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Sprague-Dawley与Wistar大鼠双侧颈总动脉结扎后大脑病理

变化和认知功能的差异

孙 伟#，耿 悦#，陈叶婷，唐小杭，张永杰，顾胜华，谢家骏，张泽安，田雪松
*

上海中医药大学创新中药研究院，上海 201203

摘  要：本文旨在研究Sprague-Dawley (SD)与Wistar大鼠双侧颈总动脉结扎(bilateral common carotid artery occlusion, BCCAO)
后的大脑病理变化及认知功能差异。雄性SD和Wistar大鼠分别随机分为2组：假手术(S-sham和W-sham)组与手术(S-BCCAO
和W-BCCAO)组。BCCAO术后1、3、7、14及28 d，观察各组存活率及瞳孔对光反射(pupillary light reflex, PLR)消失率；术

后28 d行明暗箱、Y迷宫及新气味识别测试，检测大鼠认知功能；用HE和Luxol fast blue染色法观察灰质(海马)、白质(视
束)、视神经和视网膜的病理改变。结果显示，W-BCCAO组大鼠的存活率为62.5%，PLR全部消失；S-BCCAO组大鼠的存活

率100%，PLR消失率为58.3%。和各自的假手术组相比，W-BCCAO组大鼠在明箱的滞留时间及活动距离比例均显著增加，

S-BCCAO组大鼠则无明显变化；S-BCCAO组大鼠在Y迷宫III臂(迷宫臂)的滞留时间及活动距离比例均显著减少，而W-BCCAO
组大鼠无明显变化；S-BCCAO组大鼠的新气味辨识比率显著降低，而W-BCCAO组大鼠无明显变化。S-BCCAO组大鼠海马

CA1区可见缺血性损伤，而W-BCCAO组无明显损伤；S-BCCAO及W-BCCAO组大鼠均可见视束、视神经缺血性损伤；

S-BCCAO、W-BCCAO大鼠视网膜损伤明显，总厚度明显变薄，其中S-BCCAO组大鼠可见节细胞层(ganglion cell layer, GCL)、
内网层(inner plexiform layer, IPL)及外网层(outer plexiform layer, OPL)变薄，其它各层与S-sham组相比无显著差异，W-BCCAO
组大鼠除外核层(outer nuclear layer, ONL)外，其余各层与W-sham组相比均变薄。上述结果表明，SD和Wistar大鼠BCCAO术

后海马和视觉传导通路病理变化存在差异，学习记忆损伤程度也有所不同，提示应根据研究目的选择不同品系大鼠建立血

管性痴呆模型。

关键词：脑缺血；血管性痴呆；双侧颈总动脉结扎；视网膜

中图分类号：R332；R363.2；R743.3

Differences of brain pathological changes and cognitive function after bilateral 
common carotid artery occlusion between Sprague-Dawley and Wistar rats
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Abstract: The aim of the present study was to investigate the differences of the pathological changes and cognitive function after  
bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) between Sprague-Dawley (SD) and Wistar rats. Male SD and Wistar rats were 
randomly divided into 2 groups, respectively: sham operated (S-sham and W-sham) and operated (S-BCCAO and W-BCCAO) 
groups. The survival rate and the rate of loss of pupillary light reflex (PLR) were observed on day 1, 3, 7, 14 and 28 after the opera-
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血管性痴呆 (vascular dementia, VaD) 又称为血

管性认知功能障碍 (vascular cognitive impairment, 
VCI)，是由各种脑血管病引起的获得性智能损害和

认知功能障碍的综合征，在老年人群中高发，约占

所有痴呆病例的 20%，仅次于阿尔茨海默病 (Alz-
heimer’s disease, AD)[1]。迄今为止，VaD 的发生、

发展机制尚不明确，但是普遍认为，缺血性脑损伤

是导致 VaD 的主要原因，脑血流的降低出现在 VaD
发病之前，大脑的长期低灌注状态诱发了 VaD 和与

之相伴的认知障碍 [1, 2]，且脑血流量的降低程度与

痴呆发生的严重程度密切相关 [3–5]。

大鼠脑部与人脑相似，具有完整的 Willis 环，

其可在双侧颈总动脉结扎 (bilateral common carotid 
artery occlusion, BCCAO)后继续为大脑提供不间断、

但流量减少的血液供应，而沙鼠和大多数品系的小

鼠因 Willis 环的后交通动脉缺乏或不发达导致

BCCAO 后出现严重脑缺血 [6]。因此，自 1972 年

Eklof 等 [7] 首次采用大鼠 BCCAO 模型研究脑不完

全缺血条件下的能量代谢以来，经典及各种改良的

BCCAO 模型被广泛应用于 VaD 的研究中，其优点

在于可诱导慢性脑灌注不足，引发海马、脑白质损

伤和学习与记忆障碍等。但是文献报道中 BCCAO
模型的病理变化却不尽相同、甚至截然相反。有研

究显示，BCCAO 模型大鼠的主要组织病理学改变

集中于白质，而灰质则无显著改变 [8, 9]，Tian 等 [10]

