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! 国家自然科学基金资助项目（*",-,,(.）：中药对星形细胞活性及下调脑区机能活动的影响，负责人：王新陆。
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王新陆，本刊编委，山东中医药大学校长，教授，/0&1 ".*, + !(,*",,B 4 + 567&1 CD:*32("2*#? C7:6’ <%5。

摘 要：目的：模拟人类中风病过程，界定缺血性中风后遗症大鼠模型。方法：电凝法制成大鼠

大脑中动脉闭塞 E FGHI J模型，用大鼠走横木试验 E KL/ J评分法，自 FGHI 术后 *; 开始，动态观察
大鼠四肢精细运动功能积分；结合同期脑组织病理形态学改变；免疫组化方法观察病灶区及周围

反应区生长相关蛋白（MHN + #*）、突触素 N*3（OP)）、细胞骨架蛋白（FHN + !、)Q!""）、氧化还原因
子 + ,（R0S + ,）的表达以及神经细胞凋亡的变化；4TUOH 法观察血清神经元特异性烯醇化酶（)O4）
的动态变化等，研究上述变化的特点及其与病理过程间的关系。结果：神经行为学观察表明大鼠

FGHI . 周后功能恢复曲线呈现平台势线；病理形态学显示 FGHI 术后 # 周病变区形成致密瘢痕
组织，. 周后病灶区及其周边形成异形胶样变性；免疫组化和生化检测结果提示 FGHI 术后 # 周内
是模型大鼠进行组织结构修复和功能恢复的时间。结论：大鼠 FGHI . 周后为缺血性中风后遗症
大鼠模型。

关键词：缺血性中风后遗症 模型 大鼠 实验研究

目前，缺血性中风后遗症的

基础性研究正处于起步阶段。建

立重复性好，契合人类缺血性中

风后遗症临床特征，组织病理学

特点相近的标准化动物模型是进

行后继研究工作的基础。本课题

对缺血性中风后遗症模型的建立

进行了初步研究，现报告如下：

一、材料与方法

,’ 实验动物及分组
,! 周龄，雄性 L7C=6> 大鼠，体

重 !." V *""W，由山东大学实验动
物中心提供。随机分为模型组和

假手术组。

!’ 大鼠永久性 FGHI 模型的
制作

模型组大鼠 *." 只，按 /65DX
>6 Y , Z 的方法稍加改进行右侧近端

大脑中动脉电凝术。大鼠麻醉苏

醒后 !#A 内出现：
E , J 左侧肢体痛刺激收缩现

象消失；

缺血性中风后遗症模型

的建立与评价!

"王新陆!! 王中琳!! （山东中医药大学 济南 !."",#）
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! " #向左侧倾倒或转圈；
! $ # 提尾时左上肢不能向前

伸直。

具备其中 " 条为 %&’( 模型
成功。假手术组大鼠 )*+ 只，行相
同的开颅术而不凝闭大脑中动脉

! %&’ #。
$, %&’( 大鼠运动功能恢复

的动态观察

采用 -../.0 等 1 " 2大鼠走横木

试验（3.45 64789/: ;.<;= >?@）) A
* 分法评价大鼠精细运动功能恢
复情况。分别在术后 $B、) A C 周
各周末 = 从模型组取 )+ 只，假手
术组取 D 只大鼠进行评分。

