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非人灵长类动物模型低温治疗方法及在脑卒中
模型中的应用进展

何小夺1,吴　 迪1∗,吴隆飞1,陈　 健2,丁玉川1

(1.首都医科大学宣武医院 中美神经科学研究所,北京　 100053; 2.首都医科大学宣武医院神经外科,北京　 100053)

　 　 【摘要】 　 近年来由于缺血性脑卒中发病率、死亡率不断攀升,治疗性低温被认为最有前景的神经保护方法,
而且低温对脑损伤的保护作用已被众多研究验证并且广泛用于转化研究,但是临床研究始终未发现明确的神经保

护作用。 局部脑缺血的大动物模型已成为基础科研与临床转化研究间的桥梁,在神经保护研究中具有不可替代的

作用。 本文总结了多种非人灵长类动物局部脑缺血模型上,治疗性低温的研究进展。 旨在推动治疗性低温治疗尽

快用于临床研究。
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Research progress on therapeutic hypothermia and its applications in
nonhuman primate models of stroke
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　 　 【Abstract】 　 Ischemic stroke is still a heavy burden due to its higher incidence and mortality rate. Therapeutic
hypothermia is considered as the most promising treatment for ischemic stroke. However, there is still an uncertain efficacy
in clinical trials despite evidence of efficacy in pre-clinical experiments. Nonhuman primates serve as the bridge between
pre-clinical and clinical studies. We summarize recent progress of therapeutic hypothermia in stroke models of nonhuman
primates. We want to promote the translation of therapeutic hypothermia in clinical trials.
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　 　 缺血性脑卒中是导致严重的功能缺失和死亡