和 Guo 等 [11] 研究亦显示，BCCAO 后大鼠白质 ( 视
束 ) 及视网膜受损，而灰质 ( 海马 ) 无明显改变；

不过也有研究显示，BCCAO 导致大鼠海马 CA1 区

锥体细胞的死亡，而脑白质无明显改变 [12–14]。值得

注意的是，以上这些研究选用了不同品系大鼠，这

提示我们： BCCAO 后实验对象病理改变的差异有

可能源于大鼠品系的不同。为验证这一猜想，本研

究选用 Wistar 和 Sprague-Dawley (SD) 两种品系大

鼠，比较 BCCAO 后二者灰质 ( 海马 )、白质 ( 视束 )、
视神经和视网膜的主要病理学改变。此外，通过明

暗箱、Y 迷宫及新气味识别的行为学检测方法对两

种品系大鼠进行认知功能评价，以期明确 BCCAO
后两种品系大鼠的大脑病理改变和认知功能障碍的

差异，为后续研究中不同品系大鼠 VaD 模型的选择

提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　动物实验方案获得上海中医药大

学实验动物伦理委员会批准，实验程序均严格按照

标准执行。体重 250~300 g 的健康雄性 SPF 级 SD 大

鼠 24 只、Wistar 大鼠 36 只，上海斯莱克实验动物

有限公司提供，许可证号码：SCXK( 沪 )2012-0002。
大鼠饲养于 SPF 级饲养室内，温度 (22 ± 2) °C，湿

度 40%~70%，12 h/12 h 明暗交替，自由摄食摄水。

适应性饲养 3 d，雄性 SD 大鼠随机分为 2 组：假手

tion, and the light-dark box, Y-maze and odor recognition tests were performed to detect cognitive function on day 28 after the oper-
ation. HE and Luxol fast blue staining were used to observe the pathological changes of gray matter (hippocampus), white matter 
(optical tract), optic nerve, and retina. The results showed that the survival rate of the W-BCCAO group was 62.5%, and PLR loss 
rate was 100%; whereas the survival rate of the S-BCCAO group was 100%, and PLR loss rate was 58.3%. In the W-BCCAO group, 
percentages of time spent and distance traveled in the light box of were more than those in the W-sham group, but there was no 
statistical significance between the S-BCCAO and S-sham groups. In the S-BCCAO group, the percentages of time spent and distance 
traveled in the III arm (labyrinth arm) of the Y-maze were less than those in the S-sham group, but no statistical significance was 
found between the W-BCCAO group and W-sham group. In the S-BCCAO group, the discrimination ratio of the odor recognition 
task was less than that in the S-sham group, but no statistical significance could be seen between the W-BCCAO and W-sham 
groups. Ischemic injury was observed in the CA1 area of the hippocampus in the S-BCCAO group, but no readily visible damage 
was observed in the W-BCCAO group. Ischemic injury of the visual beam and optic nerve was observed in both the S-BCCAO and 
W-BCCAO groups. Compared with the corresponding sham groups, the S-BCCAO and W-BCCAO groups showed serious retinal 
damage with significant thinner retina. The ganglion cell layer (GCL), inner plexiform layer (IPL), and outer plexiform layer (OPL) 
were thinner in the S-BCCAO group, but no statistical significances were shown in the other layers. All the layers, except the outer 
nuclear layer (ONL), were significantly thinner in the W-BCCAO group. The results indicate that there are differences of the patho-
logical changes in the hippocampus and visual conduction pathway after BCCAO between SD and Wistar rats, and the degree of 
learning and memory injury was also different, which suggests that the vascular dementia model of different rat strains should be 

selected according to research purpose. 
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术 (S-sham) 组与手术 (S-BCCAO) 组 (n = 12/ 组 ) ；雄
性 Wistar 大鼠随机分为 3 组，假手术 (W-sham) 组、

手术组 1 (W-BCCAO1) 和手术组 2 (W-BCCAO2) (n = 
12/ 组 )，术后 W-BCCAO1 和 W-BCCAO2 合并为

W-BCCAO 组 (n = 15)，最终分为 2 组，即 W-sham
组与 W-BCCAO 组。

1.2  试剂和仪器　　异氟烷购自河北一品制药股份

有限公司 ( 批号：C002170902) ；水合氯醛购自国

药集团化学试剂有限公司 ( 批号：20180420)，使用

生理盐水配制成 10% 溶液；注射用青霉素钠购自

华北制药股份有限公司 ( 批号：F7012116)，使用前

用生理盐水配成 80 000 IU/mL 溶液；庚酸购自阿达

玛斯试剂有限公司 ( 批号：P1039752) ；丁酸己酯购

自阿达玛斯试剂有限公司 ( 批号：P1413985)。吸入

式小动物麻醉机 (Hsiv-μ1，上海瑞曼信息科技有限

公司 ) ；智能数字测温仪 (AT320，上海玉研科学仪

器有限公司 )；检耳镜 (MacroView，美国伟伦公司 )；
明暗箱 (DigBehv-ST，上海吉量软件科技有限公司 )；
Y 迷宫 (DigBehv-YM，上海吉量软件科技有限公

