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伸爪试验评价小鼠局灶性脑缺血慢性损伤症状

史文珍，张咏梅，叶夷露，赵# 蕊，张纬萍，魏尔清
（浙江大学医学院 药理学教研室，浙江 杭州 !>%%B@）

［摘# 要］# 目的：评价伸爪试验是否为一种客观评价小鼠局灶性脑缺血后慢性神经功能变化的方
法。方法：在伸爪试验盒内，训练小鼠通过 %A B LC 窄缝用左侧前肢抓取食物；! 周后，以右侧大脑
中动脉阻塞诱导局灶性脑缺血，继续观察 W 周内伸爪抓取食物的成功率，并与经典的转角试验、神
经症状评分和斜板试验比较。实验结束后，观察脑梗死体积及神经元密度。结果：小鼠脑缺血后，

抓取食物的成功率下降，转角试验的右转百分率增加，神经症状评分增加，斜板滞留角下降。斜板

滞留角在脑缺血后 B U恢复，其他 ! 个指标在 W 周内都有显著变化。脑缺血 W 周的脑梗死体积增
加，皮层、海马 :,> 区以及纹状体神经元密度下降。结论：伸爪试验是一种客观、稳定的指标，可用
于评价小鼠局灶性脑缺血后慢性神经功能变化。
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? ? 啮齿类动物局灶性脑缺血后，感觉、认知等
行为功能变化的评价指标很多［3 = M］，但许多指

标只用于评价动物术后短期功能损伤，如自发

活动、步态［K］、肢体协调运动等仅适用于术后 3
周之内。小鼠局灶性脑缺血后的转角实验

（+%$!"$ )"’)）反映触须感觉、前后肢运动及整体
姿势的协调，在脑缺血后 NI 天内均有异常表
现［O］。但转角实验反映的是综合变化，而局灶

性脑缺血后主要变化是对侧肢体瘫痪（偏瘫），

因此，建立一种可以客观评价肢体损伤的行为

学指标非常重要。

P*(’*.5等［L］在 3NQL 年建立了一种大鼠
以前肢通过窄缝抓取食物的实验方法，称为伸

爪试验（ ’8(00"& $".+*(!4 )"’)）。该方法可评价
单侧肢体的运动功能，区分肢体损伤与修复的

细微差别［J］；常用于评价大鼠单侧纹状体 L =
羟多巴胺损伤后的肢体运动功能障碍［Q］等。

大鼠局灶性脑缺血后，受损侧前肢伸爪定位准

确性下降，抓食成功率下降，直至术后 H 周仍与
对照组有明显差异，因此，可评价大鼠慢性肢体

运动功能的恢复［N］。随后，比较了小鼠与大鼠

伸爪的特点［3I］，并观察了小鼠局灶性脑缺血后

H 周内伸爪试验的变化［33］，但是，尚未与经典
的评价方法比较，其评价慢性损伤的有效性有

待于建立。因此，本实验拟在小鼠局灶性脑缺

血后 M 周内，对伸爪试验变化与其它评价指标
比较，确定其应用价值。

/0 材料和方法

/6 /0 实验动物? 雄性 R1S 小鼠，体重 HL T HQ
4，由浙江省医学科学院实验动物中心提供（动
物合格证号：浙实动单项准第 HII3II3）。小鼠
每日每只喂食 H6 O 4 标准鼠饲料，使其体重保

持在原体重的 NIU T NOU，特殊制作的 3O /4
葡醛内酯片作为训练食物。

/6 10 伸爪抓取食物的训练 ? 实验采用长 HI
+/，宽 L +/，高 HI +/的长方形树脂试验盒，在
盒的前方距底面 36 O +/高处，有 L6 O +/ V I6 O
+/的长方形缝隙，盒外缝隙底处有 L +/ V 36 K
+/的横板，食物置于横板距缝隙 I6 L +/远、位
于窄缝右侧边缘的圆形凹槽内；盒内用一档板

