
·1248· 中华急诊医学杂志 2018 年 11 月第 27 卷第 11 期 Chin J Emerg Med，November 2018，Vol.27,No.11

DOI：10.3760/cma.j.issn.1671-0282.2018.11.013
基金项目：国家自然科学基金项目（81202947，81603678）；

浙江省医药卫生科技计划项目（2013KYA096）
作者单位：310009 杭州，浙江大学医学院附属第二医院中

医康复科（李金辉、唐银杉、杨益昌、李献宗、熊冰、周游）；
310003 杭州，浙江大学医学院附属第一医院精神卫生科（路静）

通信作者：周游，Email: zhouyou1818@foxmail.com

亚低温对临床多种脑组织损伤，如脑缺血、脑外伤缺

血缺氧性脑病等，可改善其生存、预后，并具有一定的保

护作用，但也存在病死率增加等现实问题。同时，亚低温

在急性脑缺血 - 再灌注损伤后缺血灶葡萄糖代谢和神经干

细胞增殖等的确切机制尚不明确。因此，本研究采用亚低

温治疗急性脑缺血 - 再灌注损伤大鼠，利用 18F- 脱氧葡萄

糖（18F-FDG）小动物正电子发射断层扫描观察不同脑区葡

萄糖代谢变化，采用神经功能缺损评分和免疫组化法分别测

定和评价整体神经功能恢复，5'-BrdU 标记阳性细胞数量等，

旨在探讨亚低温治疗脑缺血的可能分子作用机制，为该方法

治疗脑缺血后神经损伤和修复等提供客观的实验依据。

1  材料与方法

1.1  实验动物
采 用 Sprague-Dawley 雄 性 大 鼠， 清 洁 级， 体 质 量 

（250±20）g，购于浙江中医药大学动物实验中心，实验室

符合国家动物实验设施屏障系统标准，动物实验条件合格

证 ：SYXK（浙）2008-0015。实验前 12 h 禁食，自由饮水。

1.2  试剂与材料
18F-FDG 显像剂为浙江大学医学院附属第二医院核医

学科制备赠送。BrdU 试剂及免疫组化等相关试剂均为市售。

1.3  大鼠脑缺血 -再灌注模型建立及亚低温治疗
1.5％的戊巴比妥（30 mg/kg）腹腔麻醉后仰卧固定，

经颈部暴露右侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉。用丝线

将远心端的颈外动脉结扎，并在颈外动脉近分叉处穿一丝

线备用，用微型动脉夹先将颈总动脉和颈内动脉夹闭。在

颈外动脉近分叉处剪一小口，将一段头端光滑圆球的单股

尼龙线，自切口插入，轻柔推进栓线，打开颈内动脉上的

动脉夹，使栓线沿颈内动脉进入到大脑中动脉的起始端，

用备用丝线固定栓线，从颈外动脉分叉处约 18~20 mm 即

可。整个缺血过程用照明灯保持控制直肠温度在 36~37 ℃。

缺血后 60 min 轻拉栓线退回颈外动脉开口处，并打开颈

总动脉上的动脉夹行再灌注。关闭并缝合皮肤，放回饲养

笼中继续饲养。正常对照亚低温组 32~34 ℃，亚低温治疗

组动物放入控降温箱内，使食道温度维持在 32~34 ℃之间，

维持 24 h，然后复温，速度 0.5 ℃ /h[1-2]。

1.4  神经行为学检测
大鼠清醒后于再灌注 2 h 观察神经行为学变化。按改

良大鼠神经功能缺损评分 ：按照 Masao Shmizu-Sasamata 的

方法对所有大鼠进行神经行为评分，评分标准包括 ：①自

主活动的程度 ；②左前肢偏瘫 ；③提尾时左前肢伸不直 ；

④抗侧推能力 ；⑤向左倾斜度 ；⑥向左环行度 ；⑦对触须

的反应。以上指标无异常为 0 分，中等异常为 1 分，严重

异常为 2 分，将各项评分相加，总分为 0~14 分。神经行

为 学 评 分 为 大 于 6 分 的（middle cerebral artery occlusion,  

MCAO）动物为本实验选用 [3]。

