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【摘要】目的：应用手持激光器作为光源建立光化学法局灶性脑梗死动物模型。方法：将36只SD大鼠随机分为4组，即A组：开骨窗至硬脑膜，不注射玫瑰红，手持激光器照射5min； B组：开骨窗至硬脑膜，注射玫瑰红，手持激光器照射5min；C组：保留颅骨内板，注射玫瑰红，手持激光器照射5min；D组：开骨窗至硬脑膜，注射玫瑰红，冷光源照射40min。于术后24、48h对各组大鼠进行神经功能的行为学评分，进行MR扫描，术后48h处死动物，TTC染色测量梗死体积，光镜下观察病理改变，比较各组的模型制作成功率。结果：不同方法进行动物模型制作时，24h神经功能的行为学评分有显著性差异，48h后差异消失。头部MR扫描显示，A组未见脑梗死形成，B组、C组全部有脑梗死灶形成，D组仅部分大鼠形成梗死灶，但体积明显较B、C组小，另外C组有2例合并硬膜外血肿。TTC染色A组未见梗死灶形成，B组、C组可见恒定的梗死灶，D组仅部分形成梗死灶。B、C、D组模型制作成功率分别为100%、80%、50%，将B组、C组合并为手持激光器组，与冷光源组（D组）比较，两种方法间有显著性差异（P=0.026）。结论：应用手持激光器作为照射光源与冷光源相比，有更高的模型制作成功率。
关键词：脑梗死；光化学法；大鼠
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[Abstracts] Objective: The objective of this study is to observe the effect of photochemical ischemic stroke model made by hand-held laser in rats. Methods: 36 rats were randomly divided into four groups: group A, a skull hole was made deep to dura, irradiated by hand-held laser without rose-bengal injection for 5 minutes; group B, a skull hole was made deep to dura, irradiated by hand-held laser for 5 minutes with rose-bengal injection; group C, a skull hole was made deep to inner plate, irradiated by hand-held laser for 5 minutes with rose-bengal injection; group D, a skull hole was made deep to dura, irradiated by cold light source for 40 minutes with rose-bengal injection. Neurological deficit was evaluated 24 and 48 hours after surgery. MR scan was performed at 24 hours and the rats were killed at 48 hours, then the infarct volume was measured by TTC staining and the pathological changes was observed by light microscopy, comparing the success rate between two different irradiation sources. Results: The neurological deficit differed at 24 hours but converged at 48 hours. MR scan showed no infarction in group A and some in group D, obvious infarction in all rats from group B and C, but epidural hematoma occured in two rats of group C. TTC staining showed no infarction in group A, an infarction lesion occurred constantly in the left irradiated region in group B and C, but infarction ocurred only in half of the rats in group D. The successful rate of model-made was 100%、80% and 50% in group B, group C and group D respectively. Combining group B and group C into hand-held laser group, compared with the cold light source group (group D), there was a significant difference between two groups (P=0.026). Conclusions: In the procedure of photochemical ischemic stroke model made, compared with cold light source, the successful rate was higher when using hand-held laser as the irradiating source.
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为研究脑梗死及相关脑动脉病变的发生发展机制，拓宽防治措施，验证治疗效果等，需建立相应的动物模型，为此，国内外学者做了大量探索【1-3】。对于局灶性脑梗塞动物模型，最常采用线拴法阻断大脑中动脉血流，虽梗塞体积较恒定，但损伤较大【3】。而对于微小动脉病变所致脑梗死动物模型的研究较少，自发性高血压、微栓塞等均可造成微小动脉闭塞，但数量、部位难以控制，不利于实验研究【4-6】。光化学法血栓形成（photochemically induced thrombosis，PIT）脑梗死模型的制作是利用特定波长的光照与注入血液中的光敏剂发生光化学反应，损伤血管内皮后引起一系列凝血反应，导致血栓形成。照射皮层可以造成特定区域微小动脉闭塞，形成面积相对恒定的梗死，有利于脑保护等研究【7，8】,且相对于机械性阻塞血流的方法，具有损伤轻，手术简单等优点，其对动脉内皮损伤模拟了一种人类的发病机制。
在光化学法动物模型制作过程中，照射光源一般使用氦氖激光或者冷光源，前者价格昂贵而后者输出光强较弱。目前，不同波长的手持式激光器（激光手电或激光笔）已得到普及，其发出的激光波长范围非常适合光化学反应，且价格低廉，但未有应用于动物模型制作中的报道，故本研究对此进行探索。另外，比较了去掉颅骨与保留内层骨皮质的实验效果，以便于确定一种可靠地、简便易行的局灶性脑梗死模型制作方法。
1 材料和方法
1.1实验材料