E, @@& 染色法测量梗死灶所
占比例

术后 ECF 取模型组大鼠 )+
只，断头取脑，经尾状核水平等分

间隔 "55 行冠状切片，入 "G @@&
溶液中，$*H染色 $+59/，用图像
处理软件计算梗死灶占对侧正常

脑组织的比例。

D, 大鼠脑组织病理形态学变
化

两组大鼠各取 )+ 只，断头取
脑，行冠状切片后，EG多聚甲醛
固定，脱水，石蜡包埋。常规病理

切片，IJ 染色，光镜观察。
K, 血清 LMJ 测定
从模型组和假手术组分别于

术后 "EF、$、D、*、)+B 各取大鼠 C
只。取血清，按照试剂盒说明测定

LMJ 浓度。
*, 大 鼠 脑 组 织 N’O P E$、

MQL、%’O P "、L-"++、R.S P ) 免
疫组化及凋亡细胞染色

! ) #脑组织处理及切片。快速

取脑，R.S P ) 以 TDG 丙酮固定
)"F 后行冰冻切片，余用 EG多聚
甲醛固定 KF 后行常规切片。

! " #免疫组化染色。具体操作
严格按照试剂盒说明进行。

! $ # @ULJV 染色。严格按照试
剂盒说明进行操作。阳性对照片

由试剂公司提供，阴性对照以 O>M
代替 @B@。

! E #观察方法。随机取上、下、
左、右、中 D 个视野，用自动病理
图文分析系统测定免疫组化染色

阳性信号的面积占当时视野面积

的百分比，即为所要测定的免疫

反应产物阳性信号的密度值。

@ULJV 染色阳性细胞计数：在
"++ W目镜下观察并计算凋亡细
胞染色阳性细胞数目。本实验阳

性染色呈棕黄色。

C, 统计学处理
应用 MOMM 软件包进行分析。

所有计量资料数据均以 9 X 6 表
示。

二、结 果

), 大鼠 %&’( 模型的稳定性
@@&染色显示，大鼠 %&’( 后

缺血灶主要在前脑顶、额、颞叶皮

层，海马及纹状体外侧 " Y $ 区域，
产生的梗死面积比例均在 "+G以
上。模型组大鼠在 %&’(术前>?@
评分均为 * 分，术后 ECF 经判断均
符合 %&’( 标准，评分均为) 分。
假手术组大鼠术前及术后各时期

>?@评分均为 * 分。提示该%&’(
模型较为稳定。

", 病理形态学改变
假手术组术侧脑组织灰、白

质分界清楚，神经细胞层次及结

构正常，胞浆丰富，间质无水肿，

血管正常，无炎性细胞浸润。

模型组术后 ECF，病灶区液化
性坏死及出血，炎性细胞浸润；可

见神经细胞肿胀，核固缩、碎裂或

消失；坏死区周围间质疏松，细胞

及血管周隙增大，尤以 *"F 最为
显著。) 周时细胞周隙明显缩小，
坏死区见大量吞噬细胞及格子细

胞，病灶边缘星形细胞、纤维母细

胞和毛细血管增生。" 周时病灶边
缘胶质细胞增生更为明显，毛细

血管继续增生、扩张。$ 周时坏死
组织基本为肉芽组织样结构所取

代。E 周时病变区被胶质细胞、胶
质纤维、吞噬了含铁血黄素的格

子细胞、结缔组织及增生的血管

所充填，形成致密的瘢痕组织。D
周后病灶区及其周围胶质纤维逐

渐增多，而星形胶质细胞逐渐减

少，形成异形胶样变性。

$, %&’(大鼠神经行为学改变
假手术组无明显神经缺损症

状，术前及术后测试均为 * 分。模
型组手术麻醉清醒后评分为 )
分，其后随时间而逐渐提高，*"F
达 ), DC X +, ))，$ A *B 功能恢复
最快，" A E 周仍有进一步的恢复
（O Z+, +D）。D 周以后积分未见明
显变化，至第 C 周仍无显著进步
（O [ +, +D），详见表 ) 及图 )。

E, 大鼠血清 LMJ 的变化
与假手术组相比，模型组大

鼠术后 "EF 血清 LMJ 已显著升高
（O Z+, +D），B$达高峰（与各时点相
比 O Z+, +D）。BD A B*虽逐渐降低，
但仍高于假手术组（O Z+, +D）。

世界科学技术—中医药现代化#基础研究
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注：模型组 + , - 周各时点间比较 ./ "’ "+；* 天 , # 周组间比较 . 0"’ "+；模型组各时点与假手术组比较 . 0"’ "+。

组别
样本量

1只 2 *天 3周 !周 *周 #周 +周 (周 4周 -周

模型组 5" 3’ +- 6 "’ 33 *’ "* 6 "’ 3" *’ -4 6 "’ "5 #’ (3 6 "’ 3* +’ "- 6 "’ "5 +’ 33 6 "’ 3! +’ 3" 6 "’ 3# +’ 3" 6 "’ 33 +’ 3" 6 "’ 3*
假手术组 #+ 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ "" 4’ "" 6 "’ ""

