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单侧颈动脉结扎结合枕大池二次注血建立改良脑血管痉挛模型
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　　［摘要］　目的　在枕大池二次注血模型基础上结扎单侧颈动脉，尝试建立一种适合脑血管痉挛后脑损害研究的动物模

型。方法　３０只新西兰兔随机分为假手术组、注血组和结扎注血组，每组１０只。注血组和结扎注血组均行枕大池二次注血；

结扎注血组加行单侧颈动脉结扎。于首次注血后５ｄ处死全部动物，脑组织切片后行 ＨＥ及ＴＵＮＥＬ染色，测量基底动脉直

径并行海马神经元凋亡计数。结果　假手术组动物术后全部存活，注血组术后存活率９０％，结扎注血组存活率７０％。与假

手术组相比，注血组及结扎注血组均出现明显基底动脉痉挛及海马神经元凋亡，差异有统计学意义（犘＜０．００１），结扎注血组基

底动脉直径与注血组差异无统计学意义（犘＝０．３４２），结扎注血组海马神经元凋亡细胞计数较注血组高，差异有统计学意义

（犘＝０．００５）。结论　单侧颈动脉结扎结合枕大池二次注血可建立脑缺血损伤症状更严重的脑血管痉挛模型。

　　［关键词］　蛛网膜下隙出血；颅内血管痉挛；动物模型；基底动脉
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　　自发性蛛网膜下隙出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍａｒ

ｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）是一种神经外科常见重症，迟发性脑血管

痉挛（ｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｏｓｐａｓｍ，ＣＶＳ）是ＳＡＨ患者预后不

良的重要因素［１２］。针对ＣＶＳ目前尚没有理想的防治

方法，是基础及临床研究的热点，而建立理想的动物

模型是进行相关研究的基础。经典的枕大池二次注

血模型能模拟脑动脉的痉挛状态，但由于实验动物的

代偿血流充分，造成的缺血性脑损伤并不严重，无法

达到理想的效果［１３］。因此，本研究尝试在枕大池注

血前进行单侧颈动脉结扎，以加强缺血敏感区的脑组

织损伤，使模型更适合于ＣＶＳ后脑损害的研究。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　雄性新西兰兔３０只，由海

军医学研究所实验动物中心提供［许可证号：ＳＹＸＫ

（沪）２０１２００３３］。健康状况良好，体质量２．３～２．７

ｋｇ，在相同的条件及环境中（饲料和温度均相同）饲

养３ｄ后进行实验。动物随机分为３组，分别为假手

术组（Ｓｈａｍ）、注血组（ＳＡＨ）和结扎注血组（ＣＡＯ＋

ＳＡＨ），每组各１０只动物。假手术组行颈部假手术

及枕大池穿刺假手术；注血组行颈部假手术及枕大

池二次注血；结扎注血组行右侧颈动脉结扎及枕大

池二次注血。

１．２　手术操作

１．２．１　麻醉　采用复合麻醉，使用速眠新Ⅱ（吉林

省华牧动物保健品有限公司，批号：３０１０６）０．１ｍｇ／

ｋｇ肌注，待实验兔处于深度镇静状态时，再予戊巴

比妥钠（上海伊卡生物技术有限公司，德国进口分

装，批号：ＥＫ１４０４３０）０．３ｍｇ／ｋｇ经耳缘静脉注射麻

醉。麻醉成功后先行颈部手术，再行枕大池穿刺。

１．２．２　颈动脉结扎　实验兔仰卧位置于固定架，备

皮消毒后作颈部正中切口，暴露右侧颈动脉（图１Ａ）

并以丝线结扎后切断，术区止血后缝合切口。假手

术组暴露颈动脉后不作结扎，缝合切口。

１．２．３　枕大池二次注血　枕颈部备皮消毒后沿枕

大孔后缘穿刺蛛网膜下隙，遇突破感后可见澄清脑

脊液自套管针内芯涌出，撤出内芯，缓慢释放脑脊液

约１．５ｍＬ。以无肝素的２ｍＬ空针经耳中央动脉取

自体动脉血１．５ｍＬ，以１ｍＬ／ｍｉｎ的速度将自体动

脉血注入枕大池。实验兔置于头低位（３０°）３０ｍｉｎ。

操作过程中保持气道通畅，待麻醉苏醒后送回兔笼

观察，４８ｈ后以相同方法再次注血。假手术组行枕

大池穿刺见脑脊液后拔除穿刺针结束操作。

１．３　标本取材　于首次操作后第５天处死实验兔。

戊巴比妥钠过量麻醉后，用４％多聚甲醛心脏灌注，

取脑组织后以多聚甲醛固定。石蜡包埋后以４μｍ

厚度切片，基底动脉（含脑干）切片行 ＨＥ染色；大

脑冠状位切片，在双侧海马区域切片行 ＨＥ染色及

ＴＵＮＥＬ染色。基底动脉 ＨＥ染色切片在光镜下摄

片，影像软件测量基底动脉内周长（换算成直径），取

近端、中段及远段基底动脉分别测量后计平均值。

海马ＴＵＮＥＬ染色切片使用影像软件行凋亡细胞计

数，取３个高倍镜视野计数后以平均值（取整）表示。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件，数据均以

