是单
纯的 sICH 模型，而是脑
梗死、脑出血及混合性脑
卒中并存[105]；（3）重复性
差，脑损伤大小和位置都
不可预测[104-105]

（1）价格昂贵，制作困难，实
验 时 间 长 ，动 物 死 亡 率
高[18，112，126]；（2）转基因模
型的出血时间、数量、大
小和位置都不可预测，且
无法比较不同模型脑出
血的严重程度[18，112，126]

适用研究领域
Applicable research areas

（1）常用于啮齿类动物模型，尤其适用于研究 sICH 病
理生理机制，以及脑血肿形成和血肿扩张、血管源
性水肿、血脑屏障损伤、轴突变性、细胞凋亡、内皮
障碍和脑卒中后的全身并发症[18]；（2）大鼠、小鼠模
型尤其适合于 sICH 潜在治疗方法，如脑部超低温、
人 促 红 细 胞 生 成 素 等 的 临 床 前 研 究 ，以 及 微 小
RNA、外泌体、纳米颗粒等新兴治疗探索等[6, 90-91, 166]

（1）啮齿类模型尤其适合 sICH 后血液及血凝块毒性物
质如凝血酶、红细胞、补体、氧化应激、细胞凋亡和
促炎症级联反应在继发性脑损伤中的作用和机制
研究[90-91, 169]；（2）大鼠、小鼠模型适用于脑部超低
温、干细胞等临床前研究，以及微小 RNA、外泌体、
纳米颗粒等新兴治疗探索等[6, 90]；（3）兔模型被用于
研究 sICH 成像技术、手术创新、药物治疗、麻醉药
物对脑血流动力学和颅内压的影响，以及继发性损
伤 的 病 理 生 理 机 制 等[90]；（4）犬 模 型 被 用 于 研 究
sICH 成像技术、脑生理学、新治疗方法，以及立体
定向血肿抽吸手术的安全性和效果评估等[90]；（5）
猪模型[170]临床相关性好，适用于 sICH 病理生理学
和病理化学、水肿发展、血液成分的作用和脑组织
代谢研究，以及组织纤溶酶原激活物（tPA）诱导血
栓溶解后的药物和手术治疗效果评估，深部局部低
温疗法、血红素加氧酶抑制剂等疗效评价等[90]

大鼠模型可用于评估占位效应、颅内压、脑血流量，以
及血肿清除的效果等[101-102，172]

可用于糖尿病对 sICH 发生的影响、脑血肿扩大的原因
和机制等研究[175]

适用于 sICH 病理生理机制研究[104-105]。该模型可以从
以下几个方面进行药效评估： （1）RHRsp 大鼠模型
的生存期；（2）脑出血后运动功能障碍的改善情况；

（3）脑系数；（4）组织形态学方法检测脑水肿程度、海
马 CA1 区神经元变性和细胞数目；（5）脑出血后病灶
吸收速度、小胶质细胞及毛细血管增生情况

（1）转基因啮齿类动物模型可用于研究 sICH 的基因发
病机制及遗传因素对脑出血恢复的影响等[18]；（2）转
基因小鼠模型适用于特定疾病（如脑淀粉样血管病、
动静脉畸形）相关性 sICH 研究[18，113-114，126]
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的选择合适的给药时间点，如出血发生后立即给药、

