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局灶性脑缺血的实验研究进展
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(南通大学航海医学研究所 ,南通 226001)

[摘要 ] 　大脑中动脉阻断模型 (MCAO)是标准的局灶性脑缺血模型。该模型的制作方式及方法不断改进 ,研究手段逐渐由过

去简单的行为学评分、脑梗死体积测定、组织形态观察 ,发展到功能学、神经生化、分子生物学等领域。MCAO 的研究为进一步

研究人类脑缺血损伤的病变特点、发病机制及防治提供了实验依据。本文对近年来 MCAO 模型及脑缺血相关的实验研究进

展作一综述。
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Progress in research of focal cerebral ischemia
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[ ABSTRACT] 　Middle cerebral artery occlusion (MCAO) can be used to establish the standard model of focal cerebral ischemia.

The method for establishing focal cerebral ischemia model has been improved continuously , f rom simple behavior score , meas2
urement of infarcted brain area , and morphological observation in the past to functional study , neurobiochemist ry , molecular bi2
ology , etc. The research of MCAO provides a basis for further study of the pathological characteristics , mechanism and preven2
tion of human cerebral ischemia. This article reviews the recent advancement in the study of MCAO model and cerebral

ischemia.
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　　脑梗死是严重威胁现代人类健康的重大疾病 ,对其研究