珔狓±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验，检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　手术成功率　假手术组动物存活率１００％（１０／

１０），注血组存活率９０％（９／１０），结扎注血组存活率

７０％（７／１０）。注血组１只实验兔于首次注血后持续

精神差，进食少，无明显肢体功能障碍，于第４天死

亡。结扎注血组１只实验兔于首次注血后持续精神

差，进食少，后肢肌张力增高，二次注血后加重，于第３

天死亡；２只实验兔分别于第３天出现精神差，进食

少，无明显肢体功能障碍，于第４天死亡。假手术组

动物取脑未见明显ＳＡＨ，注血组和结扎注血组动物取

脑可见基底池及基底动脉周围明显血凝块（图１Ｂ）。

图１　改良脑血管痉挛兔模型建模图

犉犻犵１　犘犻犮狋狌狉犲狊狅犳犿狅犱犻犳犻犲犱狏犪狊狅狊狆犪狊犿狉犪犫犫犻狋犿狅犱犲犾

Ａ：Ｒｉｇｈｔｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｗａｓｅｘｐｏｓｅｄｒｅａｄｙｆｏｒｏｃｃｌｕｓｉｏｎ；Ｂ：

Ｓａｃｒｉｆｉｃｅｔｈｅｒａｂｂｉｔｏｎｄａｙ５，ａｎｄｂｌｏｏｄｂｌｏｔａｔｔｈｅｂａｓａｌｃｉｓ

ｔｅｒｎａｎｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｂａｓｉｌａｒａｒｔｅｒｙｗａｓｓｈｏｗｎ
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２．２　基底动脉直径改变　结果（图２Ａ～２Ｃ）表明：

与假手术组［（１０８０．０±１１４．６）μｍ］相比，注血组

［（７１２．４±９８．９）μｍ］及结扎注血组［（７６１．７±

１００．０）μｍ］在建模第５天实验动物基底动脉直径均

显著缩小（犘＜０．００１）。结扎注血组与注血组间基底

动脉直径差异无统计学意义（犘＝０．３４２），但结扎注

血组基底动脉直径相比注血组增大约６．９％。

２．３　海马神经元凋亡计数　结果（图２Ｄ～２Ｆ）表

明：与假手术组（４５．６±１６．０）相比，注血组（１４１．７±

２３．９）及结扎注血组（１８４．０±２８．２）在建模第５天实

验动物海马神经元凋亡计数升高，差异有统计学意

义（犘＜０．００１）；且结扎注血组海马凋亡细胞计数较

注血组升高，差异有统计学意义（犘＝０．００５）。

图２　建模第５天各组模型基底动脉犎犈染色（犃犆）及海马犜犝犖犈犔染色（犇犉）

犉犻犵２　犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犫犪狊犪犾犪狉狋犲狉狔（犃犆）犪狀犱犜犝犖犈犔狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犺犻狆狆狅犮犪犿狆狌狊（犇犉）狅狀犱犪狔５狅犳犿狅犱犲犾犻狀犵

ＶａｓｏｓｐａｓｍｏｆｂａｓａｌａｒｔｅｒｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｒｅｍｏｒｅｓｅｒｉｏｕｓｉｎＳＡＨｇｒｏｕｐ（Ｂ，Ｅ）ａｎｄＳＡＨ＋ＣＡＯｇｒｏｕｐ（Ｃ，Ｆ）

ｔｈａｎｉｎｓｈａｍｇｒｏｕｐ（Ａ，Ｄ）．ＴｈｅｄｉａｍｅｔｅｒｓｏｆｂａｓａｌａｒｔｅｒｙａｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎＳＡＨｇｒｏｕｐ（Ｂ）ａｎｄＳＡＨ＋

ＣＡＯｇｒｏｕｐ（Ｃ），ａｎｄｔｈｅｒｅａｒｅｍｏｒｅｎｅｕｒｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＳＡＨ＋ＣＡＯｇｒｏｕｐ（Ｆ）ｔｈａｎｉｎＳＡＨｇｒｏｕｐ（Ｅ）．ＳＡＨ：Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ

