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摘要 目的：探讨线栓法复制大鼠脑缺血后出血转化模型的最佳条件。方法：采用线栓法复制大鼠大脑中

动脉阻塞模型（tMCAO），按脑血流变化情况及术后2 h的神经学评分结果选择造模成功大鼠并再随机分为

3组，分别在在脑缺血3 h、6 h和9 h拔出线栓恢复脑血供，复制大鼠脑缺血后出血转化模型（tMCAO-HT）。

术后48 h以脑组织梗死情况、HT发生率、脑组织出血量评分、脑组织血红蛋白含量以及死亡率为指标，评估

筛选最佳的 tMCAO-HT模型复制条件。结果：与假手术相比，各模型组脑组织缺血后5 min测得脑血流量

均下降至基础值的42%～53%，再灌注后5 min测得脑血流量均显著提高；术后2 h神经学评分均明显升高

（P＜0.01），且组间无明显统计学差异；术后48 h各模型组脑梗死灶明显，且均出现不同程度的HT；HT的出

血量评分和血红蛋白含量均明显高于假手术组（P＜0.05或P＜0.01），且随着缺血时间的延长呈逐渐上升趋

势；各模型组均有不同程度的大鼠死亡，且随着缺血时间的延长，大鼠死亡率呈增加趋势，其中缺血9 h组死

亡率高达 83.33%。结论：线栓法造模导致脑缺血后 3 h、6 h、9 h 再予以再灌注均能成功复制大鼠

tMCAO-HT模型，但缺血9 h导致死亡率过高，研究用 tMCAO-HT模型以脑缺血3 h或6 h后再灌注为宜。
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Abstract Objective: To explore optimal conditions for the suture occlusion method to make the model of

hemorrhage transformation after cerebral ischemia in rats. Methods: The rat model of transient middle cerebral

artery occlusion (tMCAO) was established by the suture occlusion method. According to the changes in cerebral

blood flow and results of neurological assessment 2 hours after operation, the rats that underwent successful

model establishment were selected and randomly divided into 3 groups. The suture was removed at 3, 6, and 9

hours after cerebral ischemia to make hemorrhage transformation after cerebral ischemia (tMCAO-hemorrhagic

transformation, tMCAO-HT). The cerebral infarction, incidence of HT, cerebral hemorrhage volume,

hemoglobin content of brain tissue and mortality rate were used as indicators at 48 hours postoperatively to

screen for optimal tMCAO-HT rat model replication conditions. Results: Compared with the sham operation

group, the cerebral blood flow in each model group measured 5 minutes after cerebral ischemia decreased to

42%～53% of the baseline value; when measured 5 minutes after reperfusion, the blood flow in each model

group was significantly increased. The neurological scores at 2 hours after operation were significantly increased

(P<0.01), and there was no significant statistical difference between the groups. There was obvious cerebral

infarction and HT in various degrees in each model group 48 hours after operation. The HT hemorrhage volume

and hemoglobin content in each model group were significantly greater than those of the sham operation group

(P<0.05 or P<0.01), and these values gradually increased with the prolongation of ischemia. Each model group

showed different degrees of mortality, and mortality rates increased with the increased ischemia time, in which

the mortality rate of the 9-hour ischemia group reached 83.33%. Conclusion: The tMCAO-HT model in rats

can be successfully replicated by reperfusion at 3, 6, and 9 hours after cerebral ischemia with the suture method.

However, the mortality rate at 9 hours is too high, and reperfusion after 3 or 6 hours of cerebral ischemia is more

appropriate in studies using the tMCAO-HT model.

Key words hemorrhagic transformation after cerebral ischemia model; suture method; reperfusion

目前，脑卒中居我国居民死亡原因之

首 [1]，并以每年 8.7%的速率增长 [2]，其中以

缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）发病率

最高。研究表明，IS 患者自发性出血转化

（hemorrhagic transformation，HT）的发生率

为 13%～43%[3]；治疗时间窗内使用组织型

纤溶酶原激活物（tissue-type plasminogen

activator，t-PA）会使HT的发生风险增加2～
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3倍[4]；超时间窗（＞4.5 h）使用 t-PA会使HT的发生风