离不开动物模型。局灶性脑缺血模型是最常用的脑缺血实

验动物模型 ,而大脑中动脉为临床上缺血性脑血管病的多发

部位 ,故大脑中动脉阻断模型 ( middle cerebral artery occlu2
sion ,MCAO)已经被广泛应用于脑缺血梗死的研究 ,为标准

的局灶性脑缺血模型 [1 ] 。MCAO 模型适用于对神经元缺血

敏感性、耐受性以及再灌注损伤和治疗时间窗的研究 ,是研

究缺血性脑损伤和脑保护必不可少的工具 [2 ] 。目前关于

MCAO 模型研究报道有很多 ,研究手段已经由过去简单的

行为学评分、脑梗死体积测定、组织形态观察 ,发展到功能

学、神经生化、分子生物学等。研究内容已由整体水平发展

到细胞、分子水平 ;由细胞外、核外相关事件的研究深入到核

内事件发生的本质性研究。本文综述了目前 MCAO 模型及

脑缺血相关的实验研究进展。

1 　模型制作

　　实验性 MCAO 模型制作有 60 多年历史 ,在动物选择及

制作方式、方法上有着不断改进。在实验动物上 ,目前一致

认为选用大鼠具有成本低、种系纯合性好、便于进行统计学

对比分析 ,与人类有类似的脑血管解剖特点 (具有完整的

Willis 环)等优点 ,因此是最常用的实验动物 [3 ] 。此外 ,它的

抗感染能力较强 ,生命力也强 ,实验中动物感染率较少 ,存活

时间相对较长。

　　常用的方法除线栓法外 ,主要有经眼眶或经眶后入颅阻

断 MCA、电凝法、光化学诱导 MCA 血栓形成等方法。20 世

纪 80 年代 Koizumi 和 Longa 创用了不开颅的大鼠 MCA 可

逆性脑梗死模型 ,此后 ,应用插线法制备大鼠局灶性脑缺血

再灌注模型的方法得到不断改进和完善 ,已渐趋成熟 ,目前

该法已逐渐取代开颅法而成为最流行的方法 [3 ] 。该模型先

阻断颈外动脉 ( ECA) 及其分支 ,且阻断翼腭动脉 ( PPA) ,以

切断颅外来源的侧副循环血流。从 ECA 插入尼龙线 ,经颈

内动脉 ( ICA)到大脑前动脉 (ACA) ,机械性阻断大脑中动脉

(MCA)发出处的血供来建立大脑中动脉缺血模型。此模型

可在无麻醉状态下拔出尼龙线 ,恢复血流 ,实现再灌注。线

栓法具有不开颅、效果肯定、可准确控制缺血及再灌注时间

的优点 ,用于研究神经元对缺血的敏感性、耐受性 ,药物疗效

观察以及再灌注损害和治疗时间窗较为理想 ,同时也具有对

全身影响小、动物存活时间长的特点 ,适于慢性脑损伤的研

究。但线栓法 MCAO 模型在实验技巧上要求较高 ,不同实

验室应用该方法制备的模型在成功率、梗死体积、蛛网膜下

腔出血 (SA H)发生率及动物早期死亡等方面均有一定的差

异 [4 ] 。目前显微技术、多功能生理监测手段及神经影像学方

法已经开始运用于线栓法模型制作 ,加上严格的筛选手段及



·1146　 · 第二军医大学学报　2006 年 10 月 ,第 27 卷

熟练的手术操作 ,控制好易变因素 ,可避免实验结果的不稳

定性。

2 　研究手段

2. 1 　MRI成像技术 　脑梗死体积是评价局部脑缺血及缺血

性脑损害程度最重要的客观指标之一 [5 ] 。磁共振成像

(MRI)具有高软组织对比度、可行任意角度成像、无创伤、无

射线和成像参数多等特点 ,在所有医学影像学技术中显示脑

脊髓解剖结构最清晰 ,其图像质量可与大体解剖的脑切片相

媲美。弥散加权成像 (diffusion2weighted imaging ,DWI) ,反

映的是水分子的微观运动状况 ,可以从细胞及分子水平来研

究疾病状况。MRI弥散加权像在缺血损害的早期阶段 ,就能

区分缺血组织与正常组织 ,结合图像分析系统可快速得到脑

梗死体积 ,从而早期进行模型评价。并且利用 MRI 测得的

脑梗死体积与组织学方法检测一致 ,两者呈正相关 ,加上

MRI本身的无创伤性 ,可以动态观测大鼠脑缺血损害的时间

变化趋势 ,动态观测梗死灶的大小。现国外诸多研究 [6～9 ]已

应用 MRI弥散加权像 (diffusion2weighted images) 和 T1 、T2

加权像 ( T1 , T22weighted images)用于 MCAO 脑缺血模型研

究。Schbitz 等 [9 ]认为利用无创伤性的 MRI 检查手段 ,对研

究任何缺血的治疗措施的起始、持续时间及疗效都是十分重

要的。

　　功能磁共振成像现已广泛应用于脑梗死及缺血再灌注

损伤模型的技术研究 ,除了上面提到的弥散加权成像可发现

超急性脑梗死缺血区 ,MRI灌注加权像 ( PWI) 可检测局部脑

血容量 (rCBV) 、局部脑血流量 ( rCBF) 等生理和血流动力学

资料。Hughes 等 [10 ]用 PI像研究相对脑区的局部脑血流量

变化 ,以了解脑血流灌注程度 ,发现微量注射 ET21 至纹状体

后 ,较对照相比 1 h 时减少 40 % ,3 h 减少 20 % ,说明 ET21

可引起大鼠中枢神经系统局灶性损害。

2. 2 　神经细胞凋亡 　采用大脑中动脉阻断 ( MACO) 模型 ,

可在不同灌注时间点观察局灶性脑缺血神经元凋亡的动态

变化过程。最常使用的是脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导

的缺口末端标记法 ( terminal deoxynucleotidyl t ransferase2
mediated nick end2labeling , TUN EL) 。细胞凋亡中 , 染色体

DNA 双链断裂或单链断裂而产生大量的粘性 3′2O H 末端 ,

可在脱氧核糖核苷酸末端转移酶 ( Td T) 的作用下 ,将脱氧核

糖核苷酸和荧光素、过氧化物酶、碱性磷酸酶或生物素形成

的衍生物标记到 DNA 的 3′2末端 ,从而可进行凋亡细胞的检

测。由于正常的或正在增殖的细胞几乎没有 DNA 的断裂 ,

因而没有 3′2O H 形成 ,很少能够被染色。TUN EL 实际上是

分子生物学与形态学相结合的研究方法 ,对完整的单个凋亡

细胞核或凋亡小体进行原位染色 ,能准确地反映细胞凋亡典

型的生物化学和形态特征 ,并可检测出极少量的凋亡细胞 ,

因而在脑缺血损伤的细胞凋亡研究中被广泛采用。Li 等 [11 ]

