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技术方法

应用手持激光器建立光化学法脑梗死动物模型
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!摘要"!目的!应用手持激光器作为光源建立光化学法局灶性脑梗死动物模型) 方法!将 $( 只 JZ大鼠随

机分为 * 组#即 R组'开骨窗至硬脑膜#不注射玫瑰红#手持激光器照射 ' -/D$ V组'开骨窗至硬脑膜#注射玫瑰红#

手持激光器照射 ' -/D$L组'保留颅骨内板#注射玫瑰红#手持激光器照射 ' -/D$Z组'开骨窗至硬脑膜#注射玫瑰

红#冷光源照射 *& -/D) 于术后 %*(*G 6 对各组大鼠进行神经功能的行为学评分#进行 QM扫描#术后 *G 6 处死动

物#OOL染色测量梗死体积#光镜下观察病理改变#比较各组的模型制作成功率) 结果!不同方法进行动物模型制

作时#%*6 神经功能的行为学评分有显著性差异#*G 6 后差异消失) 头部 QM扫描显示#R组未见脑梗死形成#V

组(L组全部有脑梗死灶形成#Z组仅部分大鼠形成梗死灶#但体积明显较 V(L组小#另外 L组有 % 例合并硬膜外

血肿) OOL染色 R组未见梗死灶形成#V组(L组可见恒定的梗死灶#Z组仅部分形成梗死灶) V(L(Z组模型制作

成功率分别为 "&&o(G&o('&o#将 V组(L组合并为手持激光器组#与冷光源组%Z组&比较#两种方法间有显著性

差异%Pn&3&%(&) 结论!应用手持激光器作为照射光源与冷光源相比#有更高的模型制作成功率)
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!!为研究脑梗死及相关脑动脉病变的发生发展

机制#拓宽防治措施#验证治疗效果等#需建立相应

的动物模型#为此#国内外学者做了大量探索 -" H$.

)

对于局灶性脑梗塞动物模型#最常采用线拴法阻断

大脑中动脉血流#虽梗塞体积较恒定#但损伤较

大 -$.

) 而对于微小动脉病变所致脑梗死动物模型

的研究较少#自发性高血压(微栓塞等均可造成微

小动脉闭塞#但数量(部位难以控制#不利于实验研

究 -* H(.

) 光 化 学 法 血 栓 形 成 % 8657546F-/4.00=

/D>B4F> 76C5-15</<#PIO&脑梗死模型的制作是利用

特定波长的光照与注入血液中的光敏剂发生光化

学反应#损伤血管内皮后引起一系列凝血反应#导

致血栓形成) 照射皮层可以造成特定区域微小动

脉闭塞#形成面积相对恒定的梗死#有利于脑保护

等研究 -)#G.

#且相对于机械性阻塞血流的方法#具有

损伤轻#手术简单等优点#其对动脉内皮损伤模拟

了一种人类的发病机制)

在光化学法动物模型制作过程中#照射光源一

般使用氦氖激光或者冷光源#前者价格昂贵而后者

输出光强较弱) 目前#不同波长的手持式激光器

%激光手电或激光笔&已得到普及#其发出的激光波

长范围非常适合光化学反应#且价格低廉#但未有

应用于动物模型制作中的报道#故本研究对此进行

探索) 另外#比较了去掉颅骨与保留内层骨皮质的

实验效果#以便于确定一种可靠地(简便易行的局

灶性脑梗死模型制作方法)

IN材料和方法

IQIN实验材料

"3"3"!实验动物

健康成年 JZ大鼠 $( 只#体重 %&& p%'& ;#购自

北京维通利华实验动物技术有限公司#动物合格证

号 JLê %京& %&&( H&&&##清洁级 % JP[&#自然光

照#环境安静#自由进食饮水#饲养温度 %& p%Gq#

相对湿度 *& p)&o#模型制作前适应性喂养 " 周)

"3"3%!主要试剂配置及仪器使用方法

"&将玫瑰红 V%MV#分子量为 "&")3( & 溶于

&3#o生理盐水中配成浓度为 $3$o的溶液避光低

温保存备用)

