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小鼠全脑缺血再灌注损伤模型的研究

赵士弟 ,杨卫东 ,汪洪涛

[ 摘要] 目的:探讨结扎双侧颈总动脉 、颈部软组织加压人工通气等方法 ,制作小白鼠脑缺血再灌注损伤动物模型的成功率和

可靠性。方法:结扎双侧颈总动脉 , 并用粗棉线在颈部血管 、神经和气管下方绕颈后结扎加压 , 以脑电波变平作为全脑完全缺

血的标志 ,造成全脑缺血 30 min , 然后解除结扎 、恢复血液灌流 60 min;使用微通气量小动物呼吸机进行人工通气;测大脑皮

质乳酸脱氢酶(LDH)、肌酸磷酸激酶(CPK)的活性;观察大脑皮质和海马的形态学变化 。结果:缺血后数秒钟内脑电波变为一

条直线 , 缺血30 min 和再灌60 min 内未见恢复。 LDH 和 CPK 活性 ,缺血组和再灌组显著低于对照组(P <0.01);再灌组CPK

活性明显低于缺血组(P<0.01)。病理检查:缺血 30 min ,大脑皮质和海马锥体细胞固缩 ,少数神经元变性 , 轻度充血 、水肿;

再灌 60 min , 上述损伤进一步加重。结论:本文建立的改进模型方法简便易行 , 缺血和再灌注损伤显著 , 模型成功率高 , 动物

死亡率低。
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Research on the creation of global cerebral ischemia-reperfusion injury model in mice
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[Abstract] Objective:To investigate the success rate and reliability of creating g lobal cerebral ischemia-

reperfusion injury model by obstructing the bilateral common carolid arteries and pressing the cervix and

ventilating the mice in the artificial w ay and so on.Methods:Artificial respiration w as performed using rodent

micro-ventilato r during the w hole experiment course.ECG and EEG were detected carefully .EEG turnning to a

straight line w as used as the criterion of full cerebral ischemia.Pathological examination w as performed in the

cerebral cortex and hippocampe.Lactate dehydrogenase (LDH) and creatine phosphokinase(CPK)were

determined in the cerebral cortex.Results:EEG turned to a st raight line af ter a few seconds of ischemia and

didn' t recover w ithin 30 minutes of ishemic and 60 minutes of reperfusion.The LDH and CPK activity of

ischemia and reperfusion g roup w as significantly lower than that of control g roup(P <0.01).CPK activity of

reperfusion g roup w as significantly low er than that of ischemia g roup(P <0.01).Pathologic examination show ed

that af ter 30 minutes of ischemia , the cells of cerebral cortex and hippocampe pyramid pyknosed , a small number

of neurons degenerated and swelled.The above ment ioned damage w orsened after 60 minutes of reperfusion.

Conclusions:This improved operative method is simple and practical.The g lobal cerebral ischemia-reperfusion

injury is obvious in the model , w ith higher success

rate and lower mo rtality.
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　　脑缺血再灌注损伤的发生机制 ,正在进行广泛 、

