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K摘 要L 目的!建立脑表面大体摄影结合图像分析的方法2观察小鼠局灶性脑缺血后"$=内血脑屏障通透性的

变化M方法!采用线栓法诱导小鼠局灶性脑缺血2于缺血后&#N+#46F和&N+N)N&"N"$=取脑2用数码相机拍摄全脑

及脑切片照片2观察脑表面和切面的出血和伊文思蓝*3O.渗出2以及血脑屏障通透性变化/并用荧光法测定脑内

3O含量2以干湿重法检测脑水分含量M结果!脑表面图像分析显示2缺血后+=开始出现明显的出血和3O渗出2与

脑切片的结果一致2具有较好的相关性/荧光法显示缺血后+#46F缺血侧脑组织3O含量开始增高2缺血后&=脑水

分含量开始增加M结论!脑表面大体摄影结合图像分析2可对局灶性脑缺血后血脑屏障通透性的变化进行半定量评

价2还发现脑缺血后早期血脑屏障的通透性就有增加M
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脑缺血时脑内毛细血管内皮细胞通透性增

加!血浆蛋白渗出!白细胞向血管壁黏附和移
位!继而基质降解"基膜破坏"细胞#如红细胞$
通透性增加!导致缺血后血脑屏障#%&’()*%+,,-
%’&&(.&!///$破坏0而血管源性脑水肿和出血
性转化#1.2,&&1’3(45&’)67,&2’5(,)$是脑缺血
早期的主要并发症和致死原因89!:;<因此!建立
合适的方法研究脑缺血后///通透性变化!对
探索脑损伤机制和治疗药物具有十分重要的

意义<
评价///对血浆白蛋白的通透性增加!最

常用的示踪剂是伊文思蓝#=>’)6%+?.!=/$<
=/是一种偶氮基荧光染料!可与白蛋白结合!
其渗出量可反映脑血管损伤程度8@;<评价=/渗
出量的方法很多!如 A’B,B,&5分级计分法8C;!
该法虽然操作简便!但分级尺度较难把握!受人
为因素影响较大<较精确方法的是提取=/!进
行可见光"紫外"荧光等测定!在这些方法中以
荧光法最为灵敏#比可见光比色法敏感 9DD
倍$!但操作较复杂!脑样本不能反复利用!而且
不能区分渗出部位和范围0用荧光显微镜检测
脑切片=/渗出8E;!视野小!不利于区域比较!同
样也存在操作复杂!样本不能反复利用的缺点<
此外!评价脑缺血后出血!目前多采用肉眼观察
出血动物的百分比!也有观察有出血的脑切片
数8F;!前者方便但不精确!后者操作相对复杂!
两者均为定性方法<最近!有人提出一种测定单
一脑片血红蛋白的定量方法8G;!但不能区分出
血部位和范围!且不能反复利用脑样本<
本研究利用脑表面大体摄影!同时观察=/

渗出和出血变化!建立一种简便"半定量评价脑
缺血后///破坏的新方法!并结合经典的定量
方法!验证该方法的实用性及脑缺血后///变
化特点<

H 材料和方法

HIH 动物"药品及仪器 成年雄性JKA健康小
鼠:LD只!体重:DM@D3!由浙江省医学科学院
实验动物中心提供!动物合格证号N浙实动单项
准第:DD9DD9<试剂均为市售分析纯产品<荧光
仪为德国/OP公司QRST65’&TUVJOWC9@
*DC9:0数码相机为日本富士公司Q().U(XYFD:

Z,,2<
HI[ 小鼠局灶性脑缺血的诱导和生理指标的
检测 小鼠事先编号!实验前按随机表分组!实
验分@次进行!第@次实验按需要将各组动物补
充至:DM@9只<参照R,)3’等的方法8\!L;!线栓
法阻塞小鼠右侧大脑中动脉造成局灶性脑缺

血<以水合氯醛#CDD23]̂3!(B$麻醉小鼠后!暴
露右侧颈总动脉!结扎近心端!以细尼龙线#直
径DI9:\22$从颈外动脉分叉处插至颈内动脉
约9D22!直至遇到轻微的阻力<假手术组小鼠
按相同方法手术!但不作血管结扎和阻塞<
HI_ 神经症状评分 缺血F1以上的小鼠!做
神经症状学评分及感觉运动功能#斜板试验$测
定<神经症状评分按以下标准89D;NDN无症状09N
提尾时损伤对侧前肢不能伸直0:N向损伤侧旋
转0@N向对侧倾倒0CN无自发活动及意识障碍<C
分者从实验中剔除#F1组剔除9只!9:1组剔
除@只!:C1组剔除F只$<斜板试验测量小鼠
在平板倾斜时跌落的角度#1,+-()3’)3+.$!每
只小鼠重复测量@次取平均值<行为学及以下
的形态学观察!均采用单盲法!即观察者不知实
验分组<
HI‘ 脑表面大体摄影 小鼠处死前91!从小
鼠尾静脉注射 :a =/生理盐水溶液#C2+]
3̂$!在缺血后9D2()"DIE"9"@"F"9:":C1!断
头取脑<取脑后将脑顶面向上置于玻片!用数码
相机拍摄脑顶面图像<相机固定于支架上!置于
自动拍照模式!焦距为近距离摄影模式!样本两
侧以日光灯照明!同时放置定标用标尺!最后!
将摄取的图像存入计算机<脑表面出血和=/渗
出均采用C个等级来反映严重程度<
脑表面出血分级NDb未见明显的出血灶09

