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Researchoflocalcerebralhypo-perfusionmodelestablished
byimprovedintraluminalthreadtechniqueinrats

HULing,GAOPei-yi
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ofMedicalScience,Beijing100050,China)

[Abstract] Objective Toestablishastableandreliablemodeloflocalcerebralbloodhypo-perfusioninrats,andtoevaluate
itbyCTperfusionandhistopathologicalstudy.Methods Twenty-sevenmaleWistarratsweredividedintothreegroups,

nineratsineachgroup(thecontrolgroup,hypo-perfusiongroupandinfarctiongroup).Anylonthreadwasinsertedintothe
rightmiddlecerebralartery(MCA),andthesametimetheregioncerebralbloodflow(rCBF)wasexaminedbythelaser
Dopplerbloodperfusionmonitor.About6hoursafteroperation,alltheratswereexaminedbyCTperfusion,and3ofeach
groupwereperformedbyTTCstainandhistopathologicalstudy.Results TherCBFofbothinfarctgroupandhypo-perfu-
siongroupwerereducedonCTperfusion,andrCBFoftheinfarctgroupwasevenlowerthanthatofhypo-perfusiongroup.
Inhistopathologicalresults,thebraininhypo-perfusiongroupshowedastrocyticswelling.Mostoftheneuronalwasnormal,

butinthebrainofinfarctgroup,severeneuronaldegenerationandnecrosiscouldbefound.Conclusion Basedonthethread
method,usinglaserDopplerbloodperfusionmonitortomonitorthebloodflowduringoperation,wecanestablishstableand
reliablemodeloflocalcerebralbloodhypo-perfusioninrats.
[Keywords] Bloodperfusion;CTperfusionimaging;Threadtechnique;Animals,laboratory

改良线栓法制备大鼠脑局部低灌注模型的研究

胡 凌,高培毅
(北京市天坛医院神经影像中心,北京 100050)

[摘 要] 目的 建立稳定的可重复的大鼠脑局部低灌注模型,并通过CT灌注等方法验证其可靠性。方法 27只实验

用 Wistar雄性大鼠随机分为三组(假手术对照组、低灌注6h组和脑梗死6h组)。模型的制备采用改良的大脑中动脉线栓

法,在术中应用激光多普勒血流仪实时监测局部大脑中动脉区脑血流量,术后利用CT灌注成像对血流状况进行观察,并与

病理检查、TTC染色等对照。结果 梗死组CT灌注参数rCBF较低灌注组明显下降,病理检查呈典型脑梗死改变;低灌注

组仅见脑缺血病变。结论 在线栓法制备脑缺血模型的基础上,应用激光多普勒血流仪实时监测术中血流状态,可以有效

建立不同程度的大鼠脑局部血流低灌注模型。
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  人类脑血管病的发病率日益增加,其中缺血性脑血管病

占80%以上[1]。有学者发现在脑梗死发生之前,大脑局部往

往存在较长时间的血流灌注异常状态,高培毅等[2]称之为脑

梗死前期。由于神经细胞在完全切断血流后,数分钟即发生

不可逆改变,因此研究的重点应该集中在脑梗死前期。本研

究采用改良的线栓法建立大鼠脑局部低灌注的动物模型,并
应用CT灌注、病理学检查等方法评价动物模型的效果。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 实验用 Wistar雄性大鼠由首都医科

大学实验动物中心提供,体重250~300g,共27只,随机分为

三组,每组9只。三组分别为对照组(只进行颈部血管分离及

右侧颅骨去骨板)、低灌注6h组和脑梗死6h组。
1.2 建立脑局部低灌注动物模型 栓线的制备:采用日本株

式会社生产的“贵花田”牌鱼线,直径0.185mm,剪成约5.0
cm长的线段,一端稍近火加热,使头端微成光滑球形,待尼龙

线恢复室温,在显微镜下筛选出前端光滑钝圆、直径在0.20
~0.30者,用深色标记笔把尼龙线前端涂黑约2.0cm,以便

手术过程中观察线头所在位置和方向。在肝素中浸泡,晾干

后紫外线消毒备用。
  手术过程:实验前大鼠禁食12~24h,自由饮水。实验室

室温控制在25~30℃。肛表测体温,术中还应根据肛温测定

给 予灯泡保暖,或用电风扇及冰块降温,以维持肛温在(37±
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图1 脑梗死组(A)和脑低灌注组(B)大鼠,右侧大脑中动脉供血区rCBF图与左侧相比可见明显的色阶变化,且脑梗死组病变范围较低灌注组大。
对照组(C)鼠脑两侧血流灌注对称

