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两种实验性大鼠脑出血模型的对比研究
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　　［摘要］　目的　研究自体血和胶原酶两种脑出血造模方法对大鼠神经预后血脑屏障通透性及胶
质瘢痕增生情况的影响。方法　１４４只成年健康雄性 ＳＤ大鼠，分为自体血组和胶原酶组两组，并按预
设时间点（３、７、１４、２１ｄ，ｎ＝６）观察大鼠 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分、伊文思蓝渗透性、脑含水量、ＨＥ染色和免疫组
化荧光染色。结果　Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分、伊文思蓝渗透性和脑含水量结果显示，两组的神经预后及血脑屏障
通透性均随时间恢复正常，而胶原酶组与自体血组相比，Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分、伊文思蓝渗透量和脑含水量在
第３、７、１４天均明显升高（Ｐ＜０．０５）；ＨＥ染色结果说明，两组均随时间增加存在血肿吸收，炎症渗出，胶
质瘢痕形成情况，而在第１４天和第２１天，自体血组较胶原酶组相比，血肿基本吸收完毕，炎症渗出及胶
质瘢痕形成较少；免疫组化染色结果表示，两组血肿周围的胶质细胞原纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ
ａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）表达随时间增加，但第７天和第１４天胶原酶模型组ＧＦＡＰ表达水平更高。结论　与
自体血模型相比，胶原酶模型的神经功能损伤恢复过程更慢，同时血脑屏障破坏更严重，胶质瘢痕形成

更明显，大鼠胶原酶注射模型更适合长时程的临床脑出血研究。
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）病死率极
高［１］，而且幸存者会存在严重的神经功能障碍［２］。实

验性脑出血动物模型则加深了我们对脑出血病理生理

过程的理解，尤其在研究损伤本身及其内在机制方面，

现常规大鼠脑出血模型主要有两种应用广泛的方

法［３］。一种方法为脑纹状体区注入自体动脉血［４］，另

外一种方法为相同位置注入细菌源胶原酶［５］。尽管

两种造模法在功能预后［６－８］和组织死亡程度方面研

究［９］各有特点，但大部分研究多采用单一动物模型，

且选用标准不规范严格，因此难以如实模拟和反映脑

出血疾病的复杂性和多样性，从而严重影响相关实验

结果的可靠性［１０］。

　　本研究应用ＳＤ大鼠颅内分别注入自体血或胶原
酶方法建立两类脑出血模型，选取 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ量表评
分、伊文思蓝渗透性、脑含水量、ＨＥ染色和免疫组化
染色５种评测指标，详细比较两种常用的脑出血模型
脑损伤程度及功能预后情况，从而探讨两者间的关键

性差异。

１　材料与方法

１．１　实验动物和实验分组
　　本实验使用雄性 ＳＰＦ级成年 ＳＤ大鼠１４４只，体
质量２７５～３００ｇ，购自第三军医大学大坪医院野战外
科研究所实验动物中心，饲养温度控制在２０～２５℃，
光照充裕，自由饮食饮水。所有实验动物操作程序符

合《实验动物管理和使用指南》规定，并经第三军医大

学医学伦理委员会批准。用随机数字表法分为自体血

脑出血组和胶原酶脑出血组。

１．２　主要试剂和仪器
　　脑立体定位仪（深圳市瑞沃德生命科技有限公

司），Ⅶ型胶原酶（美国 Ｓｉｇｍａ公司），伊文思蓝溶液
（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ多功能酶标仪（美国
ＢｉｏＴｅｋ公司），ＨＥ染色试剂盒（碧云天生物技术有限
公司），胶质细胞原纤维酸性蛋白 ＧＦＡＰ（英国 Ａｂｃａｍ
公司），ＤＡＰＩ（英国Ａｂｃａｍ公司），荧光标记二抗（Ｊａｃｋ
ｓｏｎＩｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ，ＷｅｓｔＧｒｏｖｅ，ＰＡ），激光共聚焦显微
镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１，ＯｌｙｍｐｕｓＯｐｔｉｃａｌＣｏ．Ｌｔｄ，Ｊａｐａｎ）。
１．３　胶原酶和自体血脑出血模型的建立
　　动物使用水合氯醛腹腔注射麻醉（１００ｍｇ／ｋｇ）并
固定在脑立体定位仪上，消毒后按中线位置切开头皮，

