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·基础研究·

改良大鼠双侧颈总动脉结扎方式建立
血管性痴呆模型的评价研究*

谭 洁1 韩国栋2 张 泓1 黎 帅1 卢锦华1 潘爱环1

摘要

目的：通过比较不同造模方法建立的血管性痴呆模型大鼠在学习记忆能力、术后死亡率、海马组织学检查等方面变

化，探讨改良颈部小切口双侧颈总动脉永久性双重结扎血管性痴呆模型建立的可行性，为建立操作简单、死亡率低

的血管性痴呆模型提供客观依据。

方法：将经水迷宫筛选的36只雄性SD大鼠随机分为假手术组、小切口双重永久性结扎模型组及分期永久性结扎模

型对照组，每组各12只。小切口双重永久性结扎模型组在麻醉下一次性结扎后剪断大鼠双侧颈总动脉；分期永久

性结扎模型对照组在麻醉下先分离结扎大鼠一侧颈总动脉，1周后再次在麻醉下行另一侧颈总动脉结扎；假手术组

操作基本同模型组，但分离颈总动脉后不予以结扎。在术后48h及30d内记录各组大鼠死亡率，30d后对各组大鼠

行水迷宫测试检测大鼠学习记忆能力，水迷宫测试结束后处死大鼠，观察大鼠脑海马组织的形态学变化。

结果：小切口双重永久性结扎模型组与分期永久性结扎模型对照组术后48h内死亡率比较无明显差异（P＞0.05），

但前者大鼠死亡数量较后者少；术后30d内小切口双重永久性结扎模型组与对照组比较死亡率明显降低，差异有显

著性意义（P＜0.05）；两种模型组大鼠与假手术组比较，学习记忆能力明显下降，差异有显著性意义（P＜0.05），而两

种模型组大鼠学习记忆能力比较，差异无显著性意义（P＞0.05）；两种模型组大鼠大脑海马组织较假手术组大鼠均

发生明显病理形态学改变。

结论：小切口双重永久性结扎方法可以较好地复制大鼠大脑永久性慢性灌注不足引起的血管性痴呆模型，引起与记

忆相关的大鼠脑海马组织损害；小切口双重永久性结扎方法与分期永久性结扎方法在造模效果上没有本质的区别，

但大鼠的死亡率却显著性降低。
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Abstract
Objective: By comparing learning and memory ability, postoperative mortality and changes of hippocampus tis-

sue for different vascular dementia model, we investigate the feasibility of modified bilateral carotid artery liga-

tion dementia model with small incision, which constructs the objective basis for the establishment of vascular

dementia model with simple operation and low mortality.

Method: After being screened by the water maze, 36 male SD rats were randomly divided into sham group,

small incision double permanent ligation group and staging permanent occlusion control group, with 12 cases

in each group. Under anesthesia, we ligated and transected the bilateral carotid arteries in the small incision
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血管性痴呆（vascular dementia, VD）[1]是多种