险增加10倍，IS患者的死亡率增加10%～40%[5]。降低

IS 后 HT 的发生率是抗 IS 的重要治疗策略之一。因

此，建立成功率高、操作简单、病理特征明确的HT动物

模型，对于探究HT的发生机制及治疗方法尤为重要。

IS发生后，缺血区可分为神经元不可逆性坏死的缺

血中心区和以神经元凋亡为主的缺血半暗带（ischemic

penumbra，IP）。如能在发病后 4.5 h内（t-PA治疗时间

窗）及时恢复血供，IP的组织可被挽救，否则将转化为不

可逆的梗死区。但目前 t-PA所诱导的HT与缺血持续

时间之间的关系仍存有争议[6]，且其他诱导方法没有明

确再灌注时间点的HT动物模型，实验研究多以 t-PA的

治疗时间窗 4.5 h为依据，设置受试动物的HT诱导干

预时间点。但是，IP的病理进程具有时空级联反应的

特点，且动物与人之间存在一定差异。为确保研究结

果的可靠性，我们前期参照美国卒中治疗学术工业圆

桌会议（Stroke therapy academic industry roundtanles，

STAIR）建议的临床前研究规范技术标准，以脑血流量

变化、神经学评分及脑梗死体积的相关性为评价指标，

用线栓法复制大鼠大脑中动脉阻塞模型（middle

cerebral artery occlusion，MCAO）的稳定性研究，进行

了 IP出现及消失时间点的探索。研究表明：MCAO大

鼠于缺血 1 h 时形成 IP，持续至缺血 6 h 时 IP 基本消

失，24 h完全消失（投稿中）。本研究将继续采用上述

MCAO大鼠模型模拟 IS损伤，选择缺血再灌后 IP形成

的 3 h、IP 基本消失的 6 h 及 IP 完全消失的 9 h 为时间

点，拔出线栓实施再灌注，模拟临床 t-PA溶栓、血栓自

融等过程以诱导HT的发生，复制大鼠脑缺血后出血转

化 模 型（transient Middle cerebral artery occlusion-

hemorrhagic transformation，tMCAO-HT）；并通过检测

神经学评分、脑组织梗死情况、脑组织出血发生率、脑

组织出血量评分、脑组织血红蛋白含量、死亡率来评价

模型，以期筛选出最适宜的模型复制条件，用于后续研

究。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与材料

1.1.1 实验动物 SPF级雄性Sprague-Dawley（SD）大

鼠[许可证号: SCXK(川)2020-030，批号: 512035000165

72]，4～8周龄，250～300 g，购自成都达硕实验动物有

限公司。动物饲养于云南中医药大学动物实验室，常规

条件饲养，可自由进食与饮水。

1.1.2 主要药物与试剂 2,3,5-氯化三苯基四氮唑

（triphenyltetrazolium chloride，TTC）（批号 821W031）

购于北京索莱宝科技有限公司；QuantiChromT™
Hemoglobin Assay Kit（批 号 DIHB-250）购 于 美 国

Bioassays公司。

1.1.3 主要仪器 MCAO 线栓（型号 2636A4）购于北

京西浓科技有限公司；激光散斑血流成像仪（型号

PeriCam PSI）购于瑞典帕瑞医学（中国）公司；酶标仪

（型号 Infinite M2000）购于瑞士 Tecan 公司；小动物麻

醉机（型号V1824301）购于美国Marex公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组 将SD大鼠随机分为假手术组（12只）

