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栓塞法制作免 M C A
一

O 模型

林 建 邵淑琴 (第三军医大学西南医院神经内科) 63 0 03 8

目前国际脑血管病委员会极力主张脑缺

血的研究应建立在局部脑缺血 模型的基础

上 “ , 。

从国内外 已建立的各种大脑中动脉阻

塞 (M C A
一

O )模型看
,

有 以下几种
:

①沙土 鼠

双侧颈内动脉 ( IC A )结扎形成的双侧前脑缺

血模型
; ②绿光于大 鼠局部硬膜外照射形成

的局部皮层外 1 2/ 范 围缺血性梗死的模型
;

③猫
、

狗
、

猴
、

兔
、

鼠经眼或经眶后途经行开颅

术于 M C A 主干起始处用切断
、

电凝
、

血管 内

阻塞等方式形成的 M C A
一

O 模型
` ” 。

1 9 8 3 年

后
,

出现了经一侧 I C A 注入带尾丝栓子到该

侧 M C A 起始段以阻塞 M C A
,

并于选定时相

点通过栓子后尾丝将栓子拨出以形成 M C A

再通的可少许再灌注 M C A
一

O 模型
` 2 , 。

该模

型在狗
、

猫
、

猴
、

大 鼠已建立
` 3

’
` , ,

但常用实验

动物兔还未有该模型报道
。

我们用此方法建

立了兔 的可再灌注 M C A
一

O 模型
,

现介绍如

下
:

材料和方法

1
.

1 手术方法

白色家兔 15 只
,

体重 2
.

。一 2
.

s k g
,

雌雄各半
,

随机分为 3 组
:

假手术组 4 只
,

梗塞组 7 只
,

再通组 4

只
。

戊 巴 比妥钠 30 m g k/ g 静脉麻醉
,

仰卧固定于手

术台
,

按无菌操作常规
,

于颈正中切 口
,

分离出右侧

颈 总动 脉 ( C C A )
,

颈 内动 脉 (I C A )
,

颈 外 动 脉

( E C A )
。

在 C C A 分为 I C A 和 E C A 分支点近心端

cI m 处切开 C C A 壁
,

插入 自制动脉插管并向前进入

cI A 达颅底
,

插管 内预先安置好由 。号缝线制成的

长 cI m 的栓子
,

栓子后端连接 9
一。 的尼龙丝线

。

用

Zml 生理盐水将栓子推注到同侧 M C A 主干
,

并使尼

龙丝尾部保留在 C C A 切 口外
。

用无创性血管夹夹闭

C C A 切 口
,

局部撒硫酸链霉素粉防治感染
,

逐层缝

合
。

假手术组除不推注栓子外
,

其余操作同前
。

再通

组兔在 M C A
一

0 4 d 后
,

折开颈部缝线
,

从尼龙丝尾

部将栓子拨出
,

C C A 切口 缝扎
。

术中不需行人工呼吸和输液等支持措施
,

术中

出血在 1~ Zm l 内
,

操作中梗塞组和再通组均于右颈

部注射 1% 奴弗卡因 Zm l 局麻
,

以利颈动脉扩张
。

操

作顺利
。

术后免存活 良好
。

1
.

2 观测指标
1

.

2
.

1 脑血管造影 (C A G )证实 M C A
一

0 和再通
:

再

通组兔 1 只
,

于 M C A
一

O 后 4 d 从对侧 CI A 推注

76 % 泛影葡胺 3ml
,

行正位摄片
,

拨出线栓后重复造

影摄片 l 次
。

1
.

2
.

2 栓子梗塞部位观察
:

梗塞组兔 6 只
,

于术后

8 日处死取脑
,

观察栓子所在部位
。

1
.

2
.

3 兔神经功能障碍观察
:

按 S m it h 分级方法观

察
` 5 ’ 。

1
.

2
.

4 氯化
一
2

,
3

,
5
一

三苯基四氮哇 ( T T C )染色观察

梗塞灶范围 “ , :

各组于术后 s d 各处死兔 2 只
,

梗塞

组于术后 4 d 另处死兔 1 只
,

取出全脑
,

以视交叉为

中心
,

向前和向后均作 3m m 厚冠状切片 2 张
,

将脑

片置 于 2% T T C 液 37 ℃避光孵育 3 o m in 后 移 至

10 %福尔马林液 固定
,

缺血 区表现为 T T C 染色缺

失
。

2 结果

2
.