b可见少量零星出血灶0:b可见散在小片状出
血灶0@b可见大量片状出血灶或大片状出血灶

#图9W$<
脑表面=/渗出分级NDb未见明显的渗出0

9b可见有少量渗出0:b可见大量渗出!但面积
小于同侧大脑面积的9]:0@b可见大量渗出!且
面积大于同侧大脑面积的9]:#图9/$<
HIc 脑片摄影 将全脑自前额极起#取出嗅
球$沿标尺用锋利刀片切成F片冠状切面!每片
厚约922!将脑片按切片顺序排列!用数码相
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图! 脑表面出血"#$%和&’渗出"#’%分级"(级%

)*+,! -./0123"(304567%/896:/009436"#$%425;04.65&<427=>?6"&’@#’%/2;96=0412

7?084.6

#$ABC2/<171=>696:/009431.7D/;7E#C47D012F>6/87:4>>96:/009431.7D/;7EGC7.4;;6065

96:/009431.7D/;7128043:62;7EHC43064;I?42;1;J/896:/0094367D/;7,#’ABC2/<171=>6&’

>64F436E#C>677&’>64F436EGC566D60&’>64F436=?;7:4>>60;94294>8;9696:17D96064064EH

C566D60&’>64F4364064;94;K47>40360;94294>8;9696:17D96064064

机拍摄后存入计算机保存图像L观察每一脑片
出血和&’渗出"标准同上%@用其总分值来反映
出血和&’渗出的严重程度L
!,M 脑含水量测定"干湿重法% 将大脑半球
分为左右两侧@称湿重@在##BN恒温烤箱中烤

G(9@然后测定干重@含水量百分比C"#O干重

P湿重%Q#BBRL采用右侧"缺血侧%含水量增加
百 分 比 "STU@12.06476D60.62;436/80139;
96:17D9606K4;60./2;62;%@反映脑水肿L

STUC"缺血侧脑含水量百分比P对侧脑
含水量百分比O#%Q#BBRL
!,V 脑梗死体积计算 将脑片置于 B,WR的

XXY染色液中@于HZN下水浴HB:12@用数码
相机将图片摄入计算机L用本实验室自行开发
和设计的软件[65’0412\G计算每个脑片的左
右面积@通过叠加@得到左右脑半球及梗死体积
的近似值L
!,] 脑内&’含量测定 #̂#_ 另取一批小鼠@制
作局灶性脑缺血及假手术模型@处死前 #9从
小鼠尾静脉注射 GR&’生理盐水溶液"(:>P
F3%@处死时先在麻醉状态下用生理盐水从左
心室进行心脏灌流@直至从右心房流出的液体
为无色L然后@断头取脑@将大脑半球分为左右
两侧@称重@置入WBR三氯乙酸溶液中@匀浆和
离心"#BBBB0P:12@GB:12%@取上清按#‘H比

例用乙醇稀释L通过荧光分光光度计"激发波长

aGB2:@发射波长abB2:%测得荧光值L根据&’
标准溶液"B,Bac(d3P:>%@绘出线形标准曲
线@计算脑组织中&’含量@并用每3组织中的
含量来表示L
!,e 统计方法 行为学指标f脑含水量f脑内

&’含量用ghij表示@分别以k检验和/26K4J
$lmn$分析差异的显著性E脑表面出血和渗
出分级资料@用中位数和四分位数表示@[422
oU91;26Jp检验分析差异的显著性E非参数资
料相关分析采用-D640:42q7./006>4;1/2L统计
分析采用-r--#B软件@stB,BW为差异有显
著意义L

u 结 果

u,! 局灶性脑缺血后神经症状f脑含水量及梗
死体积的变化 脑缺血手术对小鼠平均动脉

压f血气f血糖f肛温均无明显影响L缺血组小鼠
的神经症状学评分显著增高"stB,B#%E斜板
试验角度显著降低"stB,B#%E缺血侧的脑含
水量在缺血后#9开始显著增加"stB,B#%@在