深入的研究 。一个较好的动物模型 ,直接关系到实

验研究的意义和价值 ,因此建立或改进动物模型是

脑缺血再灌注损伤研究中的一项重要工作。我们以

往对叶春玲等的小鼠全脑缺血再灌注损伤模型进行

过改进[ 1 ,2] ,取得了一定的成效。现本室使用自行

改进的微通气量小动物呼吸机 ,脑电波描记监视脑

缺血程度 ,对本模型进一步改进 ,以进一步减少动物

死亡率 ,提高模型的稳定性与成功率。

1　材料与方法

1.1　动物　昆明种小鼠 ,雌雄兼用 ,体重22 ～ 28 g ,

由蚌埠医学院实验动物科供给 。

1.2　仪器　微通气量小动物呼吸机 ,上海嘉定曹三

五金厂生产的 SDF-1型小动物呼吸机加以改进;三

道生理记录仪 ,SJY-3000B型 ,购自开封科教仪器厂 。

1.3　药品 、试剂　乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸磷酸

激酶(CPK)药盒 ,购自南京建成生物制品所。

1.4　预备手术　小白鼠 ,20%乌拉坦 ,按 1.0 g/kg

体重 ,腹腔内注射麻醉。沿颅顶中线切开皮肤暴露

颅骨 ,于颅顶左侧冠状缝和矢状缝旁各 1 mm 处钻

洞 ,穿透颅骨达硬膜外 ,安装不锈钢电极 ,与脑电图

负极相连 ,将参比电极插入同侧耳后皮下 ,备记录脑

电图使用 。将动物仰卧固定 ,作颈部正中切口 ,分离

气管并作气管内插管 。分离两侧颈总动脉 ,穿线备

用。在两侧颈总动脉 、颈外静脉 、气管 、迷走 、交感神

经下方穿线 ,环绕过颈后 ,打活结备用。插管接小动

物呼吸机 ,进行人工通气(室内空气 ,通气量 2 ml/

100 g 体重 ,频率 70 ～ 80次/分),使用心电图标准 Ⅱ

导联记录心电图 。

1.5　动物分组　随机分成对照组 、缺血组 、再灌注

组。对照组:分离两侧颈总动脉 ,置线备用 ,并另穿

线绕颈后一周 ,但均不结扎 ,观察 90 min。缺血组:

结扎双侧颈总动脉 ,同时将绕颈后的备线扎紧给颈

部软组织逐渐加压 ,观察脑电波完全变平后 ,持续观

察30 min。再灌组:在脑缺血 30 min后 ,松开两侧

颈总动脉的结扎线 ,同时解除颈部软组织的结扎线 ,

继续观察 60 min。

1.6　LDH 和 CPK活性测定　按药盒说明书进行。

1.7　病理组织学检查　各组动物于观察结束后 ,开

颅取脑 ,浸泡于 10%的福尔马林溶液中固定 ,石蜡

包埋 ,苏木精-伊红染色 ,光镜下观察大脑皮质和海

马的组织学变化 。

1.8　统计学方法　采用方差分析和 q 检验及秩和

检验。

2　结果

2.1　脑电图变化　对照组脑电波的波形和幅度 ,在

观察的 90 min内未见明显变化;缺血组动物在结扎

双侧颈总动脉和颈部加压后 ,脑电波在数秒钟内变

为一条直线 ,并在以后持续缺血的 30 min 内不变;

再灌组动物在全脑缺血后脑电波变平 ,再灌 60 min

后未见恢复 。

2.2　心电图变化　对照组和缺血组动物心电图未

见明显变化 ,再灌组动物有少数心电波的幅度降低。

2.3　瞳孔变化　对照组瞳孔颜色鲜红;缺血组动物

在缺血前瞳孔颜色鲜红 ,缺血后转为苍白;再灌组在

缺血 30 min内瞳孔颜色苍白 ,再灌后即刻变为鲜红

色 ,持续 60 min不变。

2.4　CPK 活性和 LDH 含量　再灌组和缺血组均

较对照组明显降低(P<0.01)。再灌组与缺血组比

较 CPK明显降低(P <0.01)。而 LDH 含量再灌组

与缺血组差异无显著性(P>0.05)(见表 1)。

　表 1　小鼠全脑缺血再灌注损伤时脑组织 LDH 和 CPK 的

活力(x±s)

分组 n LDH (u/g 蛋白质) CPK(u/m l)

对照组 5 354.87±47.43　 1 419.30± 96.06

缺血组 5 140.76±22.95＊＊ 1 153.60±146.36＊＊

再灌组 5 127.34±23.54＊＊ 509.96± 42.61＊＊■■

F — 73.41 101.02

P — <0.01 <0.01

MS组内 — 1 110.146 1 0821.50

　　q检验:与对照组比较＊＊P<0.01;与缺血组比较■■P<0.01

2.5　病理学变化　对照组在观察的 90 min内 ,大

脑皮层和海马的组织学未见明显变化 。缺血组小鼠

在缺血 30 min时 ,大脑皮质锥体细胞固缩 ,少量神

经元变性 ,有轻度充血 、水肿;海马锥体细胞固缩 ,颗

粒细胞轻度变性 ,有轻度充血 、水肿 。缺血60 min和

90 min时上述变化加重。再灌组动物在缺血30 min

再灌 30 min后的大脑皮层和海马的组织学变化与

缺血 30 min 时的差别不大 , 缺血 30 min 再灌

60 min时 ,大脑皮层和海马的锥体细胞固缩 ,神经

元水肿 , 有轻度充血 、水肿 。缺血 60 min 再灌

60 min时 ,大脑皮层锥体细胞显著固缩 ,海马颗粒细

胞严重变性 ,两者充血 、水肿严重;缺血 60 min 再灌

90 min 、120 min 时 ,大脑皮层和海马的组织学变化

进一步加重 。

2.6　动物生存时间　模型改进后 ,动物生存时间明
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显长于改进前 ,死亡率降低(P <0.01)(见表 2)。