和手术组（36只），MCAO造模后按脑血流变化及术后

2 h的神经学评分结果将手术组随机再分为：缺血3 h、

6 h 和 9 h 再灌注出血转化模型亚组（tMCAO3h-HT、

tMCAO6h-HT和 tMCAO9h-HT），每组12只。

1.2.2 MCAO模型制作 10%水合氯醛（0.3 mL/100 g）

腹腔注射麻醉大鼠，仰卧位固定，颈部常规剃毛、碘伏

消毒后在颈正中偏右切约 1.5 cm切口，将右侧颈总动

脉（common carotid artery，CCA）和迷走神经分离至分

叉处。结扎CCA近心端，动脉夹夹闭CCA远心端，在

CCA 上用缝合线打一活结，眼科剪在距分叉 1 cm 处

剪一“V”形缺口，将肝素钠线栓插入。松开CCA上动

脉夹，向右轻拉CCA近心端结扎线，调整进线角度使

线栓成功到达较细的大脑前动脉，停止插栓，在脑缺

血后 3 h、6 h、9 h拔出线栓实施再灌注以诱导HT的发

生。

1.2.3 模型评价 ①激光散斑血流成像仪监测脑血流

量：麻醉大鼠，矢状位剪开额顶部皮肤，暴露颅骨前囟，

用生理盐水保持颅骨湿润。将大鼠颅骨固定在激光散

斑成像显微镜下，记录此时脑皮质血流动态图像并取

正常脑血流量（cerebral blood flow，CBF）值为 100%。

术后 5 min 再次监测脑组织局部 CBF 下降至 42%～

53%即为缺血成功；拔出线栓后5 min再次监测脑组织

局部 CBF 有恢复则再灌注成功。②神经学评分检测

神经功能缺失症状：术后2 h参照改良的Longa评分标

准[7]评价大鼠的神经功能，0分：无神经功能缺损症状；

1分：轻度局灶性神经功能缺损，即提尾悬空不能伸展

左侧前爪；2分：中度局灶性神经功能缺损，即行走向左

侧转圈；3分：重度局灶性神经功能缺损，即行走困难，

向左侧倾倒，或不能自发行走；4分：不能自发行走，意

识水平下降；5分：死亡。③TTC染色检测脑梗死：术后

48 h，各组随机选取2只大鼠，麻醉后快速断头取脑，去

除嗅球，连续冠状切片，共5片（约2 mm/片），将脑切片
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置入TTC溶液中，37℃恒温避光染色15 min后取出脑

切片放入4%多聚甲醛溶液中固定过夜，取出脑片，拍照

评价脑梗死情况。④脑组织HT指标检测：术后 48 h，

麻醉后快速断头取脑，去除嗅球，连续冠状切片，共5片

（约2 mm/片），统计脑组织HT发生率；后采用双盲法检

测脑切片的出血量评分：0分：未见出血；1分：梗死边缘

小点状出血；2分：梗死区内点片状出血；3分：出血面

积＜梗死的 30%；4分：出血面积≥梗死的 30%。每个

切片得分相加为总分。完成出血量评分后，取缺血侧

脑组织并称重。1 mg脑组织加入9 μL PBS溶液，充分

匀浆后，以低温离心机 3500 转/min 离心 20 min，收集

上清后按 Hemoglobin Assay Kit 试剂盒说明书要求检

测脑组织血红蛋白含量，检测波长：400 nm。

1.3 统计学处理

采用SPSS 26.0软件处理数据。符合正态分布以

及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，组间比较采用独

立样本均数 t检验；计数资料以率表示，组间比较采用χ2

检验；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组脑血流量比较

与造模前相比，各模型组脑组织缺血后5 min测得

CBF均明显下降至基础值的 42%～53%，缺血 3 h、6 h

和 9 h组的CBF分别降为基础值的 51.48%、53.23%和

52.99%，提示缺血造模成功；再灌注后 5 min测得CBF

均显著提高，缺血 3 h、6 h和 9 h组的CBF分别提升至

基础值的78.19%、74.58%和66.24%，提示血流恢复，再

灌注成功，见表1、图1。

2.2 各组神经功能比较

与假手术组相比，缺血2 h后各模型组均出现明显

的神经功能缺失症状，神经学评分显著升高，差异有统

计学意义（P＜0.01）；各模型组间神经学评分差异无统

计学意义（P＞0.05），提示分组均匀，见表2。

2.3 各组脑梗死及脑出血比较

与假手术组相比，各模型组脑梗死灶明显，随缺血

时间延长脑梗死面积呈增加趋势，见图 2A；各模型组

均出现不同程度的HT，见图2B。各模型组脑组织HT

的出血量评分和血红蛋白含量均明显高于假手术组

（P＜0.05 或 P＜0.01），且随着缺血时间的延长，HT 的

发生率、脑组织出血量评分和血红蛋白含量呈逐渐上

升趋势，见表3。

2.4 模型大鼠的死亡率

假手术组大鼠死亡率为 0；各模型组均有大鼠死

组别

3h-HT组

6h-HT组

9h-HT组

只数

12

12

12

基础值

556.08±54.68

569.73±19.70

551.85±20.35

缺血后

5 min

283.93±5.84

303.05±24.91

292.17±4.08

再灌注后

5 min

434.97±46.02

425.38±35.76

363.64±38.76

表1 tMCAO-HT模型大鼠CBF值（mL/100g/min, x±s）

注：3h-HT 组、6h-HT 组和 9h-HT 组分别代表 MCAO3h-HT

组、MCAO6h-HT组和 tMCAO9h-HT组

tMCAO3h-HT组

tMCAO6h-HT组

tMCAO9h-HT组

A B C

注：（A）基础值；（B）缺血后5 min；（C）再灌注后5 min

图1 各组大鼠脑血流量激光散斑图

Sham
组

tM
CAO3h-H

T组

tM
CAO6h-H

T组

tM
CAO9h-H

T组

Sham
组

tM
CAO3h-H

T组

tM
CAO6h-H

T组

tM
CAO9h-H

T组

A B

注：（A）TTC染色显示脑梗死（白色部分）；（B）可见不同程

度脑出血灶（红色箭头所指）

图2 各组大鼠脑组织切片

组别

假手术组

tMCAO3h-HT组

tMCAO6h-HT组

tMCAO9h-HT组

只数

12

12

12

12

神经病学评分

0.00±0.00

1.83±0.39①

1.75±0.45①

1.75±0.45①

表2 各组大鼠术后2 h神经学评分（分, x±s）

注：与假手术组比较，①P<0.01
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亡，且死亡率随缺血时间的延长呈增加趋势；缺血3 h、