%&冷光源'应用 %'&g金属卤化灯为发光光源#

光导纤维输出#外接 '*( D-滤波片#使之投射出单

一绿色光束) 手术时用带有 ' --直径小孔的黑色

避光纸遮蔽周围组织)

$&手持式激光器%波长 '$% D-#可调焦&'手术

时调焦#使照射范围直径为 ' --)

IQGN实验方法

"3%3"!光照度稳定性测定

固定冷光源及手持激光器后#应用数字照度计

%Q.<OF46,Ue"&"&V#深圳华谊公司&测量二者的光

照度#每 "&<钟采样一次#时长 '-/D) 计算平均值(

标准差#由此求的变异系数#比较二者有无差异)

"3%3%!动物分组

选择 %'& p$&& ;大鼠 $( 只#根据预实验及文

献报导 -)##.

#将大鼠随机编号后分为 * 组#R组 ( 只#

其余组各有 "& 只) R组'开骨窗至硬脑膜#不注射

玫瑰红#手持激光器照射 ' -/D$ V组'开骨窗至硬

脑膜#注射玫瑰红#手持激光器照射 ' -/D$L组'保

留颅骨内板#注射玫瑰红#手持激光器照射 ' -/D$Z

组'开骨 窗 至 硬 脑 膜# 注 射 玫 瑰 红# 冷 光 源 照 射

*& -/D)

"3%3$!动物模型的制作

将大鼠称重#按照 &3$-U9"&&;剂量腹腔注射

"&o水合氯醛麻醉#利用立体固定架前端的门齿环

以及双侧的耳钉#对大鼠头部进行固定) 之后沿头

正中线切开皮肤#长度约 "3' 4-#分离暴露颅骨#以

矢状缝左侧 $ --#冠状缝后 $ --为中心#磨钻打

开直径约 ' --的骨窗#保留硬脑膜) L组仅钻透

颅骨的外板及板障#保留内板并打磨平整) 除 R组

外#按照 $& -;9_;剂量于尾静脉注入 $3$o的玫瑰

红#持续时间约 % p$ -/D#随后用冷光源或手持激光

器照射目标区域#照射距离为 $ --#照射时间依分

组而定) 照射结束后局部用庆大霉素盐水冲洗#缝
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合头部伤口#待生命体征恢复平稳后放入笼中继续

饲养)

IQTN动物观测指标

"3$3"!神经功能的行为学评分

参考 VF>FC<5D' 级分级法 -"&.

#于术后 %* 6(*G 6

对各组大鼠进行神经功能的行为学评分)

"3$3%!头部核磁共振%QM&扫描检查

于术后 %* 6 对大鼠头部进行 QM扫描#检查前

' -/D 腹腔注射 "&o水合氯醛麻醉) 单独或 % p*

只同时固定于自制的泡沫板上#使用关节线圈对大

鼠头部进行扫描#扫描层面间距为 % --)

"3$3$!脑梗死体积测定及病理学检查

术后 *G 6 大鼠麻醉后迅速开胸#剪开右心耳#

从左心室给予生理盐水 "&& -U灌洗#断头取脑# H

%&q冰箱冻保存 %& -/D) 对于所取脑组织#用标尺

在脑表面正中线以 % --等分#用病理切片机从视

交叉前 " --左右冠状位切脑#其后间隔 % --连续

做 ( 个冠状切片) 每组随即抽取 % 个标本用于 ]+

染色#其余用于脑梗死体积测定)

"3$3$3"!脑梗死体积测定

将所需标本放入 %oOOL液#$)q下孵育 %&

-/D%"& -/D 后翻面&#正常脑组织染成红色#梗死灶

染成白色) 染色后置于 *o多聚甲醛固定#%* 6 后

用 N0=-8B<数 码 相 机 摄 相 后 输 入 电 脑# 应 用

I-.;/DF,8C580B<(3& 版测量各层面的梗死面积#将梗

死灶面积乘以层厚 % --得出每个层面的梗死灶体

积#相加各层面的梗死灶体积即得出整个脑组织的

梗死灶体积)

