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新型查尔酮 ＦＭＣ对大鼠局灶性脑缺血
再灌注损伤的保护作用

梁　海　吴久鸿

摘　要　目的　研究新型查尔酮（ＦＭＣ）（３′－甲酰基 －４′，６′－二羟基 －２′－甲氧基 －５′－甲基查尔酮）对大鼠局灶性脑缺

血再灌注损伤的保护作用。方法　建立重复性好、梗死部位恒定、成功率高的局灶性脑缺血再灌注损伤模型，以水溶性的 ＦＭＣ

溶液腹腔注射，观察 ＦＭＣ对脑缺血大鼠神经行为、脑梗死范围以及脑组织的含水量、超氧化歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）的影

响。结果　术后出现追尾征及特殊体态，于 ２ｈ后大脑中动脉供血区出现缺血。脑组织 ＴＴＣ染色均匀，出现梗死的脑组织面积相

对于全脑百分比为 ２７．９６％ ±９．４５％，动物模型成功率为 ７８．６％。ＦＭＣ组的脑含水量、ＭＤＡ显著降低，ＳＯＤ显著升高，梗死率降

低。结论　本方法构成局灶性缺血再灌注模型，操作简单，重复性好，大鼠体重和年龄、麻醉剂应用、栓线直径和插入深度、控制

出血和术后护理等是模型制作成功的关键因素。ＦＭＣ可能通过降低脑组织水含量、ＭＤＡ水平，升高 ＳＯＤ水平，减少梗死体积，

对缺血再灌注损伤的脑组织起到一定的保护作用。
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　　近年来，随着缺血性脑血管病（ＩＣＶＤ）发生率的
增加，迫切需要对其发病机制进行深入研究，制定相

应的有效防治措施。目前，对此进行了大量动物实验

研究，建立重复、稳定、可控等生理指标，同时模拟脑

缺血动物模型是动物实验研究的基础，具有科学性和

指导意义。然而脑缺血及再灌注后，自由基生成增

多，凋亡基因激活，导致细胞凋亡。目前中医药治疗

脑缺血再灌注损伤的研究呈现良好态势，查尔酮化合

物骨架结构柔性大，能与多种受体结合，具有抗氧化、

抗炎、抗肿瘤、抗真菌、抗疟、抗 ＨＩＶ等生理活性，是
一类重要的有研究价值的天然产物

［１～３］
。ＦＭＣ具有

不多见的全取代 Ａ环且具有羟基和醛基取代，是自
然界中少见的查尔酮化合物。ＦＭＣ显示出良好的
ＤＰＰＨ自由基清除活性，ＩＣ５０在５０．２±２．８μｇ／ｍｌ

［４］
。

本实验参照 Ｋｏｉｚｕｍｉ等［５］
和 Ｌｏｎｇａ等［６］

的制作

方法并加以改进，并将模型制作过程中的关键问题和

影响因素在文中做简要介绍，以此提高模型成功率和

稳定性。观察 ＦＭＣ对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠
的行为学改变、脑水肿、ＳＯＤ、ＭＤＡ、脑梗死体积的影
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响，通过检测各项实验指标，探讨 ＦＭＣ对局灶性脑缺
血再灌注损伤脑组织的保护机制。

材料与方法

１．仪器：ＸＭＴＤ－６０００恒温水浴锅（中国长风公
司）、ＩＸＵＳ９０ＩＳＣａｎｏｎ数码相机（日本佳能公司）、ＨＰ．
ＺＡＳ２１０００图像分析系统（美国 Ｂｕｃｋｍａｎ公司）、冰箱
（青岛 Ｈａｉｅｒ公司）、ＭＣＡＯ栓线（北京沙东生物技术
有限公司）、紫外分光光度计（７２００型，上海尤尼柯公
司）、恒温培养箱（常州诺基公司）、冷冻离心机、玻璃