去骨膜，显露前囟，充分止血，用高速牙科颅钻在颅骨

上钻孔（直径约２ｍｍ）至硬脑膜可见，坐标为：前囟前
０．２ｍｍ，旁开３．５ｍｍ，深５．５ｍｍ，此部位为大鼠纹状
体区域。自体血注射法使用胰岛素针取股动脉血

１００μＬ后，立即缓慢匀速（２０μＬ／ｍｉｎ）注射入该部位，
停留２０ｍｉｎ后缓慢拔出，将骨孔用骨蜡封闭，仔细消
毒并缝合切口；胶原酶模型利用微量进位器缓慢垂直

穿刺注射０．２ＵⅦ型胶原酶于此脑区，注射完毕后停
针５ｍｉｎ后缓慢拔出，余步骤同前。两种模型脑出血
后６ｈ取鼠脑，在针孔处截面可观察血肿面积大致相
等。为预防脓毒血症，整个实验过程均在恒温及光照

充足的无菌环境下进行，密切观察动物至完全清醒。

１．４　血脑屏障通透性检测
　　制作脑出血模型后第３、７、１４天和第２１天评测其
血脑屏障通透性，麻醉后迅速分离股静脉，按０．５ｍＬ／
１００ｇ注射２％伊文思蓝溶液。体循环３ｈ后，迅速打
开胸腔经左心室插管至升主动脉，用预冷生理盐水冲

洗直到流出清亮液体，灌注压９０ｍｍＨｇ。立即取出脑
组织，分为同侧和对侧半球后储存于－８０℃备用。称
重后取同侧半球在预冷ＰＢＳ缓冲液（１ｍＬ）中匀浆后加
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入等体积的ＴＣＡ５０℃水浴４８ｈ，然后离心（３０００×ｇ，
４℃，３０ｍｉｎ），上清液用 ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ多功能酶标仪
（激发波长６２０ｎｍ）测光表达强度，按标准曲线法，计
算伊文思蓝渗透量（μｇ／ｇ）。
１．５　脑含水量
　　制作脑出血模型后第３、７、１４天和第２１天时，断
头处死大鼠，剥离颅骨后，冠状切开纹状体区观察脑内

血肿形成情况后，迅速将整个出血区游离称量（湿质

量），经过１１０℃烘烤２４ｈ后测定干质量。脑组织含
水量＝（脑组织湿质量－脑组织干质量）／脑组织湿质
量×１００％。
１．６　行为学评定
　　采用 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分法并改良［１１］，在脑出血后第

３、７、１４天和第 ２１天分别观察 ６只大鼠神经功能情
况，并给出评分。０分指神经功能基本正常；０．５分指
前后肢均出现屈曲情况，提尾悬空试验阳性；１分指前
肢存在任何屈曲情况；１．５分指仅一侧前肢屈曲；２分
为抵抗侧推能力降低（侧向推力实验阳性），前肢可出

现屈曲现象；２．５分指不仅抵抗侧推能力下降，而且出
现前后肢体屈曲，但转圈行为不出现；３分指除可观察
到２分的行为以外，还出现自发性旋转现象。评分越
低说明神经损伤越轻，评分越高说明神经损伤越严重。

