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摘要 目的：研制一种联合直线加速及旋转加速损伤的弥漫性轴索损伤（DAI）的致伤装置，通过设置不同的

机械参数复制出不同损伤级别的DAI。方法：36只小鼠随机分为对照组（6只）及损伤组（30只），其中损伤

组分为轻度、中度、重度三亚组，每亚组各10只。采用自行设计的重物打击联合旋转加减速致伤的装置，三

亚组分别使用不同的致伤参数（即打击棒质量、高度及旋转角度分别为：轻度亚组 50 g×60 cm/22.5º、中度亚

组100 g×60 cm/45º、重度亚组150 g×60 cm/90º），并于伤后24 h处死，行淀粉样前体蛋白（APP）及神经微丝

（NF-200）免疫组化染色，以观测神经轴索的损伤特征，同时观察各组小鼠伤后行为学改变。结果：损伤组的

神经反射恢复时间均比对照组延长，且重度亚组耗时最长，中度亚组次之，轻度亚组最短。伤后24 h各组小

鼠死亡率依次为：对照组0%，轻度亚组0%，中度亚组10%，重度亚组30%。APP和NF-200免疫组化染色呈

不同程度阳性结果；重度亚组阳性结果最明显，有大量的神经组织肿胀和轴索损伤阳性染色特征等；轻度亚

组仅有少量点状脑出血，各轴索损伤阳性结果较少出现；中度亚组可发现上述DAI形态学特征但没有重度

亚组明显。结论：本实验成功建立一种联合直线加速及旋转加速损伤的DAI机械装置，通过设置不同的机

械参数可复制出不同损伤级别的DAI小鼠；该装置操作简单、重复性强、稳定性好。
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Abstract Objective: A new experimental device for diffuse axonal injury (DAI) was designed and

manufactured in which the basic mechanism was the combination of angular and linear acceleration. The device

was able to replicate graded DAI of different severity by regulating the mechanical parameters. Methods：
Thirty-six mice were randomly divided into the control group (n=6) and injury group (n=30); the injury group

was further divided into the mild, moderate, and severe subgroups with 10 mice in each. The mice in the three

injury subgroups were subjected to coronal rotation after weight-drop impact injury using a newly manufactured

device; the mechanical parameters (impact baton’s mass and rotation angle) of the mild, moderate, and severe

DAI subgroups were 50g × 60cm/22.5° , 100g × 60cm/45° , and 150g × 60cm/90° , respectively. The mice were

sacrificed 24 hours post-injury, and immunohistochemical visualization of amyloid precursor protein (APP) and

neurofilament (NF-200) was performed to assess characteristics of axonal damage. Behavioral changes of the

injured mice were also evaluated. Results: All mice in the injury group showed longer latency for reflex

recovery than mice in the control group, with the severe, moderate, and mild DAI subgroups respectively

showing the longest, second longest, and shortest latency. The post-injury mortality rates of mice in the control

group and the mild, moderate, and severe DAI subgroups were 0% , 0% , 10% , and 30% , respectively.

Immunohistochemical visualization of APP and NF-200 showed varying degrees of positive staining; the severe

DAI subgroup showed the strongest positive signal characterized by large amounts of nerve tissue swelling and

axonal damage. The moderate DAI subgroup also displayed the above morphological characteristics but not with

the same intensity as the severe DAI subgroup. Immunohistochemical staining of APP and NF-200 in the mild

DAI subgroup showed only minimal, localized intracranial bleeding with relatively few positive signals.

Conclusion: A novel device that combines linear and rotational acceleration injury mechanisms for establishing

the DAI experimental model has been successfully created. Different degrees of injury can be induced by varying

mechanical parameters to establish graded DAI in mice. This device demonstrates good usability, repeatability,

and reliability.

