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大鼠脑皮层血管栓塞和再生过程的实时动态记录方法
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摘  要：本研究旨在建立观察脑皮层血管堵塞、脑缺血损伤区血管再生、重构的动态变化过程的方法。创建能够在体连续观

测大鼠皮层血管缺血后变化的动物光窗模型，并用光化学栓塞法建立大鼠皮层局部脑缺血模型，通过光相干层析成像术

(optical coherence tomography, OCT)实时记录血管堵塞的形成过程以及周围小血管的损伤、再生情况。结果显示，激光照射

30 min可以形成完全堵塞大鼠皮层血管的栓塞；缺血后24~48 h内，脑损伤程度最大，损伤区域内血管数量达到最少，随后

堵塞的主血管开始疏通，缺血区域内周围小血管开始再生；激光照射后皮层浅层/深层的小血管显著消失，在照射后第10
天，皮层浅层出现大量新生血管，而深层血管仍未恢复。以上结果表明，本研究建立的方法可以进行不间断地长期观测，

为深入定量研究脑缺血恢复期间栓塞血管及周边毛细血管的动态奠定了基础，为损伤区血管重构网络调控模式研究提供帮

助，为脑缺血性疾病的治疗提供理论指导和新研究方法。
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Abstract: The purpose of this study was to establish a method to record the dynamic process of vascular regeneration and remodeling 
in rat cerebral ischemic regions. An animal brain window model was established to continuously observe the changes of rat cortical 
vascular ischemia in vivo, and the model of cerebral ischemia was established by photochemical embolization. Optical coherence 
tomography (OCT) was performed to record the formation of vascular blockage and the injury and regeneration of small vessels 
during cerebral ischemia recovery. The results showed that 30 min of laser irradiation could completely block the cortical vessels in 
rats. Within 24–48 h after ischemia, the degree of brain injury was the greatest, and the number of blood vessels in the ischemic region 
reached the minimum. Then the blocked blood vessels began to be dredged, and the small blood vessels around the ischemic area began 
to regenerate. Small blood vessels in the superficial/deep layers of the cortex disappeared significantly after laser irradiation. During 
10 d after ischemia, the blocked blood vessels were gradually dredged and recovered. On the 10th day after laser irradiation, a large 
number of neovascularization appeared in the superficial layer of cortex, but the deep vessels did not recover. These results indicate 
that the method established in this study can observe the changes of blood vessel in cerebral ischemic region continuously, which lays 
a foundation for further quantitative study on the dynamics of embolized blood vessels and peripheral capillaries during the recovery 
of cerebral ischemia.
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脑卒中又称中风或脑血管意外，是近几十年来