脑血管因素（急性或/和慢性缺血、出血等）导致的，

尤其是海马、皮质等脑组织累积性损伤引起的获得

性智能损害综合征，病理特征是多发性脑梗死及反

复脑缺血，主要临床表现为记忆、认知功能损伤，可

伴有语言、运动、人格等方面障碍。从20世纪70年

代末至今，关于VD的实验室研究越来越多，VD动

物模型的制作方法多种多样，如：四血管阻断法、二

血管结扎及夹闭缺血再灌注等模型，其中四血管阻

断模型是公认的VD模型，虽能高度模拟VD的发病

特点，且缺血后生理指标稳定，但是因手术复杂、死

亡率过高而限制其应用。本研究将目前常用的双侧

颈总动脉分期永久性结扎模型与改良的颈部小切口

双侧颈总动脉永久性双重结扎模型进行评价，为探

索简便、易操作、死亡率低的 VD 模型提供参考依

据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与仪器

健康清洁级雄性 SD 大鼠，体质量（220±20）g，

由湖南中医药大学动物中心提供，质量合格证：

NO.43004700005187；许可证号：SYXK（湘）2013-

0005。实验前行 Morris 水迷宫定位航行试验评测

（具体方法见行为学评价方法），以搜索持续时间（逃

避潜伏期）作为衡量大鼠记忆功能的标准，连续训练

5d，每天训练 1 次，并记录每只大鼠每次的测试成

绩，计算出每只大鼠5天训练测试的平均成绩，以平

均成绩作为参照，剔除个别不会游泳、体质较弱及在

5次测试成绩均很差且无明显改善的大鼠。通过上

述评测共筛选出 36只认知能力合格的大鼠。每日

光照 12h，自由进食水，饲养环境 22—25℃。MT-

200 Morris水迷宫视频分析系统（成都泰盟科技有

限公司）由湖南中医药大学实验中心提供。

1.2 实验动物分组及方法

将36只SD大鼠随机分为3组，每组12只，即假

手术对照组、颈部小切口双侧颈总动脉永久性双重

结扎模型组、双侧颈总动脉分期永久性结扎模型对

照组。具体实验方法如下。

小切口双重永久性结扎模型组[2]：大鼠术前 12

禁食，自由饮水。以 10%水合氯醛（30mg/100g，ip）

麻醉后，将大鼠仰卧位固定于鼠台，颈部皮肤剪毛备

皮，碘伏酒精常规消毒，切口位于颈正中线左侧旁开

0.5cm处，长约1cm，钝性分离皮下组织后，于切口正

下方的斜方肌与气管夹角处可见颈总动脉搏动，剥

离迷走神经后分离出颈总动脉，在近心端与远心端

处分别以 4号丝线进行双重结扎并剪断颈总动脉。

术中动作轻柔，避免钳夹和过分牵拉迷走神经，注意

无菌原则，行间断缝合，术毕，再将颈正中线右侧旁

开0.5cm处切开，进行相同手术。

分期永久性结扎模型对照组：大鼠麻醉、固定，

double permanent ligation group, while isolated and ligated carotid artery ligation for one side, and for the oth-

er side after one week in the staging permanent occlusion control group. The mortality was recored in 48h

and 30d postoperatively. The learning and memory ability was assessed by water maze at 30d postoperatively.

Finally, the rats were sacrificed to examine the hippocampal morphological changes.

Result: Although the double permanent ligation group had the less number of dead rats, there was no obvious

difference for the mortality between two model groups in 48h after operation. In 30d postoperatively, the mor-

tality decreased significantly in the double permanent ligation group when compared with the control group

(P＜0.05). The ability of learning and memory had significant decrease for both model groups as compared

with the sham group(P＜0.05), while no significant difference between two model groups(P＞0.05). Further-

more, the hippocampus also showed the obvious pathological changes in the model groups.

Conclusion: Small incision double permanent ligation method can effectively reproduce the vascular dementia

model caused by permanent chronic hypoperfusion. In spite of the same modeling results as the staging perma-

nent ligation method, the small incision double permanent ligation method has the significantly lower mortality

for rats.

Author's address Hunan University of Chinese Medicine, Changsha, 410208
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取颈正中切口，切口长约 1.5cm，钝性分离皮下组

