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　　［摘要］　目的　建立一种开放性颅脑外伤海水浸泡动物模型，研究其伤情特点。方法　健康雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠１００

只，随机分为５组，分别为对照组、轻型颅脑外伤海水浸泡组、中型颅脑外伤海水浸泡组、重型颅脑外伤海水浸泡组和重型颅脑

外伤生理盐水浸泡组。采用控制性皮质撞击法造成不同程度的脑外伤，致伤后将大鼠局部损伤的脑组织浸泡在人工海水或生

理盐水中，构建动物模型。观察各组大鼠行为学、病理学、脑含水量、血脑屏障通透性等变化。结果　建立的动物模型可较好

地模拟遭海水浸泡的开放性颅脑外伤伤情特点。随脑外伤程度的加重，大鼠神经功能损伤、脑组织病理学、脑含水量、血脑屏

障破坏程度逐渐加重；同等伤情下海水浸泡组脑组织坏死和出血等病理改变较生理盐水浸泡组明显加重；浸泡后２４ｈ，同等伤

情下海水浸泡组较生理盐水浸泡组脑组织含水量、血脑屏障破坏程度等均有显著加重。结论　制作的大鼠模型可模拟不同

程度开放性颅脑外伤遭海水浸泡后的伤情变化。
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　　海战及海上作业发生意外时可能会导致开放性

颅脑外伤伤员落水，使海水浸入伤口而加重原有的

颅脑外伤［１］。临床经验表明目前此类伤员的临床症

状比陆地伤员更为严重，病理变化更为突出，救治难

度更大，治疗效果亦更差［２３］。为此，我们建立了模

拟遭海水浸泡的开放性颅脑外伤大鼠模型，初步研

究遭海水浸泡的开放性颅脑外伤伤情特点，现报告

如下。

·８３５１·
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第１２期．杨　冰，等．一种开放性颅脑外伤海水浸泡的动物模型