置于缝隙左侧，迫使小鼠用左前肢从缝隙处伸

出盒外抓取食物（图 32）。
第 3 周，每天每只动物训练 3I /(!。第 H

周，每天每只动物抓食 HI 粒，伸爪 O 次内抓到
并吃到 3 粒食物，记为成功并计数，术前共训练
K 周。成功率 W（成功次数 X HI）V 3IIU。
/6 20 局灶性脑缺血诱导? 参照文献［3H］方法，
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（MII /4 X 84，(-）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 I6 3HQ //）从颈外动脉分叉处插至颈
内动脉约 3I //，直至遇到轻微的阻力，KI /(!
后拔出栓线，结扎血管，缝合皮肤。假手术组小

鼠按相同方法手术，但不作血管结扎和阻塞。

/6 30 行为学评价? 脑缺血手术后，伸爪、神经
症状评分及斜板试验在前两周内每 H 天观察 3
次，第 K T M 周每周观察 3 次。转角试验在第 3
周内每天观察 3 次，第 H T M 周每周观察 3 次。
/6 36 /0 伸爪试验（ ’8(00"& $".+*(!4 )"’)）：脑缺
血后，每只小鼠每次给予 HI 粒食物，观察抓食
的成功率。

/6 36 10 转角试验（+%$!"$ )"’)）：用于检测综合
感觉运动功能，包括触须的刺激（感觉 X缺损）
和后腿站立（运动反应）。参照文献［O］方法，将

小鼠放在两块 KI +/ VHI +/ V3 +/成 KIY夹角
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（连接处留一小缝）的木板间。当小鼠进入夹

角深处，两侧触须首先触到木板后，向前向上后

腿站立，然后转身面向夹角外侧。只有顺着夹

角后腿完全站起然后转身，才作为完成 ! 次试
验。每只小鼠每次实验重复 !" 次，观察并计算
右转身次数的百分率。

# # # $%伸爪实验盒用透明树脂制成，长 &" ’(，宽 ) ’(，高 &" ’(。
在盒的前方壁的正中央有一条狭长的缝隙（距底面 !% * ’(，高 )%
* ’(，宽 "% * ’(）；盒内用一档板置于缝隙左侧。在缝隙底部有
!% + ’(宽的平台，此平台正中距缝隙 "% ) ’(处有两个圆形凹槽，
于缝隙右侧边缘的凹槽放置食物片，迫使小鼠从缝隙处伸出左前

肢抓取食物；,%对照组小鼠从缝隙处伸出左前肢，抓取并吃到凹
槽内的食物（上图）；但脑缺血组小鼠不能伸出左前肢，抓取并吃

到食物（下图）

图 !" 小鼠伸爪试验装置及典型结果
#$%& ! " -’./(012’ 320450( 67 1./ 5/0’.284 96: 765 (2’/

083 1./ 1;<2’0= 5/>?=1> 67 >@2==/3 5/0’.284 1/>1

!% ’% (" 神经症状评分（8/?56=642’0= 3/72’21 >’6A
5284）：缺血后进行神经症状评分，参照 ,/53/5A
>68等［!］的分级法评分，"：无症状；!：
提尾时损伤对侧的前肢不能伸直；&：
向损伤侧旋转；+：向对侧倾倒；B：无自
发活动或意识不清。

!% ’% ’ " 斜板试验（ 28’=28/3 96053
1/>1）：用于评价平衡和协调运动功能，
本实验室依据 C68/(652 等［!+］的方法
并作改进。将小鼠放置在一平板（&*
’( D !* ’(）上，待小鼠在平板上站稳
后，将平板从水平缓慢倾斜至垂直，记

录小鼠在平板倾斜时跌落的最大角度

（滞留角，.6=3284 084=/），每只小鼠重
复 + 次，取平均值。
!% )" 形态学观察 # 小鼠局灶性脑缺
血后 &E 天，心脏灌流后取脑，先以数
码相机（日本富士公司 F28/G2: -)"&
H66(）拍摄脑表面图像，然后作冰冻切
片（厚 !" 和 &" !(）。&" !( 切片以
!I甲苯胺蓝染色后，用数码相机拍摄
大 体 图 像，用 图 像 分 析 软 件

（$80=;G6J/5!% "）计算脑片梗死区域面
积，将每一脑片的缺血面积乘以厚度

（! ((），再将各脑片数值相加，得到
全脑梗死灶体积的近似值。!" !( 切
片以 !I甲苯胺蓝染色后，在光镜下观
察，计数皮层" K #层（,5/4(0 尾侧
!% E K &% " ((）、海马 L$! 区、纹状体
单位面积下的神经元密度。

