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　 　 【摘要】 　 目的　 通过颈内动脉单侧、单次注射月桂酸钠,建立脑小血管病(cerebral
 

small
 

vessel
 

disease,
CSVD)大鼠模型,并通过检测行为学、血清相关指标、脑梗死体积、脑微血管密度、血流动力学、脑组织病理学

及血脑屏障相关指标,评估模型的有效性。 方法　 将 SPF 级雄性 SD 大鼠随机分为对照组(Control 组)和模型

组(Model 组),每组 6 只。 模型组经颈内动脉,单次注射 100
 

μL 的月桂酸钠(2
 

g / L),对照组行相同手术,注射

等体积的生理盐水。 利用 Longa 评分及姿势反射实验进行大鼠神经行为学评估;ELISA 检测大鼠血清同型半

胱氨酸(homocysteine,HCY)含量;核磁共振成像(magnetic
 

resonance
 

imaging,MRI)检测脑梗死体积、脑血管成

像观察脑血管密度改变;超声检测颈动脉血管阻力指数(resistance
 

index,RI)及血流灌注指数(perfusion
 

index,
PI);苏木素-伊红(HE)染色观察大脑组织病理变化;免疫组化(IHC)检测脑组织中脑微血管密度 CD31 及紧

密连接蛋白(ZO-1、Occludin)的表达。 结果　 与对照组相比,模型组 Longa 评分与姿势反射评分均显著升高

(P
  

<
  

0. 05),脑梗死体积显著增加(P
  

<
  

0. 05),脑血管密度明显下降,颈动脉 RI、PI 值及血清中 HCY 的含量

均显著升高(P
  

<
  

0. 05);HE 染色结果发现模型组的脑皮质区神经元核固缩,血管周围间隙变大;免疫组化结

果显示脑皮质区 CD31、ZO-1、Occludin 的表达显著减少(P
  

<
  

0. 05)。 结论　 通过颈内动脉单侧、单次注射高

浓度月桂酸钠可以快速、有效地建立 CSVD 模型;该方法建立的 CSVD 大鼠模型,存在神经行为学异常、脑梗

死、脑供血不足、血管密度减少和血脑屏障破坏现象,可作为 CSVD 研究的有效动物模型。
【关键词】 　 脑小血管病;动物模型;血脑屏障;同型半胱氨酸;CD31
【中图分类号】

  

Q95-33　 　 【文献标志码】
  

A　 　 【文章编号】
  

1005-4847
 

(2025)
 

06-0779-11

Establishment
 

and
 

evaluation
 

of
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

cerebral
 

small
 

vessel
 

disease
 

induced
 

by
 

sodium
 

laurate



中国实验动物学报 2025 年 6 月第 33 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,June
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

6

CHEN
  

Yansen1# ,
 

LIN
  

Haowei1# ,
 

ZHANG
  

Yufei2 ,
 

LIN
  

Yuxing1 ,
 

CAO
  

Changyuan1 ,
 

LAI
  

Kexin3 ,
 

WU
  

Yuting3 ,
 

CAI
  

Qiaoyan1,4∗ ,
 

ZHANG
  

Ling1,4∗

(1.
 

College
 

of
 

Integrative
 

Medicine / Academy
 

of
 

Integrative
 

Medicine,
 

Fujian
 

University
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,
 

Fuzhou
 

350122,
 

China;
 

2.
 

College
 

of
 

Life
 

Sciences
 

and
 

Food
 

Engineering,
 

Shanxi
 

Xueqian
 

Normal
 

University,
 

Xi’an
 

710100,
 

China;
 

3.
 

College
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,
 

Fujian
 

University
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,
 

Fuzhou
 

350122,
 

China;
 

4.
 

Fujian
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Integrative
 

Medicine
 

on
 

Geriatrics,
 

Fuzhou
 

350122,
 

China)
Corresponding

 

author:
  

CAI
 

Qiaoyan.
 

E-mail:
 

cqy2005899@ 163. com;
ZHANG

 

Ling.
 

E-mail:
 

remona1986@ 126. com

【Abstract】　 Objective　 A
 

rat
 

model
 

of
 

cerebral
 

small
 

vessel
 

disease
 

( CSVD)
 

was
 

established
 

by
 

unilateral
 

injection
 

of
 

a
 

single
 

dose
 

of
 

sodium
 

laurate
 

into
 

the
 

internal
 

carotid
 

artery.
 