匀浆器（上海仪器厂）。

２．药品及试剂：水合氯醛、肝素钠 、红四氮唑、甲
醛、ＳＯＤ、ＭＤＡ、考马斯亮兰蛋白试剂盒均购自国药集
团化学试剂有限公司；ＦＭＣ前期实验室合成，纯度
９５％。

３．动物：雄性 ＳＤ大鼠 ２８只，体重 ２５０±２０ｇ，北
京维通利华提供。

４．方法：（１）溶液配制：１０％水合氯醛：水合氯醛
１０ｇ，加蒸馏水稀释至１００ｍｌ，混匀，备用。１％ＴＴＣ缓冲
溶液：取２．６９ｇＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ和０．２３ｇＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ溶于１００ｍｌ蒸馏水，调节 ｐＨ值为 ７．８～９．４，另
取 ２ｇＴＴＣ溶入上述缓冲溶液混匀备用。１０％甲醛：
甲醛溶液１０ｍｌ，加蒸馏水稀释至１００ｍｌ，混匀，室温保
存。２０Ｕ／６０Ｕ 肝 素 钠 生 理 盐 水：肝 素 钠 ６７ｍｇ／
２０１ｍｇ，加生理盐水至５００ｍｌ，避光，冷藏保存。（２）大
鼠 ＭＣＡＯ再灌注模型的建立：术前大鼠禁食 １２ｈ，但
不禁水

［７］
。大鼠仰卧位固定，剪去颈部毛发并予碘

酒消毒。取颈部偏右侧（中间稍偏 ０．１５ｃｍ）切口，切
开浅筋膜，分离肌间隙（胸骨舌骨肌与乳突肌之间），

露出右侧 ＣＣＡ和迷走神经，继续向上分离 ＣＣＡ至分
叉。其中，向内上走行的为 ＥＣＡ，向外下走行的为颈
内动脉 ＩＣＡ。在 ＥＣＡ处预留一根３０丝线作牵拉、结
扎用，以两个动脉夹分别夹闭 ＩＣＡ、ＣＣＡ。结扎 ＥＣＡ
远端及颈总动脉的近心端，在颈外动脉和颈内动脉分

叉处打活结，在 ＣＣＡ上剪口插入栓线，收紧活结，松
开 ＩＣＡ处动脉夹，与 ＣＣＡ呈３０°角将栓线尾部缓慢插
入 ＩＣＡ，插入长度为 １８～２０ｍｍ（从 ＣＣＡ分叉处计
算），微遇阻力时即停止，说明栓线头端已到达 ＭＣＡ
和 ＡＣＡ分叉处，阻断了同侧 ＩＣＡ和经 ＡＣＡ来自对侧
ＩＣＡ的供血（图 １）。固定栓线，缝合伤口，预留一个
小口把栓线。松绑大鼠口鼻处和四肢捆绳，让其仰躺

在鼠笼内（及时将苏醒的大鼠换笼，以免踩伤昏迷中

的大鼠）。术后 １０ｍｉｎ腹腔注射 ＦＭＣ溶液［０．５ｇ／
（ｋｇ·ｄ）］，对照组注射等体积生理盐水。缺血 ２ｈ

后，柔和缓慢地抽出栓线进行再灌注、消毒，放回笼内

观察大鼠清醒后的神经症状。（３）神经功能缺损症
状评分：参考 Ｌｏｎｇａ等［６］

方法，评分大鼠麻醉清醒后

和再灌注 ２４ｈ后神经功能缺损。无神经功能缺损评
０分；不完全伸展对侧前爪评 １分；自主运动向左转
评２分；向左倾倒评 ３分；不能自主爬行且意识下降
评４分（注：大鼠制成 ＭＣＡＯ模型后可同时表现多种
神经功能缺陷症状，评分时按最重症状打分，即最大

