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研究报告

稳定的大鼠大脑中动脉栓塞脑梗死模型的建立
包新杰，李雪元，左赋兴，冯铭，窦万臣∗，王任直

（中国医学科学院 北京协和医学院 北京协和医院神经外科，北京　 １００７３０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨使用激光多普勒血流监测技术制作稳定的大鼠大脑中动脉栓塞脑梗死模型（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒ⁃
ｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ， ＭＣＡＯ）的可行性。 方法　 １６ 只 ＳＤ雄性大鼠随机分成 ２ 组：实验组和对照组各 ８ 只。 实验组
将模型制作过程中脑血流下降至基础值的 ３０％判定为模型制作成功；对照组不监测脑血流，将尼龙栓线插入深度
为 １ ８ ｃｍ判定为模型制作成功。 模型前和模型后 ２４ ｈ分别行神经损伤严重程度评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
ｓｃｏｒｅｓ， ｍＮＳＳ）；模型后 ２４ ｈ处死大鼠取脑，行 ２，３，５⁃三苯氯化四氮唑（ＴＴＣ）染色并计算脑梗死体积。 结果　 实验
组 ８ 只大鼠模型后 ２４ ｈ均出现典型偏瘫症状，ｍＮＳＳ 评分稳定在 １０ 分 ～ １３ 分，梗死体积稳定性和均一性好，为
（３７ ５ ± ３ ９）％ 。 对照组 ８ 只大鼠 ｍＮＳＳ评分稳定性较差，其中 ５ 只大鼠的 ｍＮＳＳ评分为 １０ 分 ～ １３ 分，５ 只大鼠的
脑梗死灶和实验组相似，但有 ３ 只大鼠的脑梗死体积明显小于实验组（Ｐ ＜ ０ ０５）。 实验组的模型成功率为 １００％ ，
对照组的模型成功率为 ６２ ５％ （Ｐ ＜ ０ ０５）。 结论　 激光多普勒血流监测技术可以显著提高大鼠 ＭＣＡＯ 模型的成
功率、稳定性和均一性。
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　 　 脑梗死是严重危害人类生命和健康的重大疾病
之一，目前除发病 ３ ～ ４ ５ ｈ 内及时溶栓外，尚无更
为有效的治疗方法［１］。 人类急需在脑梗死的研究
中有所突破，所以是否具有一种稳定、可靠的动物模
型显得尤为重要。 自 １９８９ 年 Ｌｏｎｇａ 等［２］使用线栓

法制备大鼠脑梗死模型（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕ⁃
ｓｉｏｎ， ＭＣＡＯ）以来，该模型在脑梗死的研究中得到
广泛运用。 ＭＣＡＯ模型制作的关键是插入栓线的头
端能否到达大脑中动脉起始处，但是插线过程属于
盲插，栓线头端到达的具体部位并不能用肉眼所见，
只能凭借操作者的经验，利用插线深度和手感间接
判断栓线位置是否合适［３ － ５］。 但是，这种经验性的
判断往往导致模型不稳定、均一性差，本实验就能否
使用激光多普勒血流监测技术提高大鼠 ＭＣＡＯ 模
型的稳定性进行探讨。

１　 材料与方法
１ １　 实验动物及实验用品
１ １ １　 实验动物

ＳＰＦ级 ＳＤ雄性大鼠 １６ 只，体重 ２５０ ～ ２７０ ｇ，由
北京维通利华实验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ（京）
２０１２ － ０００１】提供。
１ １ ２　 实验药物

水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司），生理
盐水配成 １０％水合氯醛溶液；２，３，５⁃三苯氯化四氮
唑（ＴＴＣ，北京化学试剂厂），生理盐水配成 ２％ ＴＴＣ
溶液。
１ １ ３　 实验器材

激光多普勒血流仪（ＭＰ１５０）和多普勒血流模块
（ＬＤＦ１００）（Ｂｉｏｐａｃ Ｓｙｓｔｅｍｓ，美国）；手术显微镜；显
微手术器械；自制大鼠固定板；尼龙栓线 （型号：
２４３２，北京沙东生物技术有限公司）；孵育箱（Ｓｅｒｉｅｓ
ＩＩ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ）。
１ ２　 实验动物分组及模型制作方法