司 ) ；生物显微镜 (BX43，Olympus Corporation，日

本 ) 等。

1.3  双侧颈总动脉永久性结扎制作慢性脑缺血模

型　　大鼠术前称重，异氟烷诱导麻醉后仰卧位固

定于放置恒温垫的手术板上，3% 异氟烷 (95% 氧气、

5% 氮气混合气体 ) 气体维持麻醉，颈部剃毛后用 2%
碘酊溶液消毒手术区域，75% 乙醇脱碘，用测

温仪监测直肠温度，使体温维持在 (36.5 ± 0.5) °C。
沿颈前正中线，从胸骨上窝上缘向上做一纵向约

1~1.5 cm 切口，钝性分离皮下组织，暴露胸锁乳突

肌与胸骨舌骨肌。用玻璃分针小心分离动脉鞘游离

出颈总动脉，不要过分牵拉血管以避免损伤迷走神

经，游离后置双股 5-0 号手术缝合线于颈总动脉下，

两根缝合线相邻约 3 mm，分别结扎颈总动脉。采

取同样操作结扎对侧颈总动脉。W-sham 与 S-sham
组仅暴露颈总动脉，不进行其他操作。手术完毕后

逐层缝合伤口，2% 碘酊消毒伤口并注射青霉素钠

溶液 (60 000 IU/kg, i.m.) 抗炎，放置于保温箱内，

待动物完全清醒后放回饲养笼内饲养。

1.4  大鼠生存状况观察和瞳孔对光反射 (pupillary 
light reflex, PLR) 检查　　术后密切关注大鼠的死亡

与存活状况，记录术后 1、3、7、14 和 28 d 各组的

存活情况。分别于术前、术后 1、3、7、14 和 28 d
观察各组大鼠 PLR。观察方法为：先将大鼠放入暗

室中暗适应 5 min 后，用检耳镜光直接照射大鼠右

眼，观察右眼直接 PLR 情况，同时立即观察对侧

眼的间接 PLR 情况，光线照射瞳孔 10 s 不收缩即

为 PLR 消失 [15] ；关闭检耳镜将大鼠重新暗适应 1 
min，同样方法检查左眼 PLR 情况，依次检查所有

大鼠。

1.5  明暗箱检测大鼠光线辨识能力　　术后 28 d 使

用明暗箱检测各组大鼠的光线辨识能力。实验装置

如下：暗箱 (30 cm × 30 cm × 40 cm，光强度 10 lux)
和明箱 (30 cm × 30 cm × 40 cm，光强度 300 lux) 中
间有一小孔 (10 cm × 12 cm) 相连，大鼠可通过此孔

穿梭于暗箱和明箱之间。实验开始将大鼠置于明箱

中央区域，使用避暗视频分析系统 ( 上海吉量软件

科技有限公司 ) 记录大鼠在明箱与暗箱中的活动时

间、活动距离，记录时间 10 min。记录结束后取出

大鼠并清理粪便和尿液，75% 酒精擦拭明暗箱，待

其挥发扩散后进行下一只动物的测试。

1.6  大鼠学习记忆能力检查　　术后 28 d 使用 Y 迷

宫分别检测各组大鼠的学习记忆能力，检测方法如

下：提前 1 h 将大鼠放入昏暗的检测室内适应环境，

检测者用手轻轻安抚使其适应检测者的操作。训练

阶段：将 Y 迷宫的 III 臂 ( 迷宫臂 ) 用移动挡板挡住，

保持 I 臂 ( 起始臂 ) 与 II 臂 ( 开放臂 ) 联通，将大

鼠放于 I 臂，头部面向迷宫的中心，只允许探索联

通的 I 与 II 臂，训练 8 min 后取出大鼠，清除大鼠

残留粪便及尿液，75% 酒精棉球擦拭 Y 迷宫，待挥

发完毕后，依次进行其它大鼠的训练。测试阶段：

训练完成 1 h 后，将移动挡板取下，开放 III 臂，再

次将大鼠放置于 I 臂，让其在三个臂中探索 8 min
并使用 Y 迷宫视频分析系统 ( 上海吉量软件科技有

限公司 ) 记录大鼠在 I、II、III 臂中的活动时间、活

动距离。记录结束后取出大鼠并清理粪便和尿液，

75% 酒精擦拭 Y 迷宫，待其挥发扩散后进行下一只

大鼠的检测。

参考 Manella 等
[16, 17] 的方法，于术后 28 d 通过

大鼠对新气味的识别，检测大鼠的记忆能力的改变。

检测方法如下：将动物提前 2 min 放入自发活动箱

(40 cm × 40 cm × 50 cm) 中适应环境，于自发活动

箱一侧放入两个直径 6 cm 的气味平皿，其内铺有

滤纸并滴加 1 mL 丁酸己酯 (2%, v/v)。让大鼠在箱

内自由探索 5 min 后，放回动物饲养笼中。间隔 30 
min 后，将箱内气味平皿中的一个随机替换为同样

大小的新气味平皿，其内铺有滤纸并滴加有 1 mL
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的庚酸 (4.5%, v/v)，使大鼠在箱内再次自由探索 5 
min。自发活动箱有摄像头进行视频记录，以大鼠