24 h内给药等。

（4）对照组：设立已上市同类药品阳性对照组，

以评估药物的有效性；设立假手术组、生理盐水组等

阴性对照组，以消除手术和环境等因素对实验结果的

影响。

5.5　药物剂量探索和优化
剂量探索和优化是临床前药物试验的重要环节。

药物剂量与药物疗效和毒性直接相关，合适的剂量应

当在保证动物安全前提下尽可能发挥最大效能［176］。
通过系统地调整药物剂量、观察不同剂量下的治疗效

果，最终有可能找到最佳药物治疗剂量，以确保药物

的安全性和有效性。在 sICH临床前药物试验的药物剂

量探索和优化时，应重点考虑下列因素：

（1）安全剂量和给药频率的估算：应尽可能全面

收集拟试验药物的前期研究数据如理化性质和药代动

力学等，用于估计最低起效剂量和最低毒性剂量；同

时明确药物在体内的消除方式、代谢时间、药-时曲线

等，根据这些数据可估算药物的安全剂量和给药

频率［177-179］。
（2）动物种属及给药途径的差别：应考虑到不同

动物种属和不同给药途径下给药剂量的显著差

别［177-179］，如啮齿类动物和灵长类动物的可接受剂量

完全不同，同一种属动物颅内给药和静脉给药的剂量

亦明显不同。

（3）不同种属动物间的给药剂量换算：在进行某

一种属动物的剂量探索时，需要对同一药物在不同种

属动物之间的给药剂量进行换算，目前最公认和最常

用的方法是单位体表面积法。需要注意的是，换算得

到的剂量只可作为剂量探索的参考，不能直接作为最

终剂量使用［177-179］。
（4）剂量探索试验的设计：剂量探索试验是药效

学评价的初始步骤，其目的是尽早对药物的开发价值

定性，并定位大致的起效剂量范围。其设计要点如下。

①实验模型：与后续正式的药效学实验一样，应当选

择最接近临床病理改变和病程发展过程的动物模型。

可从同类产品中获得信息，有助于确定潜在的实验模

型，并预测/评价拟试验药物在该模型中的安全性和疗

效问题。②实验规模：一般样本量较小，约为正式实

验样本量的一半。例如拟使用啮齿类动物的药效实验，

在实践中其探索实验一般不超过 6只/组，通常使用单

性别动物，必要时开展双性别动物实验。③实验终点：

优先选择临床获益相关性大的实验终点，通常不做机

制研究，不额外增加实验成本。④剂量设计：一般仅

设立阴性对照组和低、中、高 3个药物剂量组，其中

低、高剂量分别为估算的最低起效剂量和最低毒性剂

量。剂量设计通常选择较大的剂量间距，争取在较大

范围内发现药物是否有效及大致有效水平［179］。在通

过探索试验获知药物的起效剂量水平后，还需要在后

续的正式实验中进行进一步确认。正式实验的剂量设

计原则通常是：不再设立较大的剂量组间距，而希望

在较小的剂量范围内精确描述药物的剂量反应关系。

⑤实验操作：动物实验不可避免地受到人为影响，不

同操作者的手法偏好等会对实验造成潜在影响，故探

索实验与后续正式实验的操作者需要保持一致，实验

动物的种属及来源也必须保持一致。

5.6　给药途径和方法确定
在 sICH药物临床前试验中，应根据试验要求和目

的选择合适的给药途径和方法，能够提高治疗效果并

减少不必要的不良反应。同时还应关注给药操作的规

范性和准确性，以减少操作误差对实验结果的影响。

其要点如下：

（1）新药的给药途径由药物的理化性质及药理药

代特点决定［179］。给药途径的选择需要以在靶部位实

现最大药物暴露为目的，同时也要考虑病人的依从性

及临床可实现性。对于口服生物利用度较低的药物，

可以考虑注射途径。需要注意的是注射给药会带来新

的问题，如依从性降低、临床风险上升及药学要求增

加等。在脑出血新药开发中，除常规途径之外，还可

以考虑经鼻脑途径实现脑部给药，能够绕过血脑屏障，

最大程度递送药物。目前已经有多款作用于中枢神经

的药物采用鼻喷制剂，并成功上市。

（2）临床前试验的给药途径需与临床保持一致或

最大程度地模拟临床。对于临床上的胶囊或片剂口服

药物，在临床前试验中给药途径和方法一般是：小动

物通常采用灌胃的方式；大动物可灌胃也可以直接给

予制剂。对于临床上注射使用的药物，在动物实验中

也应以注射方式给药。若无过敏反应或急性反应，动

物静脉注射时间可以较为迅速，否则需要缓慢推注以

保持与临床操作一致。由于皮下注射不同部位可能带

来药物吸收速率的差异，导致药物起效时间及药效差

异。因此在进行皮下注射时，需要明确具体注射部位

并进行多点注射。

（3）若无确定的临床拟用途径，则需根据用药阶
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段、药物特点（作用机制、药代动力学）等方面考虑