１６ 只 ＳＤ雄性大鼠随机分成 ２ 组：实验组和对
照组各 ８ 只。 尼龙栓线上在距离头端 １ ８ ｃｍ 处做
标记，碘伏消毒备用。

模型制作在北京协和医院动物实验中心手术操

作间【ＳＹＸＫ（京）２０１５ － ００２５】进行。 线栓法制作大
鼠 ＭＣＡＯ模型参照我们实验室的方法［３ － ６］。 手术
前动物禁饮食 ４ ｈ 并称重，按外科无菌手术操作。
实验组大鼠 １０％水合氯醛 ０ ３５ ｍＬ ／ １００ ｇ腹腔注射

麻醉后，俯卧位固定。 头部矢状位皮肤正中切口约
１ ５ ｃｍ，剥离骨膜，选择右侧前囟后 １ ｍｍ，右侧旁开
２ ｍｍ，硬脑膜下 １ ｍｍ 为大鼠脑表面大脑中动脉供
血区域脑血流监测位点。 直径 １ ｍｍ 磨钻头颅骨钻
孔，保持硬脑膜的完整性。 将激光多普勒血流测量
仪的专用探头插入测量点硬脑膜下 １ ｍｍ，固定。 专
用软件记录并分析脑血流，激光反射率始终控制在
５０％左右。 再将大鼠放至仰卧位并固定，手术显微
镜下实施大鼠 ＭＣＡＯ 手术，剪掉颈部毛发，碘伏消
毒皮肤；颈部正中切口 １ ５ ｃｍ；剪开阔筋膜后显露
右侧胸锁乳突肌，在胸锁乳突肌和颈前肌之间向深
部分离后显露颈动脉鞘，游离右侧颈总动脉、颈外动
脉和颈内动脉；用 ６ － ０ 丝线分别结扎颈外动脉根部
和颈总动脉离分叉 ８ ｍｍ 处，压闭阻断颈内动脉血
流后于颈总动脉离分叉约 ５ ｍｍ 处剪一小口，置入
尼龙栓线，左手拿显微镊子夹住颈总动脉，右手用镊
子辅助栓线沿颈内动脉方向插入，插入深度为 １ ８
ｃｍ 左右时，有轻微阻力，脑血流下降至基础值的
３０％提示模型制作成功［６］；双结扎紧颈总动脉，剪
断血管外部栓线，清理术野，缝合颈部切口，另外骨
蜡封闭骨孔，全层缝合头皮。 对照组大鼠模型制作
过程中不监测脑血流，尼龙栓线插入深度为 １ ８ ｃｍ
时表示模型制作成功［５］，其余同实验组。 将大鼠放
回鼠笼，自由饮食。
１ ３　 行为学评分

模型前和模型后 ２４ ｈ 分别进行改良神经损伤
严重程度评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅｓ，
ｍＮＳＳ） ［３］。 分为运动、感觉、平衡和反射四部分，总
分为 １８ 分，正常大鼠得分为 ０ 分，得分越高则症状
越重。
１ ４　 ＴＴＣ染色

ＭＣＡＯ后 ２４ ｈ，１０％水合氯醛深度麻醉大鼠后
开颅取脑，切掉额极和枕极后冠状位切成 ２ ｍｍ 厚
度的脑块共 ６ 块，放入 ２％ ＴＴＣ溶液中避光 ３７ ℃孵
育 ３０ ｍｉｎ。 １０ 倍显微镜下拍照，在 ＩｍａｇｅＰｒｏ Ｐｌｕｓ软
件中分析并计算梗死体积。 间接梗死面积 ＝正常侧
脑组织面积⁃梗死侧正常脑组织面积。 相对梗死体
积 ＝累积间接梗死面积 ／累积正常侧脑组织面积 ×
１００％ ［３］。
１ ５　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １３ ０ 数据分析软件，测量数据均用 ｘ－

± ｓｄ 表示。 组间行为学评分和相对梗死体积比较，
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使用独立样本 ｔ 检验分析。 两组间模型成功率比
较，使用卡方检验。 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示具有统计学差异。

２　 结果
２ １　 行为学比较

模型制作前两组大鼠 ｍＮＳＳ评分均为 ０ 分。 实
验组 ８ 只大鼠模型后 ２４ ｈ均出现典型偏瘫症状，表
现为：站立不稳，向左侧跌倒或转圈，提起鼠尾可见
左前肢屈曲，头向患侧抬起，ｍＮＳＳ 评分稳定在 １０
分 ～ １３ 分（图 １）。 对照组 ８ 只大鼠 ｍＮＳＳ评分稳定
性较差，其中 ５ 只大鼠偏瘫症状明显，ｍＮＳＳ 评分为
１０ 分 ～ １３ 分，但有 ３ 只大鼠无明显偏瘫症状，ｍＮＳＳ
评分偏低，分别为 ８ 分、６ 分和 ３ 分（图 １）。

