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Wistar大鼠插线法局灶性脑缺血／再灌注模型的实验研究 

罗 勇，董为伟 

(重庆医科大学临床学院神经内科 重庆 400016) 

【摘 要1目的：局灶性脑缺血，再灌注模型是研究缺血性脑血管病的重要模型。本文介绍一种简便易行的插~ Wistar大 

鼠局灶性脑缺血，再灌注模型的制备方_}去，并通过神经病学评分、TTc染色、病理形态学变化的观察，对该模型的可靠性进 

行评价。方法：用头端处理过的尼龙钓丝，从颈外动脉向颈内动脉插入，可逆性阻断大鼠一侧太脑中动脉 (MCA)。蛄果： 

大RMCA阻断后1 5h，同时出现Hornees征阳性、提尾悬空时梗塞对侧前肢届曲 内收、自主运动时身体向偏瘫侧划圈的 

动物，"ISC染色能清楚地显示梗塞范围，且相对较稳定，光镜下可见脑缺血后的病理改变。阻断后3h及再癌挂3 6h时的 

病理改变加重，神经病学评分同前。结论：该改良祛制备的模型简便易行、稳定性好、结果可靠，是用于研究局灶性脑缺血， 

再灌注的较为理想的实验动物模型。 
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An experimentaI study on focaI cerebraI ischemia／reperfusion 

modelin Wistar rats with suture method 

LUO Yong,etol 

(Departmentof Neurology,College ofClinicalMedicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】 Objective：Focal cerebral ischemia／repeffusion model is an important model in studying isehemic 

cerebrovascular diseases．In this paper we introduce a simple suture method to produce the focaI cerebral isehemia／ 

reperfusion，and evaluate the reliability ofthis mod el in Wistar rats with the degree ofneurologic impairment,TTC 

stain，histologic changes．Methods：Nylon thread was inserted into the internal carotid artery in Wistar rat tO 

achieve an animaI modeI of reversible middle cerebral artery occlusion(MCAO)．ResuIts：1．5h after MCAO，the 

rat displays Homer's sign,forelimb flexion．circling behavior．丌 C stain clearly indicates the infarction size and 

relative smbility，and can observe histological changes of ischemia．3h after MCAO and 3h，6hr after reperfusion， 

the isehemic changes become heavier，but there is no change observed in the score of neurologic behavior． 

Conclusion：This improved modeI is simple．stable and rejiable．It iS advisable to use this experimental animal 

mod ej to study focaI cerebraI ischemia／reperfusion． 

[Key WOrds】Focal cerebral ischemia／reperfusion；Suture method；Animal model；Wistar rats 

大脑中动脉 (MCA)阻塞为临床上缺血性脑血 

管病的多发部位，故MCA阻断模型被广泛应用于 

脑梗塞的研究。其中，血管内直接插线闭塞法建立 

大鼠局灶性脑缺血／再灌注模型具有不开颅、损伤 

小、操作简便、不需特殊设备、缺血区部位较恒 

定、可准确控制缺血和再灌注时间、易控制局部条 

件、全身影响小等优点，被广泛用于脑缺血／再灌 

注的研究中。但许多 因素如动物品系、体重、鼠 
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龄、线栓粗细、插线深度等均会影响实验结果。因 

此，规范化实验操作，减少干扰因素的影响十分重 

要。本文参照Longa、Kuge等人报道的颈外动脉插 

线法制备大鼠MCA闭塞模型，并加以改进，建立 

了不开颅、可复流、结果较稳定的Wistar大鼠局灶 
’性脑缺血／再灌注模型，报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 

Wistar大鼠，体重220—330g，雌雄兼用，由本校实 

验动物中心提供。随机分为对照组、缺血3h组、缺血3h，再 

灌注 h组、缺血3h，再灌注6h组。用于种墅群  分及脑 
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梗塞体积测定的各组动物数为7只 用于组织病理学观察的 