１　材料和方法

１．１　人工海水的配制　人工海水的配制参照文献

［４５］报告的配方：氯化钠２６．５１８ｇ／Ｌ，硫酸镁

３．３０５ｇ／Ｌ，氯化镁２．４４７ｇ／Ｌ，氯化钙１．１４１ｇ／Ｌ，

氯化钾０．７２５ｇ／Ｌ。取浙江大麦屿离海岸５ｋｍ处

的海水作为对照，同时检测配制的人工海水和天然

海水的渗透压和电解质情况，结果证明人工海水与

天然海水的渗透压和主要电解质含量极为接近。

１．２　动物及分组　健康雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠１００

只［动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３０００６］，体质量

（３００±２０）ｇ，采用随机数字表法结合随机数余数调

整法将大鼠平均分为５组，分别为对照组、轻型颅脑

外伤海水浸泡组、中型颅脑外伤海水浸泡组、重型颅

脑外伤海水浸泡组和重型颅脑外伤生理盐水浸泡

组。因海水浸泡过程中重型颅脑外伤组大鼠死亡１

只，后该组再补充１只３００ｇ雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠。

死亡大鼠的各项数据均未列入后续统计结果。

１．３　开放性颅脑外伤海水浸泡动物模型的制

备　使用戊巴比妥按３５ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔注射麻醉

大鼠，麻醉成功后将大鼠以俯卧位固定。以牙科钻

磨开颅孔直径约６ｍｍ，内侧距矢状缝３ｍｍ，后端

距人字缝３ｍｍ。采用精密颅脑撞击器（ＰｉｎＰｏｉｎｔＴＭ

ＰＣＩ３０００ＰｒｅｃｉｓｉｏｎＣｏｒｔｉｃａｌＩｍｐａｃｔｏｒ，美国 Ｈａｔｔｅｒａｓ

ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＩｎｃ．）建立开放性颅脑外伤动物模型；

撞击头直径５ｍｍ，撞击速度２ｍ／ｓ，接触时间为

５００ｍｓ。其中轻型颅脑外伤组撞击深度为１ｍｍ，

中型颅脑外伤组撞击深度为２ｍｍ，重型颅脑外伤

组撞击深度为３ｍｍ。动物致伤后用细针头小心将

硬膜十字型挑破至骨孔边缘。对照组钻孔并挑开

硬膜但不致伤。暴露的脑组织表面覆盖脑棉片，输

液器导管末端部分剪２个侧孔，侧孔面向脑棉片。

缝合头皮切口中间部分，在脑表面形成两端开放的

皮下隧道。将海水持续从输液器中滴入，使包含挫

伤部位在内的大脑皮质模拟持续浸泡于海水环境。

对照组和生理盐水浸泡组均采用生理盐水代替海

水浸泡。所有动物浸泡时间均为６０ｍｉｎ。

１．４　检测指标

１．４．１　大鼠的生命体征、昏迷时间和神经功能评分　动

物模型制作完成后记录大鼠的昏迷时间，并于模型

制作完成后１、８、２４ｈ观察大鼠的呼吸、心率及神经

功能评分。大鼠意识状态分为６级：１级，在笼内活

动如常；２级，在笼内活动减少；３级，在笼内活动减

少并运动失调；４级，翻正反射存在但不能站立；５

级，翻正反射消失但痛刺激有肢体回缩反应；６级，

对任何刺激无反应。其中５、６级被认为是昏迷状

态。记录大鼠麻醉后翻正反射消失至评分达到４级

时的时间，即为昏迷时间。大鼠神经功能评分采用

Ｌｏｎｇａ评分法，分５个等级：０分，正常、无神经功能

缺损；１分，左侧前爪不能完全伸展、轻度神经功能

缺损；２分，行走时大鼠向左侧（瘫痪侧）转圈、中度

神经功能缺损，３分，行走时大鼠身体向左侧（瘫痪

侧）倾倒、重度神经功能缺损；４分，不能自发行走、

意识丧失。

１．４．２　影像学检查　造模后２４ｈ采用西门子

ＭａｇｎｅｔｏｍＴｒｉｏ３Ｔ磁共振仪行大鼠头颅磁共振检

查。采用Ｔ２Ｗ１序列对大鼠头颅行冠状位扫描。

１．４．３　病理学检查　每组取２只大鼠用于病理学

检查。采用ＨＥ染色观察各组大鼠的病理结果，采

用伊文思蓝染色显示血脑屏障破坏范围。

１．４．４　脑含水量检测　每组取２只大鼠用于脑含

水量检测，于模型制备完成后２４ｈ断头取脑。将鼠

脑沿矢状缝切开，区分两侧大脑半球，用精密电子天

平称湿质量。置８０℃烤箱中，连续烘烤４８ｈ至恒质

量后称干质量。按Ｅｌｌｉｏｔｔ公式计算脑组织含水量：

脑组织含水量（％）＝（湿质量－干质量）／湿质量×

１００％。

１．４．５　血脑屏障通透性检测　每组取１０只大鼠用

于血脑屏障通透性检测。于处死前２ｈ股静脉注射

２０ｇ／Ｌ伊文思蓝，剂量为２ｍＬ／ｋｇ。断头取脑后，

按横断面切取损伤平面厚约５ｍｍ的脑组织，将其

分为致伤侧与对侧两部分。分析天平上称量湿质量

后将其匀浆，匀浆液为２ｍＬ的５０％三氯乙酸。充

分匀浆后，将组织匀浆液２２８６６×犵离心２０ｍｉｎ，取