ｈｅｍａｒｒｈａｇｅ；ＣＡＯ：Ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ

２．４　结扎注血组双侧海马神经元凋亡计数的对

比　结扎注血组存活的７只兔右侧海马神经元凋亡

计数为（１８４．０±２８．２），左侧为（１７８．４±２５．９），两侧

比较差异无统计学意义（犘＝０．３８５）。

３　讨　论

迟发性脑血管痉挛是动脉瘤性ＳＡＨ后患者死

亡和致残的重要因素［１２］，但其发生发展机制目前仍

未阐明。为了探索ＣＶＳ的病理病生机制，学者们尝

试建立了多种实验模型。尽管有体外模型被用于脑

血管痉挛的研究，但是体内实验模型能更好地用于

研究其发病机制、病理、诊断和治疗。考虑到可以进

行血管造影评估血管痉挛程度，并将研究结果应用

到人类的血管痉挛中去，使用猫、猪、狗，甚至灵长类

动物模型可能是更理想的。但是这些大型动物的制

作和饲养费用要比大鼠和兔子等小动物昂贵得多。

常用的ＳＡＨ建模方法包括动脉内穿刺法、开颅

手术蛛网膜下隙注血法和枕大池注血法。动脉内穿

刺法导致的出血量不可控，动物死亡率较高，而且出

血部位具有随机性，可能降低实验结果的可比性。

开颅手术蛛网膜下隙注血法虽然能解决上述两个缺

点，但是操作复杂，需要磨钻等专用设备，操作时间

长、建模成本高。而枕大池注血法操作简便，成功率

高，是目前使用最为广泛的建模方法，尤其是在通过

二次注血后，脑血管痉挛的出现具有明显的双峰特

征，能较好地模拟人类脑血管痉挛状态。

大量研究显示通过枕大池注血模型可以引起广

泛的ＣＶＳ
［３４］，但这种模型在发生血管痉挛的同时，

造成的缺血性脑损伤常不严重。我们在临床上发现

影像学确认的ＣＶＳ不一定伴随严重的临床症状，但
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如果在此基础上发生低血压、低血容量等导致脑部

低灌注的情况则极易造成缺血性脑损害［１］。因此，

本研究通过在注血前结扎一侧颈动脉造成低灌注状

态，以建立一种合并严重缺血性脑损害的ＣＶＳ模型。

在本组实验动物中，与假手术组相比，注血组基

底动脉直径缩小了３４．０％，结扎注血组缩小了

２９．５％，差异有统计学意义，与以往研究的结果相

似［５６］。这提示与经典枕大池二次注血模型相比，结

合颈动脉结扎的改良模型同样能引起实验动物脑动

脉的明显痉挛。

结扎注血组的基底动脉直径平均值略大于注血

组，约增加６．９％。这与结扎颈动脉诱导基底动脉

顶端动脉瘤的研究中基底动脉发生扩张的现象［７］相

似，考虑为后循环血流负荷加重引起的ＢＡ代偿性

扩张。但与双侧颈动脉结扎引起的基底动脉增粗相

比，单侧颈动脉结扎引起的后循环血流负荷增加程

度较轻，而ＣＶＳ的观察主要是建模后１周内，此时

基底动脉直径改变尚不明显，对ＣＶＳ的形成无明显

影响。

脑血管痉挛后的缺血损害常通过海马凋亡神经

元计数来评估，结扎注血组的海马凋亡神经元较注

血组显著增加。而通过对比结扎注血组双侧海马的

神经元凋亡情况，提示这种影响是双侧性的，与以往

研究结果一致［８］。因此，神经元凋亡增加是低灌注

状态下痉挛造成的缺血性脑损害加重，而不是颈动

脉结扎引起的局限性脑缺血。

综上所述，与传统ＳＡＨ模型相比，颈动脉结扎

结合枕大池注血模型并不显著增加操作相关的动物

死亡，而且在导致显著脑血管痉挛的同时，可以造成

更严重的缺血性脑损害，有利于脑血管痉挛相关研

究的开展。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。

［参 考 文 献］

［１］　ＣｒｏｗｌｅｙＲＷ，ＭｅｄｅｌＲ，ＤｕｍｏｎｔＡＳ，ＩｌｏｄｉｇｗｅＤ，Ｋａｓ

ｓｅｌｌＮＦ，ＭａｙｅｒＳＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｉｃｖａｓｏｓｐａｓｍｉｓ

ｓｔｒｏｎｇｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｓｕｂ

ａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２０１１，４２：９１９９２３．

［２］　ＦｒｏｎｔｅｒａＪＡ，ＡｈｍｅｄＷ，ＺａｃｈＶ，ＪｏｖｉｎｅＭ，Ｔａｎｅｎｂａｕｍ

Ｌ，ＳｅｈｂａＦ，ｅｔａｌ．Ａｃｕｔｅｉｓｃｈａｅｍｉａａｆｔｅｒｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ

ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙａｎｄ

ｉｍｐａｃｔｏｎｏｕｔｃｏｍｅ：ａｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＭＲＩ

ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｌＮｅｕｒｏｓｕｒｇＰｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２０１４，Ａｐｒ８．

ｄｏｉ：１０．１１３６／ｊｎｎｐ２０１３３０７３１３．

［３］　ＲａｓｌａｎＦ，ＡｌｂｅｒｔＷｅｉｓｓｅｎｂｅｒｇｅｒＣ，ＷｅｓｔｅｒｍａｉｅｒＴ，Ｓａ

ｋｅｒＳ，ＫｌｅｉｎｓｃｈｎｉｔｚＣ，ＬｅｅＪＹ．Ａｍｏｄｉｆｉｅｄｄｏｕｂｌｅｉｎｊｅｃ

ｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆｃｉｓｔｅｒｎａｍａｇｎａｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｄｅｌａｙｅｄ

ｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｏｓｐａｓｍｆｏｌｌｏｗｉｎｇｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ

ｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＥｘｐＴｒａｎｓｌＳｔｒｏｋｅＭｅｄ，２０１２，４：２３．

［４］　ＺｈｏｕＭＬ，ＳｈｉＪＸ，ＺｈｕＪＱ，ＨａｎｇＣＨ，ＭａｏＬ，ＣｈｅｎＫ

Ｆ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｏｎｅａｎｄｔｗｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ

ｍｏｄｅｌｓｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｏｓｐａｓｍｉｎｒａｂｂｉｔｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ

Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００７，１５９：３１８３２４．

［５］　ＧｕｒｅｓｉｒＥ，ＲａａｂｅＡ，ＪａｉｉｍｓｉｎＡ，ＤｉａｓＳ，ＲａａｂＰ，Ｓｅｉｆｅｒｔ

Ｖ，ｅｔａｌ．Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｄｅｌａｙｅｄｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎ

ｔｉｓｓｕｅｄａｍａｇｅｉｎｔｈｅｒａｔｄｏｕｂｌｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｊ

ＮｅｕｒｏｌＳｃｉ，２０１０，２９３：１８２２．

［６］　ＬｅｅＪＹ，ＨｕａｎｇＤＬ，ＫｅｅｐＲ，ＳａｇｈｅｒＯ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ

ｔｉｏｎｏｆａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｄｏｕｂｌｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｒａｔｍｏｄｅｌｆｏｒ

ｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｄｅｌａｙｅｄｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｏｓｐａｓｍ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ

Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００８，１６８：３５８３６６．

［７］　姚鹏飞，杨鹏飞，张照龙，黄清海，ＤａｖｉｄＦ．Ｋａｌｌｍｅｓ，刘

建民．双侧颈总动脉结扎诱导兔基底动脉顶端动脉瘤

模型的初步尝试［Ｊ］．第二军医大学学报，２０１４，３５：４３８

４４２．

　　 ＹａｏＰＦ，ＹａｎｇＰＦ，ＺｈａｎｇＺＬ，ＨｕａｎｇＱＨ，ＫａｌｌｍｅｓＤ

Ｆ，ＬｉｕＪＭ．Ｂｉｌａｔｅｒａｌｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｌｉｇａｔｉｏｎｆｏｒ

ｃｒｅａｔｉｎｇｂａｓｉｌａｒｔｅｒｍｉｎｕｓａｎｅｕｒｙｓｍｍｏｄｅｌｉｎｒａｂｂｉｔｓ：ａ

ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，

３５：４３８４４２．

［８］　ＤｅＬｅｙＧ，ＮｓｈｉｍｙｕｍｕｒｅｍｙｉＪＢ，ＬｅｕｓｅｎＩ．Ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｉｃ

ｂｌｏｏｄｆｌｏｗｉｎｔｈｅｒａｔａｆｔｅｒｕｎｉｌａｔｅｒａｌｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄ

ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ：ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｔｉｍｅ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，１９８５，１６：６９

７３．

［本文编辑］　贾泽军