1 C A G 检查

拨栓前见右侧 M CA 不显影
,

余 W ill i s 环组成

支显影好
;
拨栓后见颅内各大动脉均显影

。

2
.

2 栓子部位观察

除 1只兔见栓子头端刚进人右 M C A 外
,

其余 5

只见栓子进入 M C A 主干 3 ~ 4m m
。

栓子其余部分位

于右 CI A 颅内段
。
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2
.

3神经功能障碍观察

按 S m ith 评分
:

假手术组为 。 分
,

梗塞组及再通

组均为 s 分
,

术后 2 4 ~ 4 s h 为 i ~ 2 分
。

术后 7 2 h 仅

于检查时感觉得到左后肢后蹬肌力较右侧差
,

评为

1分
,

该体征在梗塞组和再通组均持续到术后 8 d
.

再通组拨栓前后活动无明显变化
,

评为 1 分
.

2
.

4 T T C 染色观寨梗塞灶

M C A
一

0 4 d 兔
,

见 T T C 染色缺失区位于右侧

基底节区
、

右侧外侧皮质及皮质下白质
,

与着色区边

缘清楚
,

各脑片上均见 T T C 缺失区
,

全部 4 脑片

T T C 缺失 区范 围平均值 约占该侧脑 片的 50 %
。

M C A
一

0 s d 兔的 T T C 缺失区与 M C A
一

O d4 兔比较

无明显扩大
。

再通组见 T T C 缺失边缘模糊
,

缺失范

围与 M C A
一

0 s d 兔相似
.

假手术组无 T T C 染色缺

失
.

所有再通组和梗塞组兔右侧大脑体积均较左侧

增大
。

3 讨论

经开颅方式建立的 M C A
一

O 模型
,

由于

开颅术常导致血流动力学模式改变
,

使局部

动脉痉挛
; 在切 断或电凝 M C A 时破坏了动

脉 壁 上 自我 调节 神 经 丛
;
抬 起 颖 叶寻 找

M C A 主 干时对脑底动脉 环穿 通支的影 响
,

这些因素致使这类模型不能形成固定部位和

范围的脑梗塞
“ , 。

经 CI A 注入栓子建立 的

M C A
一

O 模型
,

手术 不影响颅内环境
,

栓子进

入 M C A 主 干后
,

可同时阻塞 M C A 主干发

出的支配大脑半球深部核团的几支深穿支和

IC A 颅内段发出到脑深部的其他穿通支
,

这

样就避免了仅于 M C A 主干某一点阻断时深

穿支供血因个体差异而造成梗塞区缺血程度

不一的缺点
。

当栓子从 M C A 拨 出形成再通

后
,

对侧 IC A 和双侧 P C A 通过 W ill i s 环对

再通 M C A 有效供血
,

兔脑并无病理
、

生化方

面的缺血性改变
` ” 。

因兔的 A C A 并不是左

右各一
,

而是在 W ill i s 环前端合并为一根大

脑前总动脉
,

所以梗塞侧大脑前动脉供血区

不发生缺血
。

一侧 E C A 结扎后
,

因 E C A 分

支与结扎部位近 心端
、

与对侧 E C A 的丰富

吻合网形成 的侧支循环
,

该侧 E C A 供 血区

不发生缺血
` 3 , 。

因 M C A 的深穿支在 M C A 主干发 出 1

~ Zm m 范围内分出
,

当栓子进入 M C A 3 ~

4m m 后
,

可确保其深 穿支和 I C A 颅 内段到

脑深部的穿通支被同时阻塞
` “ , 。

M C A 阻塞远

端通过 C A G 证实无直接血液供 应
,

而在拨

出栓子后
,

从对侧 I C A 注入的造影剂可充盈

颅 内各大血管
,

表 明兔 W ill is 环的血流平衡

和血液再分布功能较灵长类强大
。

神经功能障碍以梗塞 24 h 最 明显
,

这与

人 的脑栓 塞病 程特 点一致
,

此后 由于 M C A

与 A C A
,

P C A 末梢吻合网的开放
,

神经功能

障碍逐步减轻
,

到梗塞后 3 d 活动基本正常
。

兔的神经功能恢复较人更快
,

更完全
’