１．７　ＨＥ染色和免疫组化（ＳＰ）染色
　　大鼠行为学评价结束后，将大鼠立刻麻醉，４％多
聚甲醛灌注固定，分离整个大脑，２０％蔗糖脱水至脑组
织块落底，作１０μｍ厚冰冻切片，取脑血肿中央及周
围部位做 ＨＥ染色（普通光学显微镜观察）及 ＳＰ法，
免疫组化条件：２％山羊血清封闭 １ｈ，一抗 ＧＦＡＰ
（１∶５０稀释，Ａｂｃａｍ）孵育４℃过夜，结合荧光标记二
抗，ＤＡＰＩ复染后封片，荧光染色切片用激光共聚焦显
微镜观察，图片用 ＭａｇｎａＦｉｒｅＳＰ２．１Ｂ和 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６图像分析软件后期处理。
１．８　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，以 珋ｘ±ｓ的方式表示数
据计量结果，应用双因素方差分析，采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉｔ
检验对样本均数间进行比较。

２　结果

２．１　Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分
　　胶原酶组在脑出血后第３天神经功能损伤最严
重，评分最高，第７、１４、２１天评分逐步下降，神经功能
逐步恢复；而自体血组的评分情况类似于胶原酶组，评

分随时间逐步下降，且在第３、７、１４天评分明显低于胶

原酶组（Ｐ＜０．０５），但第２１天二者评分接近，差异有
统计学意义（图１）。
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图１　两种脑出血模型血脑屏障运动功能比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．２　血脑屏障通透性变化
　　两组伊文思蓝渗透量在造模后第３天时为最大
值，然后随时间逐步下降，且第３、７、１４天自体血组渗
透量明显低于胶原酶组（Ｐ＜０．０５），但第２１天差距不
明显（图２Ａ）。
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图２　两种脑出血模型伊文思蓝渗透性（Ａ）及脑水肿

情况（Ｂ）比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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２．３　脑组织含水量比较
　　脑出血后第３、７、１４、２１天胶原酶组纹状体区的脑
组织水含量随时间逐步下降，而自体血组的脑含水量

第３天为４个时间节点中最高值，其余３个节点脑含
水量变化不明显。而两组之间相比，第３、７、１４天自体
血组的脑含水量均明显低于胶原酶组（Ｐ＜０．０５），但
第２１天两组差距不明显（图２Ｂ）。
２．４　纹状体区病理形态结构的影响
　　两组的脑部纹状体区血肿随时间逐步被吸收，而
自体血组的血肿吸收速度明显快于胶原酶组，在第

１４天和第２１天时，血肿基本吸收完毕；两组均存在炎

症细胞渗出，但胶原酶组渗出密度在各时间点均明显

多于自体血组；两组均存在胶质瘢痕形成，但胶原酶组

在第７、１４天较自体血组相比更明显（图３）。
２．５　血肿周围胶质瘢痕的形成情况比较
　　两组的血肿周边区域第３天基本无ＧＦＡＰ蛋白阳
性表达，第７天时出现大量ＧＦＡＰ阳性细胞，在第１４天
时两组ＧＦＡＰ阳性细胞数量明显增加，胞体增大，突起
增多，荧光密度较前明显增强（图４）。而且在第７天
和第１４天，胶原酶组ＧＦＡＰ表达量即平均荧光密度均
高于自体血组（Ｐ＜０．０５，图５）。
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图３　两种脑出血模型脑组织血肿部位切片的纹状体区域ＨＥ染色病理学观察
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图４　激光共聚焦显微镜观察两种脑出血模型脑组织切片的血肿周围区域ＧＦＡＰ表达情况
（蓝色为ＤＡＰＩ复染细胞核，红色为ＧＦＡＰ）
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图５　两组脑出血模型血肿切片的ＧＦＡＰ平均荧光密度

比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　自体血或胶原酶注入法是目前应用最为广泛的两
种大鼠ＩＣＨ模型制备方法。一般来说，理想的 ＩＣＨ动
物模型应该是能完整模拟和反映人类 ＩＣＨ中的病理
生理过程及功能预后的，但考虑到一些实际问题（如

造模难度、评估方式等），这显然不太现实。本研究

中，我们直接对两种常用 ＩＣＨ模型（初始血肿体积大
致相等）进行比较评估，我们初步发现：①自体血组的
神经功能缺损程度往往较轻，且较胶原酶组更快恢复；

②胶原酶组的血脑屏障损害程度常较重，恢复较慢；
③胶原酶模型炎症细胞渗出数量明显多于自体血模
型；④自体血模型血肿吸收速度快于胶原酶模型；⑤胶
质瘢痕形成情况胶原酶模型多于自体血模型。这些重

