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光化学法与线栓法制作局灶性脑梗死大鼠模型的比
较研究
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[摘要] 目的 本研究探讨光化学法和线栓法两种不同的局灶性脑梗死动物模型制作方法，通过调控不同实验参
数，分析不同造模方法所致实验动物梗死体积与行为学之间的相关性。方法 将64只300～330 g雄性SD大鼠随
机分为假手术组、光化学组及线栓法致大脑中动脉阻塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）组，术后24
h对大鼠进行神经功能评分及行为学测试，然后麻醉处死取脑组织，进行2，3，5-三苯基氯化四氮唑（2，3，5-
triphenyltetrazole chloride，TTC）染色，评估大鼠脑梗死体积。结果 光化学组和MCAO组SD大鼠脑组织均有
体积不等的梗死灶。MCAO模型缺血部位涉及半脑大部分皮质、纹状体、丘脑、海马和脑室下带；神经功能评分及
平衡木实验评分与梗死体积有良好的相关性。光化学法模型梗死灶在大脑皮层；神经行为异常与皮层梗死位置具有
良好的相关性，与梗死体积之间的相关性相对较差。结论 线栓法建立MCAO模型后可观察到动物行为学评分与
脑梗死体积密切相关；光化学法造模产生特定部位的病变和特定的行为变化，其行为学结果与梗死体积的相关
性差。
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[ABSTRACT] Objective To investigate the two different methods of making animal models of focal
cerebral infarction by photochemical method and wire embolization method, and to analyze the correlation
between infarct volume and behavior of experimental animals due to different modeling methods.
Methods Totally sixty-four male Sprague-Dawley rats of 300-330 g were randomly divided into three
groups: normal group, photochemical group and middle cerebral artery occlusion (MCAO) group. The
neurological function scores and behavioral tests on the rats were performed 24 hours after surgery. Then
brain tissues were removed by anesthesia and execution, and 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride (TTC)
staining was performed to assess the brain infarct volume in rats. Results There were different volume
infarct foci in the brain of SD rats in photochemical group and MCAO group. In MCAO model, most of the
hemispheric cortex, striatum, thalamus, hippocampus and subventricular zone were involved in ischemia,
and there were good correlations of neurological function scores and balance beam test scores with infarct
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volumes. In the photochemical model, the infarct foci were in cerebral cortex, and the neurobehavioral
abnormalities were well correlated with the cortical infarct location, but the correlation with the infarct
volume was relatively poor. Conclusion In MCAO modeling experiment, the behavioral outcomes closely
correlated with infarct volume size, while the photochemical model can produce site-specific lesions and
site-specific behavioral changed, and the behavioral outcomes have poor correlation with infarct volume.
[Key words] Animal model of focal cerebral infarction; Wire embolization method; Photochemical method;

Behavior; Infarct volume

脑卒中又称中风，是全球人类第二大死亡原因，

也是导致人体长期残疾的第一大原因，往往会给社会

及患者家庭带来严重的经济负担［1］。因此，对于脑卒

中发生的分子生物学及病理生理学机制的研究非常必

要。其中，脑梗死是脑卒中发生的一个主要原因。为

了充分认识脑梗死的病理生理机制，探索药物和非药

物治疗方法，完成实验研究向临床治疗的转化，近年

来研究工作者在不断探索制作更加理想的动物模

型［2-3］。脑梗死发病机制复杂［4-6］，单一的模型通常无

法概括脑梗死的发病机制。因此，研究目的不同，往

往选择不同的模型。在局灶性脑梗死研究中，最常用

的模型是啮齿动物的大脑中动脉线栓模型［7-9］。同时，

光化学模型因其梗死部位可聚焦的特点也被广泛运

用［10-11］。尽管此方面的研究较多，但目前尚没有完全

成熟的局灶性脑梗死大鼠模型，并且模型的表型数据

也存在较大差异。本实验对比光化学法不同光照时间

和激光强度以及线栓法中动脉阻塞（middle cerebral
artery occlusion，MCAO）造模时不同缺血时间对脑梗

死体积及动物行为学的影响，探讨不同的模型制作方

法导致的脑梗死体积及行为学之间的关系，为同类型

研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物
64只 300～330 g的雄性 Sprague-Dawley（SD）大