The
 

effectiveness
 

of
 

the
 

model
 

was
 

assessed
 

by
 

behavior
 

scoring
 

and
 

analysis
 

of
 

serum-related
 

indicators,
 

cerebral
 

infarction
 

volume,
 

cerebral
 

microvascular
 

density,
 

hemodynamics,
 

brain
 

histopathology
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

blood-brain
 

barrier
 

( BBB)-related
 

proteins.
 

Methods　 SPF-grade
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

a
 

control
 

group
 

and
 

a
 

model
 

group
 

(
 

n
 

=
  

6
 

per
 

group).
 

The
 

model
 

group
 

received
 

a
 

single
 

injection
 

of
 

100
 

μL
 

of
 

sodium
 

laurate
 

(2
 

g / L)
 

via
 

the
 

internal
 

carotid
 

artery,
 

while
 

the
 

control
 

group
 

underwent
 

the
 

same
 

surgical
 

procedure
 

but
 

received
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

saline.
 

Neurobehavioral
 

assessments
 

were
 

conducted
 

using
 

the
 

Longa
 

score
 

and
 

postural
 

reflex
 

test.
 

Serum
 

homocysteine
 

(HCY)
 

levels
 

were
 

measured
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Cerebral
 

infarction
 

volume
 

was
 

detected
 

by
 

magnetic
 

resonance
 

imaging
 

and
 

changes
 

in
 

cerebral
 

vascular
 

density
 

were
 

observed
 

by
 

cerebrovascular
 

imaging.
 

The
 

resistance
 

index
 

( RI)
 

and
 

perfusion
 

index
 

( PI)
 

were
 

measured
 

by
 

ultrasonography.
 

Histopathological
 

changes
 

in
 

brain
 

tissue
 

were
 

evaluated
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

(HE)
 

staining.
 

Expression
 

of
 

the
 

cerebral
 

microvascular
 

marker
 

CD31
 

and
 

tight
 

junction
 

proteins
 

ZO-1
 

and
 

Occludin
 

in
 

brain
 

cortex
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemical
 

staining.
 

Results 　 The
 

Longa
 

score,
 

postural
 

reflex
 

score
 

( P
  

<
  

0. 05),
 

and
 

cerebral
 

infarction
 

volume
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P
  

<
  

0. 05)
 

while
 

the
 

cerebral
 

vascular
 

density
 

was
 

decreased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

Serum
 

HCY
 

levels,
 

carotid
 

RI,
 

and
 

PI
 

values
 

were
 

all
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

HE
 

staining
 

revealed
 

solidified
 

neuronal
 

nuclei
 

and
 

enlarged
 

perivascular
 

spaces
 

in
 

the
 

brain
 

cortex
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

Immunohistochemical
 

staining
 

revealed
 

that
 

CD31,
 

ZO-1,
 

and
 

Occludin
 

expression
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

brain
 

cortex
 

in
 

the
 

model
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

( P
  

<
  

0. 05 ).
 

Conclusions　 A
 

rat
 

model
 

of
 

CSVD
 

can
 

be
 

established
 

rapidly
 

and
 

effectively
 

by
 

a
 

single
 

unilateral
 

injection
 

of
 

high-
concentration

 

sodium
 

laurate
 

via
 

the
 

internal
 

carotid
 

artery.
 

This
 

model
 

is
 

characterized
 

by
 

neurobehavioral
 

abnormalities,
 

cerebral
 

infarction,
 

insufficient
 

cerebral
 

blood
 

supply,
 

reduced
 

vascular
 

density,
 

and
 

disruption
 

of
 

the
 

BBB,
 

suggesting
 

that
 

it
 

may
 

serve
 

as
 

an
 

effective
 

rat
 

model
 

for
 

the
 

study
 

of
 

CSVD.
【Keywords】　 cerebral

 

small
 

vessel
 

disease;
 

animal
 

model;
 

blood-brain
 

barrier;
 

homocysteine;
 

CD31
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　 　 脑小血管病 ( cerebral
 

small
 

vessel
 

disease,
CSVD)是由于颅内微小血管的动态弥漫性病变

所致的脑微血管疾病,是脑卒中和血管性痴呆的

主要病因,具有高隐匿性、高发病率、高致残率等

特点[1] 。 该疾病的隐匿性强,对脑部的损害又不
及脑卒中迅速且明显,临床上往往难以发现而进

展为更严重的脑卒中和血管性痴呆等脑部疾

病[2] 。 近年来,CSVD 逐渐成为国内外学者研究
的热点,但目前关于该疾病的动物模型尚不成

熟,缺乏统一性。 若能模拟 CSVD 的病理发展进

程与疾病临床特点,对于该病发病机理研究和相

关治疗方法的探索及治疗药物的研发具有重要

的理论与现实意义。
目前有 4 种常见的 CSVD 动物模型:低灌注

损伤[3] 、高血压相关性[4] 、基因修饰相关[5] 和微
小栓子栓塞[6] 。 以上 4 种造模方式虽能够造成脑
组织影像学以及神经行为学改变,但存在不同程

度的靶器官(如肾等) 功能损害、微梗死的偶发
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性、造模周期长、价格昂贵以及操作复杂性、难以

