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不同缺血再灌注时间对脑梗死大鼠运动及
认知功能的影响*

孙 巨1 温红梅1,2 李 超1 孙瑞芳1 邹淑怡1 胡昔权1 窦祖林1

摘要

目的：比较不同缺血再灌注时间对短暂性大脑中动脉闭塞（transient middle cerebral artery occlusion, tMCAO）大

鼠的运动及认知功能的影响。

方法：取穿梭箱主动回避率超过 70%的大鼠 60只随机分为 4组：根据Bederson评分及存活率缺血再灌注 60min组

（n=8）、90min组（n=11）、120min组（n=7）及假手术组（n=7）纳入最终行为学研究。术后28天行TTC染色计算梗死体

积。于术后第1、3、7、14、21、28天进行改良神经功能缺损程度（mNSS）评分，第3、7、14、21、28天进行前肢抓握力测

试；于术后第14、21、28天进行穿梭箱测试。

结果：缺血再灌注时间越长，大鼠的生存率越低（χ2=12.694，P=0.005）；梗死体积随缺血再灌注时间增加而增大（F=

14.056，P=0.01）。缺血时间越长，mNSS评分越高（F=9.100，P=0.001）；梗死组较假手术组抓握力量减小（F=11.630，

P＜0.05）；穿梭箱实验显示各时间点90min组主动回避率较假手术组降低（P＜0.05），120min组第14、21天时较假手

术组主动回避率降低（P＜0.05）。

结论：tMCAO大鼠随缺血再灌注时间延长，运动功能障碍严重程度增加，缺血60min再灌注不出现认知功能障碍，

且因运动功能自发性恢复速度快，不适用于认知功能及长期运动功能行为学测试。缺血90min、120min出现认知功

能障碍。
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Abstract
Objective: To compare effects of different duration of ischemia reperfusion on transient middle cerebral artery

occlusion (tMCAO) rats’motor and cognitive function.

Method: Sixty Sprague-Dawley rats with 70% active avoidance response rate (AARR) were randomly divided

into four groups: 60min group（n=8）, 90min group（n=11）, 120min group（n=7） and sham group（n=7） were in-

cluded in the final behavioral study according to Bederson score and the survival rate. Infarcted volume ratio

was calculated by TTC staining. Each group was assessed with modified neurological severity scores(mNSS)

on days 1, 3, 7, 14, 21 and 28 after operation; Forelimb grip strength test was carried out on days 3, 7, 14,

21 and 28 after operation; Shuttle box test was assessed on days 14, 21 and 28 after operation.

Result: With the duration of ischemia reperfusion became longer, the survival rate decreased (χ2=12.694, P=

0.005). The infarct volume was larger with the extended reperfusion time (F=14.056, P=0.01). The mNSS was
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我国每年有新发脑卒中患者约 200万人，脑卒

中已成为我国的主要致残病因[1]，脑卒中后常见的

问题包括运动、吞咽、言语、认知功能障碍等。卒中

后 认 知 功 能 障 碍（post stroke cognitive impair-

ment, PSCI）的发病率高达 64%且长期存在[2]，严重

影响其他功能的康复，因而对认知障碍的研究尤为

重要。目前脑卒中相关动物模型有多种，但大多数

是针对运动功能障碍，而认知功能障碍动物模型较

少。短暂性大脑中动脉闭塞（transient middle cere-

bral artery occlusion, tMCAO）能很好地模仿人类因

血管闭塞引起的脑梗死这一疾病发病模式[3]，常被用

于认知功能相关研究，但 tMCAO模型是否会出现认

知功能障碍仍有一定争议，且各实验室对缺血再灌

注时间的选择不一，具有一定随意性，常见的缺血时

间为 120min、90min、60min[4]，不同缺血再灌注时间

对 tMCAO大鼠的运动及认知的影响有何区别，少有

研究涉及。本研究就不同缺血再灌注时间对大鼠的

运动及认知功能的影响进行研究，为今后 tMCAO模

型相关实验的缺血再灌注时间选择提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物：SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，体重