鼠，SPF级，购自长春市亿斯实验动物技术有限责任

公司［SCXK（吉） -2018-0007］，饲养在长春中医药

大学动物中心［SYXK（吉） 2018-0014］。饲养期间各

组大鼠自由饮水，饲喂普通维持饲料［由长春市亿斯

实验动物技术有限责任公司提供，SCXK（吉） 2015-
0005］。饲养环境：昼夜各半循环照明，湿度恒定，温

度控制在22～25 ℃。所有实验方案均经长春中医药大

学动物伦理审查委员会批准 （审批号： IACUC
2020348）。

1.2 实验试剂和仪器
玫瑰红（Rose bengal，330000-1G）为美国Sigma-

Aldrich公司产品；3%戊巴比妥钠（批号 140418）为

德国默克生物科技公司产品；青霉素G钾盐（P8010-
1MU）为北京索莱宝科技有限公司产品。大鼠单臂数

字式脑立体定位仪（68003）购自深圳市瑞沃德生命技

术有限公司；绿光激光器（MGL-III-532nm-250mW-
20040183）购自长春新产业光电技术有限公司；大鼠

恒温加热垫、微型手持式颅钻和 MCAO 线栓

（MSRC42B250PK50）购自深圳市瑞沃德生命科技有限

公司。

1.3 动物分组
将 64只大鼠随机分为A、B、C三大组，9小组。

其中A组为假手术组，其中A1组除激光照射外，其他

处理同B组；A2组实验过程同C组，但不将线栓插入；

每小组 4只大鼠。B组为光化学组，其中 B1组以 30
mW/mm2的激光强度照射 15 min，B2组以 30 mW/mm2
照射 30 min，B3组以 60 mW/mm2照射 15 min；每小组

8只大鼠。C组为大脑MCAO组，其中C1组缺血时间

为30 min，C2组缺血时间为60 min，C3组缺血时间为

120 min（以上 3组缺血后再灌注），C4组为永久性梗

死（不进行再灌注）；每小组8只大鼠。

1.4 光化学法模型建立
大鼠称体质量，按照35 mg/kg的剂量腹腔注射3%

戊巴比妥钠，麻醉后将大鼠固定于脑立体定位仪，并

放置恒温加热垫。沿头部正中线切开皮肤，暴露颅骨，

根据大鼠脑定位图谱选定运动皮质区，用平头颅钻在

前囟（Bregma）前 1 mm和中线左 3 mm处开直径 5 mm
的骨窗至硬脑膜。尾静脉注射1%玫瑰红（避光条件下

临时配制，4 ℃下低温储存） 3 mL/kg，静等2 min。其

间将激光器光纤准直器固定于骨窗上方5 mm处，调整

光斑在骨窗中央位置［12］，然后调整激光器电流及照射

时间［13-14］。照射结束后局部用青霉素冲洗，缝合伤

口，苏醒后放回鼠盒。假手术组大鼠同样进行麻醉，
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头部正中线切开暴露颅骨，尾静脉注射玫瑰红，但不