鼻端靠近气味平皿约 1 cm 记为识别气味，分别记

录识别原始气味与新气味的时间。记录结束后取出

大鼠并清理粪便及尿液，75% 酒精擦拭检测箱，待

其挥发完毕后进行下一只动物测试。

1.7  大鼠脑、视束及视神经样本 HE 染色检查　　术

后28 d，大鼠用10%水合氯醛麻醉 (400 mg/kg, i.p.)后，

开颅取全脑后将脑组织 ( 含视神经 ) 入 4% 多聚甲醛

中固定，于视交叉向前、后端约 2 mm 处取冠状面

脑组织，经过组织脱水、透明和石蜡包埋后，连续

脑冠状面切片，常规 HE 染色，光学显微镜下对灰

质 ( 海马 )、白质 ( 视束 ) 及视神经进行观察及病理

形态学分析。使用 cellSens 图像分析软件 (Entry1.18，
Olympus Corporation，日本 ) 进行拍照与图像分析。

取颅内段视神经 1 mm，制作矢状面 HE 染色切片，

进行炎性细胞浸润的等级评分。每只大鼠选取视神

经的三个不重叠区域按 0 到 4 的等级进行分级：无

浸润 = 0，轻度细胞浸润 = 1，中度浸润 = 2，严重浸

润 = 3，视神经实质大量浸润及结节浸润 = 4 [18]。每

只大鼠视神经的平均分数用于统计分析。

1.8  大鼠脑、视束及视神经样本 Luxol fast blue (LFB)
染色检查　　选取距离前囟 −2.64 ~ −3.36 mm 处 [19] 的

脑组织及视神经，行冠状石蜡切片，经脱蜡后，置

于 0.1% LFB 染液 60 °C 孵育过夜，纯水冲洗后浸

入 95% 乙醇中固定约 10 s，再浸入 0.05% 碳酸锂溶

液中分化，经脱水、透明后用中性树胶封片。对

LFB 染色的脑片进行白质 ( 视束 ) 损伤评分，每只

大鼠选取白质 ( 视束 ) 的三个不重叠区域按 0 到 3
的等级进行分级：正常 = 0，神经纤维紊乱 = 1，空

泡形成 = 2，有髓纤维消失 = 3 [20]。每只大鼠白质 ( 视
束 ) 损伤的平均分数用于统计分析。

1.9  眼球离体样本组织病理学检查与视网膜图像分析 
1.9.1  眼球离体样本 HE 染色　　术后 28 d，大鼠

用 10% 水合氯醛麻醉 (400 mg/kg, i.p.) 后，快速摘除

双侧眼球放入 Davidson 固定液 ( 冰醋酸 : 无水乙醇 : 
40% 甲醛 : 纯水 =1:3:6:10) 中快速固定，10~12 h 后

取出置于 4% 多聚甲醛溶液中继续固定，经过组织

脱水，透明，石蜡包埋，所有眼球均进行经过视神

经的矢状面切片，厚度 3 μm，常规 HE 染色后，光

学显微镜观察并图像分析。

1.9.2  视网膜及各细胞层厚度分析　　参照 Ni 等 [21]

的方法，选取包含有视网膜上方 12 点且经过视神

经乳头至下方 6 点的切片，于 400 倍光学显微镜下，

使用 cellSens 图像分析软件 (Entry1.18，Olympus 
Corporation，日本 )，选取距离视神经乳头约 
1 000~1 500 μm 处为拍摄区域，间隔 150 μm 选取 3
处不重叠区域测量视网膜各细胞层厚度以及视网膜

总厚度，取平均值。

1.9.3  视网膜神经节细胞层细胞数量分析　　选取

清晰的包含有视网膜上方 12 点且经过视神经乳头

至下方 6 点的切片，于 200 倍光学显微镜下，使用

cellSens 图像分析软件 (Entry1.18，Olympus Corpo-
ration，日本 )，选取距离视神经乳头约 1 000~1 500 
μm 处，测量 3 处不重叠 500 μm 区域，并计数视网

膜神经节细胞 (retinal ganglion cells, RGCs) 数目，

取平均值计算每 500 μm 长的视网膜所含 RGCs 数
量 [22]。

1.10  数据处理和统计检验　　使用 SPSS Statistics 
21.0 软件 (IBM，美国 ) 进行数据分析。各组数据以

mean ± SD 表示。计量数据采用独立样本 t 检验进

行两组均数的比较；生存率的比较采用 Log-rank 检

验；PLR 消失率的比较采用卡方检验；新气味辨识

比率的比较采用 Mann-Whitney U 检验，P < 0. 05
时认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  BCCAO术对大鼠生存率的影响

W-BCCAO 组大鼠术后立即出现自发活动减少，

行动迟缓，反应迟钝，立毛，饮食减少的状态，1 d
开始出现死亡，7 d 内生存率降到 62.5%，之后未

再出现大鼠死亡 ( 图 1)。S-BCCAO 组大鼠术后立

即出现自发活动减少，行动迟缓，反应迟钝，立毛，

饮食减少的状态，3 d 后后逐渐恢复正常，实验周

期内未观察到大鼠死亡，28 d 生存率为 100% ( 图 1)。
W-sham 组与 S-sham 组在 1、3、7、14 和 28 d 均

没有大鼠死亡，28 d 生存率为 100% ( 图 1)。
2.2  BCCAO术对大鼠PLR消失率的影响

结果显示，W-BCCAO 组存活大鼠在 1、3 d 的

双眼 PLR 消失率分别为 94.4%、100%，与 W-sham
组相比具有统计学差异 ( 图 2，P < 0.001)；S-BCCAO
组大鼠 7 d 的双眼 PLR 消失率为 58.3%，与 S-sham
组相比具有统计学差异 ( 图 2，P < 0.01)。W-BCCAO
组与 S-BCCAO 组大鼠的 PLR 消失均发生在术后 7 d
以内，之后再未观察到 PLR 改变。W-sham 组与