Key words traumatic brain injury; diffuse axonal injury; animal model; amyloid precursor protein;

neurofilament

217



Neural Injury And Functional Reconstruction，May 2019, Vol.14, No.5

弥漫性轴索损伤（diffuse axonal injury，DAI）是指

头部在特殊外力作用下引起的、弥漫分布于脑白质，

以轴索损伤为主要改变的一种脑损伤，在不同损伤

程度的脑外伤患者中均可存在，但相关机制仍不清

楚 [1,2]。为深入探究轴索损伤导致的组织病理学变化

及力学损伤机制，国内外学者建立了多种动物模型，

如打击负荷损伤模型、瞬间旋转损伤模型、液压冲击

损伤模型、控制性皮质损伤模型、神经牵拉损伤等

模型。这些模型的损伤原理均为单一力学作用机

制：或为直线加速损伤，或为旋转加速损伤 [3-5]。然

而，越来越多的学者认为DAI患者在创伤过程中上述

两种损伤同时存在，因此上述模型在设计上存在缺陷，

不能准确模拟患者真实损伤的力学机制[6]。另外，以

往大多数模型的力学参数为单一参数，仅能复制出损

伤级别固定的DAI，这就限制更加全面地研究不同严

重程度的脑损伤机制。本研究自主设计研发制造一

新型机械装置，该装置不仅联合直线加速和旋转加速

两种损伤，而且通过调节相关参数可同时产生轻、中、

重三种严重程度的DAI。在新建立小鼠模型基础上，

通过伤后动物行为和病理学特征，证实该模型的可靠

性和稳定性。

1 材料与方法

1.1 DAI装置的组成与操作

1.1.1 模型构成 整套装置分为两大部分即机械动力

装置和自动化操作装置；其中机械动力部分由重物直

线打击和角加速度旋转两部分构成，见图1。①直线加

速损伤部分：由有机玻璃管（外圈直径为 12 mm/内圈

10 mm，高度为 100 cm）、铁环架、定滑轮、动物打击

平台、刚性连接绳、海绵垫（厚度为 7 cm，长 10 cm、宽

10 cm）、三种质量的打击铁棒（50 g/100 g/150 g）、电动

推杆B等组成。刚性连接绳附着于电动推杆B，通过

控制电动推杆可释放连接绳，使打击棒开始自由下落

并打击到小鼠头部，不同质量的打击棒可产生不同大

小的冲击力。②旋转损伤部分：由驱动钢丝弹簧（直径

8 mm，9箍）、阻挡棘手杆、电动推杆A、旋转转盘、轴承

等组成；阻挡棘手杆的作用是阻挡转盘旋转，棘手杆可

由电动推杆A控制。开始旋转前先将转盘转动到某个

角度并由棘手卡住，此时被旋转过的转盘带动弹簧旋

转，弹簧产成旋转扭力；启动电动推杆A后，电动推杆

将棘手杆从转盘顶出，转盘开始旋转并带动动物打击

平台旋转。另外，旋转角度可控制为旋转 22.5º、45º、

90º等，旋转的角度越大产生的角速度越大，造成的剪

切力越大，动物脑损伤越严重。③自动化操作箱：由西

门子元件（信号采集端块、CPU、信号输出端块、文本处

理端块等）、触摸显示操作屏，旋转编码器，电控箱箱体

等组成。信号输出端块通过信号输出来控制两电动推

杆，从而调控机械部分的启动和停止，同时信号采集端

块采集由旋转编码器发出的信号，再由文本处理端块

计算分析，最后可在显示屏幕上即时显示每次旋转过

程产生的相关旋转力学数据（旋转总时间，旋转角度、

角速度、角加速度等）。

1.1.2 模型操作过程 小鼠麻醉（3%戊巴比妥钠注射

液，0.2 mL/100 g，60 g/L）角膜反射消失后，头皮切开暴

露，将钢垫（直径为8 mm，厚度为1 mm）黏附于小鼠头

颅前囟处，再将小鼠放置于动物打击平台，头颅置于有

机玻璃管管孔正下方后，用弹性绳固定小鼠身体，保证

小鼠头部与其它部位同时旋转。拉动刚性连接绳将打

击棒升高至60 cm处，再将转盘旋转至预定角度，然后

再点击显示屏“开始”按钮，机械部分启动。首先控制

刚性连接绳释放的电动推杆B启动，连接绳释放，打击

棒自由下落，当打击棒打击到小鼠头部时，旋转部分的

电动推杆A启动，电动推杆A将棘手杆从旋转转盘卡

槽中顶出，转盘开始旋转至停止。全过程结束后，显示

屏会即时显示本次的力学数据。

1.2 不同损伤级别DAI小鼠模型建立与检测

1.2.1 材料 雄性 C57 小鼠 36 只（4~5 周龄，体质量
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注：1.触摸显示屏，2.自动化电控箱，3.海绵垫，4.刚性连接