进行激光照射。

1.5 线栓法MCAO模型建立
大鼠称体质量，按照35 mg/kg的剂量腹腔注射3%

戊巴比妥钠，麻醉后将大鼠放置于恒温加热垫上。仰

卧位固定，颈正中线进行切口，分离左侧颈总动脉、

颈外动脉和颈内动脉。结扎颈外动脉近心端，夹闭颈

总动脉和颈内动脉。在距颈总动脉分叉部5 mm处剪一

个小口，通过左侧颈总动脉引入直径为 0.38 mm的硅

涂层螺纹，通过颈内动脉向大脑中动脉插入 18 mm左
右，局部用青霉素冲洗，缝合颈正中线切口，注意线

栓尾部留在皮肤外［15-16］。计时，缺血时间分别为 30、
60和 120 min，达到时间后线栓轻轻拉出，形成再灌

注。假手术组大鼠麻醉后，颈部正中切开，分离血管，

但不进行线栓插入操作，缝合皮肤。

1.6 Longa神经功能评分
脑缺血再灌注24 h后，评估人员按照Longa神经功

能评分法［17-18］对大鼠进行评分。由3名评估人员采用

单盲法进行评分并记录，取 3人评分的平均值作为得

分。0分，没有神经功能缺损；1分，提尾时前肢屈

曲；2分，行走时大鼠向一侧转圈；3分，行走时大鼠

身体向一侧（瘫痪侧）倾倒；4分，意识丧失，不能自

行行走。

1.7 平衡木行走实验
脑缺血再灌注 24 h后，采用平衡木行走实验［19］

测定大鼠的运动整合及协调能力。平衡木长80 cm，宽

2.5 cm，平放在距离地面高 10 cm处。由 3名评估人员

采用单盲法进行评分并记录，取 3人评分的平均值作

为得分。评分标准分6个等级。0分：穿过平衡木，不

会跌倒。1分：穿过平衡木，跌倒机会少于 50%。2
分：穿过平衡木，跌倒机会大于50%。3分：能穿过平

衡木，但受累的瘫痪侧后肢不能帮助向前移动。4分：

不能穿过平衡木，但可坐在上面。5分：将大鼠放在平

衡木上会掉下来。

1.8 TTC染色法测定梗死体积
大鼠完成行为学实验后，立即麻醉并迅速将其

断头处死。取完整的大脑，标明组别及编号，放

于－20 ℃冰箱中冷冻 15～20 min至大脑稍微变硬。去

除嗅球和小脑，然后使用不锈钢脑切片模具把脑组织

每隔 2 mm切一片，均匀切成 4～5个层面。将脑组织

切片置于装有2%TTC溶液的 6孔板中，37 ℃恒温箱

中避光孵育 20 min，其间不时翻动脑使其均匀接触

到染色液［20］。染色完成后拍照，采用 Image J图像

处理软件计算梗死灶体积。首先计算每个层面脑片

的梗死体积，再将各脑片梗死体积之和乘以厚度

（2 mm）即为总的梗死体积。梗死体积占比百分比＝

梗死体积/全脑体积×100%。
1.9 统计学分析

所有数据均使用GraphPad Prism 8软件分析制图。

多组之间比较先进行单因素方差分析，有统计学意义

时再用 LSD-t检验进行组内两两比较。每个样本重复

检测3次，计量资料以-x ± s表示。P＜0.05表示差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠基本情况及神经系统评分
MCAO造模脑缺血再灌注 24 h后，C3组大鼠死亡

2只，C4组死亡3只；其余组无大鼠死亡。各模型组大

鼠精神萎靡，活动及摄食减少。Longa神经功能评分结

果（图 1A）显示，术后 24 h，A组未见神经系统功能

缺失，B、C组出现不同程度的分值升高，与A组比较

差异有统计学意义（P＜0.05）；B1、B2和B3组的评分

（分别为 1.125±0.641、1.250±0.463、1.375±0.518） 之

间无明显差异；C1组和 C2组（分别为 0.750±0.707、
1.250±0.770）之间，以及 C3 和 C4 组（分别为 2.429±
0.535、2.833±0.753）之间也均无明显差异；而C1、C2
组和C3、C4组之间差异有统计学意义（P＜0.05）。
2.2 平衡木行走实验得分

术后 24 h，各组大鼠的平衡木行走实验评分结果

（图 1B）显示，B、C组大鼠与A组大鼠评分具有明显

差异，其中 B1、B2、B3组大鼠评分（分别为 1.250±
0.707、1.375±0.518、1.375±0.744）之间未见明显差异；

C1和 C2组（分别为 0.750±0.707、1.875±1.126）之间，

以及 C2和 C3组之间均存在明显差异（P＜0.05），而

C3与 C4组（分别为 3.000±0.817、3.167±0.753）之间未

见明显差异。

2.3 TTC染色梗死体积
TTC染色后未梗死区为红色，梗死区白色，脑组

织中部分部位不能着色（不属于梗死灶）。染色结果

（图2）显示，A组大鼠脑组织红染；B、C组大鼠均形

成梗死灶，局部脑组织苍白、肿胀明显，其中B组大

鼠梗死脑组织冠状面呈“碗型”［21］。统计分析结果提

示，A组未见梗死区域；B1、B2、B3各组大鼠的梗死

体积平均占比分别为 1.35%、5.05%、13.02%；C1、
C2、C3、C4各组大鼠的梗死体积平均占比分别为
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4.55%、14.92%、25.76%、26.42%。B、C组与A组梗

死体积相比具有明显差异（P＜0.01）。除C3与C4组间

未见明显差异外，其他各组之间梗死体积存在明显

差异。

3 讨论

研究表明，临床中多数缺血性脑卒中是由于MCA
区域闭塞导致［22］。因此，Koizumi等［23］首次使用4-0

注：A组为假手术组，其中A1 组除激光照射外，其他处理同B组；A2组实验过程同C组，但不将线栓插入。B组为光化学组，其中B1 组为
30 mW/mm2照射15 min，B2组为30 mW/mm2照射30 min，B3组为60 mW/mm2照射15 min。C组为线栓法大脑中动脉阻塞（MCAO）组，
其中C1 组缺血时间为30 min，C2组缺血时间为60 min，C3组缺血时间为120 min，以上3组缺血后再灌注；C4组为永久性梗死，不进行再
灌注。*P<0.05，**P<0.01，与C1 组相比；#P<0.05，##P<0.01，与C2组相比。
图1 各组大鼠的神经功能评分（A）和平衡木行走实验评分（B）
Figure 1 Neurofunctional score（A）and balance beam score（B）of rats in different groups