1.1.1实验动物

健康成年SD大鼠36只，体重200-250克，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，动物合格证号SCXK(京)2006-0009，清洁级（SPF），自然光照，环境安静，自由进食饮水，饲养温度20-28℃，相对湿度40-70%，模型制作前适应性喂养1周。

1.1.2主要试剂配置及仪器使用方法
1) 将玫瑰红B（RB，分子量为1017.6）溶于0.9%生理盐水中配成浓度为3.3%的溶液避光低温保存备用。
2) 冷光源：应用250W金属卤化灯为发光光源，光导纤维输出，外接546nm滤波片，使之投射出单一绿色光束。手术时用带有5mm直径小孔的黑色避光纸遮蔽周围组织。
3) 手持式激光器（波长532nm，可调焦）：手术时调焦，使照射范围直径为5mm。
1.2 实验方法
1.2.1 光照度稳定性测定

固定冷光源及手持激光器后，应用数字照度计（MasTech-LX1010B，                      深圳华谊公司）测量二者的光照度，每10s钟采样一次，时长5min。计算平均值、标准差，由此求的变异系数，比较二者有无差异。
1.2.2动物分组

    选择250-300g大鼠36只，根据预实验及文献报导【7,9】，将大鼠随机编号后分为4组，A组6只，其余组各有10只。A组：开骨窗至硬脑膜，不注射玫瑰红，手持激光器照射5min； B组：开骨窗至硬脑膜，注射玫瑰红，手持激光器照射5min；C组：保留颅骨内板，注射玫瑰红，手持激光器照射5min；D组：开骨窗至硬脑膜，注射玫瑰红，冷光源照射40min；
1.2.3动物模型的制作 
将大鼠称重，按照0.3mL/100g剂量腹腔注射10%水合氯醛麻醉，利用立体固定架前端的门齿环以及双侧的耳钉，对大鼠头部进行固定。之后沿头正中线切开皮肤，长度约1.5cm，分离暴露颅骨，以矢状缝左侧3mm，冠状缝后3mm为中心，磨钻打开直径约5mm的骨窗，保留硬脑膜。C组仅钻透颅骨的外板及板障，保留内板并打磨平整。除A组外，按照30mg/kg剂量于尾静脉注入3.3%的玫瑰红，持续时间约2~3min，随后用冷光源或手持激光器照射目标区域，照射距离为3mm，照射时间依分组而定。照射结束后局部用庆大霉素盐水冲洗，缝合头部伤口，待生命体征恢复平稳后放入笼中继续饲养。
1.3动物观测指标

1.3.1神经功能的行为学评分
参考Bederson5级分级法【10】，于术后24h、48h对各组大鼠进行神经功能的行为学评分。
1.3.2 头部核磁共振（MR）扫描检查

    于术后24h对大鼠头部进行MR扫描，检查前5min腹腔注射10%水合氯醛麻醉。单独或2~4只同时固定于自制的泡沫板上，使用关节线圈对大鼠头部进行扫描，扫描层面间距为2mm。
1.3.3脑梗死体积测定及病理学检查
术后48h大鼠麻醉后迅速开胸，剪开右心耳，从左心室给予生理盐水100ml 灌洗，断头取脑，-20℃冰箱冻保存20min。对于所取脑组织，用标尺在脑表面正中线以2mm等分，用病理切片机从视交叉前1mm左右冠状位切脑，其后间隔2mm连续做6个冠状切片。每组随即抽取2个标本用于HE染色，其余用于脑梗死体积测定。

1.3.3.1 脑梗死体积测定

将所需标本放入2%TTC液，37℃下孵育20min（10min后翻面），正常脑组织染成红色，梗死灶染成白色。染色后置于4%多聚甲醛固定，24h后用 Olympus 数码相机摄相后输入电脑，应用Imagine-pro plus6.0版测量各层面的梗死面积，将梗死灶面积乘以层厚2mm得出每个层面的梗死灶体积，相加各层面的梗死灶体积即得出整个脑组织的梗死灶体积。

1.3.3.2 病理学检查

将所需的脑组织切片置于4%多聚甲醛固定24h以上，梯度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋后将脑组织切片，厚度约4μm，37-38℃水浴展片，普通载物片捞片，置60℃烤箱中1h，苏木精-伊红染色，树胶封片。
1.3.4 模型制作成功率

    模型制作成功的条件：①MR检查及TTC染色可见梗死灶形成，或得到光镜下病理观察验证；②模型制作后24h内出现过神经行学异常；③未出现血肿及其它严重并发症，48h内存活。同时满足以上条件者为模型制作成功，除以同组大鼠的数目即为模型制作成功率。