全面推广等缺点。
研究发现,脑小血管病与低灌注[7] 、内皮功

能障碍及血脑屏障破坏[8] 、 组织间液回流障

碍[9] 、炎症反应和遗传因素[7] 等相关。 而颅内小

血管内皮损伤在脑白质的缺血损伤中扮演着重

要角色,是 CSVD 发病机制的重要环节[10] 。 月桂

酸钠因其对血管内皮具有强烈的损伤作用,可造

成内皮细胞脱落,常常被用于构建外周动脉血栓

模型[11-12] 。 因此,本研究通过对大鼠进行颈内动

脉单侧、单次注射月桂酸钠,创建一个快速、经

济、易推广的 CSVD 动物模型,并通过检测大鼠的

行为学、血清相关指标、脑梗死体积、脑微血管密

度、血流动力学、脑组织病理学及血脑屏障完整

性等指标,系统评估模型的有效性。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

20 只体质量为( 260
  

±
  

20) g 的 SPF 级雄性

SD 大鼠,7
  

~
  

8 周龄,购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司【SCXK(京)2019-0008】,于福建中医

药大学动物实验中心【 SYXK(闽) 2019-0007】饲

养。 饲养条件为室温:20
  

~
  

26
 

℃ ,相对湿度:45%
  

~
  

60%,12
 

h 明暗交替,采用自由饮水和进食方式

进行喂养。 所有动物饲养及其他实验操作均符

合相关管理要求准则及实验动物伦理要求,本研

究中所有实验动物操作均按照《实验动物护理与

使用指南》指导进行,并经福建中医药大学动物

伦理委员会批准(FJTCM
 

IACU
 

2023080)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

月桂 酸 钠 ( 批 号: CSN51476, 购 自 美 国

CSNpharm 公司);苏木素-伊红( HE)染液(批号:
分别为 G1140、G1100,购自北京索莱宝科技有限

公司);免疫组化试剂盒和 DAB 染色液(批号分

别为 KIT-9720、DAB-0031,购自福州迈新生物技

术开发有限公司);ZO-1 和 Occludin(批号分别为

61-7300、 33-1500, 购 自 美 国 Invitrogen 公 司 );
CD31(批号:AB222783,购自 Abcam 公司);HCY
(批号: MM-0293R2, 购自江苏酶免实业有限

公司)。
超高分辨率小动物超声成像系统 ( 型号:

Vevo2100,加拿大
 

Visual
 

Sonics
 

公司);小动物核

磁共振成像仪 ( 型号: BioSpec70 / 20USR, 德国

BRUKER 公司);生物组织自动脱水机、生物组织

石蜡包埋机、生物组织摊烤机(型号分别为 ZT-
12P2、YB-9LF,YT-7FB,湖北孝感亚光医用电子技

术有 限 公 司 ); 全 自 动 石 蜡 切 片 机 ( 型 号:
RM2265,德国 Leica 公司);光学显微镜( 型号:
DM300,德国 Leica 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 大鼠 CSVD 模型的构建

小鼠适应性喂养 1 周后,进行造模。 采用颈

内动脉注射月桂酸钠溶液制备大鼠 CSVD 模型:
大鼠通过腹腔注射 2%戊巴比妥钠进行麻醉,剂
量为 0. 2

 