"3$3$3%!病理学检查

将所需的脑组织切片置于 *o多聚甲醛固定 %*

6 以上#梯度酒精脱水#二甲苯透明#石蜡包埋后将

脑组织切片#厚度约 *

%

-#$) p$Gq水浴展片#普通

载物片捞片#置 (&q烤箱中 " 6#苏木精 H伊红染

色#树胶封片)

"3$3*!模型制作成功率

模型制作成功的条件'

/

QM检查及 OOL染色

可见梗死灶形成#或得到光镜下病理观察验证$

0

模型制作后 %* 6 内出现过神经行学异常$

1未出现

血肿及其它严重并发症#*G 6 内存活) 同时满足以

上条件者为模型制作成功#除以同组大鼠的数目即

为模型制作成功率)

IQUN统计学处理

采用 JPJJ"(3& T5C?/D>5?<统计软件进行统计

学处理) 采用 ĈB<_.0,g.00/<非参数检验#当差异具

有显著性时 %P l&3&'&#采用 Q.DD,g6/7DF=非参

数检验来分析组间的差异) 正态分布数据用均数

s标准差%

%

OUM&表示#各组间的比较用单因素方

差分析#两组间率的比较用 3

%检验#必要时用 [/<6FC

确切概率法) Pn&3&' 为显著性检验水准)

GN结果

GQIN光照强度稳定性测定

冷光源光照度为 )3%& s&3() w"&

$勒克斯%UBE&#

手持激光器的光照度为%"3%# s&3""& w"&

'

UBE#后者

是前者的 "G 倍) 光照度变异系数冷光源为 #3$o#手

持激光器为 G3'o#并无显著性差异%Pn&3'$&)

GQGN一般情况及神经行为学评分

*G 6 内 $( 只大鼠无死亡出现) 麻醉清醒后#大

鼠精神萎靡#活动及摄氏减少#术后 %* 6 神经行为

学评分多在 % 分以下#L组有两只大鼠评分达到 $

分#后证实为合并硬膜外血肿) 术后 %* 6 神经行为

学评分#各组间存在显著性差异%Pn&3&&&&#进一

步进行两两比较#显示 R组与 V组(R组与 L组(Z

组与 V组(Z组与 L组之间存在显著性差异%P l

&3&'&) *G6 后神经行为缺损多有明显好转#各组间

神经行为学评分无显著性差异%Pn&3%&#见表 "@

GQTN头部 .*扫描情况

术后 %* 6 头部 QM扫描显示#R组未见脑梗死

形成#V组(L组全部有脑梗死灶形成#Z组仅部分

大鼠形成梗死灶#但体积明显较 V(L(小) 另外 L

组有 % 例合并硬膜外血肿%图 "&)

GQUN00!染色梗死体积测定

OOL染色可见正常脑组织着深红色#梗死脑组

织呈白色%彩插 * 图 %&) R组未见梗死灶形成#V

组(L组全部于左侧照射区形成部位恒定的梗死灶#

局部脑组织苍白(肿胀明显#冠状面成1碗型2#尖端

指向侧脑室#深达皮质全层#体积为 V组 "(3) s

$3%$ --

$

#L组 "'3( s%3G' --

$

#二者间无显著性

差异%Pt&3&'&) Z组仅部分形成梗死灶#且体积

%'3% s"3#( --

$

& 明 显 小 于 V组( L组 % P l

&3&"&)
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表 I!模型制作后 %* 6%括号内为 *G 6&的神经功能缺损评分
0:;SI!KB-1FC<5TC.7<?/76 >/TTFCFD7DFBC505;/4.0>FT/4/7<45CF5D %*6C<.D> *G6C<.T7FCPIO<7C5_F-5>F0-.>F/D T5BC;C5B8<