分值打分）。（４）测定脑组织含水量、ＳＯＤ、ＭＤＡ：缺
血再灌注 ７天后处死迅速取脑，右侧半脑根据（湿
重 －干重）／湿重 ×１００％用于计算脑组织含水量，左
侧半脑制匀浆，按照试剂盒说明书检测 ＳＯＤ、ＭＤＡ。
（５）ＴＴＣ染色：再灌注 ２４ｈ后，大鼠腹腔注射 １０％水
合氯醛 ０．４ｍｌ／１００ｇ深麻醉，固定，快速打开胸腔，暴
露心脏。将输液器的 ７号针头在心尖部穿刺入左心
室，剪开右心耳，经左心灌注 ２０Ｕ／ｍｌ肝素化生理盐
水１００～１５０ｍｌ，去血液，肺、肝脏变白。断头，取脑入
－２０℃冷冻１５ｍｉｎ至硬，冠状位切厚 ２ｍｍ５片（沿脑
额极至枕极），脑片于 １％ＴＴＣ缓冲液染色［８］

。３７℃
孵育５ｍｉｎ，甲醛固定 ２４ｈ，数码相机拍照。（６）脑梗
死体积百分比（％）：用 ＴＴＣ染色法测定脑梗死面积。
ＴＴＣ染色拍照后，采用 ＨＰ．ＺＡＳ２１０００图像分析系统，
测量脑梗死体积和整个大脑体积。计算脑梗死体积

和整个大脑体积公式：Ｖ＝ｔ（Ａ１＋Ａ２＋… ＋Ａｎ）（Ｖ．体
积，ｔ．厚度，Ａ．梗死面积．ｎ．片数）。相对梗死体积
（Ｖ％）＝梗死体积／大脑体积 ×１００％。

图 １　局灶性脑缺血模型示意图
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结　　果
１．神经功能评估：术后 ６０～１２０ｍｉｎ左右大鼠清

醒，其中６只死亡，死于手术过程大出血或蛛网膜下
腔出血。多数大鼠的右侧（同侧）出现了 Ｈｏｍｅｒ征，
但由此作为造模成功缺乏特异性

［９］
。因为由丘脑交

感中枢到脊髓颈胸段的交感中枢，再到支配效应器的

外周交感神经通路中的任一部分损伤均引起 Ｈｏｍｅｒ
征，而大鼠的 ＣＣＡ、ＥＣＡ和 ＩＣＡ周围广泛分布着颈动
脉交感丛。在实验过程中，易损伤该交感神经丛。

２．ＴＴＣ染色结果：ＴＴＣ与线粒体内琥珀酸脱氢酶
反应生成深红色脂溶性物质，正常脑组织被染成玫瑰

红色，梗死区由于酶失活呈苍白色。处死动物后取脑

组织进行 ＴＴＣ染色结果显示（图 ２），ＴＴＣ染色均匀，
部分动物脑组织中大脑中动脉区出现脑梗死，部分存

在水肿，还有部分脑组织出现的梗死面积较小。出现

梗死的脑组织相对全脑面积百分比为 ２７９６％ ±
９４５％。

图 ２　大鼠脑组织 ＴＴＣ染色
Ａ和 Ｂ．ＭＡＣＯ模型冠状切面；Ｃ．ＭＣＡＯ模型梗死病灶整体

　

　　３．模型成功率：实验使用 ＳＤ大鼠 ２８只，模型复
制成功 ２２只，失败 １只（神经功能评分为 ０，可能是
由于栓线插得过浅），死亡 ５只（２ｈ时死亡 ３只，２４ｈ
时死亡２只），成功率７８．６％（表１）。

表 １　大鼠缺血 ２ｈ时、再灌注 ２４ｈ时神经功能评分

神经功能评分 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 总数

缺血２ｈ时 １０ １０ ３ １ ２４
再灌注２４ｈ时 １５ ７ ０ ０ ２２

　　在２ｈ评分时有１只大鼠评分为０，剔除

　　４．ＦＭＣ对大鼠 ＳＯＤ、ＭＤＡ的影响：药物治疗组与
模型组比较，治疗组的脑含水量、ＭＤＡ含量显著降
低，ＳＯＤ活力显著升高（Ｐ＜０．０１），梗死范围明显减
小（表２）。