0.5)℃。采用10%水合氯醛腹腔注射麻醉,用量为4~6ml/

kg,待大鼠完全麻醉后,在显微镜下进行手术。

  大鼠左侧卧位,常规消毒后,于右眼眶后至右耳中点纵向

切开皮肤,分离皮下组织,充分暴露颞骨的颞鳞和蝶骨大翼,
使用牙钻在颞骨钻孔直至硬脑膜,骨窗直径约3.0mm,用眼

科直镊小心撕开硬脑膜,暴露脑组织。将激光多普勒血流仪

探头平稳置于暴露处脑组织,测量插线前的大脑中动脉分布

区血流量。

  大鼠仰卧固定于脑立体定位架上,行颈部正中切口,逐层

钝性打开肌肉组织,分离右侧颈总动脉、颈内动脉及其颅外主

要分支翼腭动脉、颈外动脉,用电凝器分别断掉颈外动脉的分

支枕动脉、甲状腺上动脉。

  在颈外动脉的近心端设置活结,结扎颈外动脉远心端,弯
曲动脉夹夹闭颈内动脉和颈总动脉后,在颈外动脉两个结之

间剪开动脉壁约1/2宽度,穿入备用的尼龙线,经颈外动脉、
颈总动脉分叉处进入颈内动脉,剪断颈外动脉远心端,收紧近

心端活结,松开动脉夹。

  插入尼龙线的同时,应用激光多普勒探头在大鼠脑右后

方检测大脑中动脉分布区的血流量,并计算术后脑血流量与

术前脑血流量的百分比值。当血流量降低到原来的10%以

下时,固定栓线深度,为脑梗死组;血流量降至原来的40%~
50%时,为低灌注组。由于每只大鼠的血流量基础值不同,因
此血流下降的百分比作为分组的依据,并记录每只大鼠术后