要结果也阐明了在出血性脑卒中研究中谨慎选用模型

制作方法和多种评价指标的必要性。

３．１　两类脑出血模型
　　作为本研究所采用的两种脑出血模型之一，胶原
酶是一种能降解基膜及间质中胶原蛋白的蛋白水解

酶［１２］。在１９９０年，Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ［５］将细菌源胶原酶（Ⅺ型
或Ⅶ型）直接注射入ＳＤ大鼠脑尾状核中，构建脑出血
动物模型。此模型后续改进包括注射部位，胶原酶浓

度，注射速率／量等。理论上来说，胶原酶会促使微小
血管降解，血液外渗形成大小可变的血肿［１３］。而此模

型的优点为它能较好地模拟人类自发性颅内出血［３］

及其血肿持续扩大情况［１４－１５］，但缺点为胶原酶会有较

明显的炎症反应［３］。

　　而自体血注射模型已成为实验性动物模型脑出血
研究的标志性模型。在１９８２年，Ｒｏｐｐｅｒ等［１６］首次采

用心室内血液注入鼠脑右尾状核区，成功制备脑出血

模型。而在１９８４年，Ｂｕｌｌｏｃｋ等［４］使用套管将股动脉

同右脑尾状核区桥接，以此来注入血液，但此法缺点为

波动性的动脉血压致使实验难以重复。有研究者［１７］

应用微量注射泵注入自体血液，形成大小稳定的血肿。

另有研究者［１８］在相关研究中采用两次注血／退针方法
造模，但这两种方法缺点都是注入血液时间过长，凝集

血块易堵塞针头。

３．２　两类造模法的神经功能损伤比较
　　本研究采用 Ｂｅｄｅｒｓｏｎ评分，能较为客观地评测两
类脑出血模型的神经功能预后情况［１１］，并设置了４个
时间点，试图探讨两种造模法对大鼠脑神经行为学的