1.4统计学处理
采用SPSS16.0 for windows统计软件进行统计学处理。采用Kruskal-Wallis非参数检验，当差异具有显著性时(P<0.05)，采用Mann-Whitney非参数检验来分析组间的差异。正态分布数据用均数±标准差(
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)表示，各组间的比较用单因素方差分析，两组间率的比较用  χ2检验，必要时用Fisher确切概率法。P=0.05为显著性检验水准。
2 结    果

2.1 光照强度稳定性测定

    冷光源光照度为7.20±0.67×103勒克斯（Lux），手持激光器的光照度为（1.29±0.11）×105 Lux，后者是前者的18倍。光照度变异系数冷光源为9.3%，手持激光器为8.5%，并无显著性差异（P=0.53）。
2.2 一般情况及神经行为学评分
48h内36只大鼠无死亡出现。麻醉清醒后，大鼠精神萎靡，活动及摄氏减少，术后24h神经行为学评分多在2分以下，C组有两只大鼠评分达到3分，后证实为合并硬膜外血肿。术后24h神经行为学评分，各组间存在显著性差异（P=0.000），进一步进行两两比较，显示A组与B组、A组与C组、D组与B组、D组与C组之间存在显著性差异（P<0.05）。48h后神经行为缺损多有明显好转，各组间神经行为学评分无显著性差异（P=0.2），见表1.
表1.模型制作后24h（括号内为48h）的神经功能缺损评分

Table1. Numbers of rats with different neurological deficit score on 24hrs and 48hrs after PIT stroke model made in four groups

	组别group
	鼠数number
	神经功能缺损评分（术后24h/术后48h）

neurological deficit score on 24hrs(48hrs)

	
	
	0
	1
	2
	3

	A
	6
	6(6)
	0(0)
	0(0)
	0(0)

	B
	10
	0(9)
	9(1)
	1(0)
	0(0)

	C
	10
	0(8)
	7(0)
	1(2)
	2(0)

	D
	10
	5(10)
	5(0)
	0(0)
	0(0)


2.3 头部MR扫描情况
术后24h头部MR扫描显示，A组未见脑梗死形成，B组、C组全部有脑梗死灶形成，D组仅部分大鼠形成梗死灶，但体积明显较B、C、小。另外C组有2例合并硬膜外血肿（图1）。
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图1.各组大鼠术后24h头部MR扫描，示B、C、D组照射区梗死灶，C组可见硬膜外血肿。
Fig.1 MR scanning on 24 hrs after PIT stroke model made in four groups， showed the ischemic lesion of rat brain in group B,C and D, an epidural hematoma appeared simultaneously in a rat from group C.
2.4 TTC染色梗死体积测定
  TTC染色可见正常脑组织着深红色，梗死脑组织呈白色（图2）。A组未见梗死灶形成，B组、C组全部于左侧照射区形成部位恒定的梗死灶，局部脑组织苍白、肿胀明显，冠状面成“碗型”，尖端指向侧脑室，深达皮质全层，体积为B组16.7±3.23 mm3，C组15.6±2.85 mm3，二者间无显著性差异（P>0.05）。D组仅部分形成梗死灶，且体积(5.2±1.96 mm3)明显小于B组、C组(P<0.01)。
2.5 脑组织病理学检查

A组大鼠光镜下观察脑组织结构正常，细胞形态规整，细胞核完整。大脑皮质神经细胞层次清晰，神经元边界清，锥体细胞突起明显，胞核呈圆形或椭圆形，染色质分布均匀、色淡，核仁清晰、染色较深，胞浆无水肿表现，内皮细胞及周围间隙形态结构正常。
B组、C组大鼠脑标本镜下观察，HE染色可见病灶与周围组织分界清楚，梗死灶内脑组织软化，细胞碎裂，胞浆液化，核固缩或偏位，细胞溶解后形成的格子细胞等。神经元呈不同程度的缺血性改变，肿胀的神经元胞浆淡染，呈圆形或椭圆形，皱缩的神经元染色深，胞体小，呈三角形。许多神经元外形不易辨认,大部分细胞结构消失,胞浆空泡样变性。病灶中心微血管内血栓形成及淤血，坏死边缘区可见中性粒细胞浸润。
D组的两只大鼠之中一只存在小的梗死灶，另一只未见异常。
2.6 模型制作成功率比较

    B组、C组、D组模型制作成功率分别为100%、80%、50%，将B组、C组合并为手持激光器组，与冷光源组（D组）比较，经确切概率法验证，两种方法间有显著性差异（P=0.026）。