给药途径和方法，具体如下。①预防用药：sICH通常

发病急，发病前无征兆［180］，临床上通常根据患者的

发病可能性而选择预防用药，如为预防家族遗传、高

血压、高血糖、高血脂、高胆固醇等患者发生 sICH而

使用的保健类药品［181］。从携带及服用便利性角度考

虑，这类药物应优选口服用药途径，或根据药物特点

选择其他给药途径。在预防性药物的动物实验给药方

案设计时，可重点关注灌胃给药途径。②治疗/发病后

用药：急性发病期需要及早干预、尽快起效，可选择

颅内或静脉注射途径；对于主要发挥清颅内血肿、降

血压作用的药物，在动物实验设计时也应以颅内注射

或静脉注射为主。并且需要选用合适的造模方法，避

免因造模操作不当导致动物过早死亡而无法评价药效。

发病后治疗主要针对神经功能受损，使用促进神经生

长和预防复发类药物，应根据药物作用机制和药代动

力学数据选择合适的给药途径。由于康复治疗的时间

较长，因此在临床前药物试验中不宜选用对动物伤害

较大的给药方式，如颅内注射等。

5.7　药效学实验设计和数据分析方法
药效学实验是新药开发的基石。药效研究应当反

映预期的临床应用和适应症，应遵循科学的实验设计

和数据分析方法，确保实验过程的规范性和结果数据

的可靠性。

5.7.1 药效学试验实验设计要点
（1）组别设计：需要设立正常对照、疾病模型阴

性对照、待试药物的2～3个剂量组以及市售阳性药物

对照。其中市售对照优先选择与新药作用机制相似的

临床用药，其次选择临床主流用药，以评价药物的药

效强度及特点。

（2）模型的选择：由于临床病理病程的多样性，

以及临床前动物模型的病理过程多为人为诱发，动物

模型的病理与临床往往仅会部分一致，很难用一个模

型完整地模拟所有临床情况。因此，通常需要使用 1
种以上的动物物种或2个以上的模型确认新药的药效。

除了最大程度符合临床之外，还需要提高造模的成功

率，产生稳定一致、重复性好、精确度高的血肿。模

型的严重程度不宜过重，造模出血可预期，一般不建

议造成严重出血。严重的脑出血（或注入过量的自体

血）对于任何药物治疗都是极大挑战。处于概念验证

阶段的新药，在模型选择和实验设计中，建议选择程

度合适的脑出血模型，以便清楚地判断药效。为提高

实验的精度，需要提高不同组别动物模型严重程度的

一致性。建议建立相应的模型评价终点和标准，用于

模型的严重程度和一致性评估，确保不同组别动物的

严重程度不存在较大差异。

（3）样本量的确定：需要根据实验体系的灵敏度

来调整，并且满足统计学要求。以啮齿类为例，每组

动物一般不少于10只［182］。
（4）给药时间：早期探索阶段通常优先采用预防

给药；后续的药效学研究则需要尽可能在给药干预时

间上接近临床治疗时间。

（5）药效评估：可靠的生物标志物可以反映病理

病程的改变，有利于临床前动物数据向临床的转化。

建议：①根据药物作用特点设置相关的生物标志物检

测，并且应当对生物标志物的分析方法学及其效能特

点进行充分的描述；②根据药物的药代动力学及药理

机制特点设置药效检测时间点，进行神经行为学和影

像学等的检测。尤其需要重视的是，神经行为学评分

需要进行盲法设计，以排除可能存在的主观倾向性。

5.7.2 数据管理与分析
新药开发需要保证全过程信息的真实、准确、完

整和可追溯［183］。在药效学研究中需要建立实验数据、

实验体系及实验过程管理体系，确保数据的真实、准

确、完整和可追溯性。数据统计与分析是评价药效学

试验结果的重要工具，帮助研究者定量分析变异对实

验结果的影响，从中归纳出具有规律性的结论。数据