的脑血管病之一,目前临床上被证实治疗卒中有效

的方法只有溶栓和取栓治疗[1]。 基础研究发现,治
疗性低温具有降低局部脑缺血后脑损伤以及减轻

继发性损伤的功效[2]。 但是目前为止治疗性低温

在缺血性脑卒中方面的保护作用尚未得到临床证

实[1]。 在非人灵长类动物动物模型上开展的转化

研究将为治疗性低温的最终临床应用提供重要的



依据[3]。
非人灵长类(nonhuman primates, NHPs)应用于

医学研究已经有很长的历史,由于其在亲缘关系上

与人类最接近,与人类的遗传物质有 75% ~ 85%的

同源性,在生理结构以及免疫代谢方面与人类高度

相似,是医学研究中具有极高价值的实验动物[4]。
NHPs 在脑卒中转化研究中具有巨大的转化研究优

势。 相比于啮齿类动物,NHPs 的止凝血成分、脑组

织解剖结构与人类相似,适合作为临床实验前的动

物载体。
低温治疗是目前公认的、明确的神经保护作

用,可减轻动物和人的各种脑损伤。 低温治疗在心

脏外科和神经外科手术中应用逐渐广泛,取得良好

的脑保护作用,但体温低于 28℃时,常诱发心律失

常、凝血机制障碍等严重并发症。 近期研究发现,
脑温下降 2~3℃的亚低温对缺血性脑损伤也有保护

作用,且无深低温所致的各种并发症,使低温治疗

重新引起人们的兴趣[5]。 近几年,使用亚低温治疗

脑缺血、脑缺氧和脑出血患者,取得了令人嘱目的

研究成果。 临床证据表明,轻度至中度低温(降低 2
~5℃)可安全有效地减少细胞死亡,改善脑缺血后

的功能预后[6-8]。 但是,在临床转化过程中,由于低

温诱导速度、持续时间、复温速度等不确定性,近期

低温治疗的临床研究均得到阴性结果。 鉴于非人

灵长类动物在低温转化研究中的重要作用,我们将

综述灵长类动物模型上进行的低温研究以及在局

部脑缺血模型中的应用。

1　 灵长类动物常用低温方法

1. 1　 全身低温方法

目前常用的全身低温方法包括循环水泵低温、
制冷垫低温、置入钛冷却板低温、灌注低温等。 这

几种方法能够控制液体温度、灌注速度和时间,有
利于对灵长类动物模型的温度进行调控。

循环水泵低温方法是由冷却系统控制诱导的,
包括一个冷却帽、冷水毯,和一个循环水泵。 初始

温度 8℃ ~12℃。 所有恒河猴的体温由直肠温度传

感器的反馈,有控制算法通过修改水温进行回应。
精确控制模型的目标温度,包括轻度低温,温度控

制在 35. 0℃ ~ 36. 5℃, 中 度 低 温, 温 度 控 制 在

<35. 0℃。 这是一种无创的、有效的和精确的方式

管理体温,研究中目标体温维持 72 h。 这种低温方

法选择幼年恒河猴作为动物模型,发现轻度低温可

以降低七氟烷麻醉造成的神经功能损伤,降低凋亡

水平。 这种方法简便、易于调控,可以严格控制低

温目标温度和时长[9-10]。
另一种常用的全身低温方法为液体灌注,将体

温(直肠温度)控制在较低水平。 该方法常用于心

脏手术中的体外循环过程,经股动脉灌注液体后平

均需要(35±7) min 达到目标温度(15℃)。 冷却过

程中流量逐渐减少至 60 mL / (kg·min)并维持[上套

管为 20 mL / (kg·min),下套管为 40 mL / (kg·min)]
直至松开主动脉。 研究发现,低温的保护作用与降

低主动脉阻断后脊髓下胸和腰段的脊髓血流再灌

注损伤密切相关。 在胸腹主动脉动脉瘤修补术中,
低温心肺转流所产生的深度低温可能是一种保护

脊髓的有效方法,并可能降低脊髓缺血性损伤的发

生率。 研究者使用成年雄性狒狒,主动脉钳夹夹闭

血管,制作动脉夹夹闭脊髓缺血模型,主动脉钳夹

前冷却至直肠温度 15℃,并在此温度下进行体外循

环,直到主动脉被松开[11]。 他们发现经过低温后存

活下来的动物神经系统损伤显著降低,但是深度低

温也伴随了一定的死亡概率。
1. 2　 局部低温方法

冷热垫(ChillerPad)装置是另一种局部低温方

法,包括一个由铸型聚氨酯制成的 20×25 mm 厚的

冷垫,泡沫绝缘输入输出油管,电脑控制的泵,热电

冷却器。 在恒河猴创伤性脑损伤后 2. 5 h,将冷却垫

放置在硬脑膜上,通过激活水泵和热电冷却装置开

始降温。 皮质表面迅速冷却到 15℃并保持 24 h,随
后冷却装置再从 15℃ ~ 37℃ 复 温。 复 温 方 式

2. 5℃ / h,大约复温 10 h。 Ikonomidou 等[9]选用成年

恒河猴,此低温方法可以用于外科手术开颅后、创
伤性脑损伤后的局部低温,该方法具有快速降温、
低温稳定、复温可控等优点,但是该方法需要局部

保留硬脑膜,可能限制其应用[12]。
另一种局部低温方法采用环形热电设备对大

脑皮层表面进行局部冷却。 将电热芯片黏在椭圆

形的空心铜散热器的底部。 通过冷盐水(0℃ ~4℃,
90 mL / min)灌注到散热器中进行热量交换,实现快

速有效的降温。 用螺丝将整个冷却装置固定在头

骨上,仪器只接触到大脑皮层表面,通过温度控制

系统准确控制降温速度、低温水平、持续时间和正

常复温。 研究中纳入 5 只成年食蟹猴,将低温组温

度分别为 20℃、18℃、16℃。 他们发现 20℃低温对

癫痫的控制作用最佳[13]。 另一项研究中将 352
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mm2 的钛冷却板埋入猕猴大脑的硬膜外表面,实现

低温诱导和维持。 7 min 后大脑皮层表面脑温降至

15℃,并保持冷却温度 30 min,通路冷却板灌注低温

乳酸林格氏液,实现温度控制。 脑表面温度(15 ±
0. 2)℃,液体流入温度(12±0. 4)℃。 冷却停止,停
止循环冷却剂,复温时皮层温度同样在 7 min 内升

至 35℃,复温时间约 15 min。 此方法发现重度低温

(15℃)可持续抑制癫痫发作,并且在降温和复温过

程中没有发现明显的运动异常[14]。
1. 3　 自体血低温保护方式

自体血低温也是一种特殊全身低温方法,冷血

灌注可迅速降低体温,并使体温降低到一定程度,
从而产生有意义的神经保护作用。 这种技术在减

少手术干扰、设备简单、对血液的需求最小等方面

具有全身灌注的优点。 同时,由于其通过冷却动物

模型的自身血液,对模型目标温度、持续时间的调

控更加准确和精准。 Schwartz 等[7] 和 Arthur 等[15]