6 h和9 h组的死亡率分别为33.3%（4/12）、50.0%（6/12）

和83.3%（10/12），均高于假手术组（P＜0.05）。

3 讨论

在医学研究中，动物模型与研究对象的相似性是

该模型具有实用价值的基础。因此要尽量选择与生

理、病理状态下人体结构、功能、代谢相似的实验动物，

选择合适的实验方法，建立与人类疾病相似度高的实

验模型，以提高研究结果的可靠性。线栓法复制大鼠

tMCAO模型，具有无需开颅、可准确控制缺血及再灌

注时间、梗死部位较明确等优势[8]。神经学评分可反映

大鼠神经功能的损伤程度。TTC可通过与非梗死组织

中的脱氢酶反应产生红色的甲臜反应，而梗死组织内脱

氢酶活性下降无法反应而呈苍白色的原理来判断脑梗

死灶，是最常用的脑梗死评价指标[9,10]。

本研究在激光散斑监测CBF的情况下，以神经学

评分和 TTC 染色为指标，评价 tMCAO 模型的复制情

况。结果表明，模型组大鼠缺血后CBF均降低到基础

值的 42%～53%；且模型组均有不同程度的神经功能

缺失症状，神经学评分明显升高；TTC染色结果显示有

明显的脑梗死，提示 tMCAO模型复制成功。

血红蛋白是存在于血液中运输氧的特殊蛋白质，

脑组织发生HT后可大量渗入脑组织，故检测脑组织血

红蛋白含量可在一定程度上评价脑组织HT的严重程

度。本实验在缺血后不同时间点拔出线栓以模拟临床

血栓脱落、血栓自溶等过程造成缺血再灌注损伤，进而

诱导脑组织发生 HT，完成大鼠 tMCAO-HT 模型的复

制，后比较各 tMCAO-HT模型组脑组织HT的发生率、

出血量评分、血红蛋白含量及死亡率，分析模型复制情

况。结果表明，各模型组脑组织出血量评分和血红蛋

白含量均上升，提示脑缺血3h、6h、9h实施再灌注均能

成功复制大鼠 tMCAO-HT 模型。但结合各组大鼠的

死亡情况考虑，tMCAO9h-HT 组的死亡率过高（高达

83.3%）。故后期若进行缺血半暗带相关研究可选择脑

缺血 3 h 后再灌注以诱导 tMCAO-HT 模型为宜，若为

超时间窗用药相关研究则选脑缺血6 h后再灌注。

本研究还显示，控制再灌注时间而诱导出的HT发

生率与缺血的持续时间呈正相关趋势。随着缺血时间

延长，血脑屏障损伤加重，在缺血发生的几分钟其结构

开始破坏，相继出现血管内皮细胞固缩或凋亡、基底膜

断裂、血管管腔变形狭窄、内皮细胞间紧密连接蛋白降

解或再分布，屏障通透性升高，血液、炎症因子等从受

损伤部位进入脑组织[11]，最终再灌注所造成的HT发生

率及死亡率都将升高。本研究中，缺血9 h组血红蛋白

含量与假手术组差异无统计学意义，可能与该组死亡

率过高，纳入统计的大鼠只数偏少有关。

综上所述，线栓法复制大鼠 tMCAO-HT模型的最

佳缺血再灌注时间可能为3 h或6 h。但本研究未对不

同缺血时间点大鼠的病理生理进行探讨，后续将进一

步深入探索，以获得确切结论。
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组别

假手术组

tMCAO3h-HT组

tMCAO6h-HT组

tMCAO9h-HT组

只数

12

8

6

2

发生HT

[只(%)]

0(0)

6(75.0)

5(83.3)

2(100.0)

出血量

评分/分

0.00±0.00

2.00±1.55②

3.33±2.80①

3.50±0.58②

血红蛋白

含量/(g/L)

7.74±0.34

8.85±2.21

10.87±2.62②

8.09±0.72

表3 各组大鼠HT情况比较（x±s）

注：与假手术组比较，①P<0.05，②P<0.01
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