235—255g，由广东中医药大学动物实验中心提供，

许可证号：SCXK（粤）2013-0034，所有动物均饲养

于中山大学（生命科学学院中药与海洋药物实验室）

SPF 级实验环境中，许可证号：SYXK（粤）2014-

0020，采用已消毒颗粒型大鼠饲料喂养，饮用消毒灭

菌水，环境温度控制在20—25℃。

1.1.2 主要仪器与试剂：YLS-13A大小鼠抓力测试

仪（上海嘉适科学仪器有限公司），XR-XC105型（上

海欣软信息科技有限公司）穿梭实验视频分析系统

（Shuttlebox system），4—0 硅胶包被线栓（直径

0.37±0.02mm）（深圳瑞沃德生命科技有限公司），2，

3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC，美国Sigma）。

1.2 实验方法

1.2.1 穿梭箱实验：采用XR-XC105型穿梭实验视

频分析系统，穿梭箱内部（226×213×350）mm，底部

设不锈钢栅栏，使用电流作为非条件刺激，电击动物

足底部。顶部设噪声发生器（铃声）及两侧各有一光

源作为条件刺激。适应 5min消除探究反射后予光

声刺激 5s，继予电击 10s，间隔 10s 后进入下一轮。

若在铃声刺激5s内大鼠逃向安全区，则为主动回避

反应，系统自动停止当次训练；如果在铃声刺激 5s

内大鼠未逃向安全区，则给予 0.5mA 交流电刺激

10s，在电击后逃向安全区为被动回避反应阳性，否

则为无反应。每只大鼠测试20次，系统自动记录主

动 回 避 反 应 次 数（active avoidance response,

AAR）、被动回避反应次数（positive avoidance re-

sponse, PAR）、总回避反应（general avoidance re-

sponse, GAR）为AAR+PAR，AAR与总测试次数的

比 值 为 主 动 回 避 率（active avoidance response

rate, AARR）。SD大鼠预训练5天，每天20次，选择

最后 2天主动回避率超过 70%的进行下一步实验，

并于术后14、21、28天测试，以AARR为检测指标[5]，

反映大鼠的学习记记忆能力及执行决策能力。

1.2.2 实验动物模型制作：将预训练达标的 SD 大

鼠，予以10%的水合氯醛（4ml/kg）腹腔注射麻醉，局

部消毒备皮，颈部正中切口 2—2.5cm，分离颈总动

脉（CCA），预置缝线备用，沿左侧 CCA 分离颈外

higher in longer ischemic duration groups (F=9.100, P=0.001). There was a significant difference in the fore-

limb grip strength between ischemia groups and the sham group (F=11.630, P＜0.05). 90min group had a low-

er AARR at every time point compared to the sham group (P＜0.05). AARR was lower in 120min group than

that in the sham group on days 14 and 21 (P＜0.05).

Conclusion: The severity of motor dysfunction was associated with the duration of ischemia in tMCAO rats.

60min ischemia reperfusion do not induce cognitive dysfunction with rapid motor function recovery, which may

not be suitable for cognitive and long-term motor behavior tests. 90min and 120min ischemia reperfusion can

induce cognitive dysfunction.

Author's address Dept. of Rehabilitation Medicine, The Third Affiliated Hospital, Sun Yat- sen University,

Guangzhou, 510630
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（ECA）、颈内动脉（ICA），结扎并游离 ECA 及 CCA