表 2　模型改进前后的不同时间死亡动物数比较

分组 n
不同时间(min)死亡动物数

0～ 10～ 30～ 60～
u c P

模型改进前 43 14 2 27 0

模型改进后 49 2 2 8 37 6.84 <0.01

合计 92 16 4 35 37

3　讨论

　　随着脑缺血疾病的发病率升高和溶栓 、搭桥技

术的临床应用 ,愈来愈多的学者试图通过脑缺血再

灌注损伤的动物模型来研究缺血再灌注损伤发生的

规律和机制。使用小鼠复制全脑缺血再灌注损伤模

型方法较多 ,目前实验室通常采用的方法是单纯阻

断双侧颈总动脉 ,但动物存活时间差别较大 ,其原因

可能与动物个体脑血管侧循环是否容易形成或脑干

对缺氧的耐受性不一致有关。研究证明 ,单纯结扎

双侧颈总动脉只有 14%左右的动物脑电波完全抑

制 ,说明大部分动物脑缺血不完全 。为加重脑缺血

程度 ,我们曾对上述模型进行改进[ 3] ,即在结扎双

侧颈总动脉的基础上 ,同时将颈部软组织结扎加压 ,

以脑电波变平为标志 ,基本上所有动物均能达到完

全脑缺血。脑细胞内酶的释放明显增多 ,原因是再

灌时体内自由基产生增多和细胞内钙超载及血液流

变学的改变而使细胞膜受损 ,胞质里的物质释放使

脑细胞的物质含量改变。但病理组织学改变较轻

微 ,动物存活时间短 ,死亡率高 ,这些结果与国内外

其他学者报道相一致[ 4 ～ 6] 。这主要由于脑血流严

重而急剧地减少 ,侧支循环来不及建立 ,以致脑细胞

缺血 、缺氧 ,呼吸中枢严重抑制而死亡 。本研究在结

扎小鼠双侧颈总动脉及颈部软组织加压的同时使用

小动物人工呼吸机 ,维持基础通气量 ,使动物能够耐

受较长时间的脑缺血且存活时间延长 ,死亡率显著

降低(见表 2)。EEG 显示脑功能严重抑制 ,脑细胞

受损 , 细胞内酶释放增多 , 这些和以往工作一

致[ 1 , 2] 。但病理学检查表明 ,大脑皮层和海马损害

明显加重 ,随着缺血与再灌注的时间延长损害进一

步加重 ,从而证实改进后的小鼠全脑缺血再灌注损

伤的动物模型具有准确 、可靠 、稳定 ,操作简单易行 、

重复性高 、死亡率低等特点 ,在脑缺血再灌注损伤的

研究中有广泛的应用价值。
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常用药物标准名称摘编(九)
宜用 不宜用 宜用 不宜用 宜用 不宜用

碘仿 黄碘 氟桂利嗪 西比灵 二巯丁二钠 二巯琥钠

亚甲蓝 美蓝 碘解磷定 磷敌 复方炔诺酮 复方口服避孕片Ⅰ号

利托君 羟苄羟麻黄碱 托吡卡胺 托品酰胺 复方氯化钠 林格注射液

羟苄唑 羟苄苯并咪唑 色甘酸钠 咽泰 二颈丙磺钠 二巯基丙磺酸钠

硫酸锌 锌矾 阿莫西林 新达贝宁 卡前列甲酯 卡孕栓

硫必利 泰必利 氯解磷定 氯化派姆 复方氯己定 复方洗必泰含漱液

碘海醇 碘苯六醇 麦角新碱 麦角新碱马来酸盐 依地酸钙钠 解铅乐

缩宫素 催产素 依沙吖啶 利凡诺 硫代硫酸钠 海波

克霉唑 三苯甲咪唑 毒扁豆碱 依色林 复方炔诺孕酮 复方 18 甲基炔诺酮

咪康唑 双氯苯咪唑 普罗碘铵 安妥碘 复方甲地孕酮 复方口服避孕片Ⅱ号

氯己定 洗必泰 双氯芬酸 双氯灭痛 亚硝酸异戊酯 亚硝戊酯

乙酰唑胺 醋唑磺胺 泛昔洛韦 诺克 牛乳糖-棕榈酸 利声显

妥拉唑林 妥拉苏林 毛果芸香碱 匹鲁卡品 必需磷脂软胶囊 易善力

赖氨匹林 来比林 氯化氨基汞 白降汞 氨基酸型肠内营养剂 爱伦多

[ 摘自:《国家基本药物(西药)》(1999 年版)、《中国药典》(1995 年版)和药典委员会《药名词汇》]
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