血流下降的百分数(表1)。同时注意,当栓线进入约5mm
时,应该调整前进方向,以免误入翼腭动脉,造成模型失败。

1.3 CT灌注检查 模型制备完成后,依照组别到达设计实

验时间后,取出栓线,将大鼠仰卧固定,剪开右后肢皮肤,暴露

股静脉,静脉留置针穿刺成功后接高压注射器。CT机器为

GELightSpeed,120kV,100mA,FOV为9.6cm×9.6cm,
造影剂为300mgI/ml碘海醇,注射速度为0.5ml/s,总量为

2ml。扫描时,选取尾状核层面,在注射对比剂的同时,连续

获得大鼠脑冠状面图像40幅,层厚3mm。脑灌注参数图均

在个人电脑上用自制专用软件进行分析处理[3],可以获得脑

血流量(rCBF)、脑血流容积(rCBV)、峰值时间(TTP)及平均

通过时间(MTT)图 像。脑 局 部 血 流 动 力 学 参 数(rCBF、

rCBV、MTT和TTP)测量方法为:采用人工手动方法确定感

兴趣区(ROI)的大小,并放置在各参数图缺血区的皮层部位,
取平均值;然后用镜像方法将 ROI放置在对侧,取平均值。
最后计算病侧/健侧×100%。

1.4 缺血区域面积的计算 选择rCBF参数图,用手动的办

法勾勒血流异常区域和同侧大脑半球边缘,计算血流异常面

积与同侧大脑半球面积的比值,分别测量3次,取其平均值。

1.5 病理学检查 每组取3只大鼠CT检查后经左心室用肝

素化生理盐水灌注5min,然后用4%多聚甲醛(0.1MPBS,

pH7.3稀释)溶液灌注约30min,直至体内血液完全冲出.。
将大鼠断头迅速取脑,先于大脑中动脉低灌流区取3~5块体

积约1mm3 脑组织于3%戊二醛中固定,逐级脱水、包埋、切
片,铅铀染色及透射电镜观察。再将剩余脑组织置于4%多

聚甲醛溶液固定至少24h。冠状面切开病变脑组织,形成厚

约2mm的组织块,经脱水、浸蜡、包埋、切片、摊片、烤片及脱

蜡后行常规 HE染色。

  每组2只大鼠进行红四氮唑(TTC)染色,大鼠取脑后,置
入液氮中冻硬,以尾状核为中心3mm层厚冠状面切成4片,
放入2%TTC溶液中37℃水浴30min。

1.6 统计学分析 实验数据均以“均数±标准差”的形式表

示,多组均数比较采用SPSSforwindows8.0方差分析,P<
0.05表示有显著性差异。

2 结果

2.1 CT灌注结果 CT灌注图可以清楚显示不同组的血流

状态,与术中激光多普勒血流仪检测结果一致。脑梗死和脑

低灌注组大鼠右侧大脑中动脉供血区rCBF图与左侧相比可

见明显的色阶变化,对照组鼠脑两侧血流灌注对称(图1)。
各组rCBF平均值及术后CBF下降百分数见表1,术中及CT
灌注值各组均数均有显著性差异。

2.2 缺血面积测量 根据前述缺血面积测量方法,应用

rCBF参数图,低灌注6h组缺血区域与同侧半球面积的比值

为0.26±0.17,脑梗死组为0.63±0.28,两组均数通过t检

表1 各组术中及CT灌注脑血流量数值表(%)
检查方法 对照组 梗死组 低灌注组

超声测量 100.04±8.67 7.25±0.55 46.81±8.49
CT灌注 99.54±2.58 11.58±2.46 57.96±9.54
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图2 HE染色,脑梗死组(A)示组织明显水肿,呈空泡样,神经元固缩深染呈三角形。脑低灌注组(B)组织略疏松,神经元形态未见明显异常。对照

组(C)显示正常脑组织

图3 梗死组(A)右侧大脑半球梗死区域颜色苍白,未见着色;低灌注6h组(B)和对照组(C)脑组织对称红染

验有显著性差异,低灌注组脑缺血面积小于脑梗死组。

2.3 病理学改变 电镜和光镜 HE染色均可以观察到缺血

早期脑组织的病理变化,其中电镜尤为敏感。在低灌注6h
组,电镜可见神经元基本正常和仅有轻微可逆性损伤,如神经

元胞浆内的粗面内质网扩张,线粒体轻微肿胀,线粒体嵴减

少,核膜凹陷,细胞核电子密度增高等。本组标本明显改变为

星形细胞极度肿胀,胞浆内可见变性的细胞器,挤压毛细血管

使管腔狭窄甚至闭塞,血管内可见淤积的红细胞。光镜 HE
染色仅见组织疏松,血管周围间隙增宽,基质内可见空泡样改

变,神经元形态基本正常,偶见固缩神经元。星形细胞肿胀,
胞浆淡染。梗死6h组光镜和电镜均表现典型脑梗死改变:
脑梗死区可见大量固缩坏死的神经元,脑组织液化,疏松淡

