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·基础研究·

最佳线栓头端直径建立对小鼠脑缺血再灌注模型
成功率的影响*

张文芳1 王 东1，2 崔景晶1，3，4

摘要

目的：改良的Zea-Longa线栓法建立小鼠（25—30g）脑缺血再灌注模型，以确定最佳线栓头端直径。

方法：将140只健康雄性C57BL/6J、体重25—30g小鼠，随机分为假手术组和模型组，模型组再根据线栓头端直径大

小分为0.24mm组，0.25mm组，0.26mm组，0.27mm组，0.28mm组及0.29mm组,每组各20只小鼠。采用头端直径不

同大小的线栓制作右侧大脑中动脉阻塞再灌注模型。缺血1h后，进行脑多普勒血流检测、核磁共振血管成像及T2

加权成像（T2WI），恢复血流灌注24h后进行神经行为学评分及TTC染色，明确最佳线栓头端直径建立脑缺血再灌

注模型。

结果：与假手术组相比，体重25—30g小鼠，线栓头端直径在0.25mm—0.28mm之间都可以形成梗死灶。与其他组

相比，线栓头端直径为 0.26mm，Longa评分在 1—3分最多、梗死面积最大（0.26mm vs 0.24mm、0.25mm、0.28mm、

0.29mm P<0.0001）；线栓头端直径小于0.24mm或大于0.29mm，都不能形成梗死。多普勒血流仪检测、核磁共振血

管成像及T2加权成像（T2WI）显示，与假手术组相比，0.26mm组线栓头端能够完全堵塞大脑中动脉血流，损伤侧血

运与对侧相比，血运降至0，成功建立脑梗死模型。

结论：小鼠局灶性脑缺血再灌注模型的成功率与线栓头端直径大小密切相关，体重为 25—30g 小鼠用直径为

0.26mm的线栓成功率最高。
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Abstract
Objective: To determine the optimal tip diameter of the suture, we established the model of cerebral ischemia

reperfusion in mice (25—30g) by the improved zea-longa method.

Method: One hundred and forty healthy male mice(C57BL/6J, 25—30g) were randomly divided into the sham

operation group and the experimental group. According to the tip diameter of the suture, the mice in the exper-

imental group were divided into the 0.24mm group, 0.25mm group, 0.26mm group, 0.27mm group, 0.28mm

group and 0.29mm group; and each group has 20 mice respectively. The model of right middle cerebral artery

occlusion(MCAO) and reperfusion was made by using a different tip diameter of the suture. Transcranial Dop-

pler(TCD),magnetic resonance angiography (MRA) and T2 weighted imaging (T2WI) were performed for each

mouse 1h after ischemia. Neurobehavioral score and TTC staining were measured 24h after the reperfusion.

Result: The area of infarct was formed between 0.25mm and 0.28mm in diameter at the end of the round
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急性缺血性脑梗死是一种常见的神经血管疾

病。据Framingham流行病学研究表明，65%的脑卒

中来源于大脑中动脉堵塞[1—2]。建立大脑中动脉堵塞

动物模型一直是脑缺血疾病机制研究最重要的研究

方法之一。线栓法由于其创伤小、避免了开颅，缺血

时间和再灌注时间易于控制，成本小等优点，被广泛

应用于大脑中动脉栓塞[3—5]。许多研究人员通过研究

线栓的材质、插入深度及缺血再灌注时间来改良缺血

再灌注模型。但是，由于受小鼠品系、性别、体重、年

龄、材质、解剖结构及操作人员手法的差异性影响[6—8]，

该模型的成功率及梗死面积的稳定性仍然很低。

目前现有文献对于线栓头端直径的研究较少，

研究者大多根据经验选取线栓，造成了资源、时间浪

费及后期实验数据的不稳定[9—10]。本文系统研究体

重 25—30g雄性小鼠，运用线栓法建立局灶性脑缺

血模型时选用不同线栓直径对造模成功率、Longa

评分、脑梗死体积等的影响。线栓头端直径选用

0.24—0.29mm，在保证其他可控变量（操作手法、熟练

程度，实验动物品种、品系、性别、质量、年龄，线栓材

质，缺血及再灌注时间、周围环境温度等）一致的前提

下，得出最佳线栓头端直径，为脑卒中基础实验研究

提供简单可靠、节约时间和资源的建模方法依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF 级成年健康雄性 C57BL/6J、体重 25—30g