绳，5.定滑轮，6.定滑轮，7.小鼠打击棒，8.有机玻璃管，9.阻挡棘

手杆，10.电工推杆A，11.旋转编码器，12.驱动钢丝弹簧，13.旋转

转盘，14.动物打击平台，15.安全弹簧圈，16.电动推杆B

图1 可分级脑损伤模型装置
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35～50 g），购自上海斯莱克生物有限公司，生产许可

号 ：SCXK( 沪)2012-0002；兔 抗 鼠 淀 粉 蛋 白 前 体

（amyloid precursor protein，APP）购自美国 Invitrogen公

司；生物素华驴抗兔 IgG 购自美国 Jackson 公司；兔抗

鼠神经微丝蛋白（NF-200）购自美国Novus公司；FITC

标记的羊抗兔二抗购自美国 Jackson公司；其它试剂均

为国产分析纯试剂。

1.2.2 小鼠DAI模型构建分组 36 只小鼠随机分为

对照组（6 只）及损伤组（30 只），其中损伤组分为轻

度、中度、重度 3 亚组，每亚组各 10 只。3 亚组使用

的力学参数（打击棒质量及旋转角度）如下：轻度亚

组（50 g/22.5º）、中 度 亚 组（100 g/45º）、重 度 亚 组

（150 g/90º）。对照组除未受打击棒打击及旋转处理

外，其它操作同损伤组。

1.2.3 记录动物神经反射特征改变情况 观察小鼠伤

后角膜反射及翻正反射恢复时间。各类神经生理反射

恢复时间从小鼠麻醉角膜反射消失后开始计时，并将

角膜反射恢复时间作为小鼠伤后昏迷时间。观察频率

翻正反射为1 min，其他反射为15 s。

1.2.4 组织处理 小鼠在脑损伤24 h后行腹腔麻醉开

胸，灌注针穿刺小鼠左心室，剪开右心耳，生理盐水灌

注，速度先快后慢，待小鼠肝脏变白后再用4%多聚甲醛

灌注固定，开颅取脑组织，冷藏固定48 h后，常规脱水、

石蜡包埋，大脑沿冠状面作 4个切面，脑干、小脑沿矢

状位作2个切面取材，厚度约4 μm，组织切片分别行淀

粉样蛋白前体蛋白（amyloid precursor protein，APP）、

神经丝蛋白-200（Neurofilament protein 200，NF-200）免

疫组织化学染色。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 10.0 统计软件进行统计分析，结果以

