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自体血栓和凝血酶致大鼠局灶性脑梗死模型的建立与应用 

郝春华，王维亭*，郑海娟，赵专友* 
天津药物研究院 释药技术与药代动力学国家重点实验室，天津  300193 

摘  要：目的  建立自体血栓和凝血酶致大鼠局灶性脑梗死模型。方法  采用经颈外动脉向颈内动脉注入自体血栓和凝血酶

栓塞大鼠大脑中动脉的方法，建立局灶性脑梗死模型并观察重组葡激酶（rSak）对该模型的改善作用。结果  注入 10 μL 自

体血栓和 50 U 凝血酶时大鼠脑血流量较基础值降低，出现严重脑梗死神经症状、较大脑梗死范围和明显病理学改变，为理

想模型。rSak 150 kU/kg 能提高脑血流量，减少脑神经缺陷评分，缩小脑梗死范围，减轻病理学改变。结论  建立了经颈内

动脉注入自体血栓和凝血酶致大鼠局灶性脑梗死模型，并用 rSak 验证了该模型的稳定性及可靠性。 
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Establishment of focal cerebral infarction model by autologous thromb  
and thrombin as well as application 

HAO Chun-hua, WANG Wei-ting, ZHENG Hai-juan, ZHAO Zhuan-you 
State Key Laboratory of Drug Delivery Technology and Pharmacokinetics, Tianjin Institute of Pharmaceutical Research, Tianjin 

300193, China 

Abstract: Objective  To establish a focal cerebral infarction model by autologous thromb and thrombin. Methods  The focal cerebral 
infarction model was made by infusion of autologous thromb and thrombin from the external carotid artery into the internal carotid 
artery, and the improvement of rSak to this model was observed. Results  After injection of 10 μL autologous thromb and 50 U 
thrombin, there were reduced rat cerebral blood flow, severe neurological symptoms, cerebral infarction, and obvious pathological 
changes compared to normal rats, that was thought to be the ideal model. rSak 150 KU/kg could improve the cerebral blood flow, 
reduce brain neurological symptoms, cerebral infarction, and pathological changes. Conclusion  A model focal cerebral infarction 
model is established by infusion of autologous thromb and thrombin from the external carotid artery into the internal carotid artery, and 
the stability and reliability of the improvement of this model is observed by rSak. 
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众所周知，人类 80%以上脑卒中是由血栓栓塞

所致，且多数为大脑中动脉栓塞[1]。为探索脑梗死

的发病机制以及安全有效的防治药物，建立可靠、

重复性高的脑缺血实验动物模型是研究的前提和重

要手段。本实验参考国外文献[2]，经过研究改进后，

通过经颈外动脉向颈内动脉注入自体血栓和凝血酶

栓塞大鼠大脑中动脉的方法，建立了一种稳定、实

用的局灶性脑梗死模型并用其评价重组葡激酶

（rSak）对该模型的改善作用，为研究开发脑梗死药

物提供依据。 
1  材料 
1.1  药品试剂 

rSak，商品名施爱克，比活 250 000 AU/5 mg/
支，批号 20120601，通化玉金药业股份有限公司生

产；牛凝血酶，500 U/支，中国医学科学院血研所

科技公司提供；红四氮唑（TTC），批号 20100601， 
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天津市光复精细化工研究所提供。 
1.2  动物 