影响人们寿命的主要原因之一。卒中分为出血性和

缺血性两大类，其中发病率较高的为缺血性卒中，

占卒中病例总数的 60%~80%[1]，其高患病率、高死

亡率、高致残率严重影响到患者的生存质量，使得

患者及其家人承受着巨大的精神、身体以及经济等

方面的压力 [2]。

在脑缺血损伤造成的大脑损伤区中，血管的再

生与重构是一个复杂的四维时空过程，了解其动态

变化过程以及再生血管的特性对于损伤的治疗和功

能的康复有着至关重要的作用。缺血性脑卒中发生

后，经典炎症小体途径在脑卒中过程中活化，进一步

加重脑损伤，影响缺血区血管重构进程 [3]。研究表

明，缺血损伤的程度不仅取决于动脉闭塞时间，而

且与侧支血管循环相关 [4]。缺血后产生的组织缺氧

往往会导致血管的代偿性生长，以满足供血代谢

的需求 [5]。血管恢复的程度与脑卒中患者的生存率

显著相关 [6, 7]。Krupinski 等人曾对卒中后存活时间

为 5~92 天的患者进行脑组织切片研究，发现卒中

后梗死区微血管密度较正常侧高，且微血管密度高

者，中位存活时间相对长，表明卒中后血管再生可

在一定程度上改善预后 [8]。因此，研究脑卒中的发

病过程及其后的血管再生行为，成为近年来研究热

点。与此同时，脑缺血动物模型建立方法也日趋成

熟，其中，由 Waston 等 [9] 建立的光化学栓塞型局

灶性脑缺血模型，通过控制光源的强度、时间和药

物用量来控制脑梗死的部位、范围和深度；该方法

具有操作简便，侵入性小，模型存活时间长，稳定

性好，重复率高的特点，其最大的优势在于研究人

员可以针对性地控制梗死灶位置和大小，俗称定点

卒中，是研究缺血性脑卒中病理机制的良好方法 [10]。

然而，目前所有针对脑缺血损伤的研究都无法

得到血管栓塞和再生的在体实时数据，均是通过离

体的方法在离散的时间点得到大脑损伤和血管分布

的参数。由于是离体数据，对于同一只大鼠，无法

得到全部离散的时间点的血管变化情况，无法记录

某一根特定的血管长时程变化。因此，为了研究生

物组织缺血后的血管网络恢复过程，需要建立能够

实时在体观测血管变化的动物模型，并且使用先进

的影像学技术进行记录。

近年来，光相干层析成像术 (optical coherence 
tomography, OCT) 是发展较快的一种新型层析成像

技术，特别是在生物组织活体检测和成像方面具有

诱人的应用前景，是上述领域中继 X-CT 和磁共振

成像 (magnetic resonance imaging, MRI) 技术之后的

又一大技术突破。由于光化学脑缺血动物模型的照

射 ( 光源选定后 ) 范围、部位、时间、功率可控，

因此，缺血模型可做定点卒中，可操作性强，重复

率高，非常有助于对缺血脑组织进行对比研究
[11, 12]。

本研究旨在建立一种适合长时程实时在体观测

大鼠脑皮层血管的方法，结合光化学栓塞法局部脑

缺血模型，采用 OCT 成像技术对脑皮层缺血大鼠

实施血管成像，实时记录缺血前后皮层血管的变化

过程，观察血管在缺血损伤后的再生过程，揭示血

管再生过程的规律，为脑缺血性损伤评估和康复奠

定基础。

1  材料和方法

1.1  实验动物　　SPF 级 Sprague-Dawley (SD) 雄性

大鼠，体重 220~250 g，7~8 周龄，购于浙江省动

物医学科学院，置于恒温、恒湿动物房饲养，定时

提供食物和水，本研究动物实验方案经浙江大学实

验动物伦理委员会批准，对动物的处理均符合国际

动物使用准则。

1.2  试剂及仪器　　立体脑定位仪 (C6V06-001，
深圳瑞沃德生命科技有限公司 )，手动颅骨钻

(STRONG90，深圳瑞沃德生命科技有限公司 )，戊

巴比妥钠，孟加拉玫瑰红 (rose bengal) 和琼脂糖

购自 Sigma-Aldrich 公司，义齿基托聚合物 (Vertex- 
Dental B.V.，荷兰 )，离心管 (1.5 mL，杭州浙大同

力科教仪器有限公司 )，大鼠脑切片模具 (200~400 g，
ASI Instruments 公司 )，激光器 (MW-GX532/100 mW，

长春新产业光电技术有限公司 )。本研究采用的

OCT 成像系统由浙江大学光电系设计并组装完成，

具体包括包括光学低相干干涉系统、光电转换及电

信号处理、图像识别处理、显示等三大部分。宽带

光源选用超发光二极管 (Thorlabs，SLD1325，Newton，
NJ，美国 )，该光源中心波长为 1 325 nm，半峰全

宽为 100 nm。探测臂使用焦距为 36 mm 的物镜将探

测光束聚焦在感兴趣区域，横向分辨率约为 10 μm，

焦深约 122 μm。光谱仪的设计光谱分辨率为 0.076 nm，

空气中零光程每一侧的理论成像深度约为 2.9 mm。

1.3  大鼠脑部光窗制作　　为了配合 OCT 成像系统

更好地拍摄记录大脑皮层血管，在大鼠头部制作一

个适用于大鼠皮层血管长期观察、稳定的光窗。光

窗主要的盖帽部分由离心管 (1.5 mL) 制作而成，简
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单易行、成本低廉，具体制作流程如图 1A 所示，