!% *" 统计学分析# 数据用 !! M "表示。
采用 -G-- !"% " 765 J2836J> 进行统计
学处理。以单因素方差分析（ 68/
N J0; $OPQ$）检验差异显著性，以
R?88/11’>检验比较组间均数的差异，
以配对 # N 1/>1作缺血侧和非缺血侧神
经元比较。$ S "T "* 认为有统计学
意义。

+" 结" 果

+% !" 行为学变化
+% !% !" 伸爪试验结果：伸爪试验的典型结果见
图 !,。术前 ! 周对照组平均成功率 BBT UI M
!"T )I，手术组平均成功率 BUI M!*T )I。对照
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! ! $! " "；脑缺血组 # # $%，对照组 # # &；与对照组比较，%$ ’ () (*，%%$ ’ () ($
图 !" 小鼠局灶性脑缺血后各行为学指标的变化
#$%& !" +,-./01 2. 3-42561 70,-3254-8 2.92:-;541 -<;04 <5:-8 :04074-8 21:,0=2- 2. =2:0

组小鼠在术后第 $ 天成功率有所下降（>>? @A
"$B? CA），但从第 > 天开始逐渐恢复，到第 >D
天恢复至术前水平（C@? DA " $(? BA）。脑缺
血小鼠从术后第 $ 天开始抓食成功率明显下
降，仅为 DA " $>? *A，从第 > 天开始逐渐有所
恢复，但 >D 天内仍显著低于对照组小鼠（图
>E，$ ’ (? ($）。
!’ (’ !" 转角试验结果：对照组术后 >D 天内，
在转角试验中左右方向转位次数基本相同，

CD? BA为右转，*$? CA为左转。脑缺血小鼠术
后第 $ 天到 >D 天内，转角试验中右转次数持续
显著增加（图 >F，$ ’ (? (* G (? ($）。
!’ (’ )" 神经症状评分结果：对照组小鼠术后
>D 天内无神经症状。手术组小鼠术后 >D 天内
神经症状评分显著升高，虽有下降趋向，但未能

恢复正常（图 >+，$ ’ (? ($）。
!’ (’ *" 斜板试验结果：对照组小鼠术后 >D 天
内滞留角无显著变化。脑缺血小鼠在术后 % 天
内滞留角显著下降（图 $H，$ ’ (? (*），但从术
后 * 天开始逐渐恢复（图 >H）。
!’ !" 梗死体积术后 >D 天，脑表面大体摄影显
示缺血侧半球有明显萎缩（图 %E），冠状脑片病

! ! E)脑表面大体摄影；F) 甲苯胺蓝染色照片
（距前囟 $) D ==）；+)统计结果，$! " "；脑缺血组 #
# $%，对照组 # # &；与对照组比较，%%$ ’ () ($
图 )" 小鼠局灶性脑缺血 C 周后的脑损伤
#$%& )" F4-2. 2.I64J C K00L1 -<;04 <5:-8 :04M

074-8 21:,0=2- 2. =2:0
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! ! ! $! " "；脑缺血组 # # $%，对照组 # # &；与非缺血侧（对侧）比较，%%$ ’ () ($；

与对照组比较，**$ ’ () ($)标尺为 +( !,

图 !" 小鼠局灶性脑缺血 - 周后脑病理改变（.）及皮层、海马 /.$
区和纹状体神经元密度变化（0）

#$%& !" /123456 73 89273 ,:9;1:<:4=（.）23> ?15 35@9:3 >5367?756（0）
73 A:9?5B，17;;:A2,;2< /.$ 9547:3 23> 6?972?@, - C55D6 2E?59 E:F
A2< A595892< 76A15,72 73 ,7A5

理学观察也显示缺血侧

半脑的萎缩，顶颞叶皮

层、纹状体大部分、海马

等脑区有明显的脑组织

缺损（图 %0）。统计结果
表明，缺血侧半球梗死体

积显著增加（图 %/，$ ’
(G (($）。
’( )" 神经元密度! 术后
HI 天，缺血侧皮层" J#
区、海马 /.$ 区和纹状体
神经元发生变性坏死，尼