组别 cC5B8 鼠数 K

神经功能缺损评分%术后 %* 69术后 *G 6&

DFBC505;/4.0>FT/4/7<45CF5D %*6C<%*G6C<&

& " % $

R ( (%(& &%&& &%&& &%&&

V "& &%#& #%"& "%&& &%&&

L "& &%G& )%&& "%%& %%&&

Z "& '%"&& '%&& &%&& &%&&

图 I!各组大鼠术后 %* 6 头部 QM扫描#示 V(L(Z组照射区梗死灶#L组可见硬膜外血肿

-<DSI!QM<4.DD/D;5D %* 6C<.T7FCPIO<7C5_F-5>F0-.>F/D T5BC;C5B8<#<65?F> 76F/<46F-/40F</5D 5TC.71C./D /D ;C5B8

V#L.D> Z# .D F8/>BC.06F-.75-..88F.CF> </-B07.DF5B<0=/D .C.7TC5-;C5B8 L

GQZN脑组织病理学检查

R组大鼠光镜下观察脑组织结构正常#细胞形

态规整#细胞核完整) 大脑皮质神经细胞层次清

晰#神经元边界清#锥体细胞突起明显#胞核呈圆形

或椭圆形#染色质分布均匀(色淡#核仁清晰(染色

较深#胞浆无水肿表现#内皮细胞及周围间隙形态

结构正常)

V组(L组大鼠脑标本镜下观察#]+染色可见

病灶与周围组织分界清楚#梗死灶内脑组织软化#

细胞碎裂#胞浆液化#核固缩或偏位#细胞溶解后形

成的格子细胞等) 神经元呈不同程度的缺血性改

变#肿胀的神经元胞浆淡染#呈圆形或椭圆形#皱缩

的神经元染色深#胞体小#呈三角形) 许多神经元

外形不易辨认#大部分细胞结构消失#胞浆空泡样

变性) 病灶中心微血管内血栓形成及淤血#坏死边

缘区可见中性粒细胞浸润)

Z组的两只大鼠之中一只存在小的梗死灶#另

一只未见异常)

GQWN模型制作成功率比较

V组(L组(Z组模型制作成功率分别为 "&&o(

G&o('&o#将 V组(L组合并为手持激光器组#与冷

光源组%Z组&比较#经确切概率法验证#两种方法

间有显著性差异%Pn&3&%(&)

TN讨论

目前局灶性脑梗死模型制作时需要结扎动脉

或机械性阻塞远端血流#创伤大#且技术操作具有

一定难度#一些学者开始探索相对简单的局灶性脑

缺血模型) 方法之一是在颅内注射血管收缩物质

如内皮素#以造成局部缺血 -"".

) 这种方法已在大鼠

得到重复验证#但在小鼠上制作时#则需结合其他

药物注入或血管结扎才能形成梗死灶 -"%.

) 另外#此

方法虽然简便#但形成的缺血灶部位不确切#而且

死亡 率 并 不 低) 光 化 学 法 制 作 脑 梗 死 模 型 由

g.7<5D 等 -"$. 于 "#G' 年首次报道后#已得到广泛应

用 -"*#"'.

) 其原理是由注入动物体内特殊的光敏物

质即光敏剂#在特定波长的光源照射下#诱发光化

学反应#产生并释放活性氧自由基#导致血管内皮

细胞损害#引发血小板聚集粘附#形成血管内血栓#

闭塞血管#导致局部组织缺血缺氧#最终发生不可

逆组织损伤)

光化学法脑梗死动物模型的制作#光敏剂和照

射光源是两个主要条件) 玫瑰红 V是迄今已知最

强的光敏剂#其最大吸收波长为 '*# D-) 照射光源

国内多应用冷光源#配合滤光片#光导纤维输出单

色光#照射时间 G p$& -/D 不等 -##"(#").

) 为提高照射
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效果#我们将冷光源照射时间设定为 *& -/D#模型制

作成功率仍低于手持激光器组#且脑梗死体积多小

于预期) 其原因可能为玫瑰红 V虽为强光敏剂#但

所需光照强度大#自制的冷光源输出的光照度低#

仅为手持激光器的 "9"G#虽增加时间仍难以满足需

要) 而手持激光器不仅光照度高#我们所进行的稳

定性测定#也证明了短时间内稳定性强#不会很快

出现光照强度衰减的现象#相信随着大容量充电电

池的应用#其光照强度可以在较长时间内保持#更

加适合于实验研究) 另外#该研究中不注射光敏剂

的 R组#手持激光器照射 ' -/D 并未引起局部组织

肿胀(坏死#也说明了其安全性#但更长时间的照射

是否安全需要进一步验证)

在光化学法局灶性脑梗死模型制作过程中#一

般需要开骨窗#即去掉颅骨#暴露硬脑膜) 但有报

道不破坏颅骨或者仅仅去掉颅骨的外板和板障#保

留内板#适宜光源照射后同样可以制成局灶性脑梗

死模型 -"G#"#.