近心端。微血管夹夹闭 CCA 远心端，于 CCA 两端

之间处剪一小口，将制备好的直径为0.375mm尼龙

线沿切口轻轻插入，松开微血管夹并将尼龙线轻轻

插入 ICA，直到稍感阻力，若尼龙线插入深度为

10mm，则考虑线栓插入翼颚窝，往后退一点，稍提

起ECA，使之成直线，再往里插线栓，直到再次感觉

到阻力，结扎CCA远心端，将尼龙线外留 1cm以备

拔线栓时使用，根据分组不同随机分为线栓插入

60min、90min、120min 后拔出。假手术组大鼠麻醉

同上，但只暴露、分离结扎血管，而不插线栓。

1.2.3 模型评价：采用改良的Bederson评分方法进

行神经功能评分[6]：0分：无神经功能缺失体征；1分：

提尾时损伤对侧前肢屈曲；2分：前肢屈曲及对侧抵

抗力下降；3分：向对侧转圈；4分：向对侧转圈及意

识障碍；5分：死亡。神经功能评分1—3分的大鼠纳

入本研究，最终 60min 组 8 只，90min 组 11 只，

120min组7只，假手术组7只纳入研究。

1.2.4 改良大鼠神经功能缺损评分（modified neu-

rological severity scores, mNSS）[7]：该评分包括运

动功能、感觉功能和反射缺失3大项，共计18小项。

未能完成该项检查或反射缺失计1分。10—18分为

严重损伤，5—9分为中度损伤，1—4分为轻度损伤，

于术后第1、3、7、14、21、28天进行评分。

1.2.5 抓握力测试：采用YLS-13A大小鼠抓力测定

仪测试大鼠的抓力，将大鼠放置在抓力板上，抓住鼠

尾轻轻向后牵拉，待大鼠抓牢抓力板后，均匀用力后

拉，致使动物松爪，仪器自动记录大鼠的最大抓力，

将仪器与PC机联机读取数据进行处理。评价右侧

瘫痪前肢抓力的强度时，要用胶带包裹左侧未瘫痪

前肢。每次测试抓力5次，取平均值，于术后第3、7、

14、21、28天进行测试。

1.2.6 TTC 染色：于第 28 天取大鼠水合氯醛（4ml/

kg）腹腔注射麻醉固定，开胸暴露心脏，从心尖处插

入导管，先快后慢灌注生理盐水200ml，置于-80℃冰

箱 5min，再于脑槽中取冠状面均匀切成 2mm厚脑

片，取 5 片放入 2%的 TTC 溶液（37℃）避光中染色

20min，4%甲醛缓冲液固定。24h后用相机拍照，其

中粉红区为正常脑组织，白色区为梗死区（见图2）。

采用 Image-Pro Plus 6软件计算梗死体积分数，计算

公式为梗死体积/（梗死体积+未梗死体积）×100%。

1.3 统计学分析

应用 SPSS 20.0进行数据分析，mNSS、抓握力

量结果以平均值±标准差表示，穿梭箱实验结果以

平均值±标准误表示。mNSS、抓握力量、穿梭箱实

验采用重复测量设计的方差检验，若有交互效应，各

时间点进行单因素方差分析，各时间点各组之间用

LSD-t检验进行两两组间比较，脑梗死体积采用单

因素方差分析，各组之间用LSD-t检验进行两两组

间比较，各组生存率采用 log-rank检验分析比较。

2 结果

2.1 生存率比较

实验大鼠随缺血再灌注时间的延长，生存率降

低（χ2=12.694，P=0.005），见图 1。死亡主要集中在

造模后的前7天，死亡原因包括蛛网膜下腔出血、癫

痫、进食障碍等。因死亡、Bederson评分不达标最终

每组入组大鼠数量不同，见表1。

2.2 梗死体积的比较

实验组大鼠随缺血再灌注时间延长，梗死体积

变大（F=14.056，P=0.01），90min、120min组与 60min

组比较有显著性差异（P＜0.05）（见图 2），90min、

120min组多为皮质及皮质下梗死，而 60min组多为

皮质下基底核区梗死。

2.3 改良神经功能缺损程度评分结果

缺血再灌注各组均有不同程度的运动、感觉功

能障碍，缺血时间越长，mNSS评分越高（F=9.10，P=

0.001），各组随观察时间的延长，运动、感觉功能逐

渐改善（F=187.87，P＜0.01），前 7天恢复最快，后恢

复速度减缓（见表1，图3）。

2.4 缺血再灌注时间对大鼠患侧前肢抓握力量的

影响

图1 各组大鼠生存率的比较
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造模后缺血再灌注各组患侧前肢抓握力均有不