S-sham 组大鼠双眼均未观察到 PLR 消失。
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2.3  BCCAO术对大鼠光线辨识能力的影响

结果显示，S-BCCAO 组大鼠在明箱的活动时

间 [(35.8 ± 18.9)%] 及活动距离比例 [(38.3 ± 15.0)%]
与 S-sham 组 [(26.2 ± 7.8)%, (28.6 ± 5.3)%] 相比均增

加，但是没有统计学意义 ( 图 3A、B) ；W-BCCAO
组大鼠在明箱的活动时间 [(47.7 ± 5.2)%]、活动距

离比例 [(45.5 ± 4.8)%] 均大于 W-sham 组 [(20.3 ± 
6.7)%, (23.7 ± 5.8)%]，差异有统计学意义 ( 图 3A、B，
P < 0.001)，表明 Wistar 大鼠光线辨识能力可能受损。

2.4  BCCAO术对大鼠学习记忆能力的影响

Y 迷宫是一个简单、有效的反映动物学习记忆

能力改变的检测方法 [23]。结果显示，S-BCCAO 组

大鼠在 III 臂 ( 迷宫臂 ) 的滞留时间 [(22.7 ± 12.5)%]
及活动距离比例 [(21.3 ± 7.2)%] 均小于 S-sham 组

[(33.2 ± 9.5)%, (36.3 ± 5.2)%]，差异具有统计学意义

( 图 3C、D，P < 0.05，P < 0.001) ；W-BCCAO 组大

鼠在 III 臂 ( 迷宫臂 ) 的滞留时间 [(21.0 ± 9.9)%] 及
活动距离比例 [(25.4 ± 7.3)%] 与 W-sham 组 [(20.0 ± 
4.3)%, (25.4 ± 4.3)%] 相比无统计学差异 ( 图 3C、D)，
该结果表明 S-BCCAO 组大鼠对新臂的好奇程度要

低于 S-sham 组，这可能与其学习记忆损伤相关。

新气味识别试验是用来检测动物嗅觉识别记忆

的一种行为学检测方法 [16]。大鼠对新气味的偏爱使

用辨识比率 (discrimination ratio, DR)指标进行量化，

DR =N / (N + F)，“N”表示测试时大鼠对新气味的

探索时间，“F”表示测试期时大鼠对原始气味的

探索时间。结果显示，S-BCCAO 组大鼠的辨识比

率 (0.46 ± 0.08) 小于 S-sham 组 (0.64 ± 0.12)，差异

具有统计学意义 ( 图 3E，P < 0.05) ；W-BCCAO 组

大鼠的辨识比率 (0.59 ± 0.15) 与 W-sham 组 (0.54 ± 
0.16) 相比无统计学差异 ( 图 3E)。该结果表明

S-BCCAO 组大鼠对新气味的偏爱程度要明显低于

S-sham 组，这可能与其记忆能力损伤相关。

2.5  BCCAO术对大鼠海马CA1区、视束及视神经的

的影响

大鼠灰质 (海马 )区域HE染色结果显示，S-sham、

W-sham 组大鼠海马的神经细胞排列整齐致密，细

胞结构完整，胞浆丰富，细胞核呈圆形或椭圆形，

无变性，无固缩或溶解现象 ( 图 4A) ；S-BCCAO 组

有 2 只大鼠海马 CA1 区存在少数深染、核固缩、

形态不规则的神经细胞，考虑为海马的缺血性改变

( 图 4A) ；W-BCCAO 组大鼠海马各区的神经细胞排

列整齐致密，细胞结构完整，未见明显的形态结构

异常 ( 图 4A)。
大鼠脑白质 ( 视束 ) 区域 HE 染色结果可见，

S-sham、W-sham 组视束的细胞排列规则，层次清晰，

无疏松 ( 图 4A) ；S-BCCAO 组视束密度明显减少，

出现空泡样病变 ( 图 4A) ；W-BCCAO 组可见明显

图   1. 双侧颈总动脉结扎(BCCAO)术对SD与Wistar大鼠生存率

的影响

Fig. 1. Effects of bilateral common carotid artery occlusion (BC-
CAO) on survival rate in SD and Wistar rats. Survival rate was 
assessed before (0 d) and after BCCAO surgery (1, 3, 7, 14 and 
28 d) using Kaplan-Meier survival analysis with Log-rank test. 

