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小鼠脑缺血再灌注模型稳定性研究 *

刘震乾 陈 默 何 磊 宋加兴 高 红 荣良群△

（徐州医科大学第二附属医院江苏徐州 221006）

摘要目的：探讨影响小鼠脑缺血再灌注模型成功率，梗死体积以及行为学评分稳定性的因素。方法：采用昆明小鼠 75只，体重为

20-23 g，随机分为 5组，比较在不同长度的线栓以及不同进栓深度的条件下对小鼠脑缺血再灌注模型成功率，梗死体积以及行为

学评分的稳定性的影响。同时术中行脑血流监测，比较各组小鼠大脑中动脉脑血流下降的差异。结果：规格 1组，模型成功率为

40%，梗死体积为（16.7± 9.3）%，神经功能缺损评分（NSS）：7.2± 2.4，大脑中动脉（MCA)血流下降百分比：(86.9± 4.2)%；规格 2

组，模型成功率为 46.7%，梗死体积百分比为（19.2± 11.6）%，NSS：8.8± 2.5，MCA血流下降百分比：（87.4± 3.8）%；规格 3组，模型

成功率为 33.3%，梗死体积百分比为（16.6± 9.6）%，NSS：8.2± 2.6，MCA血流下降百分比：（88.3± 3.4）%；规格 4组，模型成功率为

86.7%，梗死体积百分比为（23.4± 2.2）%，NSS：13.9± 1.3，MCA血流下降百分比：（87.5± 3.5）%。结论：1.小鼠脑缺血再灌注模型稳

定性关键因素在于线栓能对后交通动脉（PComA）和大脑前动脉（ACA）起始段形成有效栓塞。2.小鼠大脑中动脉血流监测并不能

作为评价小鼠脑缺血再管注模型成功与否的主要依据。
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Study on Stability of Cerebral Ischemia-reperfusion Model in Mice*

To investigate the factors that affect the success rate, infarct volume and behavior score stability of cerebral

ischemia-reperfusion model in mice. 75 Kunming mice, weighing 20-23 g, were randomly divided into 5 groups. The effects of

different sizes of wire bolts and depth of insertion on the success rate, the volume of infarct and the stability of behavior score in the

model of cerebral ischemia-reperfusion in mice were compared. At the same time, the intraoperative cerebral blood flow monitoring was

performed to compare the differences of cerebral blood flow in the middle cerebral artery of each group. Specifications 1 group,

the success rate of the model was 40%, the infarct volume percentage was (16.7± 9.3)%, the neurological deficit score (NSS): 7.2± 2.4,

the percentage of middle cerebral artery blood flow decreased (86.9± 4.2)%; specifications 2 group, the success rate of the model was

46.7%, the percentage of infarct volume was (19.2± 11.6)%, NSS:8.8± 2.5, the percentage of MCA blood flow decreased: (87.4±

3.8)%; specifications 3 group, the success rate of the model was 33.3%, the percentage of infarct volume was (16.6± 9.6)%, NSS:8.2 +

2.6, the percentage of MCA blood flow decreased: (88.3 + 3.4)%; specifications 4 group, the success rate of the model was 86.7%, the

percentage of infarct volume was (23.4 ± 2.2)% , NSS:13.9 ± 1.3, the percentage of MCA blood flow decreased: (87.5 ± 3.5)% ;

specifications. 1. The key factor of the stability of the cerebral ischemia reperfusion model in mice is that the suture can

effectively plug the posterior communicating arteryand the anterior segment of the anterior cerebral artery. 2. The monitoring of middle

cerebral artery flow could not be used as the basis for evaluating the success of cerebral ischemia reperfusion model in mice.
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前言

在我国，脑血管病已成各种疾病致死的第一位死因，也是

成人致残的主要因素，给社会和经济发展带来不少负担[1，2]。因

此一个稳定性高的动物模型来模拟脑缺血再灌注损伤的病理

生理过程显得尤为重要[3]。目前鼠类脑缺血再灌注模型应用较

为广泛的是线栓法制作大脑中动脉栓塞模型[4，5]，最经典的是从

颈外动脉进栓通过劲内动脉达到栓塞大脑中动脉的方法[6，7]。由

于小鼠脑血管侧枝循环较多，模型成功率及稳定性不高，为此

国内学者做了很多改进研究[8-10]，目前尚未形成共识，本实验就

影响小鼠脑缺血在灌注模型稳定性的相关因素做了一系列研

究，从而得出造模成功率高，梗死体积及神经功能缺损评分最
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稳定的线栓长短及进栓深度。