3 讨    论
    目前局灶性脑梗死模型制作时需要结扎动脉或机械性阻塞远端血流，创伤大，且技术操作具有一定难度，一些学者开始探索相对简单的局灶性脑缺血模型。方法之一是在颅内注射血管收缩物质如内皮素，以造成局部缺血【11】。这种方法已在大鼠得到重复验证，但在小鼠上制作时，则需结合其他药物注入或血管结扎才能形成梗死灶【12】。另外，此方法虽然简便，但形成的缺血灶部位不确切，而且死亡率并不低。光化学法制作脑梗死模型由Watson等【13】于1985年首次报道后，已得到广泛应用【14,15】。其原理是由注入动物体内特殊的光敏物质即光敏剂，在特定波长的光源照射下，诱发光化学反应，产生并释放活性氧自由基，导致血管内皮细胞损害，引发血小板聚集粘附，形成血管内血栓，闭塞血管，导致局部组织缺血缺氧，最终发生不可逆组织损伤。

光化学法脑梗死动物模型的制作，光敏剂和照射光源是两个主要条件。玫瑰红B是迄今已知最强的光敏剂，其最大吸收波长为549nm。照射光源国内多应用冷光源，配合滤光片，光导纤维输出单色光，照射时间8-30min不等【9,16,17】。为提高照射效果，我们将冷光源照射时间设定为40min，模型制作成功率仍低于手持激光器组，且脑梗死体积多小于预期。其原因可能为玫瑰红B虽为强光敏剂，但所需光照强度大，自制的冷光源输出的光照度低，仅为手持激光器的1/18，虽增加时间仍难以满足需要。而手持激光器不仅光照度高，我们所进行的稳定性测定，也证明了短时间内稳定性强，不会很快出现光照强度衰减的现象，相信随着大容量充电电池的应用，其光照强度可以在较长时间内保持，更加适合于实验研究。另外，该研究中不注射光敏剂的A组，手持激光器照射5min并未引起局部组织肿胀、坏死，也说明了其安全性，但更长时间的照射是否安全需要进一步验证。

在光化学法局灶性脑梗死模型制作过程中，一般需要开骨窗，即去掉颅骨，暴露硬脑膜。但有报道不破坏颅骨或者仅仅去掉颅骨的外板和板障，保留内板，适宜光源照射后同样可以制成局灶性脑梗死模型【18,19】，我们对此也进行了验证，发现确实可以在照射方向形成局灶性梗死灶，但少数大鼠合并出现硬膜外血肿，考虑其原因可能为：颅骨内板与硬脑膜之间存在大量的桥静脉，光化学反应后同样可以形成血栓，阻塞血流，淤血致一定程度引起静脉破裂出血，从而造成硬膜外血肿。因此建议模型制作时去掉颅骨为宜。

由于该模型为皮层脑梗死，损害部位仅为皮质感觉运动区，皮质下纹状体、海马和丘脑未受损，加之大鼠强大的回复能力，大鼠神经行为学异常轻微，尤其48h后与无损伤组差异已不显著，提示在该模型中不宜将神经行为学评分作为干预因素效果的较长时间观测指标。即使在经典线栓法制备的局灶性脑梗死模型（大脑中动脉栓塞）中，王志强等【20】研究认为大鼠的肢体运动功能与脑梗死体积并无相关性，48h内肢体运动功能正常的大鼠并不一定不形成梗死灶，同时造模术后没有梗死灶的大鼠，也不一定完全没有神经功能缺损症状。因此，模型制作成功与否需结合术后大鼠的神经功能缺损评分、TTC染色后的脑梗死体积、脑组织病理切片的镜下观察等方面进行综合界定。为便于活体判断，我们又加入了MR扫描检查，但由于显示清晰度原因，未作定量分析（梗死面积或体积计算），仅作为定性判断。
相比较其它模型制作方法，光化学法具有梗死部位提前预知、梗死体积恒定、模型制作成功率高等优势，但目前局灶性脑梗死模型的制作仍以机械性阻断MCA血流为主，原因之一是照射光源不易获得，国外多应用氦氖激光，价格昂贵，国内多应用冷光源，虽价格相对低廉，一般实验室仍难以拥有。近几年，手持激光器已广泛普及，其成本更为低廉。经我们实验观察，在光化学法脑梗死模型制作时，完全能代替冷光源，且较冷光源更为方便、实用，适合我国开展相关实验研究。
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附    图

图2 TTC染色显示的梗死灶（箭头所示），B：手持激光器照射组（不保留颅骨内板）；C：手持激光器照射组（保留颅骨内板）；D：冷光源照射组。
Fig.2 The ischemic lesion showed by TTC stain (indicated by blue arrow). B, a skull hole was made deep to dura, irradiated by hand-held laser; C, a skull hole was made deep to inner plate, irradiated by hand-held laser ；D, a skull hole was made deep to dura, irradiated by cold light source.
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