表 ２　ＦＭＣ对大鼠 ＳＯＤ、ＭＤＡ以及脑含

水量的影响 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ＭＤＡ（μｍｏｌ／ｍｇ） 脑含水量（％）
模型组 １．７２±０．５３ ４２．１２±３．２８ ８５．０６±０．９６
药物组 ５．３０±０．６７ ３５．４５±３．２５ ７７．５７±０．８６

　　与模型组比较，Ｐ＜０．０１

讨　　论
缺血性脑卒中的发生率、致残率和致死率高，作

为临床上一种常见的脑血管疾病严重威胁着人类的

健康。脑缺血药物研究的基础是模拟疾病病理机制，

建立稳定，操作简便可行的实验动物模型。在模型制

备过程中存在众多影响因素导致脑梗死体积、造模成

功率，蛛网膜下腔出血发生率等各不相同。如入

ＩＣＡ，栓线走行路线，入颅 ＭＣＡ阻断的判断；栓线加
工、长度及插入深度；手术时程及损伤，再灌注后存活

率等值得我们深入讨论。

１．大鼠品系、数量、鼠龄、体重的选择：大鼠种系
内纯度好，与人类有相类似的脑血管解剖特点，品系

分为 Ｗｉｓｔａｒ大鼠、Ｆｉｓｃｈｅｒ３３４大鼠、Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｕｌｅｙ
大鼠等，ＳＤ大鼠较其他品系具有性情温和、生长周期
快，廉价，且术后梗死体积大、恒定，同时由于种系内

纯度好，相同的遗传背景，个体差异比较小，易达到显

著性差异，均衡实验条件，故选用 ２８只 ＳＤ大鼠进行
实验。临床上脑血管疾病多发于老年人，大多选老龄

大鼠作为实验对象模拟疾病模型，但老龄大鼠的

ＭＣＡ发生了不同程度的迂曲、粥样硬化、管腔狭窄等
病理学改变，影响模型的建立

［１０］
。因此本实验中选

用的是年轻、健康的大鼠。体重因素在模型的制备中

也颇为关键。体重与血管的内径呈正比，对应选择直

径不同的栓线最大限度阻断血流。康涛等
［１１］
研究发

现，体重 ＞３５０ｇ大鼠颅内动脉增粗，栓线难以完全阻
断 ＭＣＡ血流；体重 ＜２４０ｇ，颅内动脉较细，操作难度
大，血管易受损，病死率高。辛世萌等

［１２］
认为，大鼠

体重２５０～３３０ｇ，线长 １７～１８ｍｍ，线栓直径 ０２８ｍｍ

·５４·
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的配合方案较为稳定可靠。为减少个体差异，均衡实

验条件，本实验选择了体重在２５０ｇ的大鼠，并将大鼠
体重差异控制在 ２０ｇ内，发现造模成功率较理想
（７５％）。另外，应采用雄性大鼠进行实验，以排除雌
激素对脑缺血的保护作用。

２．麻醉剂：卜碧淘等［１３］
对大鼠进行几种常用的

麻醉剂实验，结果表明苯巴比妥钠、水合氯醛、乌拉坦

均对局灶性脑缺血造模中大鼠的体温、呼吸、血气和

ｐＨ值有明显影响，其中苯巴比妥钠和乌拉坦降低脑
温效果优于水合氯醛，使脑温降至 ２８％ ～３０％。这
种低温脑保护作用是不可忽略的影响因素。水合氯

醛起效快，对心率、血压、呼吸等影响小且少引起分泌

物，有类似肠麻痹的症状。另外，注意因动物肠管内

存食发酵膨胀引起缺血性肠坏死，所以动物术前 １２ｈ
禁食。本实验采用 １０％水合氯醛 ０．３ｍｌ／１００ｇ腹腔
麻醉，作用时间与 ＭＣＡＯ缺血时间一致 ２ｈ，能更好地
观察动物行为及判定模型是否成功。配合乙醚浅麻