实验使用 SPF 级 SD 大鼠，北京维通利华实验

动物技术有限公司提供，动物合格证号 SCXK（京）

2012-0001。 
1.3  仪器 

病理图像采集与分析系统 v4.0 软件，北京航空

航天大学图象中心产品。MP—150 多导生物信号采

集系统，美国 BIOPAC Systems Inc 产品。日本 UT—
03 小鼠胆管插管，内径 0.18 mm，外径 0.3 mm。 
1.4  模型制备方法 

雄性 SD 大鼠，体质量 280～320 g，动物禁食

一夜，自由饮水。实验当天大鼠经 12%水合氯醛（360 
mg/kg）麻醉，仰卧位固定。参考 Zhang 等[2]的报道，

模型制备方法如下：切开颅骨顶部皮肤暴露颅骨，

于右脑前囟后方 1.0 mm、外侧 5.5 mm 处用微电动

钻钻开约 2 mm 直径孔，用一大小约 0.5 cm×0.5 cm
的薄膜贴于颅骨上。将大鼠俯卧位固定于立体定位

仪上，探针置于打孔处距硬脑膜表面上方 0.5 mm
监测血流基础值。然后取下大鼠仰卧位固定，分离

右侧颈总动脉（CCA）、颈外动脉（ECA）、颈内动

脉（ICA）。5～0 丝线结扎远端 ECA，动脉夹暂时

夹闭 CCA、ICA。将充满牛 α-凝血酶（2.5 U/μL）
的日本小鼠胆管插管（内径 0.3 mm）接到 100 μL
注射器上，从 ECA 插入 ICA 内距 MCA 起始处 2～
3 mm。管内吸入 10 μL 动脉血保持 10 min 形成血

凝块，然后将伴有 50 U α-凝血酶的血凝块注入 ICA
形成大脑中动脉血栓。在注射后 10 min 去除 CCA
动脉夹，局部滴加青霉素防止感染，逐层缝合。俯

卧位固定于立体定位仪上，监测注射凝血酶后、给

药后 120 min 时血流量值。注射凝血酶后 30 min 血

流量较基础值下降 30%即为造型成功[3]。 
实验设为 3 组，每组 12 只，即假手术组（仅

分离动脉）、模型组（注入 10 μL 自体血栓和 50 U
凝血酶）、给药组。给药组在模型形成后用其进行

rSak 处理实验，剂量为 150 kU/kg。采用微量输液

泵恒速尾静脉输注的给药方式给药，连续输注时间

为 10 min，给药体积为 1 mL/kg，生理盐水稀释至

2 mL。 
1.5  脑血流量监测 

用 MP—150 多导生物信号采集系统监测并用

Acqknowledge v.3.5.7 软件测量注射凝血酶前后、给

药后 120 min 时血流量值。 

1.6  神经功能评分 
于给药后24 h采用盲法对动物进行行为障碍评

分，用于评价神经功能损害程度，总分为 16 分，分

数越高，表明动物神经功能损害程度越严重。评分

标准见表 1。 

表 1  MCAO 大鼠神经功能损害程度评分标准 
Table 1  Assessment criteria of neurologic damage of  

MCAO rats 

项目 表现 评分

1-运动测试 1）提起鼠尾  

 前肢弯曲 1 

 后肢弯曲 1 

 30 s 内抬头＞10°（与垂直轴） 1 

 2）将鼠置于地板行走（正常＝0；最高值＝3）  

 0. 正常行走 0 

 1. 不能直行 1 

 2. 向偏瘫侧转圈 2 

 3. 倒向偏瘫侧 3 

能平衡，并且姿势稳定 0 2-横杆平衡

测试 抓住横杆侧面 1 

 能抱住横杆，但有一只肢体从横杆上脱落 2 

 能抱住横杆，但有两只肢体从横杆上脱落，

或在横杆上打转，并且持续时间超过 60 s

3 

 试图在横杆上平衡（＞40 s），但脱落 4 

 试图在横杆上平衡（＞20 s），但脱落 5 

 脱落，不能平衡，或不想挣扎悬挂在横杆上 6 

耳廓反射（接触到耳道口时摇头） 1 

角膜反射（用棉花轻触角膜时眨眼） 1 

惊恐反射（撕裂纸张的短暂声响产生运动

反应） 

1 

3-反射缺失

或 异 常

运动 

癫痫发作，肌阵挛，肌张力障碍 1 

合计  16 
 
1.7  脑梗死范围测量 

6 只大鼠术后 24 h 断头用生理盐水冲洗后，取

全脑，迅速冰冻，沿冠状面切成 2 mm 厚的切片，

放入 2% TTC 染液中，避光 37 ℃温孵 5 min 进行

染色后，采用 COOLPIX955 数码相机（日本尼康公

司产品）成像系统将数字影像存储于计算机中，用

病理图像采集与分析系统 v4.0 软件测量梗死区面

积，计算脑梗死率。 
1.8  脑组织病理学检查 

6 只大鼠全脑用生理盐水冲洗后，置 4%甲醛固
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定。取梗死侧大脑以冠状位切取组织，进行石蜡包