。

T T C 染色是通过 T T C 与活性细胞代谢

释放出的 H + 结合
,

形成深红色的 甲腊 ( F or
-

m az e
n)

。

脑梗塞致使局部组织缺血缺氧
,

细

胞代谢严重下降
,

所 以可形成 T T C 染色缺

失
。

本实验中 M C A
一

0 4 d 与 s d 兔脑 T T C

缺失 区无 明显变化
,

而再 通组 T T C 缺失边

缘模糊增宽
,

表 明梗塞 4一 s d 梗塞范 围已基

本稳定
,

而 M C A 再通血供恢复后
,

对不完全

损害的半暗区细胞功能恢复有促进作用
` 5 , 。

兔脑血管构成较食肉类与人更接近
,

它

的颅内外循环之间没有吻合网
` , , ,

并且手术

操作在无助手的条件下也能进行
。

所以
,

栓塞

法制作的兔 M C A
一

O 能为脑梗塞的实验研究

提供 良好的动物模型
。

该模型的病理
、

生化
、

血流动力学改变等
,

我们将在进一步的实验

中逐步报告
。
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栓塞
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一种生物素探针杂交技术

姚家慧 陈鸿书 (第三军医大学基础部分子生物学实验室 ) 6 3 0 0 3 8

生物 素标记的 D N A 探针 由于其稳定
、

便宜及非放射性特点而 日益受到重视
。

为提

高生物 素探 针灵 敏 度
,

G r e g e r s e n
等

“ ’
和

hC
a n
等

( 2 ’

均做了较多工作
。

本文综合两者之

所长
,

并作部分修改
,

建立 了一套生物素探针

标记
、

杂交及检测方法
。

l 材料与方法

1
.

1 材料

含 1
.

s kb c 一m y C C
D N A 与 p B R 3 2 2 重组质粒的

大肠杆菌菌株 ( H B 10 1 )( 上海肿瘤研究所提供 ) ,

碱

性磷酸酶标记的抗生物素蛋白 ( A A P ) ( is g m a ) ;

DN a s e l
、
n N A 聚合酶 I

、

非标记的 d N T P (华美生

物工程公司 ) ,
iB

。 一
1 1

一

d U T P (北京医科大学药厂 )
。

1
.

2 生物素 D N A 探针的制备

提取的质粒 D N A 用二步缺 口翻译法
` ” 标记

:

1川DN A ( 0
.

1~ 0
.

5拜 g )
、
1拌1 3又 N T 缓冲液 [ 1 x N T

:

s m m o
l / L T

r i s
一

H C I
,
l o m m o

l /L M g S O
。 ,

0
.

l m m o
l / L

D T T
,

0
.

0 5% B S A (W /V )
,
p H 7

.

5〕
、

0
.

3 u D N a s e

I
,

加水至 3拜1
,

混匀
,
5 7 ,C保温 i s m i n

。

加入 6 u D N A

聚合酶 I
,
5

.

7拜1 1 0 只 N T
,

加 d C T P
、

d A T P
、

dG T P 及

iB
。 一

1 1
一

d U T P 水溶液使终浓度均为 2 。拜m ol / L
,

加

水至终体积为 6。川
,

1 4 ℃ 保温 Zh 或更长时间
。

加

E D T A ( p H S
.

o )终止液
,

终浓度为 l o m m o l / L
。

标记

好的探针不必纯化而可直接进行以下实验
。

1
.

3 在峭酸纤维素滤膜 ( N C 膜 )上点样

质粒 D N A 或生物素标记 D N A 用含载体 D N A

的 Z x S SC ( i x S SC
: o

.

1 5m o
l / L N

a C I
,
0

.

o l s m o
l /L

柠檬酸钠
,
p H 7

.

0) 梯度稀释后热变性
,

点在 20 x

S S C 处理过的 N C 膜上
,

80 ℃真空烘烤 l h
。

1
.

4 斑点杂交

制 好 的膜 放入 预 杂交液 〔50 %甲酸胺
,
s x

S S P E
,
S X 块

n h a r
d t s 溶液 (不含 B S A )

,
0

.

1% S D S
,

l 。。雌 /ml 载体 D N A 〕
,

42 ℃保温 4 h ,转入杂交液

(预杂交液中加入探针
,

探针终浓度 150
n g /m l )

,

保