图 3 789:大鼠运动功能恢复曲线图

;3" 则明显回落，与假手术组比较
./ "’ "+。

+’ 大鼠脑组织免疫组化反应
及凋亡细胞染色

1 3 2 <9. = #* 免 疫 组 化 染
色。假手术组 <9. = #* 在皮层和
部分脑区有表达，且双侧对称。模

型组在梗死灶中心区未见 <9. =
#* 表达，但梗死周围区 <9. = #*
阳性信号在 789: 术后 3 周呈一
过性增高（与同组各时点及假手

术组各时点比较，. 0"’ "+），第 !
周末即降至假手术组水平，并持

续至 - 周末。
1 ! 2 >?) 免疫组化染色。假手

术组在皮质、纹状体、海马等处可

见 >?) 阳性信号表达。在不同时
点，其阳性信号密度值差异无显

著性（./ "’ "+）。模型组在梗死周
围区 >?) 阳性信号于第 3 周明显
高于假手术组（. 0"’ "+），第 ! 周
达高峰，第 * 周仍有较高表达，至
第 # 周反而降至假手术组水平。+

周以后又下降至假手术组水平以

下（. 0"’ "+）。
1 * 2 79. = !、)@!"" 免疫组

化染色。假手术组见 79. = ! 突
起细直且显色明显；)@!"" 细直
排列规则有序。模型组梗死区

79. = !、)@!"" 均消失，789: 术
后 #-A 病灶周围区 79. = ! 呈球
拍样变，)@!"" 弯曲、断裂，排列
紊乱，两者阳性信号密度值均低

于假手术组（. 0"’ "+）。3 , ! 周，
病灶周围区两者阳性信号密度值

逐渐升高，但仍低于假手术组（.
0"’ "+）；* 周末虽稍高于假手术
组，但无显著性差异（./ "’ "+）；#
周末则明显高于假手术组（.
0"’ "+），排序仍显紊乱。+ , - 周
虽有一定程度的升高，但与 # 周
末比较无统计学意义。

1 # 2 BCD = 3 免疫组化染色。假
手术组两侧大脑半球可见分布均

一的 BCD = 3 细胞，着色部位主要
在神经细胞核。模型组 789: 术

后 #-A 梗死周围区可见稀疏不均
的阳性细胞；3 周末病灶周围区
BCD = 3 染色细胞逐渐增多，但少
于假手术组（. 0"’ "+）。至 # 周末
与假手术组相比无明显差异（./
"’ "+），并持续至 - 周末。

1 + 2 EF)GH 染色。假手术组仅
有数个凋亡细胞。模型组 789:
术后 #-A，病灶边缘区可见大量的
凋亡细胞，以后凋亡细胞数目逐

渐下降，# 周末与假手术组相比无
显著性差异（./ "’ "+），并持续至
- 周末。

三、讨 论

按照传统的分期标准 I * J，临床

上通常将缺血性中风病分为急性

期 1发病 ! 周内 2，恢复期 1发病 !
周后至 ( 个月之间 2 和后遗症期
1发病 ( 个月以后 2 三个病理阶
段。从人类缺血性中风的病理演

变过程来看，后遗症期的基本病

理特征是梗死灶最终形成中风囊

结构（小病灶形成胶质瘢痕）并出

现异形胶样变性。上述临床分期

及病理特点是界定后遗症模型的

基本依据之一。

3’ 模型评价
1 3 2 大鼠永久性 789:模型。

789 供血区是人类脑梗死的多发
部位，789: 模型被普遍认为是局
灶性脑缺血的标准动物模型。永

表 3 789:大鼠运动功能评分（ 9 6 6）
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久性 !"#$ 模型能够获得较为恒
定一致的梗塞病灶，适合于对脑