埋，制作石蜡切片，切片厚度 5 μm，常规 HE 染色，

显微镜进行病理观查。 
1.9  统计学处理 

数据均表示为 ±x s ，采用 SPSS15.0 进行统计

学处理，多组间采用单因素方差分析。 
2  结果 
2.1  对受损脑血流量的影响 

各组数据用基础值为 100%进行标化，以排除

误差观察药物对脑梗死治疗的真实有效性。假手术

组在整个实验过程中流量较为稳定，模型组注入凝

血酶造成脑梗死后，脑血流量下降并随时间延长进

一步降低，120 min 时较假手术组同期最大下降

33.7%（P＜0.05）。静脉给予 rSak 150 kU/kg 后流量

有增加趋势，与模型组同期比较，120 min 增加

28.5%（P＜0.05）。结果见表 2。 
2.2  对神经功能评分的影响 

模型组大鼠出现明显神经功能受损症状，静脉给

予 rSak 150 kU/kg 能改善受损的神经功能，与模型组

同期比较，24 h 时降低 23.4%（P＜0.05）。见表 3。 

表 2  各组脑梗死大鼠脑血流量及 rSak 的作用 ( ± = 12x s , n ) 
Table 2  Cerebral blood flow of cerebral infarction rats in each group and effect of rSak ( ± = 12x s , n ) 

血流量 
组别 剂量/ (kU·kg−1) 

基础值/(mL·min−1) 标化值/% 给药前/(mL·min−1) 标化值/% 给药后 120 min/(mL·min−1) 标化值/%

假手术 － 201.9±84.1 100 204.8±78.8 101.4 185.6±80.3 91.9 

模型 － 204.0±54.2 100 134.7±45.7△
 66.0 123.0±37.2△

 60.3 

rSak 150 216.2±59.1 100 130.0±43.3  60.1 158.1±43.6*  73.1 

与假手术组比较：
△P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05 

△P < 0.05 vs Sham group; *P < 0.05 vs model group 

表 3  各组脑梗死大鼠神经功能损害程度及 rSak 的作用 
( ± = 12x s , n ) 

Table 3  Neurological damage degree of cerebral infarction 
rats in each group and effect of rSak ( ± = 12x s , n ) 

组别 剂量/(kU·kg−1) 24 h 评分 

假手术 － 0 

模型 － 10.7±2△△△
 

rSak 150 8.2±2.4* 

与假手术组比较：
△△△P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05 

△△△P < 0.001 vs Sham group; *P < 0.05 vs model group 

2.3  对脑梗死范围的影响 
模型组出现了明显的脑梗死，静脉给予 rSak 

150 kU/kg 能缩小脑梗死范围，与模型组同期比

较，24 h 时降低 41.7%（P＜0.05）。结果见表 4、
图 1。 
2.4  对中枢神经系统病理学的影响 

假手术组皮层细胞层次及结构正常，核仁清楚，

间质无水肿。模型组神经细胞肿胀、排列紊乱、间

质疏松，胞浆空泡化、呈嗜伊红，核固缩深染。给

予 rSak 150 kU/kg 可抑制神经细胞损伤，使这种病

理改变减轻，正常形态细胞增多，变性坏死细胞减

少，细胞周围间隙明显缩小，胞浆红染减轻。结果

见图 2。 

表 4  各组大鼠脑梗死范围及 rSak 的作用( ± = 6x s , n ) 
Table 4  Area of cerebral infarction rats in each group and 

effect of rSak ( ± = 6x s , n ) 

组别 剂量/(kU·kg−1) 脑梗死率/% 
假手术 － 0 
模型 － 17.5±7.2△△△

 

rSak 150 10.2±3.3* 

与假手术组比较：
△△△P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05 

△△△P < 0.001 vs Sham group; *P < 0.05 vs model group 

 

图 1  各组脑梗死大鼠脑梗死范围及 rSak 的作用 
Fig. 1  Area of cerebral infarction rats in each group and 

effect of rSak 

假手术组      模型组       rSak 
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假手术组                     模型组                      rSak 组 

图 2  各组脑梗死大鼠脑病理学及 rSak 的作用 
Fig. 2  Brain Pathology of cerebral infarction rats in each group and effect of rSak 