图 １　 两组大鼠模型后 ２４ ｈ的 ｍＮＳＳ评分
Ｆｉｇ． １　 ｍＮＳＳ ｏｆ ｅａｃｈ ｒａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ

２ ２　 大鼠脑梗死体积和模型成功率比较
ＴＴＣ染色结果显示，实验组 ８ 只大鼠均显示出

明显梗死灶，梗死体积稳定性和均一性好（图 ２），为
（３７ ５ ± ３ ９）％ 。 大鼠取脑时见右侧大脑肿胀明
显，并可见外侧额、颞、顶部大脑中动脉供血区域脑
组织颜色苍白，ＴＴＣ 染色见大脑皮层和基底核外侧
白色梗死灶。 对照组 ８ 只大鼠的脑梗死灶稳定性较
差，其中 ５ 只大鼠的脑梗死灶和实验组相似，但有 ３
只大鼠的脑梗死体积明显小于实验组，分别为
２６％ 、１５ ６％和 ２２ ２％ （Ｐ ＜ ０ ０５）（图 ２）。

结合 ｍＮＳＳ 评分及 ＴＴＣ 染色结果，实验组的模
型成功率为 １００％ ，对照组的模型成功率为 ６２ ５％ ，
两组之间有显著的统计学差异（Ｐ ＜ ０ ０５）。

３　 讨论
大鼠 ＭＣＡＯ模型是神经科学领域研究脑梗死

图 ２　 两组大鼠模型后 ２４ ｈ脑梗死体积
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆａｒｃｔ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｒａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ

的常用模型之一，其最大的优点是制作方便，操作熟
练者制作一只模型的平均时间是 ２０ ｍｉｎ。 栓线头端
放置是否准确是 ＭＣＡＯ 模型成功与否的重要因素，
操作者可以通过感觉栓线头端到达 ＩＣＡ 分叉处时
遇到轻微阻力来判断栓线放置是否成功。 但是这个
模型存在一个显著的缺点，就是栓线头端的放置是
一个盲插过程，完全依赖于操作者的经验和熟练程
度。 初学者遇到的主要问题有两个：首先，栓线放置
深度不够。 栓线头端进入翼腭动脉（ｐｔｅｒｙｇｏｐａｌａｔｉｎｅ
ａｒｔｅｒｙ， ＰＡ），这种情况对新手最为常见，此时栓线进
入深度约为 ０ ８ ｃｍ，遇到阻力；另外，若栓线头端通
过 ＰＡ，栓线可以轻松到达 ＩＣＡ 入颅处，插入深度约
１ ３ ｃｍ，此处 ＩＣＡ有转折，栓线偶尔会遇到阻力。 以
上情况均可能被误判为栓线放置成功；其次，栓线放
置过深。 因 ＩＣＡ 颅内段走形较直，栓线多无阻力，

当栓线头端到达颅内颈内动脉分叉处时，会遇到轻
微阻力，但对于新手来说，这种轻微阻力不出现或者
很难把控，倘若栓线继续向前则进入大脑中动脉
（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ， ＭＣＡ）或者大脑前动脉（ａｎ⁃
ｔｅｒｉｏｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ， ＡＣＡ），因为 ＭＣＡ 是颅内 ＩＣＡ
的直接延伸，故以进入 ＭＣＡ 多见，导致栓线放置过
深，插入深度约为 ２ ２ ｃｍ。 栓线深度不够，对侧血
流通过大脑底部 Ｗｉｌｌｉｓ 环会对右侧大脑进行供血，
大鼠无偏瘫症状和脑梗死出现，模型失败；栓线放置
过深，进入 ＭＣＡ，大鼠虽出现典型偏瘫症状，但其模
型后 ４８ ｈ的存活率很低，大部分大鼠会在模型后 ４８
ｈ内死亡，脑梗死范围过大和急性期脑水肿过于强
烈是栓线插入过深后大鼠死亡的主要原因［５］。
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可见，制作大鼠 ＭＣＡＯ 模型的经验性判断往往
导致模型不稳定、均一性差，有的模型无症状，ｍＮＳＳ
评分很低；有的模型症状很重，ｍＮＳＳ 评分过高，短
时间内死亡率高；研究者需要挑选 ｍＮＳＳ 评分适中
的纳入后续实验。 这虽然在一定程度上提高了模型
的均一性，但仍然不够精准，另外会废弃相当一部分
大鼠，导致浪费。 所以，如何使模型症状明显但又不
至于过多死亡是制作 ＭＣＡＯ模型的瓶颈所在。