（均数±标准差）表示，2组间比较采用 t检验，多组比较

采用单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 力学参数

小鼠整个致伤过程包括直线加速损伤和旋转加速

损伤。直线加速由三组不同质量的钢棒（50 g/100 g/

150 g）于60 cm高处坠落造成，而转盘旋转过程主要经

历两个过程：第一部分为棘手杆从转盘卡槽处顶出后，

在弹簧扭力的驱动下转盘瞬间释放形成的瞬间加速度

过程，角速度逐渐增大至峰值；第二部分为转盘旋转到

初始位置时立刻停止形成的瞬间减速度过程，角速度

由峰值逐渐减小至零。轻中重 3 亚组的旋转角度不

同，弹簧驱动不同，因此产生的力学参数不同，见表1。

2.2 小鼠伤后行为学结果

中、重度亚组小鼠伤后均出现不同程度的呼吸暂

停，后呼吸由深大变呼吸浅快，15～30 min后呼吸渐平

稳，重度亚组有2只小鼠出现大小便失禁、强烈肢体抽

搐后呼吸心跳停止；轻度亚组小鼠伤后也出现短暂的

呼吸暂停及上述呼吸变化波动，但 10 min左右后呼吸

恢复平稳，且未见四肢僵硬抽搐。3亚组小鼠苏醒后均

出现主动躯体活动减少、行走迟缓不稳，同时觅食活动

减少。中、重度亚组该行为抑制可在 8 h内恢复正常，

但轻度亚组上述行为仅在 3 h内可恢复正常。对照组

小鼠未见上述行为学改变。

2.3 小鼠神经反射恢复时间

轻中重 3亚组 24 h死亡率分别为 0%、10%、30%。

3亚组小鼠昏迷时间及神经反射恢复时间均比对照组

延长，且损伤越严重，角膜反射、翻正反射恢复时间越

长，重度损伤亚组的角膜反射、翻正反射恢复时间与中

度亚组、轻度亚组及对照组比较均有显著性差异（P<

0.01）；中度亚组的各神经反射恢复时间与轻度亚组及

对照组比较差异均有统计学意义（P<0.05）；轻度亚组

的角膜反射与翻正反射恢复时间与对照组比较差异有

统计学意义（P<0.05），见表2。

2.4 病理学改变

2.4.1 肉眼改变 重度亚组可见严重的蛛网膜下腔出

血及脑室脑池出血，范围广泛；中度亚组可见轻度的蛛

表1 损伤组三亚组的旋转参数（x±s）

组别

轻度亚组

中度亚组

重度亚组

只数

10

10

10

峰值角速度/(rad/s)

14.25±0.71

27.64±1.31

43.05±1.42

峰值角加速度/(rad/s2)

6 108.66±95.96

9 890.20±90.28

14 544.41±90.28

组别

轻度亚组

中度亚组

重度亚组

峰值角减速度/(rad/s2)

7 272.21±71.53

11 053.75±142.06

17 162.40±131.84

总时间/s

0.16±0.01

0.22±0.01

0.30±0.002

组别

对照组

损伤组

轻度亚组

中度亚组

重度亚组

只数

6

10

10

10

角膜反射

25.5±4.3

30.3±1.4①

37.3±2.3①③

46.3±3.7②④⑤

翻正反射

58.2±2.0

72.0±1.3①

89.5±5.6①③

110.2±8.9②④⑤

表2 小鼠伤后神经反射恢复时间比较（min，x±s）

注：与对照组比较，①P<0.05，②P<0.01；与轻度亚组比较，③P<

0.05，④P<0.01；与中度亚组比较，⑤P<0.01
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A1 B1 C1 D1