梗塞进行较长期的研究。

% & ’模型的神经行为评价。目
前采用的神经行为评定方法主要

有 ()* + ,-./* 法等 0 种方法。这
些方法由于采用的计分梯级偏

低，同时其考察的症状又多以肢

体的粗大型运动功能障碍为主，

而 !"#$ 大鼠的粗大型运动障碍
多在一周左右即有明显恢复，难

以反映中风后遗症模型的运动功

能变化特点。考虑到临床脑卒中

后的运动障碍多以四肢远端精细

运动损害为主，因此本实验采用

分值梯级高，以评价大鼠四肢远

端精细运动障碍为主的 123 计
分法观察 !"#$ 术后大鼠四肢的
运动情况。

!"#$ 大鼠运动功能恢复曲
线显示，术后 4 5 67 运动功能恢复
较快，可能与脑水肿消退、坏死组

织吸收及侧支循环的建立有关。以

后进入缓慢恢复期，但 8 周以前各
时段仍有显著差异，0 周后积分变
化不显著，功能恢复停滞。

% 4 ’ 在大鼠神经功能的自然
性恢复进程中界定模型。以大鼠

自然恢复过程的结束作为界定中

风后遗症模型的条件之一，与人

类中风病过程大都进行治疗干预

的事实存在明显差异是否会影响

模型的质量呢？

人类脑卒中也存在自发性恢

复现象。#9:; #< 1:9.- = 8 >认为，几

乎所有运动功能的自发性恢复都

出现在 ? 个月之内。国内也有人
认为自然康复常在发病后数月出

现，一般不超过半年 = 0 >。@)::- 等 = ? >

研究了卒中性失语的自然恢复情

况，认为在病后 ? 个月以前还可
存在某些改善，而 ? 个月以后则
少有改善。上述资料表明，神经功

能自发性恢复的时间底限与中风

后遗症期的开始存在一个共同的

时间——— ? 个月。也即说明人类中
风病自然性恢复结束之后即进入

后遗症期。因此，通过观察 !"#$
大鼠运动功能的自发性恢复时限

界定后遗症模型，符合人类中风

病的疾病过程。

% 8 ’病理学依据。神经元大量
坏死和严重的脑水肿形成为急性

期的特征。这种改变于 6&A 最为
显著，以后渐趋减轻。因此，!"#$
后 47 内为急性期。B 周时，病变组
织出现明显的病理修复，主要以

星形细胞增生，肉芽组织样结构

形成为特征；8 周时，病变区被致
密的瘢痕组织所充填，病灶周围

可见较多的星形细胞。0 周以后，
病灶区及其周围形成异形胶样变

性，即星形胶质细胞减少，胶质纤

维增多，这种病理变化与其运动

功能恢复进程的“止步不前”具有

相关性。

% 0 ’ 免疫组化方法和生化指
标检测。CDE 是表征神经元死亡
及疾病严重程度的敏感指标，其

血清水平有助于了解急性期的时

限。实验表明 CDE 在 !"#$ 术后
47 达高峰，此后开始下降，至第
BF7 降至假手术组水平。因此，
!"#$ 术后 47 内属于急性期，与
病理学结论也相吻合。

G#H + 84 是代表神经生长和

再生的特异性指标，免疫组化染

色显示，其仅在 !"#$ 术后 B 周
出现应激性表达，说明在神经功

能恢复过程中，神经生长和再生

因素不起主要作用。

DIC 是反映突触活性，标志
突触重建的指标。本实验以此代

表 !"#$ 大鼠神经功能的自然恢
复能力。在 !"#$ 大鼠病程发展
的 B 5 4 周，对神经功能的恢复发
挥了重要作用。至 8 周末，其表达
减弱。0 周后，其活性反而受整体
病理状态的影响而进一步降低，

表明 DIC 的活性表达在时相上与
模型大鼠运动功能的恢复具有较

好的一致性，有助于区分模型大

鼠恢复期和后遗症期的界限。

!#H + & 和 C@&FF 是神经元
细胞骨架的重要成分，为代表神

经元功能状态和反映神经元病理

修复程度的指标。 !"#$ 术后
8JA，骨架蛋白以破坏为主；B 5 &
周，骨架蛋白处于修复阶段；4 周
时已接近正常表达。8 周末其阳性
信号密度值又出现一阶梯式提

高，推测系结构的再完善过程及

神经可塑性机制的功能代偿行

为。0 周后仍保持 8 周末的状态，
表明脑组织已处于结构与功能的

相对稳定状态。

K)L + B 是修复 MC# 无嘌呤 N
无嘧啶（#H）位点的蛋白酶，在促
进神经细胞缺血性损伤的修复，

防止神经细胞凋亡方面具有重要

作用。实验观察到，K)L + B 主要在
正常细胞的胞核中表达，梗死区

无表达，而在梗死灶周围区，其与

3OCE, 表达呈负相关：!"#$ 早

世界科学技术—中医药现代化#基础研究
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期，以凋亡细胞增多为主，+,- . /
染色细胞较少，随着缺血时间的