各组动物数为6只。动物术前 12h禁食，自由饮水。 

1．2 太鼠局灶性脑铁血，再灌注模型的制备 

将一长35tran，直径O．23mm的尼龙钓丝的一端约 

0．5em长度上均匀地涂上一层聚胺酯，使其直径达0．25一 

O．26mm左右，凉干后备用。参照Longa、Kuga等人报道的 

方浩’ 采用颈外动脉插入线栓法造模。Wistar大鼠用3．5％ 

水台氯醛 (350m kg体重，i．p．)麻醉，仰卧固定。颈部正 

中切开皮肤，钝性分离右侧颈总动脉 (CCA)、颈外动脉 

(ECA)、颈内动脉 (ICA)，仔细分离避免损伤迷走神经。 

由CCA分叉处向头端依次游离，并用电热烧灼器烧断ECA 

的所有分支，使其主干游离备用。然后分离1CA至颅底，井 

分离出ICA颅外段的唯一分支翼腭动脉 (PPA) 用蛙心夹 

夹住PPA， 免插线时栓子误人PPA。用蛙心夹夹住CCA 

和ICA，井在ECA (靠近CCA分叉处)上剪一小口，将尼 

龙钓丝涂有聚胺酯的一端 (预先蘸上肝素钠溶液)沿切口插 

入ECA，经CCA分叉处，井将预先放置于ECA根部的丝 

线缚紧，以防止其中的钓丝滑出和出血，然后移去夹在ICA 

上的蛙心夹，将钓丝缓慢地向ICA人颅内的方向推进约I9 

～ 2hran，微遇阻力时停止，使钓丝头端通过MCA起始 

处，到达较细的大脑前动脉 (ACA)，此时即完成一侧MCA 

的阻塞 (MCAO)。再灌注时缓慢地轻拉钓丝使其头端回到 

ECA内，即可实现MCA再灌注。拔回栓子后，MCA即可 

得到前交通动脉、后变通动脉血供，而不影响ICA血供，故 

更有利于 MCA供血区脑血流的恢复，引起再灌注 (图1)。 

Post．comm a 

Sup cerebellar a 

Mastoid bulla 

Pterygopal a 

Sutlife 

Sternomastoid wiu$ 

图 1 可逆性鼠MCA闭塞 ／再灌注模型脑血管解剖示意图 

1．3 神经病学评分 

参考Kuluz'’神经缺陷三级评分标准，稍加改进、手术 

动物清醒后，分别于大鼠脑缺血1 5、3h、缺血3h再灌注 

3、6h进行评分。评分标准如下：0级：无缺陷，活动正 

常；1级：右侧Homer's征阳性；2级：提尾悬空时左前肢 

屈曲、内收；3级：自主运动时，身体向偏瘫侧 (左侧)划 

圈。脑缺血后1．5h时，上述三项体征均有的动物才视为遣模 

成功，进入下一步实验。 

1．4 脑梗塞体积的测定 

Wistar大鼠麻醉后断头，3min内取出全脑，将脑组织 

置-20℃冰箱10min后取出，切去额极1toni，间隔2mm作 

5个大脑连续冠状粗切片，立刻置于2％氯化·2，3，5一三氯 

苯基四氮唑 (m )生理盐水溶液中，37℃避光，恒温孵育 

30min，进行组化染色。可见正常脑组织呈深橙红色，梗塞 

区未被染色而呈白色。随即用1O％中性福尔马l韩液后固 

定，根据苍白区观察梗塞灶范围 。 用求积仪 (Lasieo L-10 

型)测定各区面积。参照Nedergaard脑体积计算公i ， 略 

作修改，按李敬诚等介绍的方 ’计算体积： 

∑ ． ( m3) 

中V为总体积；A。、A吩 别表示切块嘴、尾佣面面积 

(IBm‘)：d为切块厚度 (mm)。脑梗塞体积 (1V)以其占脑 

总体积的百分比来表示。各冠状切块脑梗塞体积求和，即为 

脑梗塞总体积 (％)。 

1．5 组织病理学观察 

切片厚5 m，常规HE染色，封片，光镜下观察病变 

区 翌变化井拍照。 

1．6 数据分析和统计处理 

实验数据组间比较采用 l检验。结果以均值 ±标准差 

(j± )表示，显著性差异水平为<O．05。 

2 结 果 

2．1 大鼠MCAO／再灌注不同时相神经病学评分 

右~MCAO后1．5h时评分为3级的动物、在 

MCAO后3h内体征无明显变化，仍表现为右侧 

Homer。S征阳性，提尾时左前肢屈曲、内收，爬行 

时向左划圈 (3级)。再灌注后3、6h，动物体征均 

表现为右侧Homer。S征阳性，左前肢屈曲、内收， 

爬行时向左划圈。 

2．2 大鼠MCAO／再灌注不同时相脑梗塞体积 

大鼠局灶性脑缺血／再灌注不同时相脑梗塞体 

积大小见表 l。 

MCAO／再灌注组大鼠脑冠状切面可见较大的 

苍白梗塞区，与正常脑组织 (红色)界线较明显。 

表1 MCAO／再灌注后脑梗塞百分体积 (IV％)( ± ) 