G(9内随着缺血时间延长而加重E梗死体积在
缺血后a9和G(9均显著增加"表#%L
u,u 局灶性脑缺血后血脑屏障通透性的变化
脑表面摄影显示@缺血后H9开始@脑表面出

vWGWv第W期 陈丽萍@等,脑表面大体摄影评价小鼠局灶性脑缺血后G(9内血脑屏障通透性变化

 



表! 小鼠脑缺血后不同时间的神经症状和脑含水量及梗死体积的变化

"#$%&! ’()*+,+-./0,1/+*(123*0.4506(*/+46(461047.480*/69+,):(1067.88(*(466.:(1086(*8+/0,/(*(3*0,

.1/;(:.0.4:./(<=>?@A

B*(06:(46 ’()*+,+-./0,1/+*(1 C+,7.4-04-,(<DA EFG <HA E480*/69+,):(<::IA

J;0:+K(*06.+4<LM;A NONN?NONN<LPA QROM?IOSS<LPA NOMM?NOLN<SNA NONN?NONN<SIA

T86(*.1/;(:.0SN:.4 U U NOSV?NOLS<SNA U

IN:.4 U U NOQV?NOIS<SNA U

S; U U SOSI?NOLL<SNAWW U

I; U U SORN?NOIS<SNAWW U

Q; LOIR?NOPS<ISAWW MQOQ?SNOL<ISAWW IOSN?NOSQ<SNAWW XROX?IROM<SNAWW

SL; SOXN?NOPL<LNAWW MXOM?VOXL<LNAWW MOIX?NOQN<SMAWW U

LM; LOSM?NOPX<LXAWW MROV?XOPX<LXAWW ROQI?NOPN<SSAWW SLVOP?RPOR<SNA

WWYZNONS2/+:K0*(75.6;1;0:+K(*06.+4OEFG[.4/*(01(K(*/(460-(+8*.-;6;(:.1K;(*(506(*/+46(46O’):3(*1<SN\ISA

.46;(K0*(46;(1(10*(6;(4):3(*1+8:./(

血和 ]̂ 渗出明显增加_脑切面摄影显示2脑缺
血后I;开始2脑 ]̂ 渗出明显增加2缺血后Q;
开始脑出血明显增加‘出血灶主要分布在缺血

区周围‘荧光法测定脑内 ]̂ 含量显示2缺血后

NOR;开始2缺血侧脑组织 ]̂ 含量明显增高

<表LA‘

表a 不同方法测量小鼠局灶性脑缺血后血脑屏障通透性的变化

"#$%&a b(*:(03.,.6c/;04-(1+86;(3,++7d3*0.430**.(*:(01)*(73c7.88(*(46:(6;+71086(*/(*(3*0,.1/;(:.0.4

:./(

e*+)K f
*̂0.41)*80/(1/+*(

C(:+**;0-(
]90413,)(
,(0g0-(

*̂0.41,./(1/+*(

C(:+**;0-(
]90413,)(
,(0g0-(

f
]90413,)(<h-U-6.11)(A

i+46*0,06(*0,
;(:.1K;(*(

EK1.,06(*0,
;(:.1K;(*(

J;0: LQ N<N\NA N<N\NA N<N\NA N<N\NA SP NOSXL?NORRS NOSXX?NORQP

T86(*.1/;(:.0
SN:.4 SQ N<N\NA N<N\NA N<N\SA N<N\NA SS NOQII?NOPRI LOIPV?SOXSI

NOR; SP N<N\NA N<N\NA N<N\NA N<N\NA SI NOIQS?NOQXP MOSMM?LORLSW

S; SX N<N\NA N<N\NA N<N\NA N<N\NA SS NOMVQ?NOQVS IOXRN?SOMPRW

I; SV N<N\SAWW N<N\SAWW N<N\NA N<N\SAW SM NOSQQ?NOMLS IOPMR?SOVQPW

Q; IS S<S\LAWW S<S\LAWW M<M\RAWW N<N\IAWW SN NOLXM?NOQMR RORVL?LOXRPW

SL; LM S<N\SAWW N<N\LAWW L<N\RAWW I<N\MAWW SL NOIXX?NOPIM ROQVS?LOLQNW

LM; LX S<N\LAWW S<NOR\LAWW M<S\QAWW I<S\RAWW SS NOMPL?NOQQR MOSSQ?SOXVP

j0600*(*(K+*6(701:(7.04047k)0*6.,(*04-(<LRH\ PRH23*0.41)*80/(0471,./(1/+*(1A+*=>? @<]90413,)(

:(01)*(:(46A_fl4):3(*1+8:./(OWYZNONR2WWYZNONS2/+:K0*(75.6;1;0:+K(*06.+42m044dG;.64(cn6(16+*o6(16