在狒狒上证实低温保护方式。 暴露锥动脉、颈内动

脉、颈外动脉、颈总动脉,通过颈部的正中切口。 局

部脑低温通过一个小型热交换器完成。 从股动脉

中泵出血液经过交换器泵入颈总动脉中的 T 型套

管,放置后即刻开始灌注,两椎动脉、颈总动脉立即

恢复在灌注,在未灌注侧的颈动脉分叉处和双侧颈

外动脉均通过预设的圈套结扎血管。 通过一个单

独的颈内动脉为大脑提供低温血液,并在很大程度

上防止了全身的暖血对脑血管的干扰。 灌注开始

时的流速与动物的脑血流量相等。 达到目标温度,
灌注流速就降低到维持水平。 大脑温度保持恒定

持续的低温灌注 30 min。 结果表明,灌注单侧颈总

动脉与灌注单侧颈内动脉大脑冷却速度相同、效果

一致。 低温灌注 7~ 8 min 后,记录的大脑不同区域

的最大温差为 2. 7℃。 大脑不同区域温度相差约

1℃。 单一颈内动脉冷却 34 min 至大脑深部温度

7℃。 Mack 等[16]导管被置入股静脉后进入下腔静

脉。 造模缺血 6 h 后,冷却到目标温度 32℃持续 3 h
(185. 3±17. 5) min。 通过核心温度反馈来控制冷

却系统,并在整个卒中诱导、再灌注、冷却和再升温

过程中记录核心和大脑温度。 用加热毯将动物加

热(1. 0±0. 1)℃ / h 到正常核心温度(36. 5±0. 5)℃
用时超过 6 h。[7,15-17]

通过灵长类动物的脑低温灌注研究发现,该方

法降温快速、稳定,低温的大脑可以通过以低流速

持续灌注冷血来维持所需的温度水平。 体温保持

的相对较好,但全身血压和心率等全身不良反应较

为严重,可能显著影响低温保护作用。 有研究发

现,脑温度维持在 8℃ ~9℃时,出现 2 只动物死亡现

象[15]。 如何保留低温的保护作用,降低其不良反应

值得深入研究。
1. 4　 血管内低温保护方式

Wang 等[18]采用介入方法,将微导管置于大脑

中动脉(middle cerebral artery, MCA),在正常恒河

猴模型上评估局部低温效果。 研究者将 100 mL 林

格氏液(4℃)经过微导管注入大脑中动脉。 经大脑

中动脉局部灌注冷的林格氏液能迅速降低大脑皮

层和纹状体区的温度, 在皮层, 降幅从 ( 37. 7 ±
0. 1)℃降低到(34. 0±0. 6)℃,在纹状体从(37. 6±
0. 1)℃降至(33. 9±0. 3)℃。 局部大脑中动脉灌注