小鼠 140只，8—10周，体重 25—30g，购于济南朋悦

实验动物中心。研究试验机构地点名称：滨州医学

院医药研究中心。实验过程中动物的饲养及处置遵

循国际实验动物伦理及滨州医学院实验动物伦理的

相关规定。

将实验动物随机分成 7组，每组 20只。假手术

组（20 只，死亡 0 只），模型组 6 组，线栓头端直径

0.24mm（20 只，死亡 0 只），线栓头端直径 0.25mm

（20只，死亡 0只），线栓头端直径 0.26mm（20只，死

亡 1只），线栓头端直径 0.27mm（20只，死亡 3只），

线栓头端直径 0.28mm（20只，死亡 5只），线栓头端

直径0.29mm（20只，死亡2只）。

1.2 动物模型的制备

取黑色6—0号单纤丝尼龙线，将头端用蚊香烫

成球形，在需要的长度处标记（12mm），将此线浸泡

消毒，用前在肝素生理盐水中浸泡。呼吸机麻醉（美

国MATRX动物麻醉机）通过面罩，使用异氟烷和氧

气混合气体，输出压力不超过 0.4MPA，氧气流量

300ml/min，诱导麻醉异氟烷的吸入浓度为3%，手术

中根据小鼠的呼吸调节麻醉浓度并保持在 0.5%—

1%之间。小鼠仰卧位固定于手术台上，并保持呼吸

道通畅。用酒精消毒颈部，颈部正中切口，钝性分离

下颌下腺。显微镜下找到颈总动脉（图1A-B），用显

微镊钝性分离颈总动脉、颈内动脉和颈外动脉（图

1C）。用丝线结扎颈内动脉的远心端，近心端打一

松结，使用微血管夹夹闭颈总动脉的近心端。用显

微手术剪在两结扎线之间剪开一小口，将已准备好

的线栓插入颈总动脉处，将松结扎紧，松开微血管

夹，轻轻上提颈外动脉，使线栓缓缓沿着颈内动脉方

向插入至大脑中动脉分叉处。线栓进入深度0.9cm

bolt. Compared with other groups, the 0.26 mm group had the most mice with a Longa score between 1—3,

and the biggest infarction area (0.26 mm vs. 0.24 mm, 0.25 mm, 0.28 mm, 0.29 mm (P<0.0001); In the

groups using a tip diameter of the suture less than 0.24mm or more than 0.29mm, the infarction area was not

formed. DCT, MRA and T2WI results showed that, rather than the sham operation group, the middle cerebral

artery blood flow could be completely blocked, and the blood flow was reduced to 0 compared with the ipsilat-

eral area with the tip of the 0.26mm; that is, the cerebral infarction model was successfully established.

Conclusion: The success rate of middle cerebral artery occlusion is firmly related to the tip diameter of the su-

ture. The diameter of 0.26mm tip of the suture is the best choice for middle cerebral artery occlusion in mice

with a body weight of 25—30g.

Author's address Department of Biomedical Research Center, Binzhou Medical University，Yantai City, Shan-

dong Province, 264000
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左右，直至感到前方稍有阻力，停止插入线栓。造模

后的小鼠放在恒温孵育装置中，确保小鼠肛内温度

为37±0.5℃，在缺血1h，再灌注24h处理小鼠(图1)。

1.3 神经行为学评分

缺血1h再灌注24h后，通过改良Longa等[6]的评

分准则进行评分：0分：无神经缺损症状；1分：提尾

时左前肢不能内收、完全伸直；2分：行走时向左侧

倾倒；3分：向左侧旋转；4分：无自发活动或意识障

碍评分在 1—3分为造模成功的标准。模型制备完

成后，动物虽有缺血症状，但怀疑或者疑似蛛网膜下

腔出血者（小鼠在地上翻滚）不纳入模型组。神经症

状评分采取单盲法，即观察者不知实验分组。

1.4 脑缺血面积的计算

分别在大脑中动脉阻塞（middle cerebral ar-

tery occlusion，MCAO）缺血 1h再灌注 24h后，断头

取脑，自额叶前极起切出 5片冠状切片，每片 1mm。

将切好的脑片放入预先配置好的0.25%的2，3，5-氯

化三苯基氯化四唑（2,3,5-triphenyltetrazolium chlo-

ride，TTC）染液中，37C°水浴 30min。4%的多聚甲

醛固定10min。将固定好的脑片按照切片顺序依次

排列，并进行拍照。用 Image J计算每片脑组织面

积及缺血侧脑组织面积（图2）。脑梗死体积百分比

图1 MACO模型制备过程

图2 脑梗死面积
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=[总梗死体积－（梗死侧半球体积－梗死对侧半球