注：A组为假手术组，其中A1组除激光照射外，其他处理同B组；A2组实验过程同C组，但不将线栓插入。B组为光化学组，其中B1组为激
光强度30 mW/mm2照射15 min，B2组为激光强度30 mW/mm2照射30 min，B3组为激光强度60 mW/mm2照射15 min。C组为线栓法建立大
脑中动脉阻塞（MCAO）组，其中C1组缺血时间为30 min，C2组缺血时间为60 min，C3组缺血时间为120 min，以上3组缺血后再灌注；C4
组为永久性梗死，不进行再灌注。**P<0.01，与B1组相比；##P<0.01，与B2组相比。△△P<0.01，与C1组相比；▲▲P<0.01，与C2组相比。
图2 光化学法和MCAO法建模的各组TTC染色及定量结果
Figure 2 TTC staining and quantitative results of each groupmodeled by photochemistrymethod andMCAOmethod
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尼龙单丝、硅树脂涂层缝合线建立了MCAO模型，该

模型被广泛应用于MCAO实验研究。同时，不同线栓

制作方法和不同缺血持续时间对MCAO模型的影响相

继被研究。另一方面，Watson等［24］改进了光化学方

法并成功诱导了脑梗死动物模型。这种模型的优点是

可通过调控不同手术参数来得到不同大小的梗死，并

可定位到大脑皮层的不同功能分区。此模型对动物的

手术操作简单，成模率和成活率高［25］；但是因为手术

操作的可调控参数多，需要多组预实验才能取得预期

效果。

本研究中，两种模型制作方法均得到了体积及严

重程度不等的梗死灶。实验B1组和B2组相比，在激

光照射强度相同的情况下，光照时间长短与梗死灶表

面严重程度相关，随着时间延长终末动脉梗死逐渐严

重，最终形成不可逆损伤；B1组与B3组相比，设置相

同的光照时间，随着激光强度的增加梗死灶深度可加

深，甚至达到皮层以下而影响纹状体和海马等部位。

光照参数稳定的情况下，梗死体积相对能够很快稳定，

而且动物行为异常与皮层梗死的位置具有良好的相关

性，但与梗死体积之间的相关性相对较差。本研究中

两种方法均对大鼠的运动皮层造成了损伤，结果显示

各组术后大鼠的平衡木实验评分值均升高，且在不同

实验参数下，各组的梗死体积有所变化，而神经功能

评分和行为学评分却未见显著差异。

C1、C2、C3组MCAO法建立的脑梗死模型中，总

梗死体积以闭塞时间依赖性的方式增加；再灌注 24 h
后取材情况下，缺血120 min形成的梗死灶与永久性梗

死灶的体积未见明显差异，脑缺血面积可达到全脑的

26%，缺血部位可涉及半脑大部分皮质、纹状体、丘

脑、海马和脑室下带；且MCAO模型的神经功能评分

及平衡木实验评分与梗死体积有良好的相关性。

本实验研究利用光化学法和线栓法两种方法建立

局灶性脑梗死大鼠模型，比较了行为学评分和TTC染
色的组织病理情况，认为线栓法建立的动物模型行为

结果与梗死体积大小密切相关，不同程度的梗死体积

及行为学异常取决于脑组织缺血时间。因此，通过行

为学的观测来预测梗死体积的变化，对于模型的筛选

及治疗周期的确立更加便捷有效。相较而言，光化学

法建立的动物模型产生特定部位的病变和特定的行为

变化，行为学结果与梗死体积的相关性差。光化学模

型由于病灶属于终末动脉的梗阻，不可逆并严重导致

对神经保护措施不敏感，因此对于远期的运动感觉异

常行为观察而言，光化学模型相对稳定。本研究主要

探讨梗死灶与大鼠运动能力之间的关系，未来研究将

进一步细化探讨不同的脑梗死体积及位置对大鼠运动

障碍、感觉障碍和认知障碍等行为学的影响，为满足

不同研究方向所需模型制作提供参考。
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