对 MCAO 术后 1 h/ 再灌注 48 h、厚 10μm 的大鼠脑冠状切

片行 TUN EL 染色 ,发现合成纤维结合蛋白肽较对照组凋亡

细胞明显减少 ,提示合成纤维结合蛋白肽能通过抑制凋亡而

发挥神经保护作用。凋亡细胞分布在梗死边缘带的内侧皮

质、纹状体、海马和嗅结节。结合免疫细胞化学方法 (分别用

神经无特异性烯醇酶和胶质原纤维酸性蛋白特异性标记神

经元和星形胶质细胞) 证实凋亡的细胞大部分为神经元 (占

90 %～95 %) 。部分为星形胶质细胞 ,少数为内皮细胞。

　　作为凋亡机制中重要的效应子成分 ,Caspase 家族参与

多种与凋亡有关的生理和病理过程 [12 ] 。在诸如生长因子撤

除 ,热休克、细胞因子和 DNA 损伤剂等刺激作用下 ,细胞内

多种凋亡信号转导途径被活化 ,最终将会聚于 Caspase 家族

蛋白酶这一共同的遗传保守机制。在神经元凋亡中 Caspase

也起着关键作用 , 参与了一些神经变性疾病的发生。

Caspase23 是 Caspase 家族迄今为止研究比较透彻的一个 ,它

又是该家族中主要的效应者分子。在蛋白酶级联切割过程

中 , Caspase23 处于核心位置 , 不同的蛋白酶分别切割

Caspase23 酶原 ,从而激活 Caspase23 ,活化的 Caspase23 又进

一步切割不同的底物 ,导致蛋白酶级联切割放大 ,最终使细

胞走向死亡 ,因此 Caspase23 被称为死亡蛋白酶。Xia 等 [13 ]

研究表明七叶皂苷能明显抑制脑缺血2再灌注后 Caspase23

的活力 ,减少细胞色素 C 的释放 ,增加 Bcl22 的表达 ,从而推

论七叶皂苷能通过抑制脑缺血损伤后的神经元凋亡。

2. 3 　脑功能

2. 3. 1 　脑血流测定 　大脑皮质局部脑血流量 ( rCBF) 测定 ,

采用氢消除法或激光多普勒血流仪测定大脑中动脉供血中

心区缺血后各时间点大脑皮质 rCBF 变化。曹霞等 [14 ] 研究

表明脑血流量随缺血时间进行性降低 ,各时间点比较有显著

性差异。随着缺血时间的延长 ,rCBF 逐渐降低 ,回归分析示

rCBF 与时间呈显著负相关 ,符合线栓法脑血流阻断这一渐

进过程。缺血 12 h 后 CBF 不能测出 ,表明梗死中心区循环

严重受损 ,此与梗死体积随时间变化的研究相一致。

2. 3. 2 　脑电图 　脑电图的测量采用脑电图仪或多道生理记

录仪 ,在大鼠的颅顶右侧皮下安置银丝电极 ,记录并测量栓

塞前、栓塞后和复灌后的脑电图的波幅。通常将脑电图变化

依其幅度下降程度分为 Ⅳ级。Ⅰ级 :无改变 ,原水平的 75 %

以上 ; Ⅱ级 :轻度抑制 ,原水平的 75 %～50 % ; Ⅲ级 :中度抑

制 ,原水平的 50 %～25 % ; Ⅳ级 :严重抑制 ,原水平的 25 %至

等电位。Williams 等 [15 ]脑电图观测 GPI5232 对于缺血再灌

注损伤的脑保护效果 ,测得在高频 EEG (8～ 30 Hz) 中 ,

GPI5232 治疗组能明显改善局灶性脑缺血所致的病理性脑

电波形。

2. 3. 3 　Ca2 + 的动态研究 　Ca2 + 参与细胞膜生物电活动和胞

内生化过程 ,对细胞的正常功能起着关键作用。正常神经元

内的游离钙浓度很低 ,通常只有细胞外的千分之一 ,这需要

细胞对钙的主动排出和细胞对钙的相对无通透性来维持。

神经细胞钙超载是脑缺血损伤的一个重要机制 ,已证实在各

种因素诱导的细胞凋亡出现前 ,胞内游离 Ca2 + 的浓度呈持

续性升高 ,若抑制 Ca2 + 浓度的升高。则可阻止细胞凋亡的

发生。大脑中动脉区是脑梗死的好发部位 ,可利用激光扫描

共聚焦显微镜 (1aser scanning confocal microscope ,LCSM)