体积）]/梗死对侧半球体积×100%,其中“梗死侧半球

体积－梗死对侧半球体积”是为了校正脑水肿对梗

死体积大小的影响。

1.5 脑血流监测

小鼠俯卧，头部备皮，剪开额顶部皮肤 1cm，暴

露颅骨前囟及右侧半颅骨，将激光多普勒探头固定

于颅骨右侧大脑中动脉部位（定位以前囟为起点向

右2mm，向后6mm），当大脑中动脉血流下降80%及

以上，表明造模成功。

1.6 磁共振成像及血管成像

应用 7.0T（BioSpec imaging spectrometer，94/

30USR; Bruker Biospin）核磁共振成像仪 MR 进行

磁 共 振 血 管 成 像（magnetic resonance imaging,

MRA）、T2 加权（T2-weighed MRI scans,T2WI）扫

描，质子共振频率为 200 MHz，最大梯度强度为

100mT/m，重复时间 TR=2500ms，恢复时间 TE=

55ms，图像数据矩阵 128×128，扫描厚度 0.5mm，视

场范围包括大脑、小脑及其左右对应的部位。

1.7 统计学分析

采用GraphPad Prism7.03(San Diego,CA, USA)

统计软件进行统计学分析，所得数据以均数±标准

差表示，各组数值均经正态性及方差齐性检验，采用

单因素方差分析Tukey统计学分析方法。P<0.05认

为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 各组之间造模成功率统计

见表1。

2.2 各组小鼠造模后Longa评分结果

假手术组、0.24mm 组和 0.29mm 组 Longa 评分

为0分，说明假手术组无神经功能损害，三组之间评

分并无差异性。0.26mm组和0.27mm组Longa评分

明显优于其他组。0.26mm组与假手术组、0.24mm

组、0.25mm组、0.28mm组及 0.29mm组评分差值有

显著差异性，差异有显著性意义（P<0.0001）。尽管

0.27mm组Longa评分很高，但与其他各组之间相比

无显著差异（P>0.05）。

2.3 脑梗死面积所占的百分比

缺血 1h再灌 24h后，将各组小鼠取材进行TTC

（2,3,5-triphenyltetrazolium chloride）染色，用 Image

J计算脑梗死面积。0.26mm组梗死面积最大，标准

差最小，且与假手术组、0.24mm 组、0.25mm 组、

0.28mm 组及 0.29mm 组间比较有显著性差异（P<

0.0001）。0.27mm组梗死面积比假手术组、0.24mm

组、0.25mm组、0.28mm组及0.29mm组大，但与各组

之间的差异并无显著性意义（P>0.05）。

2.4 脑血流量检测

多普勒频谱信号的强度从弱到强颜色变化为蓝

色—黄色—红色，血管内含有大量红细胞，红细胞多

地方，血流信号强呈现红色，红细胞少的地方血流信

号弱呈现蓝色。

图 3 中 所 示 ，与 假 手 术 组 相 比 ，模 型 组

（0.26mm）缺血侧血流明显降低，由黄色变为蓝色，

血流量下降大于等于 80%，说明模型组 0.26mm 的

线栓成功阻断了大脑中动脉的血流，脑缺血模型成

功建立。

2.5 MRA和T2WI磁共振成像

与假手术组相比，模型组（0.26mm）显示，颈内

动脉内插入线栓，线栓头端直径 0.26mm 完全堵塞

了大脑中动脉，使大脑中动脉的分支显示不清；而模

表1 各组之间造模成功率统计

组别

假手术组
0.24mm组
0.25mm组
0.26mm组
0.27mm组
0.28mm组
0.29mm组

插入受阻
（例）

未插线栓
0
0
0
1
6
8

疑似出血
（例）

0
0
0
1
2
3
0

死亡
（例）

0
0
0
1
3
5
2

梗死面积
百分比（%）

0
0

3.54±0.06
27.72±0.08
20.97±0.27
3.8±0.08

0

成功率
（%）

0
0

5/20
18/20
15/20
6/20

0

图3 脑血流量检测

1 2 12

sham MACO

“1”：红细胞数目少，血流速度小；“2”：红细胞数目多，血流速度大。
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型组缺血对侧颈内动脉、大脑中动脉及其分支显示