延长，凋亡细胞数逐渐减少，而

+,- . / 阳性表达逐渐增强。# 周
末，两者均达到其对照组水平并

持续至观察结束。

!’ 结 论
综合分析实验结果，0123 术

后 # 周内是模型大鼠由损伤开始
到完成组织结构修复和功能自行

恢复的时期，体现了急性期和恢

复期的特征（急性期：0123 术后
4 *5；恢复期：0123 术后 #5 4 #
周）；6 周后为后遗症期。因此，大
鼠 0123 6 周后为缺血性中风后
遗症大鼠模型。
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大脑自我修复能力获法国科学家确认
法国科学家在动物脑部发现一种特殊分子，它可吸引新生的神经细胞，引导它们聚

集到需要修补的大脑受损区域。这一发现为提高大脑修复技术开辟了广阔前景。

近年来科学家在大脑中发现了能够发育成神经细胞的干细胞，此外也有人观察到成

年动物脑部产生新神经细胞的现象。这表明，大脑有一定的自我修复能力。不过，大脑是

怎样“调遣”未成熟的神经细胞、指导它们前往需要修补的地方去呢]法国巴斯德研究所
的科学家在英国《自然神经科学》杂志网络版上报告说，他们在动物实验中发现，成年实

验鼠脑部一种称为“生腱蛋白 . +”蛋白质，起到了这种指导作用。科学家重点观察了脑
部的嗅球区域，这是大脑处理嗅觉的第一站，也是成年动物脑部已被证实能够产生新神

经细胞的极少数区域之一。研究发现，嗅球分泌的“生腱蛋白 . +”，能够将未成熟的神经
细胞吸引过来。这些名叫“成神经细胞”的未成熟细胞在嗅球区最终发育成真正的神经

细胞。

科学家由此断定，“生腱蛋白 . +”能够为未成熟的神经细胞“定位”，使它们找到目
的地。研究小组首席科学家皮埃尔 .玛丽·勒多说：“这一发现使我们对大脑神经系统
的生成有了更深了解。利用特殊分子诱导新的神经细胞聚集到大脑受损区域，这将有望

成为治疗大脑损伤的重要方法。”

加拿大科学家提出不同物种间
可能存在基因“借取”或互换现象

加拿大达尔豪西大学 *#岁的生化学家安德鲁·罗杰教授在对贾第鞭毛虫进行研究
后认为，在生命演化的过程中，不同物种间存在基因“借取”或互换的现象。他的这一观点

再次向达尔文进化论中的一些结论发出了挑战。

/R6Q年发表的《物种起源》提出了人类科学史上最重要的一个理论——— 进化论。根据
达尔文的学说，生命是通过自然选择演化的，最适合生存的遗传特征得到保存并发展。随

着生命进化，有机体就像一棵不断分叉的树一样演化，有机体不断变异和变化，但它们都

是沿着大树不同的树叉演化，继承着来自自己先辈的遗传特征。但罗杰教授关于贾第鞭

毛虫的研究成果则显示，生物的进化过程可能并非完全如此。

贾第鞭毛虫是一种单细胞真核生物，它能引起消化道疾病，严重时还会引起小孩或

老人死亡。通常，所有的真核细胞都需要氧气才能生存。在人的消化道中，氧气非常少，但

贾第鞭毛虫却还能生存。罗杰及其同事对这种现象感到不解。他们通过研究后发现，贾第

鞭毛虫具有一种细菌的基因，使它在消化道中可以像细菌那样在无氧情况下产生能量，

从而得以生存。细菌是一种单细胞原核生物，它和地球上早期的生命形式相似。细菌和贾

第鞭毛虫处于进化树上不同的位置，它们怎样会有这种同样的基因呢] 通过计算机模拟
这种基因的演化过程，罗杰教授得出结论：贾第鞭毛虫是从细菌那里获得了这种基因。而

按照达尔文的理论，这种现象是不可能存在的。

罗杰教授的结论并没有挑战达尔文进化论的主要理论，却否定了生命是沿着不同的

分支演化，只从自己的遗传系中获得遗传特征的观点。他认为生命在演化过程中会从其

他物种获得遗传特征，生物的进化更像网状而不是树状。虽然还没有证据，但罗杰教授认

为人类在演化中也与其他物种间有基因交换。也有一些专家对罗杰的计算机模型是否正

确感到怀疑，认为在对计算机模型进行评估前得出这种结论还言之过早。

[文 摘 \
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