１ｍＬ上清与３ｍＬ无水乙醇混合，应用荧光分光光

度计在激发波长６２０ｎｍ、发射波长６８０ｎｍ的条件

下比色，依据光密度（犇）值计算伊文思蓝的质量

分数。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据处

理，组间比较采用方差分析。检验水准（α）为０．０５。

·９３５１·
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２　结　果

２．１　大鼠一般情况　撞击后部分重型颅脑外伤组

大鼠出现短暂的呼吸暂停和轻度全身抽搐，１ｍｉｎ

后均自行缓解。海水浸泡过程中重型颅脑外伤海水

浸泡组大鼠死亡１只，其余各组均未发生大鼠死亡。

致伤后１ｈ时大鼠的心率、呼吸均有不同程度的加

快，重型颅脑外伤海水浸泡组大鼠尤为明显，其心率

为（３０９．８±４．２）次／ｍｉｎ，呼吸为（９８．７±４．６）次／

ｍｉｎ。对照组、轻型颅脑外伤海水浸泡组、中型颅脑

外伤海水浸泡组、重型颅脑外伤海水浸泡组和重型

颅脑外伤生理盐水浸泡组大鼠昏迷时间分别为

（０．２１±０．０６）、（０．４８±０．２８）、（２．１５±０．１７）、

（３．３０±０．２４）、（２．４５±０．１９）ｈ，中型颅脑外伤海水

浸泡组、重型颅脑外伤海水浸泡组和重型颅脑外伤

生理盐水浸泡组大鼠的昏迷时间均长于对照组和轻

型颅脑外伤海水浸泡组（犘＜０．０５），重型颅脑外伤

海水浸泡组大鼠的昏迷时间长于重型颅脑外伤生理

盐水浸泡组（犘＜０．０５）。

２．２　大鼠神经功能评分　各实验组大鼠神经功能

评分变化见图１。造模后１ｈ重型颅脑外伤海水浸

泡组、中型颅脑外伤海水浸泡组和重型颅脑外伤生

理盐水浸泡组大鼠的Ｌｏｎｇａ评分均高于对照组

（犘＜０．０５）；造模后８、２４ｈ重型颅脑外伤海水浸泡

组与重型颅脑外伤生理盐水浸泡组之间、轻型颅脑

外伤海水浸泡组与对照组之间的Ｌｏｎｇａ评分差异均

无统计学意义，其他各组之间两两比较差异均有统

计学意义（犘＜０．０５）。

图１　各组大鼠犔狅狀犵犪评分变化

犘＜０．０５与对照组比较；△犘＜０．０５与轻型颅脑外伤海水浸泡组

比较；▲犘＜０．０５与中型颅脑外伤海水浸泡组比较．狀＝２０，珔狓±狊

２．３　头颅磁共振检查　造模后２４ｈ行大鼠头颅磁

共振检查，结果如图２所示。可见轻型颅脑外伤海

水浸泡组大鼠头颅损伤主要累及皮质浅表，重型颅

脑外伤海水浸泡组大鼠头颅创伤直达深部核团、水

肿波及对侧脑，中型颅脑外海水浸泡伤组介于以上

两者之间；海水浸泡组大鼠头颅的出血和水肿较同

等致伤条件下生理盐水浸泡组更为明显。

图２　造模后２４犺各组大鼠头颅磁共振图像

Ａ：重型颅脑外伤海水浸泡组；Ｂ：中型颅脑外伤海水浸泡组；Ｃ：轻型颅脑外伤海水浸泡组；Ｄ：重型颅脑外伤生理盐水浸泡组；Ｅ：对照组

２．４　病理学检查

２．４．１　大体标本　大鼠左侧半球损伤部位可见直

径约５ｍｍ的圆形致伤灶，致伤灶底部可见轻重不

一的挫伤脑组织，周围脑组织水肿。伤情越重，脑组

织挫伤和坏死范围越大（图３）。横断面显示重型颅

脑外伤组损伤深度直达丘脑，周围可见大片脑组织

因血脑屏障破坏而被伊文思蓝染色，损伤灶周边有

大片的出血；海水浸泡组与生理盐水浸泡组相比血

脑屏障破坏范围明显增大。中型颅脑外伤海水浸泡

组损伤深度直达海马，周围亦可见出血和蓝染区域。

轻型颅脑外伤海水浸泡组损伤范围局限于皮质，血

脑屏障破坏范围、程度较重度和中等颅脑外伤组亦

明显减少。对照组脑组织表面仅轻度水肿，剖面可

见皮质及以下各层脑组织完好。

２．４．２　ＨＥ染色结果　光镜下可见各致伤组损伤

中心区域脑组织缺损，蛛网膜和皮质连续性被破坏；

周围脑组织内有散在的出血灶，血管周间隙扩大；部

分神经胞核呈三角形深染，核染色重，胞周出现空

·０４５１·
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泡；更远的部位白质出现疏松改变，胞周出现空泡，

整个脑组织呈海绵样改变表现。重型颅脑外伤海水

浸泡组和重型颅脑外伤生理盐水浸泡组相比，出血、

胞周空泡样改变和血管周间隙扩大更为明显（图４）。

图３　造模后２４犺各组大鼠脑大体标本

图４　各组大鼠的犎犈染色表现

Ａ１，Ａ２：轻型颅脑外伤海水浸泡组；Ｂ１，Ｂ２：中型颅脑外伤海水浸泡组；Ｃ１，Ｃ２：重型颅脑外伤海水浸泡组；Ｄ１，Ｄ２：重型颅脑外伤生理盐水

浸泡组；Ｅ１，Ｅ２：对照组．Ａ２～Ｅ２分别为Ａ１～Ｅ１的放大图，黑框提示放大部位．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２（Ａ１～Ｅ１），×２００（Ａ２～Ｅ２）