醉，减少再灌注因大鼠挣扎造成的出血，从而降低大

鼠病死率。

３．手术：（１）切口位置的选择：采用颈部正中切
口，分离深部鼓泡处的颈内动脉（ＩＣＡ）分支翼腭动脉
（ＰＰＡ），由于距切口处远而难以分离。正确选择切口
位置，使操作简便，节约手术时间，降低病死率。颈部

旁侧切口宜分离肌肉，动脉血管及分支且出血少，但

应注意旁侧切口于胸锁乳突肌与颈阔肌间隙上面，中

线偏０．１５ｃｍ，且切口由上到下靠内侧切开皮肤即可，
避免出血。（２）翼颚动脉（ＰＰＡ）是否结扎：ＰＰＡ是
ＩＣＡ颅外分支，Ｋｏｉｚｕｍｉ等［５］

和 Ｌｏｎｇａ等［６］
认为大鼠

额顶皮质和基底核区的梗死，须闭塞 ＰＰＡ。但位置
深，难以结扎，易导致血管断裂出血，且操作易损伤组

织。后续制作暂时或永久封闭此动脉，目的非封闭侧

支血流，而是防止栓线误入 ＰＰＡ。ＰＰＡ结扎后，ＩＣＡ
内的栓线周围形成血栓致管腔闭塞，再灌注时难以正

常供血，且结扎与否并不影响脑梗死体积和神经缺失

症状
［９］
。因此，本实验不分离和结扎 ＰＰＡ，调整插线

的角度可顺利插进颅内，即节省手术时间降低手术难

度，又减少组织损伤，降低病死率。（３）控制出血：首
先，在颈正中两侧鼓泡腺体之间分离皮下结缔组织，

避免接触胸锁乳突肌而暴露颈前肌群，且不会损伤腺

体造成出血过多。其次，钝性分离血管，避免牵拉过

度造成血管痉挛断裂，尤其在 ＥＣＡ远端结扎时易忽
视枕动脉的剥离。栓线插入过程用力不宜过猛，遇阻

力即停止，以免穿破血管造成蛛网膜下腔出血。拔线

再灌注时动作缓慢轻柔，否则造成 ＳＡＨ或拉断血管。
因此，固定栓线时系线不能过紧。

４．栓线的影响：（１）栓线的选择：线栓法的倡导
者 Ｋｏｉｚｕｍｉ等［５］

和 Ｌｏｎｇａ等［６］
均采用 ４０单股尼龙

线，其栓线前端的加工不同而催出两大流派。Ｋｏｉｚｕ
ｍｉ等［５］

在尼龙线前端覆盖硅胶、多聚赖氨酸、石蜡和

聚乙烯醇等化学材料。Ｌｏｎｇａ等［６］
仅在栓线前端加

热烫成光滑膨大的球状。本实验采用的栓线在前人

的基础上，显微操作烧制大小均一的光滑栓头，使其

易进入颅内又不穿破血管；包被正电荷的多聚赖氨

酸，与负电荷的血管壁黏附加强血流的阻断作用
［１４］
。

此外，距球端 ２０ｍｍ处有黑色标记便于观察插线深
度，栓线经消毒后避免颅内感染。（２）插线方式：关
于 ＭＣＡＯ模型的建立，其栓线插入方式分为两种，一
种是从 ＣＣＡ或 ＩＣＡ切口插入尼龙线，另一种是从
ＥＣＡ残端插入至 ＩＣＡ颅内段，两种方法都可以完全
阻断大脑中动脉起始端，造成局灶性脑缺血。前者手