统计与分析需关注的要点如下：（1）在实验开始前就

需要根据数据出现的特点选择相应的统计方法；

（2）需要识别非药物因素导致的可疑的异常数据（特

别大或特别小的数据），剔除额外干扰因素的影响［182］；

（3）对实验结果的评价，既要考虑统计学显著性，也

要考虑生物学意义。

5.8　实验伦理和动物福利
在 sICH临床前药物试验中，应遵循法律法规和伦

理原则，保障实验动物的福利和权益。实验动物福利

管理内容以动物实验伦理为重点［184］，涵盖“3R原则”

（即代替、减少、优化原则）、麻醉、镇痛、人道终点、

安乐死等方面，是保证动物实验结果真实可靠的前提。

其中包括：

（1）动物福利：尊重实验动物的“五大自由”（即

生理、环境、卫生、行为、心理共 5个方面的福利）。

在动物实验过程中，通过优化实验环境、提供充足的

饲养空间和良好的饲养条件、合理安排实验进程、采
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用适当的麻醉和镇痛、微量采血［185］等措施，尽可能

减少实验动物的痛苦和牺牲。同时，在实验过程中应

密切监测动物的生理指标和行为变化，及时发现并处

理动物的病症，以确保动物的安全。在动物实验结束

后，采取适当的措施对动物进行安置或执行安乐死，

以尊重动物的生命和权益。

（2）伦理审查：目的是提供独立的伦理审查意见，

确保动物实验在保护动物福利、尊重伦理规范的前提

下开展，以保证实验的合法性、道德性和可靠性。审

查内容主要包括研究者资质、动物选择、实验目的、

方法和条件及动物操作等方面，确保临床前药物试验

实验符合动物实验伦理原则。

（3）人类健康和权益：确保研究结果对人类健康

和权益有积极影响，符合社会伦理和法律规定。
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颜津津 （广州医科大学附属惠州医院神经科）
阎    龙 （吉林大学第二医院神经外科）
杨    堃 （海南医学院第一附属医院神经外科）
杨进华 （广州中医药大学附属高州中医院神经外科）
杨清武 （第三军医大学新桥医院神经科）
杨伟民 （郑州大学第一附属医院神经科）
袁晓娜 （郑州大学第一附属医院急诊医学科）
尤    为 （首都医科大学附属北京天坛医院神经外科）
张    磊 （首都医科大学宣武医院神经内科）
张    璐 （郑州大学第一附属医院神经科）
张    旻 （华中科技大学同济医学院附属同济医院神经科）
张    祥 （复旦大学附属华山医院神经外科）
张卫民 （湖南省脑科医院神经外科）
张晓军 （内蒙古自治区人民医院神经外科）
张义森 （首都医科大学附属北京天坛医院神经外科）
张艳华 （河南省鹤壁市煤炭总医院神经科）
赵    敏 （河南中医药大学第一附属医院脑病中心）
钟    平 （复旦大学附属华山医院虹桥院区神经外科）
钟    书 （中山大学附属第一医院广西医院神经外科）
王福斌 （河南省清丰县人民医院神经科）
武    衡 （南华大学附属第一医院神经科）
吴洪亮 （山东省烟台市毓璜顶医院神经外科）
朱红灿 （郑州大学第一附属医院神经科）
审稿专家：
陈民利 （浙江中医药大学比较医学研究所）
崔永春 （中国医学科学院阜外医院动物实验中心）
王守立 （苏州大学病理系/江苏博赛孚医疗科技有限公司）
朱顺星 （南通大学实验动物中心）
吴宝金 （中国科学院分子细胞科学卓越创新中心）
王    健 （上海市生物医药技术研究院）
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