1 材料方法

1.1 材料

健康雄性昆明小鼠，体重 20-23 g，徐州医科大学实验动物

中心提供，许可证号：SYXK（苏）2016-0028。2,3,5-氯化三苯基

四氮唑 TTC（2,3,5 -triphenyhetrazolium chloride，TTC）（Sigma

aldrich，T8877），水合氯醛 (国药集团化学试剂有限公司，

A2310001)激光多普勒血流监测仪（瑞典 Perimed公司），体式

显微镜（德国Motic公司）。

1.2 动物分组

所有小鼠于屏障环境内适应性饲养 3 天以上保持室温

25℃相对湿度保持在 55％，采用随机分组的原则将健康雄性

昆明小鼠 75只随机分为组，分别为：假手术组；规格 1组：硅胶

直径（渍）：0.22 mm，硅胶长度（L）：2 mm，进栓深度（D）为 0.9

mm；规格 2组：渍：0.22 mm，L：2 mm，D：直至大脑前动脉（ante-
rior cerebral artery，ACA）前端稍有阻力；规格 3组：渍：0.22 mm，
L：3.5 mm，D：0.9 mm；规格 4组：渍：0.22 mm，L：3.5 mm，D：直
至 ACA前端稍有阻力。每组 15只。

1.3 大脑中动脉血流监测

麻醉小鼠，腹腔注射 10%水合氯醛麻醉小鼠，剂量为：3.3

滋l/g，小鼠头顶备皮消毒后，沿中线剪开皮肤，双氧水清理骨膜
暴露前囟。脑血流测定定位点为前囟后方 3 mm，中线右侧旁开

5 mm。做好标记利用生物胶将光学纤维探头固定在定位点上。

实时监测小鼠大脑中动脉供血区的血流量的变化情况。

1.4 小鼠脑缺血再灌注模型制备

参照 Longa等[6]术式：（1）分离血管：将小鼠仰卧位固定，行

颈部正中切口，钝性分离右侧胸锁乳突肌内侧缘分离出右侧颈

总动脉（common carotid artery，CCA），于右侧舌骨下分离出右

侧颈外动脉（external carotid artery，ECA），在右侧颈动脉分叉

（carotid bifuracation，CB）处分离出右侧颈内动脉（internal

carotid artery，ICA）。（2）进栓：用缝合线在 CCA近心端打一活

结以防渗血，用微动脉夹夹闭 ICA，于 ECA的嘴侧与颈动脉分

叉中间端剪一小口，将线栓经该剪口顺颈外动脉插入，结扎并

电灼游离 ECA的嘴侧端，将 ECA游离段拉向外上方使之与 I-

CA走向平行，将线栓顺势缓慢送入 ICA，当线栓进入深度在

9-10 mm时感到阻力，用预留缝合线固定线栓。（4）拔栓：80 min

后将线栓拔出，同时结扎 ECA游离端，松开 CCA处活结。（5）

缝合及术后护理：缝合小鼠颈部皮肤，并用碘伏消毒伤口。手术

结束后，将小鼠放在 25℃保温毯上，小鼠苏醒后放入屏障环境

饲养笼中。假手术组做各个血管分离（图 1）。

图 1线栓栓塞大脑中动脉位置示意图

Fig.1 Schematic diagram of embolism of middle cerebral artery with suture

1.4 行为学评分

术后 24 小时对各组小时行 NSS 评分 [11]（neurological

severity scores），得分最高分为 18分；每一项得分是由于不能

完成要求执行的任务或者缺少一项反射；13-18 分严重损伤，

7-12分中度损伤，1-6分轻度损伤。

1.5 模型成功率的比较

术后 24小时予以腹腔注射过量 10%水合氯醛，麻醉成功

后断头取脑，去除嗅球、小脑及脑干，从前往后作冠状位连续切

片，每片厚度为 2 mm。将鼠脑切片浸泡于 1.5 %的 TTC染色液

中，37℃恒温避光孵育 l5 min，正常脑组织染为红色，梗死区脑

组织为白色。我们以皮层及纹状体同时出现白色梗死病灶作为

造模成功的标准。

1.6 梗死体积一致性的比较

用 TTC染色法[12]测定小鼠脑梗死体积占全脑组织体积的

百分比，术后 24小时将 TTC染色后的脑片浸泡于 4%多聚甲

醛溶液中固定 1小时后用 Image-Pro Plus6.0软件测量并计算

脑梗死体积。梗死体积比%= V1/V2× 100%，V1=∑ S1× d，V2=

∑ S2× d,（S1：各切面梗塞面积，S2：各切面面积，d：每片厚度为

2 mm）。

1.7 统计学分析

应用 SPSS16.0软件进行统计分析，数据为计量资料用均

数± 标准差（x 依s）表示，多组间比较采用方差分析，以 P＜0.05

说明差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠大脑中动脉脑血流监测结果

除手术组外各组小鼠在手术过程中均出现明显血流下降，

我们将进栓后血流下降的百分比进行分析，各组小鼠大脑中动
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图 2规格 1、2、3组小鼠术中大脑中动脉血流变化