用剪刀减去离心管底部，保留长度为 6 mm，防止

因离心管过高减少光线的透入而导致成像效果不

佳，同时用 20 mL 注射器针头刺穿离心管盖帽，以

便增加渗出液的蒸发，促进大鼠手术创口的愈合。

术前将手术器械、生理盐水、琼脂、玻璃片、

剪短并盖穿孔的离心管进行 121 °C、20 min 的高温

高压灭菌备用。大鼠腹腔注射 1% 戊巴比妥钠 (0.5 
mL/100 g)，每只额外增加 0.5 mL。剃除大鼠眼部

至耳朵区域的毛发，用立体脑定位仪固定大鼠头部，

用碘伏、酒精进行头部皮毛常规消毒，腹腔注射 0.5 
mL 甘露醇和 0.5 mL 地塞米松。剪去顶部头皮，露

出颅骨，清理皮下组织，及时用电凝刀进行止血，

用洗耳球吹干颅骨，使得纹路更清晰，在颅骨四周

钻孔，固定颅钉。用记号笔以距离矢状缝 2 mm，

冠状缝 4.5 mm 为中心位置画出 2 mm × 3 mm 的矩

形，用颅钻沿着矩形边缘打磨开窗。去除颅骨后，

立即腹腔注射甘露醇 0.5 mL，降低颅压，防止脑部

凸起。小心挑去窗口内的硬脑膜后，以 1 mL 针筒

抽取 60 °C 保温的 0.2% 琼脂糖溶液，待其温度降

至约 45 °C 时滴入窗口，并迅速盖上直径 8 mm，

厚度 0.2 mm 的圆形玻璃片，等待琼脂糖凝固后，

清理玻片表面及周边残留的琼脂糖。用牙科胶将玻

璃片固定于窗口上方，和颅钉粘结。将离心管置于

颅骨玻璃片上方，尽量将离心管中央对准窗口，用

手固定离心管，同时用牙科胶粘合离心管及其周围

的玻璃片边缘。用牙科胶密封玻璃片周围，最后用

牙科水泥覆盖所有裸露颅骨以便更好地固定离心管

( 图 1B)。手术完成后大鼠头部光窗的实物图如图

1C 所示。

图   1. 大鼠脑部光窗制作流程图及实物图

Fig. 1. The process flow diagram and the photo of rat brain window system. A: Processing steps of centrifugal pipe. B: The surgical 
process of the rat head. The lid of brain window is fixed with dental adhesive, cyanoacrylate cement and cranial nail. C: The photo of 
rat brain window system.
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1.4  光化学栓塞法建立局部脑缺血模型和 OCT 成