同程度降低（F=11.630，P＜0.01），随时间缓慢恢复

（F=120.780，P＜0.01），缺血时间越长，恢复所需要的

时间越长，60min组在第 7天即恢复正常，与假手术

组比较差异无显著性意义（P＞0.05），90min组第 28

天与假手术组比较差异无显著性意义（见表2，图4）。

2.5 穿梭箱实验结果

重复测量方差分析各组之间比较（F=3.516，

P＜0.05），无时间、交互效应（P＞0.05）。进一步两

两比较，与假手术组相比，90min组主动回避率在各

时间点都有明显降低（P＜0.05），而 120min 组也较

假手术组有降低，在第 14、21天时差异有显著性意

义（P＜0.05），第 28 天时差异无显著性意义（P=

0.052），60min组在各时间点与假手术组无显著性差

异（P＞0.05），见图5。

表1 脑梗死大鼠改良神经功能缺损评分 (x±s)

时间(d)

1
3
7

14
21
28

与同时间 tMCAO- 60min 组比较：①P＜0.05；与同时间 tMCAO-
90min组比较：②P＜0.05

tMCAO-60min组
（n=8）

6.50±2.01
4.20±1.23
3.70±1.34
2.90±1.37
2.00±1.25
1.30±0.67

tMCAO-90min组
（n=11）

8.70±2.11①

5.70±1.57①

4.80±1.40①

4.10±1.52
3.50±1.65①

2.80±1.75①

tMCAO-120min组
（n=7）

9.38±1.84①

7.25±1.28①②

6.38±2.46①②

5.50±1.60①②

4.75±2.06①②

3.88±1.90①

表2 脑梗死大鼠患侧前肢抓握力量 (x±s,g)

时间(d)

3
7

14
21
28

与同时间假手术组比较：①P＜0.05；与同时间 tMCAO-60min组比较：②P＜0.05；与同时间 tMCAO-90min组比较：③P＜0.05

假手术组（n=7）

636.55±51.32
678.83±74.32
794.31±53.19
842.35±55.02
873.80±83.95

tMCAO-60min组（n=8）

494.31±83.93①

601.65±62.67
705.94±126.06
777.75±70.24
833.68±93.76

tMCAO-90min组（n=11）

431.13±116.61①

502.80±141.07①

653.45±126.24①

712.40±83.65①

819.17±74.53

tMCAO-120min组（n=7）

331.24±90.56①②③

366.69±116.88①②③

467.88±191.50①②③

593.07±167.00①②③

684.20±114.15①②③

图4 缺血再灌注时间对大鼠患侧前肢抓握力量的影响
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图3 脑梗死大鼠改良神经功能缺损评分结果
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3 讨论