3  讨论 
脑缺血性疾病是危害人类健康最重要的疾病之

一，给家庭和社会带来重大负担[4]。近年来，抗脑

血栓药物已成为当前研究的热点。为客观评价药物

的溶栓疗效，建立量化好、高灵敏度的可靠模型和

方法具有重要意义。目前脑缺血动物模型的建模技

术有内栓子栓塞阻断法、管腔内丝线 MCAO 法、

光敏血栓形成法等。丝线法在制备模型和溶栓评价

等环节中存在定量准确性欠佳、灵敏度较差等不足

之处；光化学法需向动物体内注入光化学诱导剂，

栓塞部位在皮层、呈弥漫性，且诱导剂对生化指标

的检测有一定干扰[5]。而血栓栓塞性卒中模型比其

他脑缺血模型更接近人类卒中，大多数的人类卒中

是血栓栓塞引起的。根据国外文献报道[2]，由颈外

动脉经颈内动脉向大脑中动脉起始处 2～3 mm 处

注入 10 μL 自体血栓和 30 U 凝血酶时，出现脑血流

量下降、脑神经功能受损伤等脑梗死症状，为最佳

模型；注入 10 μL 自体血栓和 80 U 凝血酶时，除脑

以外的肺和肾中也出现了血栓，出现了明显的副作

用。本实验经过摸索注入 10 μL 自体血栓和 50 U 凝

血酶，结果表明，模型组脑血流量较基础值降低，

并随时间延长进一步降低，120 min 时较假手术组

同期最大下降 33.7%，而且出现严重脑梗死神经症

状、较大范围脑梗死和明显神经细胞损伤等病理学

改变，与 Zhang 等[2]报道的结果一致，为稳定可靠

的理想模型。 
脑栓塞是常见的脑血管病，必须及时有效地治

疗，否则将严重影响患者的生活质量，甚至危及生

命。早期溶栓对提高生存率和减少致残率有积极

意义[6]。rSak 是一种强效且具有纤维蛋白特异性的

纤溶酶原激活剂类的溶栓药物，采用 DNA 生物工

程技术研制出的高效特异性溶栓剂，先与纤溶酶原

结合形成复合物，在此复合物中的纤溶酶原转变为

纤溶酶，从而降解纤维蛋白发挥溶栓效果[7]。本研

究发现，rSak 150 kU/kg 能使脑血流量增加 28.5%，

脑神经缺陷评分降低 23.4%，脑梗死范围缩小

41.7%，而且脑神经病理学改变有所减轻。与文献

报道[8]的 rSak 增加脑血流量、降低脑神经缺陷评分、

缩小脑梗死范围一致，也验证了该模型适合溶栓药

物研究。 
由于脑卒中患者梗死的脑组织可能激活内源性

凝血酶，凝血酶还可介导炎症和增生反应，促近白

细胞聚集黏附于内皮细胞，而使缺血的细胞受到进

一步损伤[9]。本模型注入自体血栓和凝血酶可能比

单纯血栓造成的脑梗死模型形成更多的白细胞聚

集，而使脑梗死更严重，模型更接近人类卒中。总

之，该模型存在以下优点：①比其他脑缺血模型更

接近人类卒中在早期血栓模型，人类血栓大多由人

体血液凝块，或悬浮的同源小血块碎片产生血栓[10]；

②这种栓塞性脑梗死模型成功率高，不开颅，手术

创伤较小，栓塞后脑水肿与颅高压的变化接近正常

的生理过程。但也存在缺点：①不能再通，可能导

致外源物质引起的炎症反应；②无法准确预测栓塞

的部位，也可能受到侧支循环的影响。这些都需要

在推广应用过程不断完善。而且如果用同位素示踪

血栓，结果将更真实可靠，但受本实验室条件限制，

以期改进。 
综上所述，本实验室采用经颈外动脉向颈内动

脉注射凝血酶栓塞大鼠大脑中动脉致局灶性脑梗死

模型，所形成的血栓与人类生理病理情况比较接近，

而且方法直观、结果稳定、重复性高，实用性很强，

适于对溶栓药物的研究，值得广泛推广。 
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