无损伤断层光切扫描的技术特性及荧光探针激发/ 发射波长

不同的特点 ,建立对活体脑片组织定位定量测定细胞内

Ca2 + 含量的方法 ,为研究脑缺血缺氧损伤提供了一个新的手

段 [16 ] 。
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2. 3. 4 　脑磁图 　脑磁图 (magnetoencephalography ,M EG) 通

过无创伤性的方法探测大脑生物电流所产生的磁场变化 ,具

有很高的时间分辨率及空间分辨率。大脑皮质内锥状细胞

排列规则 ,由细胞体向皮质伸出的树突平行排列 ,当神经元

同步活动时 ,形成集合电流 ,产生在颅外可以探测到的磁场 ,

脑磁图即是记录神经元活动时所产生的磁场 ,脑磁场的探测

装置主要为 SQU ID ,可以探测极微弱的磁场 ,SQU ID 主要由

超导环组成 ,其原理是像脑内一样微弱的交变磁场即可在超

导探测线圈上产生可检测的电流 ,由 SQU ID 放大引出后进

行数字采集。MEG可以在脑缺血早期发现明显的 AL FMA

(abnormal low f requency magnetic activity) ,AL FMA 可以作

为脑缺血的早期预警信号 ,脑梗死后期 ,在脑梗死的软化灶

周围可以发现半影区内的 A IFMA ,其范围随着半影区的变

化而变化 ,从而证实 MEG能对缺血性再灌注脑组织功能进

行评估 [17 ] 。

2. 4 　神经生化

2. 4. 1 　一氧化氮及其合酶的研究 　一氧化氮 ( nit rogen

monoxide ,NO)既可作为血管舒张因子 ,又可作为神经介质 ,

在多种疾病中起着重要作用 ,在脑缺血2灌注损伤中具有双

重作用 ,既有保护作用 ,又有毒性作用。NO 主要通过 s GC2
c GMP(soluble guanylyl cyclase ,s GC) 途径舒张脑血管 ,影响

脑微循环血流 ,间接影响神经细胞的功能 [18 ] 。高浓度的自

由基使 NO 失活和抑制 P GI2 产生 , P GI2 / TXA2 和 NO 与自

由基之间平衡的破坏将导致细胞黏附和血管收缩 ,引起脑缺

血损伤。一氧化氮合酶 (NOS) 在中枢神经系统有广泛的分

布 ,不需要利用 A TP 就能催化 NO 的生物合成。L uigi 等 [19 ]