#我们对此也进行了验证#发现确实可

以在照射方向形成局灶性梗死灶#但少数大鼠合并

出现硬膜外血肿#考虑其原因可能为'颅骨内板与

硬脑膜之间存在大量的桥静脉#光化学反应后同样

可以形成血栓#阻塞血流#淤血致一定程度引起静

脉破裂出血#从而造成硬膜外血肿) 因此建议模型

制作时去掉颅骨为宜)

由于该模型为皮层脑梗死#损害部位仅为皮质感

觉运动区#皮质下纹状体(海马和丘脑未受损#加之大

鼠强大的回复能力#大鼠神经行为学异常轻微#尤其

*G 6 后与无损伤组差异已不显著#提示在该模型中不

宜将神经行为学评分作为干预因素效果的较长时间

观测指标) 即使在经典线栓法制备的局灶性脑梗死

模型%大脑中动脉栓塞&中#王志强等-%&. 研究认为大

鼠的肢体运动功能与脑梗死体积并无相关性#*G 6 内

肢体运动功能正常的大鼠并不一定不形成梗死灶#同

时造模术后没有梗死灶的大鼠#也不一定完全没有神

经功能缺损症状) 因此#模型制作成功与否需结合术

后大鼠的神经功能缺损评分(OOL染色后的脑梗死体

积(脑组织病理切片的镜下观察等方面进行综合界

定) 为便于活体判断#我们又加入了 QM扫描检查#

但由于显示清晰度原因#未作定量分析%梗死面积或

体积计算&#仅作为定性判断)

相比较其它模型制作方法#光化学法具有梗死

部位提前预知(梗死体积恒定(模型制作成功率高

等优势#但目前局灶性脑梗死模型的制作仍以机械

性阻断 QLR血流为主#原因之一是照射光源不易获

得#国外多应用氦氖激光#价格昂贵#国内多应用冷

光源#虽价格相对低廉#一般实验室仍难以拥有)

近几年#手持激光器已广泛普及#其成本更为低廉)

经我们实验观察#在光化学法脑梗死模型制作时#

完全能代替冷光源#且较冷光源更为方便(实用#适

合我国开展相关实验研究)
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考虑#以减轻饲养管理和科研人员的工作强度#达

到提高实验动物管理水平)

IdL笼具设计(制作质量的好坏#直接影响我国

实验动物的质量和实验结果 -G.

) 在研究国外同类

产品技术指标之后制定 IdL笼具的设计(制作技术

标准显得尤为重要 -#.

) 在国内外 IdL笼具广泛用

于医学(生物学(药学(遗传学(环境卫生学等相关

领域 JP[级实验动物的饲养及动物实验室#它们设

计与应用合理与否对实验动物的质量和动物实验

结果的科学性及动物福利等有重要影响 -"&#"".

)

独立换气树鼩专用隔离笼具是满足树鼩生物

学特点#树鼩感染性疾病动物模型实验生物安全要

求为设计思路#提高和解决饲养管理(质量控制及

感染性疾病动物模型实验过程中实际问题为目的#

同时是在我国积极推进实验动物标准化体系建设

的背景下#为早日建立和完善实验用树鼩的实验动

物标准化而展开的前期探索#具有一定创新性) 该

套笼具设计新颖#选用材质(制作设计空间都应符

合实验动物福利的要求#保证了实验动物自由采

食(饮水(自由活动等功能#具备结构简单(易清洗

消毒等特点#提高了实验树鼩的生活质量#操作方

便(安全(可靠#有效降低工作强度#提高动物管理

和职业卫生防护水平#因此#开发具有生物安全要

求的树鼩专用动物实验笼具#对于使用树鼩开展人

类重大传染病研究具有广泛的应用价值和市场

前景)
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