相关性分析 无论脑表面还是脑切面摄影

观察2脑出血和 ]̂ 渗出均有显著相关性<p@l
NOPSS和NOPQX2flSVS2YZNONS2JK(0*:04q1
/+**(,06.+4A_而对于脑出血和 ]̂ 渗出的评价2
脑表面和脑切片摄影观察这两种方法间也均有

较好的相关性<p@lNOVSN和 NOPIQ2flSVS2Y
ZNONSA‘脑表面出血及]̂ 渗出2与神经症状学
评分<p@lNOMNL和 NOIVLA及斜板试验<p@l
rNOIIQ和rNOIPMA均有较弱的相关性 <fl

SNP2YZNsNSA_与脑含水量增加百分比<p@l

NsRIM和NsRLN2flVNA及梗死体积<p@lNsMPX
和 NsRRP2flLPA也有较好的相关性<YZ
NsNSA‘

t 讨 论

本实验建立的数码相机脑表面大体摄影结

合图像分析的方法2可以半定量反映脑缺血后
血脑屏障通透性的变化‘其优点是[操作简便2
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图像可保存!样本拍摄后还可用于其他病理"生
化等指标的观察!可以在较少的样本获得更多
的信息#除了观察脑表面出血"变色!脑表面摄
影结合其他图像分析软件!还可测量脑表面积!
评 价脑缺血后的脑水肿$%&!%’(#大体摄影法

)*+,-,./01,21/*+34是随着数码相机及图像分
析技术的发展!而日益受到重视的形态学技术!
可以观察较大范围的区域变化!是常用的显微
摄影法)*+,-,.501,21/*+34的一种补充$%’!%6(#
我们采用大体观察脑表面78渗出范围为

指标!评价缺血后888通透性增加导致的血浆
蛋白渗出!是经典方法的一种改良#9/*,*,1-
计分法分6个等级评价78渗出!:分;无蓝染<%
=;局部染色或淡染<&=;中度蓝染<’=;广泛
的"暗蓝色$6(!虽有染色深浅的范围的描述!但
分级较难把握!受主观影响较大#而78定量测
定存在不能区分变化区域<78荧光显微镜检查
则仅能看到小范围变化!且需要切片等复杂过
程#观察脑表面78渗出!可以显示888通透性
改变的区域#我们在分级时主要采用渗出范围
作为指标!蓝染范围比颜色深浅更容易确定并
更能反映渗出的严重程度<在确定分级上!采用
脑表面积的 %>&作为界线!相对比较客观和容
易掌握!受人为因素的影响较小#
缺血后脑血管基膜破坏导致对红细胞的通

透性增加!引起梗塞区的出血性转化!据估计!
约有’:?@6:?的缺血性脑卒中患者有自发性
出血!这种并发症在溶栓治疗时更加显著$&(#出
血可能是瘀点!也可能是融合的$%(#相对于只能
在显微镜下或一个脑切面上观察瘀点状出血来

说!大体观察出血更有临床意义$%A(#以往对全
脑表面出血的观察!只判断有或无!没有进行分
级!不够精确$%B(#我们建立的脑表面摄影可以
客观记录"保存数据<不需要前处理<可以分级
来作半定量分析<还可判断区域变化特点!本实
验发现出血主要集中在缺血灶的周边)相当于
半暗区4#
本实验发现脑表面出血和78渗出与脑切

面观察到的结果一致!这两种方法的相关性较
好!且脑表面观察的出血比从切面观察更为敏
感)缺血后!脑表面观察’+后!切面观察B+后
有明显出血4<脑表面观察78渗出虽然没有荧

光法敏感)缺血后!脑表面观察’+!荧光法:CA
+后有78渗出增加4!但两者的趋势一致<我们
也发现!脑表面观察到的出血和78渗出与脑水
肿"脑梗死体积均有较好的相关性!与神经功能
的相关性较弱)可能因为动物个体差异大4!提
示有可能作为评价脑损伤的指标之一#此外!本
实验提示在脑缺血早期888就有破坏!由此引
发血管源性脑水肿及出血性转化等并发症!早
期使用降低888通透性的药物对脑保护有较
大治疗意义#本方法是本实验室应用脑水
肿$%&!%D("脑片活性$%E!%F("脑梗死面积分析$&:!&%(

等基础上!研制的计算机辅助图像分析的又一
实用技术!为脑病理形态研究进一步提供了客
观"定量或半定量的手段#
脑表面大体摄影在大范围观察脑损伤区域

变化!用数码相机可方便地保存脑图像!又可同
时客观观察和半定量分析出血和78渗出!并可
重复利用脑样本#但是!目前还不能对病变准确
地进行定量!敏感性仍有待提高#
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