发现他汀类药物的抗脑缺血损伤作用与内皮 NOS(endothe2
lid NOS ,eNOS)表达增加密切相关 ,他汀类药物减少脑的梗

死体积、提高神经功能、增加脑血流的效果 ,依赖于 eNOS 增

加 ;而在 eNOS 缺陷的大鼠中却没有观察到。

2. 4. 2 　细胞因子 　在脑缺血再灌注时 ,受损伤的内皮细胞

及激活的白细胞可以产生和释放大量的细胞因子 ,反过来 ,

许多细胞因子又可作为启动因素 ,引起脑缺血后的炎症反应

并加重损伤 ,这些细胞因子包括 IL21β、IL28 和 TN F2α等。

细胞因子具有多源性及连锁性 ,形成一个相互作用的白细

胞、内皮细胞和细胞因子的网络系统。同时又因它们具有多

效性而使其作用十分广泛 ,如对中枢神经系统来说 ,既有神

经毒性损伤 ,又有神经营养保护两方面的双重作用 [20 ] 。

　　大量研究发现 [21～23 ] MCAO 15 min 后缺血区 IL21β加重

脑损伤可能通过刺激内皮细胞表达 ICAM21 ,使白细胞聚集

在缺血脑组织 ,或降低血管舒张因子释放和使 ET21 分泌增

加 ,加重脑缺血损伤。大鼠 MCAO 1 h 再灌注即刻脑室内注

射重组人 IL21β可引起皮质区和尾状核水肿 ,梗死体积增加 ,

缺血区浸润的中性粒细胞和黏附于内皮细胞的白细胞数增

加 ,给予 IL21β抗体和 IL21 阻滞剂可使上述损伤明显减轻。

　　IL28 是一种对炎性细胞具有趋化作用的细胞因子 ,起着

调节炎症反应作用。国外研究 [24 ]观察了 IL28 和脑含水量及

白细胞浸润三者的关系 ,发现大鼠 MCAO 1 h 再灌注 3 h ,脑

缺血区可测到 IL28 ,随着血流恢复 , IL28 含量随之升高 ,在

12 h 达高峰 ,24～48 h迅速下降 ,而脑含水量增加出现在再

灌注 6 h ,24 h 最严重 ;再灌注 12 h 脑实质有白细胞浸润 ,24

～48 h 明显增多。这一结果揭示 IL28 的产生早于脑水肿形

成和白细胞浸润。

　　TN F2α是引发炎症放大效应的一个重要而又有广泛生

物学活性的细胞因子。局灶性脑缺血后 1 h 可观察到皮质

TNF2αmRNA 表达 ,12 h 达高峰 ,持续 5 d。在 TN F2α作用

下 ,白细胞与内皮细胞相互作用会引起一系列变化 ,如组织

因子与血小板活化因子的合成与表达 ,增加 IL21 释放和黏

附分子表达 ;促进白细胞向脑组织转移 ;激活白细胞磷脂酶

A2 ,环氧合酶 ,导致磷脂分解 ,后者又激活细胞膜上的还原型

辅酶 Ⅱ产生自由基 [25 ] 。

2. 5 　分子生物学 　脑缺血是一种强烈刺激基因表达的因

素 ,一方面 ,可诱导凋亡基因或细胞应激基因而加速神经元

的变性。另一方面 ,半暗带内某些基因的表达对其具有保护

作用。分子生物学技术的进步不仅为研究缺血性脑损伤的

发生机制及修复过程提供了新方法、丰富了实验研究的手

段 ,也有助于从分子水平阐明内源性脑损伤因子或脑保护因

子的表达调控和作用机制 ,继而为缺血性脑损伤的治疗开辟

新途径 [26 ] 。

　　原位杂交、基因、蛋白表达分析、反义技术也同样适用于

MCAO 模型。利用逆转录聚合酶链反应 ( RT2PCR) 技术使

单个神经细胞离子通道功能和蛋白表达体外扩增分析成为

可能。如利用分子生物学研究热休克蛋白 ( HSP) 70 [27 ,28 ] ,发

现局灶性缺血导致梗死核心即将出现时 ,几乎所有神经元和

胶质细胞 HSP70 基因的转录和翻译均被破坏 ,但梗死脑区

血管内皮细胞的 HSP70 基因的转录和翻译仍能维持。原位

杂交表明 ,大脑中动脉短期缺血既诱导神经元 HSP70 ,也诱

导神经元 HSP70 mRNA。长期缺血导致梗死时 ,梗死区神

经元则不诱导 HSP70 mRNA 或 HSP70 ,但梗死区血管内皮

细胞仍可诱导 HSP70 mRNA 和 HSP70。在半影区的神经

元和胶质细胞均可诱导 HSP70 mRNA 和 HSP70。

　　另外用 Northern 印迹法发现 [29 ] ,局灶性脑缺血引起 c2