mL / 100
 

g,术中监测呼吸和心跳等重要

生命体征,呈仰卧位固定,剃去手术区域毛发,
75%乙醇消毒,沿大鼠颈部中线剪开,钝性分离出

颈总动脉(common
 

carotid
 

artery,CCA)、颈内动脉

(internal
 

carotid
 

artery,ICA)和颈外动脉( external
 

carotid
 

artery,ECA)。 结扎 CCA 和 ECA,并将
 

ICA
用动脉夹夹闭。 在 CCA 近心端处剪一小口,
PE50 导管插入 CCA,向前插入至 ICA,缓慢注入

100
 

μL 的月桂酸钠溶液(月桂酸钠与 0. 9%的氯

化钠溶液充分溶解,配制成 2
 

g / L 剂量)。 对照

组,行相同手术,注入等体积的生理盐水。 模型

组选用 10 只 SD 大鼠进行手术,根据 MRI 结果,
造模成功且存活下来用于实验的有 6 只。 死亡原

因可能与以下因素有关:梗死灶面积过大(2 只,
可能与穿刺过深、注射速度过快导致血管损伤或

栓塞风险增加有关)、操作时间过久(1 只,长时间

的手术应激和创口暴露,导致机体代谢紊乱、感
染风险增加,进而使器官功能受损)、麻醉过量

(1 只,直接导致大鼠死亡)。 此外,个体差异、血
管状态及注射位置等因素也可能影响实验结果。
另取 6 只作为对照组。
1. 2. 2　 神经行为学评分

于实验第 1、3、5 天分别用大鼠神经受损评分

(Longa 评分)及姿势反射实验对两组大鼠进行神

经行为学评估。
Longa 评分标准:0 分,无症状;1 分,提尾时

损伤对侧前肢不能伸直;2 分,向损伤侧旋转;
3 分,向对侧倾倒;4 分,不能自发行走,意识不清。

姿势反射实验:距地面 1
 

m 提起鼠尾,通过观
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察其双前肢的姿势进行评分。 无神经功能缺损

者为 0 分,表现为双前肢完全伸展;轻度神经功能

缺损者为 1 分,表现为左前肢贴向前胸;重度神经

功能缺损者为 2 分,除有 1 分的表现外,其上半身

卷曲。
1. 2. 3 　 ELISA 检测大鼠血清同型半胱氨酸

(homocysteine,HCY)含量

准备试剂,样品和标准品,将样品和标准品

加入到相应的孔中,37
 

℃ 反应 30
 

min,取出酶标

板,洗板 5 次,加入酶标抗体,37
 

℃ 反应 30
 

min,
取出酶标板,洗板 5 次,加入显色液 A、B,37

 

℃ 避

光显色 10
 

min,加入终止液终止反应,用酶标仪测

定各孔的吸光度值,根据标准曲线计算大鼠血清

中 HCY 的含量。
1. 2. 4　 小动物核磁共振扫描计算脑梗死体积

使用 7. 0
 

T 小动物核磁共振成像仪(magnetic
 

resonance
 

imaging,MRI)进行扫描。 首先,用异氟

烷麻醉大鼠,在扫描过程中,监测呼吸和心跳等

重要生命体征,大鼠以俯卧位固定,并用水循环

加热维持体温,随时检测。 进行定位扫描和 T2 加

权成像扫描。 具体扫描参数如下:T2WI 是弛豫

增强快速采集( RARE)序列、重复时间( repetition
 

time,TR)
 

=
  

2500
 

m、回波时间(echo
 

time,TE)
 

=
  

33
 

ms、厚度 0. 8
 

mm、层间隔 0
 

mm、视野( field
 

of
 

view,FOV)
 

=
 

30
 

mm
  

×
  

30
 

mm,矩阵 256
 

×
 

256、翻
转角度(angle

 

of
 

flip,FA)180
 

°,扫描时间为 5
 

min
 

23
 

s。 梗死灶体积
 

=
 

各层面梗死区域面积之和 /
各层面脑片面积之和

 

×
 

100%。
1. 2. 5　 血管成像

采用 7. 0
 

T 小动物 MRI 扫描进行 3D-TOF 核

磁共振血管成像。 首先,用异氟烷麻醉大鼠,在
扫描过程中,监测呼吸和心跳等重要生命体征,
大鼠以俯卧位固定,并用水循环加热维持体温,
随时检测。 具体扫描参数如下:TR

  

=
  

15
 

ms,TE
 

=
  

2. 7
 

ms,FOV
  

=
  

30
 

mm
  

×
  

30
 

mm
  

×
  

24
 

mm,采集

次数
 

=
  

1,层数
 

=
  

1,层厚
 

=
  

24
 

mm,扫描时间为

5
 

min
 

5
 

s
 

280
 

ms。
1. 2. 6　 小动物超声检测大鼠颈总动脉血流动力

学改变

用异氟烷麻醉大鼠后,去除颈部、胸部及腹

部毛发,采用彩色多普勒小动物超声诊断仪观察

2 组大鼠颈总动脉超声影像, 使用
 

Vevo
 

Lab

(3. 1. 0)软件对数据进行分析,并分析左侧颈总

动脉每个心动周期速度时间积分( velocity
 

time
 

integral,VTI ), 以及相应收缩末期流速 ( peak
 

systolic
 

velocity, PSV )、 舒 张 末 期 流 速 ( end
 

diastolic
 

velocity,EDV)等,并通过上述检测,仪器

自动计算颈动脉血管阻力指数( resistance
 

index,
RI)及血流灌注指数( perfusion

 