影响。图１表明，经过两种造模方法处理后，行为学评
分均逐渐下降，提示神经功能随时间逐渐恢复。Ｂｅｄ
ｅｒｓｏｎ评分与大鼠脑纹状体区功能密切相关［１１］，以往

研究证实部分或完全损伤纹状体区后可以引起大鼠偏

瘫，而纹状体区也被认为是脑出血常发生部位之

一［８］，这些都提示脑出血后大鼠神经功能缺损与纹状

体区损伤有密切关系。而在第３、７、１４天，自体血组评
分明显低于胶原酶组（Ｐ＜０．０５），说明在相似情况下
胶原酶组的脑损伤情况一般重于自体血组。这同既往

研究基本一致，即较自体血模型而言，胶原酶模型的神

经功能损伤恢复过程往往渐进且不完全［７－８，１７］，而且

与临床上的脑出血患者持续且较差的神经功能预后情

况也是大体相符［１８－１９］。

３．３　两类造模法的血脑屏障破坏情况比较
　　伊文思蓝渗透性测定与大鼠血脑屏障通透性有着
极其紧密的联系［２０］，当血脑屏障损伤后，其通透性会

明显增加，伊文思蓝作为血管渗透性指示剂，可部分代

表血脑屏障破坏程度［２０］。图２Ａ表明，自体血组较胶
原酶组相比，伊文思蓝渗透量随时间逐渐下降，且在第

３、７、１４天胶原酶组明显大于自体血组（Ｐ＜０．０５）。这
说明胶原酶法较自体血法相比，血脑屏障破坏更严重，

而且血脑屏障功能随时间有不同程度的恢复。而脑含

水量也同血脑屏障紧密相关［２１］。图２Ｂ表明，每组脑
含水量最高值均在脑出血后第３天出现，后随时间逐
渐下降，且同时点胶原酶组的脑含水量明显大于自体

血组（Ｐ＜０．０５）。伊文思蓝渗透量和脑含水量结果说
明，相似条件下与自体血模型相比，胶原酶模型脑出血

后期常引起脑组织更严重的损害，而两类模型脑损伤

程度不等的主要原因就是两者血脑屏障通透性的差

异。首先是胶原酶有易扩散的性质，而且注射剂量越

多则血管损害的程度越重，这两点都导致其血脑屏障

破坏更为严重，外渗血液更容易扩散至脑实质中（尤

其是血肿内及周围组织），而其中大量变性红细胞和
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炎症细胞则会导致更严重的脑水肿发生，以及产生更

广泛的神经毒性作用［２２－２３］。另有证据表明，血脑屏障

崩解的时间节点基本同其他脑组织损伤事件保持一

致，比如红细胞变性和脑水肿形成［２４］，这也从侧面证

明以上结论。然而自体血模型仅是在纹状体区及胼胝

体区等位置注射自体血液形成大小和形态较为固定的

血肿，它更适合脑出血早期形成过程和其病理形态学

特点等方面的研究。

　　图３可见两组在各时间点均存在不同程度炎症细
胞渗出，但各时间点胶原酶组渗出密度程度均明显高

于自体血组。我们考虑，较自体血组相比，胶原酶组更

易出现血脑屏障结构性损伤，其通透性增加更明显，炎

症细胞更容易进入脑实质，进而发挥神经细胞毒性作

用和可能存在的协同损伤作用，最终形成恶性循环，即

神经细胞变性坏死导致血管通透性增加和血脑屏障损

害，这些恶性结果又反馈促进炎症因子释放和脑水肿

情况恶化［２５－２６］。

３．４　两类模型胶质瘢痕形成情况比较
　　星形胶质细胞属于脑细胞中分布及数量较广的神
经细胞，它涉及脑部多方面功能，其中它作为血脑屏障

重要组成部分并维持其完整性这方面尤为重要。

ＧＦＡＰ则视为星形胶质细胞的特异性标志，它可间接
表明脑损伤程度［２７］。脑损伤激活胶质细胞，进而导致

ＧＦＡＰ基因转录，蛋白翻译和表达等一系列变化，最终
造成大量 ＧＦＡＰ堆积合成，我们称为反应性胶质化。
图４表明，两实验组的脑出血周边区域 ＧＦＡＰ表达呈
逐渐增高趋势，且在第７天时两组 ＧＦＡＰ阳性细胞的
胞体显著增大，突触明显增粗，荧光密度较前明显增

加。且在第７天和第１４天，胶原酶组ＧＦＡＰ表达量即
平均荧光密度明显高于自体血组（Ｐ＜０．０５，图５），这
些结果说明胶原酶模型较自体血模型而言，胶质细胞

增生严重，结合之前的实验结果我们可以推断胶原酶

模型的神经损伤程度更严重，原因可能为两点，一是星

形胶质细胞增生致胶质瘢痕增殖，会影响神经轴突重

建再生，进而阻碍神经组织的功能恢复［２８］；二是星形

胶质细胞增生可能促进脑损伤后脑内炎症，水肿的发

展，进而产生明显的颅内高压［２９］，最终妨碍病灶区神

经损伤后恢复［３０］。

　　综上所述，在损伤程度和恢复等方面，胶原酶注入
法和自体血注入法存在显著差异。因此，研究者应该

根据具体实验内容选择不同的造模方式，比如当评估

长时程的功能预后情况时，通常应选用胶原酶模型，但

分析脑出血的具体病理生理过程时，则选择自体血模

型更为合适。本实验重点比较了两种常见大鼠脑出血

模型在相关损伤和修复等方面的重要差异，以及脑出

血过程中的病理变化。但在具体脑出血研究中，如何

选择更适合的脑出血模型类型，以及如何利用测量指

标有效评估其生理病理过程，这些都有待进一步的实

验证实及深入探讨。
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