fos mRNA 剧烈而短暂的表达 ;用原位杂交法发现 [30 ] ,局灶

性脑缺血引起 Zif/ 268 和 Nur277 等其他 IEG也发生类似的

表达 ,但 c2myc 未出现可察觉的变化 ;转录测定发现 ,c2fos、

J unB 和 c2jun 等 mRNA 水平的增高是由于这些基因转录的

增加而不是转录后过程的增加 ;进一步发现 ,缺血 90 min 时

AP1 结合活性增高 4～6 倍 ,持续至少 24 h ,并可被反义2Fos

和反义2J unB 抗体减低。另外有学者发现 [31 ] ,在短暂性脑缺

血后 ,c2fos、c2jun 主要在可逆性损伤部位 (即半暗带) 有选择

性地表达。c2fos、c2jun 基因的表达能诱导凋亡的发生 ,尤其

对梗死区的神经细胞凋亡有重要意义。

3 　应 　用

　　脑血管疾病是威胁人类生命安全的主要急症之一 ,是中

老年的常见病 ,尤其以局灶性脑缺血2再灌注损伤较为多见。

MCAO 的研究 ,可为临床脑缺血损伤的病变特点、发病机制

及防治提供理论实验依据 ,另外开发脑保护剂等均要借助于

MCAO 模型的研究 [32 ,33 ] 。

3. 1 　研究神经元缺血损伤的机制 　缺血性神经元死亡的机
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制一直是神经生物学的研究重点之一。脑缺血后神经元死

亡是一个极其复杂的病理过程。许多 MCAO 研究结果表

明 ,脑缺血后能量代谢障碍、细胞内 Ca2 + 超载及其所引发的

谷氨酸毒性反应是神经元损伤的始动环节 ,由此产生一系列

生化反应 ,即缺血级联反应 ,这是决定缺血后神经元命运的

主要因素。缺血2再灌注神经细胞损伤是由多种因素共同作

用的结果 [34～36 ] :缺血2再灌注损伤时生成增多的自由基及多

种神经递质、兴奋性氨基酸 (NMDA 受体) 共同作用 ,而使钙

离子通道开放 ,细胞内钙超载 ,胞质内游离钙增加又加速自

由基的产生 ,共同导致再灌注损伤。中性粒细胞作为再灌注

时自由基、细胞黏附分子及其致炎因子的重要来源 ,在再灌

注损伤的发生发展中亦起重要作用。此外 ,细胞代谢紊乱也

参与再灌注损伤的发生。

　　缺血损伤后神经元死亡主要表现为坏死和凋亡两种形

式 ,分别涉及主动和被动细胞死亡机制 [37 ] 。在脑缺血急性

期 ,神经元坏死与凋亡并存 ,细胞坏死位于缺血中心区 ,细胞

凋亡主要出现在缺血半暗带 ;而在脑缺血的迟发性神经元死

亡期 ,则以细胞凋亡为主 ,凋亡可能决定了最终梗死体积。

3. 2 　药物抗脑缺血损伤疗效的评价研究 　MCAO 局灶性

脑缺血2再灌注模型的建立与研究使脑梗死的中心坏死区和

缺血半暗带得到病理学证实 ,特别近年来半暗带病理生理、

生化方面对细胞坏死、细胞凋亡和迟发性神经元坏死 (DND)

发病机制的确定 ,提出了“治疗时间窗”的概念 ,为临床脑梗

死溶栓治疗提供了依据并已取得成功 [38 ,39 ] 。针对谷氨酸毒

性反应可能是神经元损伤的始动环节 ,已开发出 GABA 受

体激动剂 ,逆转兴奋性氨基酸/ 抑制性氨基酸比例失调。关

于 ICAM21 抗体及其神经保护作用的实验研究已取得较大

进展 ,并开始用于急性脑梗死治疗 ,目前正进行临床验证研

究。但针对缺血2再灌注神经细胞损伤的病理生理机制开发

神经保护治疗方法 ,虽然采用了 GABA 受体激动剂、抗氧化

剂、钙离子拮抗剂及抗自由基等药物 ,但至今尚未发现肯定

有效的神经保护药物供临床使用 [40 ] 。

　　从上述研究进展和取得的成绩看 ,无论是神经细胞死亡

(包括坏死、迟发性坏死和凋亡) ,还是缺血中心区、半暗带和

治疗时间窗 ,或是各种神经递质和炎性细胞因子等研究所取

得的进展 ,均为缺血性脑损伤防治展现出光明前景 ,但不可

讳言在溶栓治疗、神经保护剂的应用等方面还存在许多问

题 ,亟待深入研究解决 ,同时对 MCAO 脑缺血模型的研究亦

会进一步深入下去。
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