乳酸林格氏液 20 min 后大脑温度降到最低的治疗

温度。 因此,局部血管内低温具有降温速度快以及

血管内介入方法可以协同应用的巨大优势。 局部

低温林格氏液灌注后直肠温度仅从(37. 5±0. 2)℃
降为(37. 1±0. 2)℃(P<0. 05)。 所监测的主要生理

体征指标(血压、动脉血氧含量、呼吸频率、心率等)
均在正常范围波动。 所有模型动物均能耐受局部

低温,未出现手术并发症导致的生命体征变化和行

为学改变。 以上结果显示,血管内局部低温对于灵

长类动物模型具有安全性。

2　 低温治疗方法在灵长类动物脑缺血模型中的

应用

2. 1　 ET-1模型制作　
内皮素-1(endothelin-1, ET-1) 是一种血管收

缩剂,常用来诱导啮齿类动物和狨猴局部脑缺

血[19]。 近期有研究报道,采用 ET-1 成功诱导恒河

猴局部脑缺血[6]。 ET-1 可诱导非人灵长类动物局

灶性脑缺血是研究脑卒中机制及脑卒中后修复的

潜在的模型。
以上研究中,通过局部开颅手术,暴露灵长类

动物的大脑中动脉,局部给予 ET-1 后,大脑中动脉

闭塞,实现局部脑缺血。 术后影像学研究显示,注
射 ET-1 后 7 d 出现梗死灶、脑水肿等表现,行为学

评估发现,模型动物出现手部精细运动障碍等神经

功能缺损症状。 局部注射 ET-1 的方法易于操作,但
是每只模型动物对于 ET-1 反应不完全相同,而且不

能控制缺血和再通时间,出现的临床症状通常

较轻[20]。
目前有文献报道给予大鼠 ET-1 诱导局部脑缺
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血后,局部低温可以减轻神经损伤。 但是,尚无灵

长类动物模型的相关报道。 由于注射 ET-1 需要开

颅,所以首选低温方法应该是置入钛冷却板低温或

冰帽低温。 优点是可以直接针对大脑物理降温,液
体温度、作用时间、流速都是可控的。 也可以在再

灌注后连接自体血低温或血管内低温。
2. 2　 动脉夹闭模型制作　

研究者通常采用翼点入路法开颅,然后进行

动脉夹闭造成局部脑缺血。 此方法优点是动脉夹

简便易行很容易得到,缺血和再通时间均可控。
缺点是由于手术中需要开颅,导致颅内压改变,因
此出现的造模后相关并发症,术后创伤感染几率

大增,影响术后行为学评估严重时危及实验动物

生命[7,15,21-22] 。
Schwartz 等[7] 和 Huang 等[23] 在狒狒上进行动

脉夹闭模型的制作,血管闭塞是通过在左侧大脑前

动脉近端至前交通动脉处,右侧大脑前动脉近端、
左侧锁骨内动脉闭塞处持续放置微型动脉夹来完

成的。 血管夹闭持续 1 ~ 2 h,然后取出夹子以便再

灌注[7,15,21,23]。
由于该模型制备过程中已经开颅,因此可以连

接冷热交换器进行局部低温,通过热交换等放实现

局部快速降温。 同时,也可以给予该模型全身低温

方法,观察低温(深度、持续时间、延迟)等因素对明

确血管再通情况下的神经保护作用[15]。 另外,由于

该方法已经开颅操作,不建议再进行血管内低温或

介入手术引导的局部低温,降低低温方法对于模型

的影响以及重复手术对动物造成二次伤害。
2. 3　 血管内介入方法制备脑缺血模型　

运用血管内介入的方法进行造模手术,将导管

由股动脉以介入方法放入 MCA 分支,阻断血流 2~3
h。 栓子可以选用球囊、血栓,血栓模型梗死后使用

重组组织型纤溶酶原激活剂(rt-PA)溶栓并给予自

体血低温或血管内低温干预 [8, 24-26]。 此方法接近

临床,基本模拟了临床上血栓梗塞,但是缺点在于:
血栓位置很难控制,梗死位置不固定,或者血栓有

自溶现象[24]。
由于该方法已经采用介入方法,因此非常适合

进行自体血低温或局部微导管介导的低温干预方

法。 这两种方法均可以通过控制液体流速和流量

的方法实现低温的准确调节[15]。 我们团队近期研

究显示,通过微导管局部注射低温盐水,可能实现

局部低温,对恒河猴局部脑缺血模型具有明确的神

经保护作用,同时并未影响动物模型的重要生理

指标[8]。

3　 动物伦理问题

非人灵长类动物研究应遵守“减少”、“替代”、
“优化”(Reduce, Replace, Refinement, 3R)原则,动
用非人灵长类动物之前应该先经过其他基础实验

验证,例如:细胞→啮齿类动物→比格犬→非人灵

长类动物。 采用统计学方法,以达到尽量减少非人

灵长类动物的使用,尊重动物生命、减少浪费。 在

手术过程及术后治疗过程中选择恰当的麻醉方式,
减少动物痛苦程度。

以各种非人灵长类动物脑缺血模型为基础。
相信可以在科研与临床之间起到良好的转化功能。
有重大的研究意义。 因此可以根据不同的实验需

要运用不同的脑缺血模型模拟不同的临床情况,建
立重复性好、死亡率低、容易控制、梗死面积相对均

一的模型以满足不同的实验目的。
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