大鼠MCAO模型问世已经超过三十年，应用越

来越广泛。线栓法大脑中动脉梗死模型因其与人类

因血管闭塞引起的脑梗死发病模式最类似、可重复

性好等优点，成为近年来神经实验最常用的模型之

一，在脑梗死后神经保护研究中有超过 40%采用了

线栓法大脑中动脉梗死模型[8]，而不同的缺血再灌

注时间对于运动、认知功能的影响有何区别尚不清

楚。本研究采用行为学实验对不同缺血再灌注时间

tMCAO大鼠的运动、感觉、认知功能进行了 4周的

检测，为今后 tMCAO大鼠相关行为学检测实验，特

别是认知功能行为学检测选择缺血再灌注时间及检

测时间提供参考。

本研究发现 tMCAO大鼠的缺血再灌注时间越

长，mNSS评分越高，患侧前肢的抓握力量越差，提

示 tMCAO 大鼠运动、感觉功能损伤程度受缺血再

灌注的时间的影响，与既往研究一致[9]，梗死大鼠运

动功能术后 1周内改善的速度较快，随后速度逐渐

减慢，与人类卒中的恢复类似，且缺血再灌注时间越

长所需要恢复到正常水平的时间越长。60min组在

1周后运动功能改善接近于假手术组，可能的原因是

缺血时间短，损伤程度轻，其次可能是缺血60min后

再灌注大部分是皮质下基底核区梗死，而皮质下梗

死的恢复速度也更快[10]，因而60min缺血再灌注时间

不适用于对大鼠长期运动功能相关的行为学实验。

人类脑梗死 3个月后有 62.6%出现血管性认知

功能障碍[11]，而大鼠的MCAO模型是否会出现认知

功能障碍及其可能的机制仍然未明确。有研究认为

MCAO 模型仅会有运动功能障碍而不会出现认知

功能障碍[12]，多数研究显示MCAO模型大鼠存在认

知功能障碍[13—14]，亦有分析认为，运动功能障碍影响

了大鼠在行为学实验中的表现，从而出现认知功能

障碍的假阳性结果[15]。记忆在认知功能中有着举足

轻重的作用，一般认为与记忆密切相关的海马主要

由大脑后动脉供血，理论上MCAO不会造成海马的

损伤，但实际研究发现，线栓法MCAO会在一定程

度上减少海马的血流量，造成一定的损伤[16]。此外

由于梗死后颅内压增高、水肿、炎症等原因海马神经

元会发生迟发性死亡，且随时间的进展，神经元死亡

的数量增加[17]，这也在某种程度上解释了为什么认

知功能障碍出现的较晚，且进展性加重。也有研究

认为[18]，tMCAO模型海马γ-氨基丁酸抑制性神经元

的上升，细胞外调节蛋白激酶激活的下调，导致长时

程增强受到抑制，因而出现认知功能障碍并呈进展

性。某些皮质损伤，如新皮质、额叶皮质，也是认知

功能障碍出现的原因。部分由梗死灶单独解释不了

的认知功能障碍，可能是因为双侧大脑的N-甲基-

D-天冬氨酸受体的长期的下调和内吞所导致的[19]。

既往对MCAO大鼠认知功能研究多采用水迷

宫检测大鼠的空间记忆能力[13,15,20]，但对大鼠的运动

功能及体能要求较高，且浸入水中可能引起内分泌

或其他应激效应，与脑损害或药理学操作间的相互

作用具有不确定性，而穿梭箱实验主要研究大鼠的

学习记忆能力及执行决策能力[21—22]，相比水迷宫对

大鼠的运动功能要求相对较小，抗外界环境干扰能

力强。本研究显示缺血 90min、120min后再灌注的

大鼠的穿梭箱主动回避率降低，提示大鼠出现学习

记忆相关认知功能的损害，但并没出现明显的认知

功能进行性下降，与既往研究不完全一致[18,23—24]。出

现这种差异的原因可能是认知功能评定的方法和时

间不同，上述研究中采用Morris水迷宫测试，本研究

采用穿梭箱实验，并进行了强化性预训练，检测时间

仅为4周，且为重复测量设计，而研究显示重复测量

能改善 tMCAO大鼠功能障碍[13]。

本实验发现，大鼠 tMCAO 后死亡主要集中在

术后 1周，死亡原因有多种，包括蛛网膜下腔出血、

窒息、癫痫、肠胀气等，但最重要的原因是术后大鼠

运动功能差，无法正常进食，进而体质下降，最终死

亡。本研究也证实运动功能差的 120min组生存率

明显低于60min组，因而为了降低死亡率，术后的食

物选择、进食方式及护理显得尤为重要。

研究发现[25]，SD大鼠的梗死体积对缺血再灌注

时间敏感，缺血时间长梗死体积大，与本研究结果一

致。研究认为[25]，梗死体积与早期的行为学有相关关

系，而与晚期的行为学表现不相关，可能原因是梗死

大鼠对侧大脑半球会产生适应性反应，发出运动感觉

纤维跨越中线，从而出现运动感觉功能自发性恢复。

本研究就不同缺血再灌注时间进行研究，通过

多种行为学方法对 tMCAO 大鼠的运动、感觉及认

知功能进行综合评价，认为缺血 60min再灌注不出
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现认知功能障碍，且运动功能自发性恢复的速度快，

因而不适用于认知功能相关的实验研究及长期运动

功能相关的行为学检测。缺血 90min、120min再灌

注组出现认知功能障碍，适用于认知功能相关研究，

但为最大程度地排除运动功能障碍带来干扰，认知

功能相关行为学检测最好安排在术后较长的时间范

围（28天），运动功能恢复到一定程度。值得一提的

是，缺血再灌注时间并不是MCAO模型唯一影响因

素，动物种属、线栓的类型及插入深度等都是 tM-

CAO模型成功的关键，相关因素的问题有待进一步

的研究。
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