Fig.2 Changes of middle cerebral artery blood flow during operation in groups 1, 2 and 3

图 3规格 4组小鼠术中大脑中动脉血流变化

Fig.3 Changes of middle cerebral artery blood flow during operation in group 4

脉栓塞后血流下降百分比如下，规格 1组：(86.9± 4.2)%，规格

2组：（87.4± 3.8）%，规格 3组：（88.3± 3.4）%，规格 4组（87.5±

3.5）%，规格 1、2、3、4组之间差异无统计学意义（P＞0.05）（图

2、图 3为具有代表性的血流监测情况）。

2.2 小鼠脑缺血再灌注后 24小时体重变化率的比较

分别于术前、术后 24 h测量小鼠体重，小鼠体重变化率%=

（术前体重 -术后各时间点体重）/术前体重× 100%。各组小鼠

体重变化率为：Sham组术后 24 h体重变化率为 0，规格 1组术

后 24 h体重变化率为（4.9± 0.31）%，规格 2组术后 24 h体重

变化率为（5.2± 0.33）%，规格 3组术后 24 h 体重变化率为

（5.3± 0.21）%，规格 4 组术后 24 h 体重变化率为（6.4±

0.28）%。以上结果提示规格 4组小鼠术后 24h体重变化率与其

余三组相比变化较大，且差异具有统计学意义（P＜0.05），提示

规格 4组小鼠脑损伤程度较重，对小鼠的摄食行为产生了较大

影响。

2.3 小鼠脑缺血再灌注后 24小时神经行为学评分稳定性的比较

神经功能缺损评分能够直观判断小鼠脑损伤程度。以 NSS

评分来评价各组小鼠神经功能缺损情况，并对各组小鼠 NSS

评分的稳定性进行分析。规格 4组小鼠 NSS评分为 13.9± 1.3，

与其余三组相比行为学评分最高，稳定性最好（表 1）。

2.4 小鼠脑缺血再灌注后 24小时模型成功率的比较

小鼠脑缺血再灌注模型主要栓塞大脑中动脉，大脑中动脉

根据供血区域的不同分为皮质支和深穿支，分别为皮层及纹状

体供血。因此我们以皮层及纹状体同时梗死作为造模成功的标

准，单一皮层或者单一纹状体梗死均属造模失败。假手术组未

出现白色梗死区域，规格 1组造模成功率为 40%，梗死特征为

梗死部位局限在皮层。规格 2组造模成功率为 46.7%，梗死特

征为梗死部位局限在纹状体，规格 3组造模成功率为 33.3%，

梗死特征为梗死部位局限在皮层。规格 4组造模成功率最高为

86.7%，梗死特征为皮层及纹状体均可出现白色梗死病灶，3只

造模失败的小鼠中，有 2只存在脑出血，仅 1只梗死区域局限

于皮层（图 4）。

2.5 小鼠脑缺血再灌注后 24小时脑梗死体积百分比及稳定性

的比较

梗死范围越稳定动物模型的应用价值越高，在剔除造模不

成功的小鼠的基础上对各组小鼠脑梗死体积百分比进行统计。

规格 1组梗死体积百分比为（16.7± 9.3）%，规格 2组梗死体积

百分比为（19.2± 11.6）%，规格 3组梗死体积百分比为（16.6±

9.6）%，规格 4组梗死体积百分比为（23.4± 2.2）%。以上结果提

示与其余三组相比规格 4组小鼠脑梗死体积百分比最大，稳定

性最高，且差异具有统计学意义（图 5）。

3 讨论

目前小鼠脑缺血再灌注模型已广泛应用于研究神经炎症

反应[13,14]、细胞自噬[15-17]、氧化应激[18,19]、干细胞治疗[20]、凋亡相关

机制[21,22]、亚低温治疗及麻醉[23,24]、临床药理[25,26]等方面，最新研

究提示小鼠和人类基因组具有较高的同源性[27]，因此成功建立

小鼠脑缺血再灌注的模型越来越受到关注[28]。

判断小鼠脑缺血再灌注模型建立成功与否的方法有很多

种,无创伤的如神经功能缺损评分法[29,30]，该方法主观性太强，准
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图 6 ACA起始段分支动脉对纹状体区域的供血代偿，PComA分支动

脉对皮层区域的供血代偿

Fig. 6 ACA branch arteries supply blood to the striatum region, and the

PComA branch arteries supply blood to the cortical region

图 5各组小鼠脑梗死体积百分比及其稳定性比较

Fig.5 The volume percentage and stability of cerebral infarction in each

group

注：与 Group1、Group2、Group3相比，*P＜0.05，x依泽。
Note: Compared with Group1, Group2, Group3,*P < 0.05(x依泽).