清晰。说明线栓头端直径为0.26mm完全能够堵塞

大脑中动脉，脑缺血模型成功建立。

图 4中小鼠磁共振成像显示：假手术组脑组织

双侧对称，密度均匀，无结构改变；而模型组在缺血

1h再灌24h后，右侧大脑顶叶、颞叶和外侧尾壳核出

现高信号强度区，提示存在脑缺血损伤区，脑缺血再

灌注模型成功建立。

3 讨论

脑卒中是指急性脑循环障碍所致的部分或者全

部脑功能缺损综合征[5,11]。脑卒中是继心脏病、恶性

肿瘤之后的第三大世界致死性疾病，具有发病率高、

死亡率高和致残率高的特点，是中国成年人致残的

主要原因[3—4]。其中，缺血性脑卒中占 70—80%，缺

血性脑卒中是由多种原因的脑内血供障碍，导致脑

组织缺血、缺氧，神经元凋亡[12—13]、坏死，出现相应的

神经功能障碍[5,8,14]。

脑缺血再灌注动物模型由于与人类脑卒中损伤

类似，一直是研究脑血管疾病常用的疾病模

型[15—16]。但是由于受实验物种品种、品系、性别、年

龄、体重、操作手法、外界环境、线栓大小及插入深度

等多种因素的影响，脑缺血再灌注模型的成功率

低[4,17]。以前研究表明，大脑中动脉的直径和长度与

大鼠的体重成正比。体重大于350g的大鼠，必须要

有足够粗的线栓头端直径才能够阻塞大脑中动脉的

血流；相反，体重小于240g的大鼠，由于线栓头端直

径过大，使得线栓插入困难，脑缺血再灌注成模率

低。大鼠体重在 240—350g 之间，线栓头端 0.33—

0.34mm，成模率高、脑梗死面积稳定、成本较低[17]。

然而，目前并没有对小鼠的脑缺血再灌注模型线栓

头端直径进行研究。本研究选用了脑缺血研究中最

常用的建模体重（25—30g）与线栓头端直径（0.24—

0.29mm），得出最佳线栓头端直径。

脑梗死面积是评价脑梗死治疗效果的重要指标

之一。一个理想的脑卒中模型应该是梗死部位和梗

死面积较为统一，稳定性及重复性高[18—19]。大多数

研究者，梗死部位及面积并不一致，造成实验结果可

信度降低 [19—22]。TTC 染色及 Longa 评分结果表明，

体重 25—30g小鼠，用 0.26mm线栓头端直径，脑梗

死面积最大（27.72±0.08）mm2，且重复性及成功率较

高。0.27mm线栓头端直径与0.26mm线栓头端直径

相比，虽然梗死面积较其他组高（20.97±0.27）mm2，

但是梗死面积不稳定，个体差异较大，加之线栓易造

成出血，0.27mm的线栓并不作为首选。线栓头端直

径小于0.25mm的线栓，虽然能够顺利插入，梗死面

积很小甚至不能形成梗死灶。这说明头端直径小于

0.25mm的线栓并没有堵塞或者完全堵塞大脑中动

脉的血流。线栓头端直径大于0.28mm线栓插入受

阻，尽管数据显示有线栓能插入脑内，但TTC染色

显示并无梗死灶产生。说明线栓可能存在插入部位

不正确，存在误入翼颚动脉或血管被插破的可能性。

脑缺血再灌注造成Na+/K+泵功能受损，细胞内

Na+离子积聚，短时间内造成细胞水肿[19,22]。核磁共

振成像技术对于梗死区水分的变化非常敏感，可明

确梗死灶 [12]。与假手术组相比，0.26mm 组 T2 加权

成像显示明显的高信号，表明细胞水肿明显，特别是

图4 小鼠磁共振成像
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皮层部位（图 4）水肿明显 [23]。MRA 能够清晰显示

Willis 环，0.26mm 组大脑中动脉的中央支（豆纹动

脉）显示不清，脑多普勒血流仪显示其血流明显下

降，提示头端为0.26mm的线栓造模成功。

综上所述，本研究表明对于体重 25—30g的小

鼠，使用线栓头端直径为 0.26mm 的线栓造模的成

功率、重复性、稳定性高，死亡率及成本低，有利于推

动脑卒中的基础研究。
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