像记录　　缺血组大鼠开窗手术过后，腹部注射光

敏感材料玫瑰红 (7.5 mg/mL，剂量为 2.5 mg/100 g)，
20 min 后用波长 532 nm 的绿色激光照射光窗，强

度 30 mW，将激光聚焦在窗口中管径最大的血管 (主
血管，为静脉血管 ) 上，调整激光光源距离，使得

血管上光斑的直径为 1 mm，照射 30 min。同时，

采用 OCT 血管成像装置实时记录激光照射期间的

皮层血管动态变化。空白对照组以生理盐水替代玫

瑰红溶液，注射量与对应的玫瑰红溶液量相同，其

余手术过程与缺血组相同，但不进行激光照射。在

激光照射的 30 min 内，每间隔 2 min 进行一次 OCT
成像，具体操作为固定大鼠脑部位置与激光位置，

成像聚焦在欲缺血区，通过调节 OCT 系统参数，

覆盖感兴趣的窗口区域，进行扫描拍摄。

手术完成后的大鼠仍处于麻醉状态，体温比较

低，身体机能尚未恢复，置于加热垫上进行保温，

帮助大鼠复苏。苏醒后的大鼠送入动物房单独喂养，

留作后期观察。每隔几天观察光窗是否被大鼠抓挠，

窗口内部是否受到影响。

1.5  血管缺血后长期观察　　从缺血日开始算，每

天固定时间，将大鼠麻醉，固定于脑立体定位仪，

打开离心管顶盖，用棉签清理玻片表面后，用 OCT
血管成像装置对窗口内所有血管形态进行拍摄。

1.6  四氮唑红 (TTC) 染色　　腹腔注射过量水合氯

醛处死大鼠，然后迅速断头取脑，将大脑放入盛有

0~4 °C 生理盐水的烧杯中，冷冻 15 min 后取出，

适当清理，置入大鼠模具中，以 1 mm 间隔对光窗

对应的皮层区域进行冠状切片，所用刀片使用前均

匀沾染 2% TTC 溶液，保证切片时 TTC 溶液充分

渗透脑组织。脑切片有序放入盛有 TTC 溶液的玻

璃皿，锡纸包裹避光，37 °C 培养箱内孵育 30 min
后取出，排列整齐并拍照记录。

2  结果

2.1  光化学栓塞法建立局部脑缺血模型全程的实时

成像

激光照射前后的血管形态分别如图 2A、B 所示，

经过激光照射处的大鼠皮层血管血流量减少，形成

了栓塞，栓塞大小与光斑大小基本吻合，激光照射

中心处的堵塞最为明显。

在激光照射过程中每2 min进行一次OCT成像，

图   2. 光化学诱导大鼠脑皮层缺血过程光相干层析成像术(OCT)成像图

Fig. 2. The optical coherence tomography (OCT) images of cerebral cortex during 30 min of photothrombotic ischemia. A: Pre isch-
emia. B: One hour after onset of ischemia. C: Vascular morphologies at different time points after laser irradiation. The black rectan-
gles in A and B are the regions where the laser illuminated, i.e. the observation area in C. D: Representative image of the brain slice 
stained by TTC at day 1 after laser irradiation. Scale bar, 1 mm.
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可以完整记录下血管内栓塞形成的过程，30 min 内

缺血区域的变化如图 2C 所示，光化学法造成的栓

塞的形成是逐步蔓延的过程，由激光照射的最强点

到沿着这个点扩散的一片区域。这是首次通过 OCT
成像方法观察记录光化学法造成血管栓塞的形成过

程。本研究结果表明，激光的照射时间对于栓塞的

形成是一个至关重要的因素，随着时间的延长，栓

塞以及造成的损伤逐步增加。要形成一个能够完全

堵塞皮层大血管的栓塞，照射时间应在 30 min 及

以上。

为了进一步观察血管堵塞造成的损伤程度，在

缺血后 24 h 后，对大鼠大脑切片进行 TTC 染色。

缺血部位的切片结果见图 2D 所示，脑片右上角存

在对应激光照射部位的白色区域，表明血管堵塞对

大鼠皮层造成了明显的损伤。

2.2  缺血后(1~10 d)损伤区域血管变化的实时记录

缺血后 24~48 h 内，缺血组大鼠脑损伤程度最

大，区域内血管数量达到最少，位于激光照射区域

的主血管和周围小血管逐渐消失，侧枝血管代偿性

变粗。缺血后 2~3 d，主血管阻塞部位再通，缺血

4 d 后，侧枝血管直径逐渐减小，小血管自缺血边

缘至缺血中心区渐渐浮现，到缺血后第 10 天，损

伤区小血管数量明显增加，侧枝血管基本恢复到原

始状态 ( 图 3)。该结果表明，缺血区域内的血管经

图   3. 缺血组和对照组皮层血管变化 
Fig. 3. Cortical vascular changes (0–10 days) of ischemic and sham groups detected by optical coherence tomography (OCT). A: In 
ischemic group, the blood vessels in the ischemic area underwent a process of disappearance and recurrence. B: Sham group did not 
show any significant changes in the structure and morphology of blood vessels. Scale bar, 1 mm.
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历了一个主血管堵塞再通，侧枝血管代偿恢复，小