织，于一侧肌肉间隙中分别分离出颈总动脉，以4号

丝线双重结扎一侧颈总动脉，1周后进行另外一侧

分离结扎。其余同改良方法。

假手术对照组：双侧颈总动脉不结扎，余同传统

模型组。

1.3 指标测定

1.3.1 大鼠存活率与死亡率测定：观察术后 48h内

及30d内各组大鼠的死亡及存活情况。

1.3.2 行为学评价方法：采用Morris水迷宫学习记

忆行为测试 [3—4]，对大鼠进行学习记忆能力评测。

Morris 水迷宫实验分为两部分：①定位航行试验

（place navigation），实验开始先将大鼠放入水池中

（不放平台）自由游泳 2min（120s）使其熟悉迷宫环

境。实验共历时 5d，每天定于固定时间段，每个时

间段训练4次。训练开始时，将平台置于NW象限，

将受试大鼠按顺时针方向依次由第一象限，第二象

限，第三象限，第四象限入水点顺序面向池壁放入水

中。记录2min（120s）内寻找平台的时间（逃避潜伏

期）。如果大鼠在2min内找到平台，记录2min中内

实际逃避潜伏期；如果在 2min内未找到平台，由实

验者将其引上平台并停留 15s，逃避潜伏期记录为

2min。每天以大鼠4次训练潜伏期的平均值作为其

当日的学习成绩。②空间探索试验（spatial probe），

第 6天撤除原平台，将大鼠任选 1个入水点放入水

中，所有大鼠必须为同一入水点，观察并记录大鼠

2min（120s）内穿越原平台区域的次数。

1.3.3 大鼠海马组织形态学观察：最后 1次水迷宫

检测完成后，麻醉处死各组SD大鼠，于碎冰上及时

分离出 SD 大鼠脑组织，将大鼠脑海马组织标本置

于4%多聚甲醛溶液中固定24—48h后，再进行完全

脱水处理，石蜡包埋，冠状切片，片厚5μm，二甲苯脱

蜡、梯度酒精脱水，苏木精-伊红染色处理，中性树脂

封片，于光镜下观察大鼠脑海马组织病理形态学改

变。

1.3.4 大鼠海马组织尼氏染色观察：最后一次水迷

宫检测完成后，麻醉处死各组SD大鼠，于碎冰上及

时分离出 SD 大鼠脑组织，取脑置 4%多聚甲醛内，

4℃固定 24—48h，定位脑缺血区，常规脱水，石蜡包

埋，冠状切片，片厚 5μm，二甲苯脱蜡、梯度酒精脱

水，尼氏染色液染色，中性树脂封片，光镜下观察左

侧大脑海马组织尼氏小体变化，高倍镜下（×400）随

机选取3个视野，计数残存的神经元细胞数目，取平

均值。

1.4 统计学分析

运用 SPSS 17.0 软件进行统计学分析，一般计

量数据用均数±标准差表示。采用χ2检验比较术后

死亡率，大鼠行为学数据采用单因素方差分析。

2 结果

2.1 各组大鼠死亡率比较

术后 48h内，小切口双重永久性结扎模型组死

亡2只；分期永久性结扎模型对照组在间隔7d的分

次结扎中共计死亡3只，两种造模方法术后48h内大

鼠死亡率无明显差异（P＞0.05）。术后30d内，小切

口双重永久性结扎模型组共计死亡 2只，死亡率为

16.7%；分期永久性结扎模型对照组共计死亡 5只，

死亡率41.7%，两种造模方法术后30d内大鼠死亡率

比较有显著性差异（P＜0.05）。见表1—2。

2.2 各组大鼠学习记忆能力比较

造模成功后，再次经水迷宫测试，结果显示两种

造模方法组 SD 大鼠学习记忆能力较假手术组 SD

大鼠降低，差异有显著性意义（P＜0.05）；小切口双

重永久性结扎模型组与分期永久性结扎模型对照组

两组之间比较无明显差异（P＞0.05）。见表3。

2.3 术后各组大鼠海马组织尼氏小体变化比较

造模成功后30天，取各组大鼠海马组织行尼氏

染色观察，假手术组实验大鼠呈现大量形态结构完

整，排列规则的尼氏小体，核仁明显、胞核居中，无水

肿、无炎性细胞浸润；小切口双重永久性结扎模型组

与分期永久性结扎模型对照组，仅有少量尼氏体或

表1 各组间术后48h内死亡率的比较

组别

假手术组
小切口双重永久性结扎模型组
分期永久性结扎模型对照组

死亡数

0
2
3

存活数

12
10
9

死亡率（%）

0
16.7
25.0

表2 各组间术后30d内死亡率的比较

组别

假手术组
小切口双重永久性结扎模型组
分期永久性结扎模型对照组

死亡数

0
2
5

存活数

12
10
7

死亡率（%）

0
16.7
41.7
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无，细胞核体积骤减，结构不清晰，胞核深染固缩，排

列疏松，核仁消失，出现空泡样变。说明两组不同造

模方法模型组实验大鼠有大量的海马锥体细胞凋

亡，见图1。与假手术组比较，两组不同造模方法模

型组均呈不同程度神经元减少，差异有显著性意义

（P＜0.05），两组不同造模方法模型组神经元数比较

无明显差异（P＞0.05），见表4。

2.4 术后光镜下观察各组大鼠海马HE染色结果

假手术组大鼠海马神经细胞多，形态结构完整、

排列规则、边缘清晰，核仁明显、胞核居中，无水肿、

无炎性细胞浸润。两组不同造模方法模型组大鼠海

马神经细胞数目明显减少，排列稀疏，形态结构不完

整、体积变小，细胞层次不清，胞核固缩、碎裂，细胞

间隙增大，有大量的炎性细胞浸润，见图2。

表3 各组大鼠术后学习记忆能力的比较

组别

假手术组
小切口双重永久性结扎模型组
分期永久性结扎模型对照组

术后与假手术组比较：①P＜0.05

例数

12
10
7

逃避潜伏期(s)