index,PI)。 每个

指标测量 5 次,取平均值。
1. 2. 7　 HE 染色法观察缺血侧大脑皮质区病理

变化

2%戊巴比妥钠腹腔注射进行麻醉,剂量为

0. 2
 

mL / 100
 

g,心脏灌注生理盐水和 4%多聚甲

醛。 待大鼠肢体僵硬后迅速取脑,将脑组织置于

4%多聚甲醛中先固定 2
 

h,随后取出切为 3 等分,
继续固定 24

 

h 后切换至 75%乙醇中;随后使用生

物组织自动脱水机进行梯度乙醇脱水;梯度脱水

完成后进行石蜡包埋和切片。 使用石蜡切片机

将石蜡块切成厚度为 4
 

μm 切片,脱蜡复水,室温

下进行 HE 染色,中性树脂封片并拍照。
1. 2. 8　 免疫组化法检测各组大鼠缺血侧脑皮质

区 CD31、ZO-1 及 Occludin 的表达

4
 

μm 石蜡切片脱蜡复水后进行抗原修复,免
疫组化笔圈出组织,0. 3%

 

Triton 破膜,滴加内源

性过氧化物酶阻断剂,滴加封闭液,分别用 CD31、
ZO-1、Occludin(抗体稀释比例均为 1 ∶ 200) 4

 

℃
孵育过夜,二抗(抗体稀释为 1 ∶ 200) 室温孵育

1
 

h,滴加链霉素。 DAB 染色,苏木素染核,树脂

封片并拍照,采用 Image
 

J
 

1. 51j8 软件分析系统对

阳性区域进行半定量分析。
1. 3　 统计学分析

所有实验结果均使用 SPSS( Ver.
 

22. 0)软件

进行统计分析,实验结果以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示。 多组数据间比较,符合正态分布且方差

齐的,采用单因素方差(ANOVA)分析。 若不符合

正态性分布,则需使用非参数检验。 P
  

<
  

0. 05 为

差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 CSVD 大鼠行为学的变化

为了评估 CSVD 大鼠的神经行为学的损伤,
通过 Longa 评分与姿势反射实验评分对两组大鼠

进行动态监测,结果见表 1,表 2。 对照组大鼠在
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单侧颈内动脉注射生理盐水后生命活动正常,双
上肢完全伸展;而模型组在单侧颈内动脉注射月

桂酸钠后,于术后的第 1、3、5 天均发生不同程度

左前肢贴向前胸,提尾时向左侧旋转等姿势步态

平衡障碍等表现。 模型组的 Longa 评分与姿势反

射实验评分均显著高于对照组(P
  

<
  

0. 05)。

表 1　 两组大鼠 Longa 评分对比
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

Longa
 

scores
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)

组别
Groups

第 1 天
Day

 

1
第 3 天
Day

 

3
第 5 天
Day

 

5

对照组
Control

 

group 0. 00 0. 00 0. 00

模型组
Model

 

group 2. 33
  

±
  

0. 52∗ 1. 8
  

±
  

0. 45∗ 1. 75
  

±
  

0. 50∗

注:与对照组相比,∗P
 

<
 

0. 05。 (下图 / 表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

表 2　 两组大鼠姿势反射评分对比( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

postural
 

reflex
 

scores
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)

组别
Groups

第 1 天
Day

 

1
第 3 天
Day

 

3
第 5 天
Day

 

5

对照组
Control

 

group 0. 00 0. 00 0. 00

模型组
Model

 

group 2. 50
  

±
  

0. 55∗ 2. 00
  

±
  

0. 71∗ 1. 75
  

±
  

0. 50∗

注:A:两组大鼠 MRI 成像代表图,红框:脑梗死;B:两组大鼠脑梗死体积统计。

图 1　 两组大鼠的 MRI 成像及梗死体积的对比

Note.
 

A.
 

Representative
 

MRI
 

images
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rat.
 

Red
 

box.
 

Cerebral
 

infarction.
 

B.
 

Statistical
 

of
 

cerebral
 

infarction
 

volume
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rats.
 