***P < 0.001 vs W-sham group. n = 12–15 per group.

图   2. 双侧颈总动脉结扎(BCCAO)术对SD与Wistar大鼠瞳孔对

光反射(PLR)消失率的影响

Fig. 2. Effects of bilateral common carotid artery occlusion (BC-
CAO) on pupillary light reflex (PLR) loss rate in SD and Wistar 
rats. Direct and indirect PLR were examined before (0 d) and after 
surgery (1, 3, 7, 14 and 28 d) using Chi-squared test. ##P < 0.01 
vs S-sham groups; ***P < 0.001 vs W-sham group. n = 12–15 per 
group.
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的纤维脱失、白质纤维排列紊乱、空泡形成等白质

损伤 (图4A)。大鼠白质LFB染色结果显示，S-BCCAO
组大鼠视束可见明显空泡样改变 ( 图 4A)，视束白

质损伤评分明显升高，与 S-sham 组相比具有统计

学差异 ( 图 4B，P < 0.001) ；W-BCCAO 组大鼠视束

可见明显空泡样变、脱髓鞘改变以及轴突变性改变

( 图 4A)，视束白质损伤评分明显升高，与 W-sham
组相比具有统计学差异 ( 图 4B，P < 0.001)。

大鼠视神经矢状面切片 HE 染色结果显示，

S-sham、W-sham 组大鼠视神经纤维束纵行排列、

规则有序，其间可见胶质细胞 ( 图 4A) ；S-BCCAO
组观察到部分炎性细胞浸润，轻度的神经纤维变性

( 图 4A)，视神经损伤评分明显升高，与 S-sham 组

相比具有统计学差异 ( 图 4C，P < 0.01)；W-BCCAO
组炎症细胞浸润增多，神经纤维空泡变性呈蜂巢状

改变 ( 图 4A)，视神经损伤评分明显升高，与 W-sham
组相比具有统计学差异 ( 图 4C，P < 0.01)。大鼠视

神经冠状切面 LFB 染色结果显示，S-sham、W-sham

图   3. 双侧颈总动脉结扎(BCCAO)术对SD与Wistar大鼠光线辨识与学习记忆能力的影响

Fig. 3. Effects of bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) on light recognition and learning and memory in SD and Wistar 
rats. A, B: The average percentage of time spent (A) and distance traveled (B) in the light box of the light-dark box test in 10 min. C, D: 
The average percentage of time spent (C) and distance traveled (D) in the III arm of the Y-maze test in 8 min. Time spent and distance 
traveled were evaluated at 28 d using Student’s t test. The discrimination ratio of the odor recognition task (E) was analyzed using 
Mann-Whitney U test. #P < 0.05, ###P < 0.001 vs S-sham group; ***P < 0.001 vs W-sham group. Values are expressed as mean ± SD.  
n = 12–15 per group.
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图   4. 双侧颈总动脉结扎(BCCAO)术对SD与Wistar大鼠海马CA1区、视束、视神经的影响

Fig. 4. Effects of bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) on the hippocampal CA1 region, optic tract and optic nerve in 
SD and Wistar rats detected by HE and LFB staining. A: Representative image of the CA1 region of the hippocampus (HI), optic tract 
stained with HE (OT1), optic tract stained with LFB (OT2), optic nerve stained with HE (ON1), and optic nerve stained with LFB 
(ON2). HE staining showed most neurons had smaller cell bodies, a disordered arrangement, strongly stained eosinophilic cytoplasms, 
and irregular triangle-shaped and polygon-shaped nuclei (yellow arrow) in HI. HE staining showed myelin loss and vacuolization (blue 
arrow) in OT1. Disordered arrangement of nerve fibers was associated with vacuolization and myelin loss (red arrow) in OT2. Severe 
infiltration (black arrow) was displayed in ON1. Vacuolization and myelin loss (white arrow) were also seen in ON2. Scale bar, 50 μm. B: 
Histological evaluation score of optic tract stained with LFB. C: Histological evaluation score of optic nerve stained with HE. ##P < 0.01, 
###P < 0.001 vs S-sham group; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs W-sham group. Values are expressed as mean ± SD. n = 6–7 per group.
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组大鼠髓鞘排列整齐，呈均匀蓝染 ( 图 4A) ；S-BC-
CAO 组可见髓鞘排列紊乱，出现髓鞘脱失 ( 图
4A) ；W-BCCAO 组可见染色深浅不一，髓鞘脱失

面积较大，有空泡形成 ( 图 4A)。
2.6  BCCAO术对大鼠视网膜的影响

视网膜组织病理学检查可见，S-sham 与 W-sham
视网膜各细胞层的层次清晰，细胞排列整齐，厚度

均匀，HE 染色条件下由内向外可见 7 层 ( 图 5)。
神经节细胞层 (ganglion cell layer, GCL) 细胞边缘清

楚，有 1~2 层细胞核，较大，可见核仁，神经纤维

层 (nerve fiber layer, NFL) 主要由神经节细胞轴突组

成，覆盖于 GCL 表面。内网层 (inner plexiform layer, 
IPL) 较厚，呈明显网状，均匀红染。内核层 (inner 
nuclear layer, INL) 有多层细胞核，比 GCL 薄。外网

层 (outer plexiform layer, OPL)呈疏松网状，较 IPL薄。

外核层 (outer nuclear layer, ONL) 排列较 INL 致密，

细胞层次最多且最密集，核小且深染。感光细胞层

(photoreceptor layer, PL) 呈红色，细胞排列整齐，

光感受器细胞内外节间见少量间隙。视网膜色素上

皮层 (retinal pigment epithelium, RPE) 紧邻脉络膜。

S-BCCAO 组大鼠视网膜总厚度 (169.5 μm ± 
18.7 μm) 明显变薄，与 S-sham 组 (205.8 μm ± 18.6 
μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6A，P < 0.001)，主