41.2±18.3
77.3±23.1①

80.1±22.6①

穿越平台次数

7.2±1.7
2.1±1.1①

1.9±1.3①

表4 术后各组大鼠海马组织神经元数变化比较

组别

假手术组
小切口双重永久性结扎模型组
分期永久性结扎模型对照组

术后与假手术组比较：①P＜0.05

例数

12
10
7

尼氏染色

98.74±4.72
70.51±3.31①

69.94±7.70①

图2 术后各组大鼠海马区神经元变化 （HE染色, ×400）

图1 术后各组大鼠海马区神经元变化 （尼氏染色, ×400）

假手术组 小切口双重永久性结扎模型组 分期永久性结扎模型组

假手术组 小切口双重永久性结扎模型组 分期永久性结扎模型组

3 讨论

血管性痴呆病因主要是由于脑血管病变引起供

血不足而致脑组织缺血缺氧性改变，最终致使大脑

功能全面衰退。基于这一基本理论，目前血管性痴

呆大鼠模型构建也多采用脑血管阻断或辅以其他减

少脑血流的方法制备动物模型[5]。其中永久性双侧

颈总动脉结扎法是大鼠慢性低灌注引起血管性痴呆

可靠的动物模型[6]，是目前最为常用的制作大鼠慢

性全脑缺血的经典方法，并被广泛应用于血管性痴

呆研究中[7—8]。有研究显示结扎双侧颈总动脉术后

大鼠额叶皮质、海马区的脑局部血流量明显下降，术

后24h最为明显，术后7d大鼠在水迷宫测试中可表

267



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Mar. 2017, Vol. 32, No.3

现出明显的学习障碍和记忆损伤[9—10]，随着脑血流

量持续下降，额叶及海马区的椎体细胞出现水肿、缺

血、凝固性坏死，并逐渐发展为严重脱失、基质疏松

及微空泡形成[11]；但传统双侧颈总动脉结扎法存在

手术创伤大及术后大脑供血减少和Willis动脉环的

代偿不足的缺陷，仍有较高的死亡率[12]。而分次结

扎双侧颈总动脉的方法虽然可以使大鼠大脑供血减

少趋势变缓，避免了同时结扎双侧颈总动脉引起术

后大鼠大脑血流急剧减少而导致的应激性死亡，但

分次结扎方法却存在因多次手术过程造成麻醉意

外、出血、感染等诸多不确定性因素增加，进而增加

术后大鼠死亡率的缺陷。有研究显示实验中常用的

麻醉药物如苯巴比妥钠、水合氯醛可以使大鼠的呼

吸频率下降 50%左右，致使动物容易出现酸中毒和

二氧化碳潴留[13]，因此，多次麻醉手术操作，会造成

大鼠麻醉后苏醒时间延长，身体功能减弱，免疫力下

降，术后感染概率增加，导致大鼠的死亡风险增大。

本研究旨在通过采用改良的颈部小切口双侧颈总动

脉双重永久性结扎法，达到减少手术创伤，有效规避

麻醉意外、出血、感染等手术的不确定性因素，进而

达到提高术后大鼠存活率目的；本研究实验结果证

实，两种造模方法术后 48h大鼠死亡率无明显差异

（P＞0.05），但颈部小切口双侧颈总动脉双重永久性

结扎法可有效降低实验动物术后 48h—30d内的死

亡率，优于分次结扎组（P＜0.05）。实验中我们观察

发现虽然同时行小切口双重永久性结扎存在实验大

鼠应激性死亡的风险，但大鼠的死亡率明显小于预

期，可能主要与手术创伤小，刺激强度小，复原时间

短及大鼠脑血管的代偿能力非常强大有关；同时由

于采用小切口手术，结扎颈总动脉时要注意分离保

护伴行的迷走神经，避免因损伤迷走神经造成的大

鼠死亡。

综上，双侧颈总动脉小切口双重永久性结扎模

型基本符合操作简单、手术死亡率低、生理病理指标

稳定、可重复性强的特点[14]，同时模型动物存在明显

的学习记忆障碍，是较理想的血管性痴呆模型，适用

于血管性痴呆的发病机制和药物疗效评价研究。
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