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

MRI
 

imaging
 

and
 

infarct
 

volume
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats

2. 2　 CSVD 大鼠血清中 HCY 含量的变化

HCY 通过生成超氧化物和过氧化物酶,加剧

血管内皮损伤,并导致血管平滑肌缺氧,这是

CSVD 发展过程中关键的病理机制[13-14] 。 采用

ELISA 法检测两组大鼠血清中 HCY 的含量,以评

估造模对血管内皮损伤的影响。 结果显示:与对

照组相比,模型组血清中 HCY 的显著升高(P
  

<
  

0. 05),见表 3。

表 3　 两组大鼠血清中 HCY 含量对比( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

the
 

content
 

of
 

serum
 

HCY
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

6)

组别
Groups HCY / (μmol / L)

对照组
Control

 

group 10. 60
  

±
  

0. 62

模型组
Model

 

group 13. 31
  

±
  

1. 15∗

2. 3　 CSVD 大鼠脑梗死体积的变化

进一步利用 MRI 检测 CSVD 大鼠脑梗死体

积,结果显示:与对照组相比,模型组右侧出现多

发性脑微梗死灶,梗死体积显著升高((12. 52
  

±
  

9. 07)%,
 

P
  

<
  

0. 05),见图 1。
2. 4　 CSVD 大鼠脑微血管密度的变化

在造模后 24
 

h 行脑血管成像检测造模对大

鼠脑微血管密度的影响。 与对照组相比,模型组

脑微血管密度明显下降,见图 2。 此外,利用免疫

组化检测脑血管密度标志物 CD31 的表达,结果

显示:对照组与模型组的 CD31 表达量分别为

(7. 05
  

±
  

0. 36)%、(2. 19
  

±
  

0. 47)%,与对照组相

比,模型组脑皮质区中 CD31 的表达显著减少(P
  

<
  

0. 05),结果说明了模型组的脑微血管密度降

低,见图 3。
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图 2　 两组大鼠脑微血管密度的对比

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

cerebral
 

microvessel
 

density
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats

注:A:
 

两组大鼠脑皮质区 CD31 表达量的代表图,红色箭头:阳性区域;B:
 

两组大鼠脑皮质区 CD31 的阳性区域统计。

图 3　 两组大鼠脑皮质区中 CD31 表达量的对比

Note.
 

A.
 

Representative
 

images
 

of
 

CD31
 

expression
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rats.
  

Red
 

arrow.
 

Positive
 

area.
 

B.
 

Statistical
 

of
 

positive
 

area
 

of
 

CD31
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rats.
 

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

CD31
 

expression
 

in
 

the
 

cortical
 

regions
 

of
 

the
 

brain
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats

图 4　 两组大鼠颈动脉 RI 和 PI 的对比

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

carotid
 

artery
 

RI
 

and
 

PI
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats

2. 5　 CSVD 大鼠血流动力学的变化

慢性低灌注是 CSVD 的核心病理机制[15] 。
如图 4,通过超声检测大鼠颈动脉的 RI 和 PI,初

步评估造模后是否成功诱导脑部低灌注状态。
结果显示:对照组的颈动脉血管阻力指数 RI 与血

流灌注指数 PI 分别为 0. 65
  

±
  

0. 02、1. 10
  

±
  

0. 06;
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模型组的 RI 与 PI 分别为 0. 77
  

±
  

0. 03、1. 33
  

±
  

0. 06;与对照组相比,模型组 RI 及 PI 均显著升高

(P
  

<
  

0. 05)。

注:绿色箭头:神经元固缩;红色箭头:血管周围间隙变大。

图 5　 两组大鼠脑皮质区 HE 染色

Note.
  

Green
 

arrow.
 

Neuronal
 

shrinkage.
 

Red
 

arrow.
 

Enlarged
 

perivascular
 

spaces.

Figure
 

5　 HE
 

staining
 

of
 

the
 

cortical
 

area
 

of
 

the
 

brain
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats

注:A:两组大鼠脑皮质区 ZO-1 表达量的代表图,红色箭头:阳性区域;B:两组大鼠脑皮质区 ZO-1 的阳性区域统计图。

图 6　 两组大鼠脑组织皮质区 ZO-1 表达量的对比

Note.
 

A.
 

Representative
 

images
 

of
 

ZO-1
 

expression
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rats.
 

Red
 

arrow.
  

Positive
 

area.
 

B.
 

Statistical
 

of
 

the
 

positive
 

area
 

of
 

ZO-1
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rats.
 

Figure
 

6　 Comparison
 

of
 

ZO-1
 

expression
 

in
 

the
 

cortical
 

regions
 

of
 

the
 

brain
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats

注:A:两组大鼠脑皮质区 Occludin 表达量的代表图,
 

红色箭头:阳性区域;
 

B:两组大鼠脑皮质区 Occludin 的阳性区域统计。

图 7　 两组大鼠脑组织皮质区 Occludin 表达量的对比

Note.
 

A.
 

Representative
 

images
 

of
 

Occludin
 

expression
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rats.
 

Red
 

arrow.
 

Positive
 

area.
 

B.
 