月 MCAO 3h 
CAO 

再灌注3h 再灌注6h 

7 I 7．96 ± 3 93 2021± 4．26' 1 34 ±3．S2" 
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缺血3h组、缺血3h，再灌注3h组、缺血3h／再灌 

注6h组rrC染色结果如图2所示。MCAO／再灌 

注后3、6h的脑梗塞体积 (％)与MCAO 3h组相 

比均有上升趋势，但无统计学意义 (|D>O．O5)。对 

照组脑组织未见梗塞灶。 

图2插线洁 MCA闭塞，再灌注模型脑组织 

冠状切面 TTc染色示意图 

1、示脑缺血 3h：2、示脑缺血3h，再灌注3h 

3、示脑缺血 3h，再灌注 6h 

2．3 大鼠McA0，再灌注不同时相组织病理学观 

察 

正常对照组脑组织光镜下所见正常。MCAO 3h 

动物，光镜下见基底节外侧区、顶叶、颞叶皮质 

(部分累及)神经元出现缺血性损害，胞浆空泡形 

成，核固缩均质化，核周体消失等，但有一定数量 

基本正常神经元存在。MCAO 3 再灌注3h，神经 

元缺血性损害加重，核固缩更明显，胞浆空泡加 

大，细胞间间隙加宽 MCAO 3N再灌注6h，神经 

元缺血性损害进一步加重，核固缩更为明显，胞浆 

空泡进一步加大，细胞间间隙加宽更为明显。各组 

组织病理学结果见图3。 

图 3 MCA闭塞，再灌注各组脑组织病理学结果 

l、示正常对照 (×33)； 

2、示脑缺血3h(×33)； 

3 示脑缺血3h，再灌注3h(~33) 

4、示脑缺血3h，再灌注6h(×33) 

3 讨 论 

缺血性脑血管病的实验动物模型是研究缺血性 

脑损伤和脑保护必不可少的工具。建立操作简便、 

损伤小、成本低廉、重复性及稳定性好、结果可 

靠、能模拟人类发病病理过程的动物模型是进行相 

关研究的基本条件。有关大鼠局灶性脑缺血的动物 

模型，包括经颞下或经眶入路直接电凝或结扎 

MCA法、光化学诱导MCA血栓法等。其中，线拴 

法近年来为越来越多 的国内外研 究者所采 

用 。 。自1985年Ko~umi等 斗首次报道非开颅 

法可逆性MCA 闭塞动物模 型以来 ， 1989年 

Nag~awa等” 避一步完善了该模型，并对该模型 

的组织学改变与脑血流 (CBF)的相关性作了探 

讨，同年L0nga等 又对上述两法做了比较，并对 

CBF和脑组织学作了对比研究。除外对SD大鼠该 

模型的制作进行了探讨以外，尚有部分国内学者对 

Wiser大鼠该模型的制作进行了探讨，但心得不尽 

相同 “】。我们实验室也对Longa等建立的大鼠 

MCA线栓法局灶性脑缺血，再灌注模型做了部分改 

， 井以此模型为基础进行了系列的局灶性脑缺 
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血，再灌注损伤机制及药物和其他手段干预脑缺血／ 

再灌注的研究。 

我们的体会是，大鼠线栓法MCAO／再灌注模 

型，操作较简便，手术时间短，不需开颅，创伤 

小，术中不引起血压、体温、血气的异常变化，不 

影响缺血后脑水肿和颅内压病理变化的自然过程： 

优于开颅结扎MCA法，同时避免了颈内动脉注射 

线段闭塞MCA法” 所带来的栓子的随机性，且缺 

血及再灌注时间可准确控制，是研究局灶性脑缺血 

和再灌流损害的较好动物模型。因此，有学者认为 

该法将逐渐取代开颅闭塞MCA模型。既往，有关 

脑缺血1、2h及再灌注和长时间缺血研究较多，但 

缺nl~13h及再灌注早期 (3、6h内)研究相对较少。 

Nagasawa等 观察到，MCAO 3h后再灌注3h的病 

灶较MCAO 3h未再灌注的病灶损伤程度加重，但 

他们没有对再灌注后更长时间的病理损害情况进行 

观察。郑健等 观察到，MCAO 3h后再灌注，随时 

间延长，病灶内神经元损害程度加重 本实验也观 

察到，缺血3h、缺血3hi再灌注3h、缺血3iv'再灌 

注6h病灶 内神经元损害程度依次加重。参照其他 

作者的文献⋯ ，结台本实验室既往的工作 】、本实 

验r 染色结果，我们体会线栓后同时出现同侧 

Homer's征和缺血后一定时间出现血管闭塞对侧前 

肢运动障碍 (屈曲和向梗塞侧对侧划圈)能够反映 

MCAO成功，且梗塞范围相对可靠。可以认为，神 

经病学评分是评价局部脑缺血及缺血性脑损害最重 

要的终末指标之一。脑梗塞体积是评价局部脑缺血 

及缺血性脑损害程度最重要的客观指标之一 我们 

在实验中曾观察到，如仅有提尾时血管闭塞对侧前 

肢轻度屈曲，T1℃染色梗塞范围可较小，甚至可为 

阴性结果。但是，不同实验室应用该方法制备的模 

型的成功率、梗塞体积、蛛网膜下腔出血 (SAH) 

发生率、动物早期死亡率等方面不尽相同。因此， 

该模型的应用尚应进一步标准化，以减少因大鼠的 

种属、鼠龄、体重、栓子粗细及头端大小、质地、 

插入深度等因素对实验结果的影响” 】，以进一步 

增加造模成功率，增加该模型造成脑损伤的可靠性 

及重复性。 
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