A4 B4 C4 D4A3 B3 C3 D3

A2 B2 C2 D2

网膜下腔出血及脑室出血，但出血范围较局限；轻度亚

组大部分均未见出血，仅有 1只脑皮质出现极轻微局

限的点状出血，未见脑室等其它部位出血；对照组未见

明显改变。损伤组三亚组均无颅骨骨折。

2.4.2 APP免疫组化结果 在脑干、胼胝体区重度亚

组可见大量弥漫分布的呈类圆形、梭状的棕色颗粒物

（阳性染色结果），同时可见轴索收缩球；中度亚组在脑

干及胼胝体区亦可见部分棕色颗粒物及轴索球形成，

但比重度亚组数量少范围小；轻度亚组和对照组未见

阳性染色，见图1。

2.4.3 Nf-200 结果 损伤组 3 亚组在脑干、胼胝体区

均可见神经轴索阳性结果，但结果差异明显。重度亚

组染色结果呈强阳性：轴索明显粗大异形，易见大量轴

索断裂及轴索球形成；中度亚组轴索呈弱阳性，尽管可

见轴索断裂，但轴索异形的数量及粗大程度较轻；轻度

亚组轴索仅可见少量的粗大轴索及个别轴索断裂；对

照组未见阳性染色，见图1。

3 讨论

DAI是一种在外界剪切力作用下的因脑组织被动

突然加、减速度而产生的一种弥漫性脑损伤，可见于不

同严重程度的脑损伤患者[1,2]。为研究DAI相关的病理

生理学致病机制及探究相关潜在药物，DAI的动物模

型已被建立并广泛使用。目前国内外常见的动物模型

致伤原理多为单纯直线加速度损伤或单纯旋转加速度

损伤，但越来越多的证据表明DAI是由直线加速度损

伤和旋转角加速度损伤两部分共同联合导致[3-5]。基于

该联合致伤机制，笔者曾成功建立国内外首个能复合

的联合损伤大鼠DAI模型装置，实验结果证实DAI是

由旋转加速、直线加速两种损伤联合导致[6]。然而，该

动物模型的机械参数固定，仅能复制出重度DAI，不能

复制出轻度及其它损伤级别的DAI。

本研究新建立的小鼠 DAI 模型通过对直线加速

度及旋转速度进行调节、控制，可以制作轻中重三种

级别程度的动物模型。在不同的致伤参数下，轻中重

3亚组小鼠伤后的神经反射恢复时间均延长，且损伤程

度越高恢复时间越长，Dewitt等[7]认为翻正反射可作为

一种评估脑损伤严重程度的行为学指标。

另外APP及NF-200免疫组化结果显示损伤小鼠

伤后在脑干区、海马区及胼胝体区均会出现阳性程度

不等的轴索损伤病理学特征，损伤级别越高，免疫组

化阳性结果越显著。APP 是一种广泛存在于全身组

织细胞上的单次跨膜蛋白，在神经系统中高度表达，

参与调控突触的形成和修复、神经元顺向运输及铁离

子的转运等。因其经蛋白酶裂解后产生具有毒性作

用的β-淀粉样蛋白而广受关注。Pierce 等 [8]首次发现

大鼠在液体冲击脑损伤后，伤后 1 hAPP 表达开始升

高，24 h升高至峰值后开始下降，在2周后仍有APP阳

性表达结果。在轴索损伤中，APP表达增高是由于轴

索损伤导致轴浆运输障碍而引起APP在损伤部位的聚

集、含量增高而达到能被检测的水平。目前，APP常用

于判断轴索损伤及评估损伤严重程度。神经微丝则是

构成神经轴索骨架的重要成分，具有维持神经轴索形

态等作用。正常状况下，NF-200只存在于轴索中，细

胞体中含量极少，当轴索损伤时，神经元在创伤及多

种诱导刺激因子作用下，NF-200 开始大量积存于细

胞体内。因此NF-200也是一种常见的轴索损伤标志

物[9,10]。本研究同时使用APP及NF-200两种轴索损伤

标志物来评估脑损伤的严重性，实验结果可信度高。

本研究结果表明，基于该DAI模型装置，小鼠在三

种不同级别的损伤参数下可成功复制出轻度、中度及

重度DAI，且结果稳定可靠。另外，本装置致伤过程实

现了全过程自动化操作：打击棒下落及转盘旋转的启动

和停止均由自动化操作箱控制，操作简单安全；一次操

作停止时，该次致伤过程产生的力学数据（角速度、角加

速度等）即可在操作屏幕上显示，数据获取简捷高效。

注：A1～D1分别为脑干区对照组、轻度、中度、重度亚组APP染色；A2～D2分别为胼胝体区对照组、轻度、中度、重度组APP染

色；A3～D3分别为脑干区对照组、轻度、中度、重度组Nf-200染色；A4～D4分别为胼胝体区对照组、轻度、中度、重度组Nf-200染色

图1 APP及Nf-200免疫组化染色结果（标尺为25 μm）
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该模型装置具有一定的先进性和前瞻性，既能达到联合

损伤机制的目的，也能同时对两损伤部分的参数进行调

控。这对研究DAI复杂病理生理变化有重要的意义，

也能在药物动物实验中纵向比较药物在不同损伤级别

DAI 的疗效差异；同时该小鼠模型可为进一步开展

DAI相关信号传导通路及转基因研究打下良好基础。
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压，对未控制的高血压、不稳定心绞痛等患者应慎重使

用，但有研究表明PDE5Is副作用较弱，且易耐受，在与

其他多种药物口服同时，在严格把握禁忌证的情况下

都相对安全，并不增加患者心脑血管事件的风险 [15]。

而对男性患者早泄的治疗，多是利用抗抑郁药物导致

射精延迟这一副作用进行治疗，目前短效即时的 5-羟

色胺再摄取抑制剂达帕西汀是第一个用于早泄患者的

口服药物，其他治疗方式还包含局部应用麻醉剂等[16]。

卒中后性生活受损在卒中患者中常见，与卒中后

多方面因素相关，不仅如此，目前有研究指出男性ED

由于与血管内皮功能受损相关，ED的发生可能也是心

脑血管疾病的前驱表现或预测指标[17-19]。由此可见，脑

卒中与性功能障碍关系复杂，相互影响，但性生活受损

这一常见问题却常被忽视。而这些可能由一系列身体

或心理原因造成，如患者对性生活的态度、担心存在阳

痿、不能与配偶交流等，有不少患者担心卒中复发的影

响，甚至将性生活视为卒中后的一项禁忌，而影响生活

质量，尤其对中青年患者带来一系列问题，由此可见关

注脑卒中后患者性生活质量，提供相应适当的临床指

导及治疗对改善卒中后患者及配偶生活质量有重要意

义。笔者也将纳入更多脑卒中患者，对患者性生活质

量进行更全面的评估。
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