Statistical
 

of
 

the
 

positive
 

area
 

of
 

Occludin
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

rats.
 

Figure
 

7　 Comparison
 

of
 

Occludin
 

expression
 

in
 

the
 

cortical
 

regions
 

of
 

the
 

brain
 

between
 

two
 

groups
 

of
 

rats

2. 6　 CSVD 大鼠脑皮质区病理学的变化

通过 HE 染色评估 CSVD 大鼠脑小血管结构

及神经元的改变,结果显示:对照组大鼠脑皮质

区神经元排列整齐,血管管腔完整。 模型组大鼠

脑皮质区的神经元存在固缩及血管周围间隙变

大的现象,见图 5。
2. 7　 CSVD 大鼠血脑屏障的变化

CSVD 发展过程中会发生不同程度的血脑屏

障破坏[16-17] ,如图 6,图 7,为了检测造模后 CSVD
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大鼠血脑屏障的改变,通过免疫组化检测血脑屏

障相关紧密连接蛋白 ZO-1 和 Occludin 的表达,结
果显示:对照组的 ZO-1、Occludin 的表达分别为

(18. 53
  

±
  

1. 79)%、( 7. 94
  

±
  

0. 95)%;模型组的

ZO-1、Occludin 的表达分别为(10. 98
  

±
  

0. 79)%,
(0. 54

  

±
  

0. 23)%;与对照组相比,模型组大鼠 ZO-
1、Occludin 的表达均显著减少(P

  

<
  

0. 05),说明

CSVD 大鼠发生了血脑屏障的功能障碍。

3　 讨论

CSVD 是严重危害我国人民健康的常见疾

病,由于其具有隐匿性,患者无或仅有轻微的临

床表现,导致其诊断和防治受限,而无较好的动

物模型又使其临床前基础研究受限[18] 。 国外曾

有学者将月桂酸钠在实验的第 1、3 天分别注入大

鼠颈内动脉,选择性地损伤脑穿支动脉内皮,导
致微小动脉内原位血栓形成[19] 。 然而,该方法存

在手术难度大、需两次麻醉增加戊巴比妥钠暴露

风险、造模周期长以及手术过程中模型大鼠死亡

率较高等局限性。 与上述实验不同,本研究采用

单侧、单次注射高浓度(2
 

g / L)月桂酸钠后并对颈

内动脉进行结扎,同样可以造成脑微血管的损伤

及脑组织低灌注状态。 相较于上述实验,本实验

方法具有安全、耗时短、操作相对简便,避免了多

次手术造成实验大鼠死亡等优点。 在造模的基

础上,通过行为学、脑梗死体积、脑微血管密度、
血流动力学、脑组织病理学及血脑屏障等多方面

的检测结果验证,均表明 CSVD 大鼠模型建立成

功,并且与 CSVD 的病理特点、发病机制有高度的

相适性。
近年来,越来越多的研究开始关注 CSVD 对

肢体障碍的影响。 CSVD 患者会出现以卒中样症

状,步态异常等神经功能损伤为主的临床表

现[20] 。 本研究观察到,单侧、单次经颈内动脉注

月桂酸钠后,大鼠出现不同程度的左前肢贴向前

胸,提尾时向左侧旋转等姿势步态平衡障碍等表

现,即 Longa 评分和姿势反射实验分值较对照组

均有显著升高(P
  

<
  

0. 05)。 鉴于本实验诱导的

CSVD 模型大鼠均会出现不同程度的姿势平衡障

碍,与 CSVD 临床特点相符。
研究表明,CSVD 患者所表现出来的认知功

能障碍与血清 HCY 的含量密切相关[21-22] 。 临床

上,CSVD 合并认知功能障碍患者的 HCY 含量更

高,重度认知功能障碍患者 HCY 含量明显高于轻

度认知功能障碍患者,说明 HCY 含量可以反映

CSVD 患者认知功能障碍及水平[23-25] 。 HCY 属

于蛋氨酸代谢的中间产物,该产物可以通过产生

超氧化物及过氧化酶,加重机体血管内皮损伤,
促使血管平滑肌缺氧,最终将逐渐形成 CSVD 的

病理状态[13-14] 。 本研究中观察到,单侧、单次经

颈内动脉注射高浓度月桂酸钠后,模型组血清同

型半胱氨酸的含量明显高于对照组(P
 

<
 

0. 05),
提示模型组可能存在认知功能障碍,这与临床上

CSVD 患者的血清 HCY 增高的征象相符,说明

CSVD 大鼠模型建构成功。
CSVD 临床表现多样,部分患者起病隐匿、缓

慢进展、高度依赖影像学的诊断。 而头部的 MRI
为筛查 CSVD 的有效手段[26] 。 临床上 CSVD 在

MRI 的主要表现为腔隙性脑梗死[27] 。 本研究中

观察到,单侧、单次经颈内动脉注射高浓度月桂

酸钠后,模型组右侧出现多发性脑微梗死灶,且
脑梗死体积远大于对照组(P

  