血管大量新生的过程，而空白对照组大鼠皮层血管

结构与形态均无明显变化。

2.3  缺血后(1~10 d)损伤区域内新生小血管变化的实

时记录

OCT 成像分辨度可达到毛细血管水平，且可以

在深度方面分层分析图像。因此除了在平面上分析

血管再生的过程及特点，还可以从深度上挖掘血管

再生的特点。

图 4 为血管的纵剖面血流图，照射前皮层血管

的剖面血流图的灰色方框里清晰可见较深位置上仍

有大量小血管分布，而照射后浅层 / 深层的小血管均

所剩无几，缺血后 24~48 h，小血管数量不断下降，直

至最小值，缺血 3 d 后，浅层小血管开始再生，在

缺血 6~7 d 后达到原有血管的密度，然后继续生长，

到第 10 天浅层出现大量新生血管，而深层血管仍

未恢复。由上述结果可知，主血管再通期间，皮层内

的小血管也大量新生，但新生血管主要集中在浅层。

图   4. 皮层血管缺血前后光相干层析成像术(OCT)深度成像图

Fig. 4. The cross-section optical coherence tomography (OCT) images of cortical vessels (0–10 d). Pre-ischemia: Blood flow profile 
of cortical vessels before irradiation. Day 1–10: Blood flow profiles of cortical vessels from the onset of irradiation to Day 10 after 
ischemia. Scale bar, 200 μm.

3  讨论

本研究建立的大鼠头部光窗方法可在体实时连

续观测模型动物皮层血管，同时利用 OCT 成像技

术实现了对大鼠局部脑缺血后皮层血管的慢性再生

过程的观察和记录。其中大鼠皮层血管长期观察窗

口的建立是本研究的基础和重点之一。在窗口建立

过程中需要注意多处细节，如颅骨的打磨、玻片的

安放，以及硬脑膜去除、大脑凸起的处理，甚至是

大鼠术后的护理方式等都决定了血管成像质量的好

坏。在去除头皮、剥离颅骨表面组织的过程中，我

们采用了电凝刀止血的方式，这种操作可以迅速地

止血，防止盖帽封口过程中头皮大量出血，血液漫

进窗口，导致实验失败。同时，在打磨颅骨时颅钻

钻速不宜过快，需要间歇性打磨，并用生理盐水不

断冲刷，清除骨屑并散热，防止长时间高速打磨产

生的热量使脑膜和脑皮层黏连，大脑凸起严重，导

致去脑膜困难。当滴加的琼脂糖溶液漫过窗口时，

窗口上方应迅速盖入洁净的玻片，微调玻片后，预

留封胶区域，并用镊子固定玻片位置直至琼脂糖溶

液凝固后，小心抽出镊子。而在手术收尾阶段，每

一次用胶时，均需保持黏连面干燥，否则盖帽容易

脱落。此外，由于 OCT 成像系统对实验对象静止

状态的高要求，为了获得高质量的血管三维图，大

鼠适当麻醉深度的维持也是获得高质量成像结果的

关键，所以我们在常规麻醉剂量的基础上，每只大

鼠额外增加了适量麻醉剂。

本研究的另一个创新之处是对光化学法局部脑

缺血模型建立过程的实时成像。国内外有很多学者

对光栓塞法造模过程中的参数进行摸索，如 Schmidt
等

[13]，Ding 等 [14]，但他们都是基于损伤结果的评价，

通过组织形态学、行为学测试、脑皮层血流图、磁

共振成像等方法，对损伤程度进行观察来了解光化

学法致栓塞的效果。而在本研究中，我们首次通过

OCT 成像方法在体实时记录光化学法导致栓塞的形

成过程，直观展现出血栓是从激光照射最强点延伸

到围绕该点的一片区域，而栓塞形成的过程也是一

个需要时间积累，由量变到质变的过程。若要形成

完全堵塞血管的栓塞，至少需要照射 30 min 以上。

同时，基于模型和方法学基础，本研究在缺血

后 10 d 内，继续对窗口内的皮层血管进行观察。通

过长期观察堵塞血管及皮层小血管的生长恢复状

态，我们发现脑缺血的恢复主要是栓塞血管的疏通，

以及周边小血管的恢复，同时伴随表层小血管的大

量新生，但新生的血管主要集中在皮层浅层，并未
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达到深层。表层血管的疏通、恢复与再生可以为损

伤脑区提供血液供给，但神经细胞活性的恢复及细

胞损伤的程度则与深层血管网络的重建相关，这也

是本研究组接下来的工作重点。此外，我们将对缺

血后 (0~10 d) 的皮层血管变化情况，从直径、数量、

长度、深度等方面进行定性分析，进一步揭示缺血

刺激后血管再生的病理生理学特征，以期为中风后

的康复与治疗提供坚实的理论依据，并为脑缺血性

疾病的治疗提供理论指导和新方法。
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