２．５　脑组织含水量　重型颅脑外伤海水浸泡

组、中型颅脑外伤海水浸泡组、轻型颅脑外伤海

水浸泡组、重型颅脑外伤生理盐水浸泡组和对照

组大鼠脑组织含水量分别为（８０．１８±０．０７）％、

（７９．５６±０．０５）％、（７９．２５±０．０７）％、（７９．６５±

０．０７）％和（７７．７２±０．０６）％，除中型颅脑外伤海

水浸泡组与重型颅脑外伤生理盐水浸泡组之间

差异无统计学意义外，其余各组两两比较差异均

有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．６　血脑屏障通透性　采用脑组织伊文思蓝含量

评价血脑屏障的通透性，结果见表１。伤侧脑组织

除中型颅脑外伤海水浸泡组与重型颅脑外伤生理盐

水浸泡组差异无统计学意义外，其余各组两两比较

差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；健侧脑组织除中

型颅脑外伤海水浸泡组与重型颅脑外伤生理盐水浸

泡组、轻型颅脑外伤海水浸泡组与对照组差异无统

计学意义外，其余各组两两比较差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）。

表１　各组大鼠脑组织伊文思蓝含量

狑Ｂ／（μｇ·ｇ
－１），狀＝１０，珔狓±狊

部位 重型颅脑外伤海水浸泡组 中型颅脑外伤海水浸泡组 轻型颅脑外伤海水浸泡组 重型颅脑外伤生理盐水浸泡组 对照组

伤侧 １３．７０６±０．９３０△▲! ９．６０７±０．９５０▲ ５．３３４±０．７０５△ ９．７９３±０．４５３ ２．９９１±０．２８２

健侧 ７．４２４±１．１０１△▲! ３．８４４±０．２２▲ ２．９３８±０．３６２△ ４．３７９±０．２３５ ２．５５１±０．３２１

　　犘＜０．０５与对照组比较；△犘＜０．０５与重型颅脑外伤生理盐水浸泡组比较；▲犘＜０．０５与轻型颅脑外伤海水浸泡组比较；!犘＜０．０５与

中型颅脑外伤海水浸泡组比较

·１４５１·
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３　讨　论

开放性颅脑外伤合并海水浸泡是一类特殊创

伤，建立合适的动物模型有利于研究其损伤机制和

救治方法。我们采用控制性皮质撞击法造成大鼠脑

外伤，致伤后将局部损伤的脑组织浸泡在人工海水

中，成功构建了大鼠开放性颅脑外伤海水浸泡模型。

ＳＤ大鼠作为标准化实验动物，遗传背景明确，动物

个体差异小，廉价，利于大批量重复实验。控制型皮

质撞击法是利用气动或电磁冲击装置驱动刚性撞击

头，冲击暴露的脑皮质造成损伤。在该模型中，可通

过改变活塞的速率、打击深度、停留时间来调节脑损

伤的严重程度，这种方法具有重复性高、受个体差异

因素影响较小等优点，避免了重物落体造成的反弹

伤害风险［６７］。模型建立后通过磁共振检查和大体

标本研究发现，重型颅脑外伤组损伤深度直达丘脑，

中型颅脑外伤组损伤深度可达海马，轻型颅脑外伤

组损伤范围局限于皮质。由于致伤程度可精确调

节，采用该方法制备动物模型具有安全性高、死亡率

低的优势。本次实验共有８１只大鼠进行致伤（对照

组２０只仅开颅未致伤），仅有１只实验大鼠死亡。

我们认为采用直径５ｍｍ 的撞击头，撞击速度

２ｍ／ｓ，接触时间为５００ｍｓ，轻型、中型、重型颅脑外

伤的撞击深度分别为１、２和３ｍｍ，可以安全、有效

地精确重复制作不同严重程度的开放性颅脑外伤海

水浸泡动物模型。

伤后２４ｈ是颅脑外伤临床治疗的重要时间点，

一般而言外伤后２４ｈ活动性出血明显减少而脑水

肿逐渐加重，是影响治疗成败的关键因素［８１０］。因

此本实验选择了造模后２４ｈ作为观测点，以了解海

水对脑组织的破坏程度和作用机制。根据实验结

果，我们发现同等致伤条件下，海水浸泡组较生理盐

水浸泡组在大鼠脑组织含水量、血脑屏障破坏程度

等方面均有显著加重。两组ＨＥ染色病理切片对

比研究亦发现，海水浸泡组标本呈现出血管周间隙

扩大、白质出现疏松改变、胞周出现空泡、整个脑组

织呈海绵样改变等特点。虽然颅脑外伤后早期海水

浸泡降低了血管的通透性，抑制了水分向组织间隙

和细胞内的转移，从而导致脑水肿的高峰期被延迟，

但我们发现随着时间的推移，海水对脑组织的破坏

性影响将逐渐表现出来，并且占了主要作用，导致血

脑屏障破坏加剧，最终加重创伤性脑水肿。海水浸

泡导致细胞膜内外离子浓度紊乱、自由基增多，使得

血脑屏障破坏加剧，神经元和神经胶质细胞膜水通

道异常开放［９］可能是导致上述表现的原因。今后我

们将在该实验动物模型的基础上针对氧化应激水平

和水通道蛋白等环节开展进一步研究，以揭示其深

层次的机制。
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