Groups Sham Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Amount(n) 15 15 15 15 15

NSS 0.0± 0.0 7.2± 2.4 8.8± 2.5 8.2± 2.6 13.9± 1.3① ② ③

表 1昆明小鼠 NSS评分（x依s）
Table 1 Kunming mouse NSS

Note: ① 与 Group 1比较，P＜0.05；② 与 Group 2比较，P＜0.05；③ 与 Group 3比较 P＜0.05.

确性较差；有创伤的如 TTC染色，经颅多普勒血流监测技术
[31-33]和激光散斑成像技术[34-36]，TTC染色法虽然直观，但是染色

完成后小鼠也已经被处死，经颅多普勒血流监测技术虽然应用

广泛，但是由于小鼠颅内动脉侧枝循环丰富，形成的梗死病灶

千差万别，激光散斑成像技术可长时间连续监测颅内血流分布

变化，但是该技术需要多点监测血流，应用尚未成熟，且手术完

成后即使监测到血流分布不一致也不能再次重新手术，势必造

成样本浪费。因此合适的线栓规格和规范的操作步骤才是提高

模型成功率及梗死范围稳定性的根本方法，本实验就线栓长短

及进栓深度等方面总结出了提高造模成功率的几个关键因素。

大脑中动脉脑血流监测与造模成功率的关系，本实验结果

提示通过对小鼠大脑中动脉脑血流监测可以判断术中规格 1、

2、3、4组均能对MCA主干形成有效栓塞，但只有规格 4组造

模成功率达到 86.7%，造成规格 1、2、3组造模成功率偏低的原

因可能与侧枝循环形成代偿有关。因此大脑中动脉脑血流监测

不能作为评价模型成功与否的主要依据。

线栓的硅胶长度对造模成功率的影响，本实验结果提示规

格 4组造模成功率是各组中最高的达 86.7%，规格 2组造模成

功率仅为 46.7%，规格 2组与规格 4组的主要区别在于线栓硅

胶的长短，规格 4组线栓硅胶长度为 3.5 mm可以将MCA与

大脑后动脉（posterior cerebral artery，PCA）之间的后交通动脉

（posterior communicating artery，PCoA）栓塞，因此在线栓硅胶

直径及进栓深度恰当的情况下，线栓硅胶的长度足够栓塞

PCoA是提高造模成功率的关键。

进栓深度对造模成功率的影响，规格 3组与规格 4组的主

要区别在于进栓深度的不同。规格 3组的进栓深度为经典术式

中提到的 9 mm，规格 4组的进栓深度为直至 ACA前端稍有阻

力，因此在线栓硅胶长度及直径恰当的情况下，进栓深度直至

ACA前端稍有阻力是提高造模成功率的关键。

梗死部位及大小不稳定原因分析，规格 1、3组常见梗死局

图 4各组小鼠 TTC染色代表性结果

Fig.4 TTC staining representative results in each group
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限在皮层，规格 2组常见梗死局限在纹状体，这两种是最常见

的梗死不稳定类型，分析其原因可以发现，规格 1、3组均未对

ACA起始段形成有效栓塞，而规格 2组未能对 PCoA形成有效

栓塞。因此可以判断，ACA起始段存在对纹状体区域的侧支代

偿，而 PComA的侧支动脉则可以对皮层区域形成代偿（图 6）。

综合以上实验结果可以得出以下结论：首先小鼠大脑中动

脉脑血流监测并不能作为评价小鼠脑缺血再灌注模型成功与

否的主要依据。其次要提高造模的成功率、提高梗死体积及

NSS评分的稳定性，至少满足 3个条件：第一，线栓硅胶的长度

要能对 PComA形成有效栓塞。第二进栓的深度要能对 ACA

起始段形成有效栓塞。第三线栓硅胶的直径的大小要能有效中

断血流也是造模成功的关键因素。具体的，对于体重为 20-23 g

的昆明小鼠，采用线栓规格为硅胶直径：0.22 mm，硅胶长度为：

3.5 mm，进栓深度：直至 ACA前端稍有阻力，造模成功率最高，

梗死体积以及行为学评分稳定性最好。但是线栓硅胶直径过大

势必会造成颅底血管破裂出血，规格 4组就出现了因颅底动脉

破裂出血而导致造模失败的情况，因此要进一步提高小鼠脑缺

血再管注模型的成功率还需要根据小鼠体重及颅内血管直径

的大小对线栓硅胶的直径作进一步研究。
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