氏小体减少，神经元胞体

固缩并且染色加深（图

-.）。统计结果表明，缺
血侧各脑区的形态正常

的神经元密度显著减少

（图 -0，$ ’ (G ($）。

)" 讨" 论

本研究表明，伸爪试

验与神经症状评分、转角

试验均为评价小鼠局灶

性脑缺血慢性损伤的有

效方法。小鼠伸爪试验

的结果与文献报道相

似［$( K $$］，是一种反映单

侧肢体运动功能的良好

指标；并且，我们的结果

进一步表明其在评价脑缺血慢性损伤中的应用

价值。

在采用的 - 项行为学评价指标中，转角试
验用于评价脑缺血后感觉 L运动功能综合损伤，
是一种较稳定的指标［+］，我们在为期 M( 天的实
验中，表明该指标仍能反映感觉 L运动功能损伤
变化［$-］；但是，转角试验不能准确反映单侧肢

体的运动功能变化。神经症状评分是普遍采用

的简便评价方法，我们在小鼠脑缺血慢性损伤

中，发现缺血 -H 天后神经症状可恢复正常［$-］，
因此，可用于 N 周内的脑缺血损伤变化。神经
症状评分是一种主观判断指标，不同观察者评

判损伤程度的等级不尽一致，且不能准确描述

具体变化特点。斜板试验用于评价整体协调功

能，也是一种简便且可定量的指标，但是，该指

标变化的恢复较快，仅能用于 % 天内的急性功
能损伤。与上述指标比较，伸爪试验的优点在

于：$反映脑缺血慢性损伤变化较稳定，至少可
反映 HI 天内的变化；%可观察单侧肢体的运动
功能变化，除了局灶性脑缺血，还可用于大脑皮

质运动区功能研究［$+］以及帕金森病等动物模

型［I］；&对动物伸爪、抓食及吃食过程可作细
致的轨迹分析，进而发现更多的变化特征［$N］；

’客观性强、可定量分析、无损伤及应激影响。
因此，伸爪试验不仅是评价局灶性脑缺血慢性

损伤的一种较好的选择，也是其他神经精神病
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变特征评价的有效方法。

研究脑缺血慢性损伤具有更加重要的临床

意义，因此，建立理想的评价方法显得特别重

要。我们已经建立一系列评价脑缺血损伤的方

法［!" # $$］，本研究建立的小鼠伸爪试验，为深入

研究脑缺血慢性功能损伤以及药物作用，提供

了另一种稳定的评价方法。但是，其缺点是实

验过程较长，术前需训练动物 % 周；对其伸爪、
抓食及吃食等具体动作的计算机分析有待建

立。
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我校医学院陈新华博士获教育部“春晖杯”大赛一等奖

吸引了来自四大洲 !# 个国家和地区百余位参赛者的首届“春晖杯”中国留学人员创新创业大
赛，I%%J 年 !I 月 I’ 日在广州隆重颁奖。浙江大学医学院附属第一医院肝胆胰外科陈新华博士的
参赛项目：《重大人畜共患肝脏寄生虫高通量快速检测系列》，喜获大赛一等奖。

首届“春晖杯”中国留学人员创新创业大赛是由中国教育部组织，“春晖计划”资助，教育部留

学服务中心、科技部火炬高技术产业开发中心、广州留学人员科技交流会组委会办公室和威海经济

技术开发区管委会共同主办的。大赛于 I%%J 年 # 月 !# 日正式启动，历时半年，吸引了来自美国、
日本、英国、法国、德国、瑞典、韩国、新加坡以及香港等 !# 个国家和地区的中国留学人员参赛。参
赛项目 IJM 个，涉及电子信息、生物医药、新材料、新能源与高效节能、农业等领域。大赛的目的是
为了贯彻落实我国自主创新战略，发挥留学生的生力军作用，发掘、遴选一批具有高科技含量、有市

场前景、适于创业的优秀项目，引导留学人才顺利走上回国创业的成功道路。有 !"# 位参赛者分获
一等奖、二等奖和优秀奖。教育部副部长章新胜、科技部副部长尚勇等相关部门负责人出席颁奖仪

式，并向获奖者颁奖。

陈新华博士的参赛项目受到导师郑树森院士的启发和精心指导，同时得到肝胆胰外科和外科

实验室同仁们的倾力支持，在顺利通过初审、公示、终评、入围决赛后，终于脱颖而出，获得一等奖。
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