术操作相对简单，需永久性结扎 ＣＣＡ近心端，再灌注
时将栓线退至 ＣＣＡ。后者无需结扎 ＣＣＡ，栓线抽回
至 ＥＣＡ后，同侧血流可直接再灌流。但经 ＥＣＡ插线
有两个不足：①ＥＣＡ血管细，取线再灌注心脏负荷
大，易出血死亡；②经此处插线距离长、操作时间长再
灌注易血栓。本实验采用 ＣＣＡ入线方式，在实验中
线栓插入容易误入翼腭动脉（ＰＰＡ），如果重复多次仍
不能正确插入，说明已造成颈内动脉的痉挛，采用总

动脉和颈内动脉复流可消除痉挛，再实行线栓插入就

有很高的成功率。经反复操作已熟练掌握插线技巧，

ＭＣＡＯ模型手术控制在 １０ｍｉｎ内。（３）插入深度：刘
波等

［９］
在实验中测量发现，经 ＣＣＡ插入的栓线长度

为 ２３０±０．５ｍｍ比较适宜，辛世萌等［１２］
也测得

２５０～３００ｇ大鼠 ＣＣＡ分叉处到 ＭＣＡ根部距离约为
１３～１４ｍｍ。因此 １７ｍｍ或 １８ｍｍ长度的栓线超过
ＣＣＡ分叉至 ＭＣＡ根部的距离，也证实插入 １８～
２０ｍｍ的科学性。本实验 ２５０±２０ｇ大鼠选用 ２６３４－
４Ａ栓线 （线身直径 ０．２６ｍｍ，线头直径 ０．３４±
００２ｍｍ，插入长度为１８～２０ｍｍ（从 ＣＣＡ分叉处计
算），足以超过 ＭＣＡ根部到达 ＡＣＡ起始段。

５．并发症：（１）蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）：ＳＡＨ为
该模型最常见的并发症，且很容易误解为模型成功，

因为大鼠此时神经功能改变明显，但并不是栓塞引

起，部分大鼠往往在抽线再灌注短时间内死亡。尼龙

线选取，缓慢操作可以减少 ＳＡＨ发生。（２）血栓形
成：栓线插入引起血管内皮损害形成血栓，肝素处理

·６４·
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栓线，但研究发现是否使用肝素都未见血栓形成，且

使用肝素会增加拔线后的出血。Ｋａｗａｍｕｒａ等［１５］
观

察发现仅仅当 ＭＣＡ和 ＰＰＡ持久阻塞时，ＩＣＡ有血栓
形成。总之，为了预防血栓形成，在插线过程中保持

栓线与血管方向一致，动作轻柔，栓线及其顶端平整

圆滑。

６．术后护理：研究证明，过高温度会使脑缺血加
重，低温弱代谢可以保护脑缺血。室温宜保持在

２５℃左右，术后尚未清醒的大鼠，用 ６０Ｗ白炽灯距大
鼠５０ｃｍ持续照射，待清醒后再撤除，肛温维持在
３７５±０．３℃。尽量单笼饲养，以避免仍处于麻醉状
态中的大鼠被已清醒的大鼠压迫，导致呼吸抑制死

亡。术后恢复大鼠自由取食和进水，避免低血糖的发

生。线栓法中，在非直视情况将栓线入颅，不能直接

判断是否阻断血流。调整切口、栓线位置、进线深度

等，熟练手术操作过程复制出稳定的梗死灶。本实验

对该方法制备大鼠脑缺血再灌注损伤模型进行了改

良，尽可能均衡实验条件，控制各种影响因素，最终取

得预期的建模结果。

７．ＦＭＣ对局灶性脑缺血再灌注损伤的保护机
制：ＭＤＡ损伤细胞多种成分，是脂质过氧化的最终产
物，ＳＯＤ是生物体内氧自由基清除剂，测定 ＭＤＡ、
ＳＯＤ的浓度可间接反映体内脂质过氧化的程度和机
体清除自由基的能力。新型查尔酮化合物 ＦＭＣ通过
抑制ＭＤＡ产生，提高机体抗氧化能力，对大鼠局灶性
脑缺血再灌注损伤具有保护作用。
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