<
  

0. 05),提示出现

典型的脑小血管缺血的影像学表现,受损部位常

与 CSVD 模型大鼠出现不同程度的姿势平衡障碍

密切相关,进一步可验证 CSVD 大鼠模型的成功

建立。
在 CSVD 引起的微循环障碍病理过程中,血

管内皮细胞功能及结构的异常起着关键作

用[28-29] 。 CD31 在发育中和成熟个体的所有血管

内皮细胞均有高度表达,CD31 表达越高,提示微

血管数量越多,因此 CD31 是一种重要的微血管

标志物[30] 。 本研究发现,单侧、单次经颈内动脉

注射高浓度月桂酸钠后,模型组脑组织 CD31 表

达减少,脑微血管成像结果也显示,模型组脑微

血管密度明显下降, 均证实月桂酸钠诱导的

CSVD 模型大鼠脑微血管数量减少,这与 CSVD
临床特点相符。

脑内小血管皮质区功能的损伤及结构的改

变达到一定程度后可直接形成脑血流量的低灌

注状态,长此以往出现脑组织缺血性的改变[15] 。
颈动脉超声是一种无创性检查技术,它能够直观

地监测血管内的血流动力学变化。 目前,该技术

已成为筛查脑血管病的主要影像学手段之

一[31-32] 。 本研究中观察到,单侧、单次经颈内动
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脉注月桂酸钠后,模型组的颈动脉 RI 及 PI 升高

(P
 

<
 

0. 05),提示模型组大鼠颈动脉血运不畅,
可能存在血管狭窄,脑血流量下降、血流动力学

不稳定等表现,与 CSVD 的疾病演变相符。 进一

步的 HE 染色结果显示,模型大鼠脑皮质区呈现

广泛的神经元核固缩及血管周围间隙增大的病

理特征,符合 CSVD 的典型病理改变。
血脑屏障受损引起功能障碍是 CSVD 的重要

发病机制[16-17] 。 紧密连接蛋白是血脑屏障的重

要组成成分,对维持血脑屏障的结构和功能发挥

重要作用[33] 。 而紧密连接蛋白的表达下降以及

血脑屏障受损增加血管的渗漏,使得血浆白蛋白

等大分子物质通过血脑屏障进入脑实质造成脑

白质病变[9] 。 在本研究中观察到,单侧、单次经

颈内动脉注射高浓度月桂酸钠后,模型组大鼠脑

组织中的紧密连接蛋白 ZO-1、Occludin 的表达量

减少,说明月桂酸钠造模后大鼠出现了血脑屏障

的受损。
此外,本研究不足之处在于样本量偏小,仅

探索了加倍剂量的造模方案,且未尝试更高浓度

月桂酸钠对微血管及冠状动脉的损伤程度,因而

未明确当剂量增加至何种水平时会导致大鼠的

死亡率升高或损伤到大血管,后续实验可在此基

础上进一步探索。 另外,月桂酸钠可能会导致全

身微循环障碍,本研究未进行相关评估,后续实

验中应注意观察。 同时,需要注意的是,该造模

方法对操作者有如下要求:(1)需熟悉相关的实

验动物解剖学的知识,掌握该模型的构建原理;
(2)需提高操作的熟练度,以便在短时间内完成

操作;(3)术中密切关注大鼠状况,及时调整麻醉

深度,避免因麻醉过浅致苏醒挣扎或麻醉过深致

呼吸抑制而死亡;(4)需精准暴露颈动脉,避免损

伤迷走神经和交感神经;(5)注意区分 CCA、ICA、
ECA,经 ICA 注入月桂酸钠时要求匀速、轻柔及缓

慢,同时严格控制穿刺力度及深度。
综上所述,单侧、单次颈内动脉注射高浓度

月桂酸钠创建的 CSVD 大鼠模型,会造成不同程

度的左前肢贴向前胸并且提尾时向左侧旋转等

姿势平衡障碍的表现;血清同型半胱氨酸数值增

高;脑组织出现多发性微梗死灶;脑微血管数量

减少;脑供血不足;脑组织中的神经元固缩、血管

周围间隙变大;并出现了血脑屏障损坏,符合

CSVD 的临床表现可为 CSVD 研究提供一种简

便、稳定、有效的实验动物模型。
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