要损伤可见于 GCL、IPL 及 OPL 层，尤其是 OPL
层 ( 图 5)。OPL 层排列紊乱，几乎消失，该层厚度

为 (2.2  ± 2.2) μm，与 S-sham 组 (12.2 μm ± 1.3 μm)
相比具有统计学差异 ( 图 6E，P < 0.001) ；GCL 层

细胞出现空泡变性，RGCs 数量变少，该层厚度为

(18.6 ± 4.2) μm、细胞密度 (12.0 ± 4.6) /500 μm，与

S-sham 组 (26.1 μm ± 2.9 μm, 32.1 ± 2.3/500 μm) 比
较具有统计学差异 ( 图 6H、I，P < 0.001) ；IPL 层

明显变薄，厚度为 (31.9 ± 9.4) μm，与 S-sham 组

图   5. 双侧颈总动脉结扎(BCCAO)术对SD与Wistar大鼠视网膜的影响

Fig. 5. Effects of bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) on retina in SD and Wistar rats detected by HE staining. Com-
pared with S-sham group, S-BCCAO group showed vacuolation (blue arrow) in ganglion cell layer (GCL) and disordered cells in 
outer nuclear layer (ONL, black arrow). Compared with W-sham group, W-BCCAO group showed degenerated and/or disappeared (red 
arrow) cells in inner nuclear layer (INL) and disordered cells (yellow arrow) in ONL. Scale bar, 50 μm. NFL, nerve fiber layer; IPL, 
inner plexiform layer; OPL, outer plexiform layer; PL, photoreceptor layer; RPE, retinal pigment epithelium.



孙 伟等：Sprague-Dawley与Wistar大鼠双侧颈总动脉结扎后大脑病理变化和认知功能的差异 713

(49.6 μm ± 6.4 μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6G，

P < 0.001) ；其余各层细胞厚度与 S-sham 组相比无

显著差异 ( 图 6B、C、D、F)。
W-BCCAO 组大鼠的视网膜损伤严重，视网膜

总厚度 (103.4 μm ± 9.2 μm) 明显变薄，与 W-sham
组 (193.3 μm ± 7.8 μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6A，
P < 0.001)。主要损伤可见于 GCL、IPL、INL、OPL、
PL 及 RPE 层，尤其是 INL 与 OPL 层 ( 图 5)，光镜

下几乎观察不到该细胞层，厚度分别为 (7.9 ± 2.6) 
μm、0 μm，与对照组 (31.5 μm ± 3.4 μm, 9.8 μm ± 1.2 
μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6F、E，P < 0.001)。
ONL 层细胞排列疏松，但厚度无明显改变 ；IPL
厚度 (7.2 μm ± 4.5 μm) 明显变薄，与 W-sham 组

(42.6 μm ± 1.9 μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6G，

P < 0.001)，GCL 层可见大量 RGCs 空泡变性、细

胞丢失，少量残存的 RGCs 核深染且散在分布，该

层厚度为 (10.3 ± 3.6) μm，细胞密度为 (2.0 ± 1.9) /500 
μm，与 W-sham 组 (25.5 μm ± 5.1 μm, 30.4 ± 3.5/500 
μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6H、I，P < 0.001) ；
PL 厚度 (30.7 μm ± 3.8 μm) 变薄，与 W-sham 组 (37.5 
μm ± 3.8 μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6C，P < 
0.001)，RPE 厚度 (4.5 μm ± 0.5 μm) 变薄，与 W-sham
组 (5.4 μm ± 0.8 μm) 相比具有统计学差异 ( 图 6B，
P < 0.01)。