为解决这一问题，我们尝试使用激光多普勒血
流监测技术提高大鼠 ＭＣＡＯ 模型的稳定性和均一
性。 我们把脑血流下降至基础值的 ３０％认定为模
型制作成功［６］，插入深度为 １ ８ ｃｍ左右。 当栓线放
置深度不够时，脑血流不下降或者轻度下降，提示操
作者即使遇到阻力也不能误认为模型制作已结束，
必须通过手法调整栓线方向，将栓线头端继续向深
处放置；当栓线头端放置过深进入 ＭＣＡ 时，脑血流
往往急促下降至基础值的 ３０％以下，提示操作者即
使未遇到阻力也应停止继续向深处放置，而应该适
当退出栓线。 本实验的两组大鼠均由同一位操作熟
练者完成，结果提示即使操作者经验丰富，完全由经
验判断的对照组的模型成功率为 ６２ ５％ ，这和我们
既往的工作相符。 当我们使用激光多普勒血流监测
技术后，可以将实验组的模型成功率提高至 １００％ ，
显著提高大鼠 ＭＣＡＯ模型的稳定性和均一性，并且
使得实验大鼠得到了充分利用。

由此可见，我们推荐激光多普勒血流监测技术
用于大鼠 ＭＣＡＯ模型的制作。 但是，目前可能阻碍
其推广的原因有两个：首先，激光多普勒血流监测设

备和微小探头相对昂贵；其次，模型制作过程相对繁
琐，模型制作时间明显延长。 我们在熟练情况下制
作大鼠 ＭＣＡＯ模型的平均时间为 ２０ ｍｉｎ，使用激光
多普勒血流监测技术后，平均时间延长至 ７０ ｍｉｎ，时
间主要消耗在激光多普勒探头的放置和血流监测的

调试上面。 但是，对于我们追求精益求精的大鼠
ＭＣＡＯ模型及珍惜实验大鼠而言，设备的配置和单
只模型制作时间的相对延长是完全值得的。

参 考 文 献

［ １ ］ 　 Ｈａｃｋｅ Ｗ， Ｋａｓｔｅ Ｍ， Ｂｌｕｈｍｋｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｒｏｍｂｏｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ａｌｔｅ⁃
ｐｌａｓｅ ３ ｔｏ ４ ５ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［ Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄ， ２００８， ３５９（１３）： １３１７ － １３２９．

［ ２ ］ 　 Ｌｏｎｇａ ＥＺ， Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ ＰＲ， Ｃａｒｌｓｏｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ⁃ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｒａｎｉｅｃｔｏｍｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｓｔｒｏｋｅ， １９８９， ２０（１）： ８４ － ９１．

［ ３ ］ 　 Ｂａｏ ＸＪ， Ｗｅｉ ＪＪ， Ｆｅｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｒｅ⁃
ｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ
ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１１， １３６７： １０３ － １１３．

［ ４ ］ 　 赵浩， 李永宁， 王任直， 等． 大鼠局灶性脑缺血模型的有效
制备［Ｊ］ ．中国实验动物学报， ２００９， １７（６）： ４３２ － ４３６．

［ ５ ］ 　 包新杰， 王任直， 赵浩， 等． 线栓法插线深度对大鼠脑梗死
模型制备的影响［ Ｊ］ ．中国实验动物学报， ２０１１， １９（３）： ６８
－ ７１．

［ ６ ］ 　 Ｂａｏ ＸＪ， Ｆｅｎｇ Ｍ， Ｗｅｉ ＪＪ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｋ⁃１ ＋ ｈｕ⁃
ｍａｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎ⁃
ｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｅｕｒ Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ． ２０１１， ３４（１）： ８７ － ９８．

［收稿日期］ 　 ２０１６⁃０１⁃１８

８９３