染,甚至部分区域仅见红染的坏死组织而无明显细胞结构;电
镜下细胞破裂,小胶质细胞吞噬破坏的组织碎片,小血管壁结

构崩解。对照组未见明显病理改变(图2)。

2.4 TTC染色 对照组和低灌注6h组脑组织对称红染,梗
死组右侧大脑半球梗死区域颜色苍白,未见着色(图3)。

3 讨论

  1986年,Koizumi等[4]首次报道了不用开颅的线栓法制

作可逆性大脑中脉闭塞(middlecerebralarteryocclusion,

MCAO)模型,开创了 MCAO 模型的新途径,后经许多学

者[5-7]的改进,使之成为 MCAO模型的经典方法。该方法可

以有效地阻断大鼠 MCA供血区的脑血流,并可模拟血管再

通后的再灌注情况,且不需要复杂的手术操作过程,创伤小,

脑缺血损伤程度稳定,术后动物存活期较长,已被广泛接受和

应用。但由于线栓法是在非直视的情况下进行的,插线的粗

细、进行的距离,以及因不同品系、匹次和体重的动物而引起

的变化以及插入线栓后血流下降的程度无法准确控制。

  脑梗死的过程是一个渐进的复杂变化的过程。近来的研

究证明,在脑梗死之前,大脑局部往往存在较长时间的血流灌

注异常状态。由于神经细胞在完全切断血流后数分钟即发生

不可逆改变,因此研究的重点应该集中在脑梗死前期。而如

何复制脑血流量下降的状态,即制作脑局部血流量低灌注状

态的动物模型,成为了新的挑战。

  本组主要的改良在于对缺血区域脑组织开颅直接进行脑

血流量的观察。虽然颞骨开骨窗在一定程度上增加了手术的

难度,但可以直接准确控制血流量下降的程度,以复制出各种

不同程度脑血流低灌注模型,稳定性及可重复性得到保证,而
非以往仅凭术者的手感和经验。本组中,通过术中激光多普

勒血流仪监测,根据血流量下降的程度不同,成功建立了低灌

注组和脑梗死组,两组CT灌注值、梗死面积、TTC染色和病

理结果均不相同,证明术中观察血流量是有效的方法,并且有

良好的组内重复性和模型的稳定性。

  本组在手术操作上也做了一些改进。传统的方法需要结

扎翼腭动脉,认为这样可以阻断颅外的侧支循环,有利于实现

脑梗死。有研究者[8]由ECA残端进线时,用微动脉夹暂时夹

闭翼腭动脉 (pterygopalatineartery,PPA),进线成功后取

下,保持PPA的开放,认为可以保持血管壁光滑,避免结扎
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PPA引起涡流而形成血栓的可能,从而减少ICA内血栓形成

的机会,栓线拔出后可较快恢复灌注,并证明在梗死面积和神

经功能缺损的体征方面均无明显差异。本组结果同样表明,
不结扎PPA并不影响缺血效果。由于翼腭动脉位置较深,分
离结扎困难,易出血,操作时,只需进行适度暴露。如果不慎

误入PPA,则线栓不能前进。这时退出栓线,调整好插线的

方向向上内侧或用镊子辅助,可避免栓线进入PPA。

  CT灌注成像是通过观察静脉内团注对比剂后脑组织密

度时间变化,根据不同的数学模型计算得到局部脑血容积

(rCBV)、局部脑血流量(rCBF)、平均通过时间(MTT)及最大

峰值时间(TTP)。根据中心容积定理,其关系为:rCBV=
rCBF×MTT[3,9]。CT灌注成像在极早期就可以灵敏地显示

脑血流异常区域,并可半定量测出以上四个指标和缺血面积,
其结果和术中激光多普勒血流仪监测结构一致。在本组中,
结合常规病理、TTC染色,CT灌注成像可有效评价脑局部低

灌注模型。

  总之,在线栓法制备脑缺血模型的基础上,通过笔者的改

良,应用激光多普勒血流仪实时监测术中的血流状态,可以有

效地建立不同程度的大鼠脑局部血流低灌注模型,其可操作

性、可重复性及稳定性都符合脑梗死前期实验的要求。
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携手共建CT博物馆
———山东泰山医学院致医学影像界同仁

  自1895年伟大的德国科学家伦琴发现X线,医学影像学走过了百余年的历史,这是一部不断更新的科学发展史。21世纪

是医学影像学的世纪,技术设备不断地推陈出新,目前大部分早期二手设备已进入淘汰期,有的用户已将其作为废品处理,少数

早期X线机产品已不复存在,记录人类医学影像科学的结晶和产品正在逐渐消失当中。为尊重科学、尊重历史、尊重前人、教
育和敬示后人,为拯救人类影像科学的结晶和产品,为把学校建设成一所具有影像医学特色的多科性大学,山东泰山医学院校

领导决定:筹建一个CT博物馆(即影像医学博物馆)。
我院名誉院长,中国工程院刘玉清院士先生获悉建馆消息后致信说:“这不仅反映医学成像技术的发展和历程,而且对推动

泰山医学院乃至我国的医学影像学、技术学和医学工程专业的发展将会起到积极的作用,同时对科学普及和提高全国人民的科

技素质有着重要意义。”
博物馆是人类文化和文明的结晶,一个博物馆就是一部直观的活生生的历史和教科书,是人类进行教学活动的课堂。泰山

医学院筹建CT博物馆得到了各医学影像学界领导和专家的肯定和支持,我们衷心感谢各专家和同仁对泰山医学院CT博物

馆筹建工作的大力支持和帮助,真诚欢迎大家继续为泰山医学院正在筹建中的CT博物馆献计献策。我们对提供设备的单位

将发给捐赠证书以做纪念,并在博物馆中撰文宣传、介绍医院情况以扩大知名度,对医疗单位的发展将起到积极的推动作用。
欲索要泰山医学院CT博物馆设备陈列目录,请与泰山医学院CT博物馆筹建组联系。
地址:泰安市迎胜东路2号 泰山医学院放射学院;邮编:271000。
联系人:刘 林 祥:(0538)6222136,E-mail:lxliu@tsmc.edu.cn;陈 鹤 声:(0538)6225027,13805489721,E-mail:

chenhesheng2003@sohu.com;冯圣平:(0538)6222138,6222665,E-mail:shpfeng@tsmc.edu.cn。
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