3  讨论

本研究结果显示，SD 与 Wistar 大鼠的术后生存

率差异较大，BCCAO 后 SD 大鼠存活率为 100%，

Wistar 大鼠存活率为 62.5%。文献报道，Wistar 大鼠

BCCAO 后死亡率为 13.7%~71% [8, 24–26] ；SD 大鼠的

术后死亡率为 7%~40% [27, 28]，相对而言，SD 大鼠死

亡率较低。两个品系大鼠出现不同的术后生存率，

可能缘于解剖结构上的差异，SD 大鼠脑血管具有更

加丰富的侧支循环网络，血管腔径更大，血管远端

变异性和可塑性较高，而 Wistar 大鼠脑血管则缺乏

这种丰富的侧支循环网络、并且血管腔径较小，使

之更容易受到损伤 [29, 30]。此外，Wistar 大鼠 BCCAO
后死亡率的变异率较大，可能是因为 Wistar 大鼠作

为一远交系种系，来自不同的种群，而不同厂商差

异化的繁育方法诱发基因变异差异，进而导致其在

生理生化指标、神经行为学表现上的差异 [31–33]。

本研究的组织病理学结果显示，Wistar 大鼠

BCCAO 后视束、视神经及视网膜光感受器细胞等

视觉信号传递通路严重受损。PLR 及明暗箱检查结

果在行为学上进一步证明，大鼠视觉系统明显受损。

PLR 是由视网膜上的感光细胞 ( 视锥细胞、视杆细

胞 ) 在感受到光刺激后将光信号转变成视觉信号，

经双极细胞传递给 RGCs，通过 RGCs 在视神经盘

将视觉信号传递给视神经，再经过视交叉、双侧视

束传至中枢神经，经过处理后由动眼神经将冲动传

递给睫状神经节，而睫状神经支配瞳孔括约肌，可

引起瞳孔直径的改变 [34]。视觉传导通路上的任何一

处发生损伤，均会在一定程度上影响 PLR 的产生与

反应程度 [35]。明暗箱通常应用于焦虑行为的检测 [36]，

但当大鼠视觉受损，会导致辨识明亮与黑暗能力减

弱或消失。故可通过分析大鼠在明箱与暗箱中的活

动时间、活动距离，来检测大鼠的光线辨识能力的

改变 [37]。与 Wistar 大鼠相比，SD 大鼠在 BCCAO
后视觉系统损伤较轻，可能是其明暗箱检测指标无

明显变化的原因。研究表明，脑白质比灰质更易遭

受局部缺血损伤，主要原因是脑白质的血供多来源

于终末动脉，其特点是垂直的短分支灌注白质，吻

合支少，侧支循环少，血管的调节能力弱 [38] ；Wistar
大鼠由于血管解剖学特点，白质更容易遭受慢性脑

灌注不足而引起损伤 [20, 29]，其中以视束为最，胼胝

体和内囊次之 [10] ；慢性缺血条件下视束、视神经及

视网膜出现严重组织病理学变化，主要因为其血供

直接来自于颈内动脉 [9, 39]。本研究结果表明，BCCAO
均可致两个品系的大鼠视觉功能障碍，但 SD 大鼠

的视束、视神经及视网膜病变较 Wistar 大鼠为轻，

这可能与品系差异相关。因此，在大鼠 BCCAO 后

的行为学评价中，要充分考虑视觉损伤对行为评价

的影响，因为大多数的行为学检测手段都是以视觉

指引为基础，例如 Morris 水迷宫、位置偏爱实验、

高架十字迷宫等，尤其是 Morris 水迷宫，是一种标

准的以视觉为基础的探索大鼠空间学习记忆能力的

实验，大鼠根据迷宫周围多种视觉参照物来学习并

且寻找到放置于水平面下的看不见、听不到、闻不

着的隐蔽平台 [10, 40–42]。

之前大多研究认为，BCCAO 后慢性脑血流低灌

注导致灰质 ( 海马 )，尤其 CA1 区损伤，从而影响

学习记忆功能 [14]。鉴于 BCCAO 导致大鼠视觉系统

损伤，本研究未选用主要依赖视觉的 Morris 水迷宫，

而选用 Y 迷宫及新气味识别实验进行学习记忆功能

检测。本研究结果显示，SD 大鼠学习记忆功能受损

且 CA1 区发生缺血性改变，提示 Y 迷宫及新气味识
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图   6. 双侧颈总动脉结扎(BCCAO)术对SD与Wistar大鼠视网膜、各细胞层厚度及视网膜神经节细胞(RGCs)密度的影响

Fig. 6. Effects of bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) on total retinal thickness, layer thickness and retinal ganglion 
cells (RGCs) density in SD and Wistar rats. A: Thickness of the total retina; B: Layer thickness of retinal pigment epithelium (RPE) of 
the retina; C: Layer thickness of photoreceptor layer (PL) of the retina; D: Layer thickness of outer nuclear layer (ONL) of the retina; 
E: Layer thickness of outer plexiform layer (OPL) of the retina; F: Layer thickness of inner nuclear layer (INL) of the retina; G: Layer 
thickness of inner plexiform layer (IPL) of the retina; H: Layer thickness of ganglion cell layer (GCL)/nerve fiber layer (NFL) of the 
retina; I: The mean cell number per 500 μm in the GCL was quantitatively analyzed. The thickness and mean cell number were ana-
lyzed by using Student’s t test. ###P < 0.001 vs S-sham group; **P < 0.01, ***P < 0.001vs W-sham group. Values are expressed as mean ± 
SD. n = 6–7 per group.



孙 伟等：Sprague-Dawley与Wistar大鼠双侧颈总动脉结扎后大脑病理变化和认知功能的差异 715

别实验所示的学习记忆障碍可能与海马 CA1 区受损

相关。此外，大多研究亦表明 SD 大鼠 BCCAO 后

海马 CA1 区受损 [12–14]。与 SD 大鼠不同，Wistar 大
鼠在Y迷宫检测中没有表现出明显的学习记忆损伤，

海马亦未出现缺血性改变；先前研究亦显示，Wistar
大鼠 BCCAO 后无明显海马损伤 [9–11, 43]。以上研究均

表明，Wistar 与 SD 大鼠在 BCCAO 后海马病理改变

存在差异。

综上所述，本研究结果显示，Wistar 与 SD 大鼠

在 BCCAO 后死亡率、PLR 消失率以及灰质 ( 海马 )、
白质 ( 视束 )、视神经和视网膜的损伤并不相同。根

据上述差异，我们认为在研究海马损伤所致的 VaD
时，应该选择 SD 大鼠而非 Wistar 大鼠，Wistar 大鼠

更适用于缺血性视网膜损伤及保护作用的研究。此

外，BCCAO 作为常用的 VaD 造模方法，由于其存

在视觉系统损伤，应该尽量避免使用以视觉为基础

的行为学检测方法来评价 BCCAO 动物的认知功能

障碍。
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