1.5  18F-FDG小动物 PET 扫描显像
将大鼠用异氟烷（1.5%）麻醉并经尾静脉注射约 18.5 

MBq 的 18F-FDG。18F-FDG 注射 30 min 后，大鼠再次麻醉，

然后将其放于小动物 PET 上进行 10 min 的静态扫描。扫描

得到的图像用改进的反向投射算法进行重建。18F-FDG 摄

取通过 ASIPro 6.0.5.0 软件包计算注射剂量占每克组织的百

分比。于每幅图像平面，在大脑皮质的梗死区域及对侧对

应的正常区域分别画出直径 2 mm 的三维区域，同时算出

注射剂量占每克组织百分比的平均数。损伤侧与相应正常

侧的比值（L/N）被用来作半定量分析。L/N 比值通过以下

公式得到 ：L/N= 损伤侧感兴趣区的平均像素数 / 正常侧相

应区域的平均像素值。损伤区域的平均放射性活度通过平

均像素值而得到反映，并计算其占正常侧非损伤区域的平

均像素值的百分比而得到标准化处理。小脑标准化值 = 各

组内小脑平均像素值 /10 000。以上 PET 扫描显像图像分析

分布在亚低温治疗后第 0、1 周时间点进行。

1.6  BrdU 标记及免疫组化阳性细胞计数
将 BrdU 溶于 0.007 mol/L NaOH 的生理盐水中，用前

新鲜配制。按 75 mg/kg 腹腔内注射，分 4 次注射，每次间

隔 2 h。最后 1 次注射 24 h 后灌注、取材、切片（片厚 40 

µm）。BrdU 免 疫 组 化 染 色 步 骤 ：用 0.01 mol/L PBS 洗 大

亚低温治疗对急性脑缺血大鼠脑葡萄糖代谢的影响及
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脑切片 5 min×3 次，3%H2O2 室温处理 30 min，0.01 mol/

L PBS 洗 5 min×3 次，50% 甲酰胺 /2× 标准柠檬酸钠盐，

65 ℃温箱处理 2 h，2×SSC 洗 5 min×3 次，2 mol/L HCl 

37 ℃温箱处理 30 min，0.1 mol/L pH 8.0 硼酸缓冲液洗 5 

min×3 次，0.01 mol/L PBS 5 min×3 次，1∶50 正常山羊血

清封闭 30 min，小鼠抗 BrdU 单抗（Sigma, 1∶400）4 ℃过

夜，0.01 mol/L PBS 洗 5 min×3 次，1∶200 SABC 室温 30 

min，DAB 显色液，苏木精染色，常规脱水、透明和封片。

每例动物分别计数 6 张脑片上纹状体 BrdU 阳性细胞数。以

6 张切片上双侧纹状体 BrdU 阳性细胞总数反映该动物纹状

体神经干细胞增殖状态。

1.7  统计学方法
用 SPSS 19.0 软件进行统计分析。数据采用均数 ± 标

准差（x±s）表示，组间比较采用方差分析（ANOVA），组

间两两比较采用 SNK-q 检验，以 P<0.05 为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  大鼠脑缺血后神经功能缺损评分
与模型组相比，亚低温治疗组神经功能缺损评分显著

提高（P<0.05），见表 1。

2.2  18F-FDG小动物 PET观察和评价大鼠脑缺血

不同脑区葡萄糖代谢及比值等情况
18F-FDG 小动物 PET 观察局部亚低温治疗过程中对脑缺

血大鼠的小脑区域葡萄糖高代谢，大脑中动脉阻塞性缺血梗

死区低代谢，而局部亚低温治疗后小脑区域葡萄糖低代谢，

缺血梗死区域葡萄糖高代谢，且差异有统计学意义，见表

2~3，图 1。

2.3  不同组别大鼠脑缺血纹状体 HE 染色及 5'-

Brdu 标记的神经干细胞阳性表达
模型组缺血侧纹状体可见 BrdU 阳性细胞分布，亚低

温组 BrdU 阳性细胞成簇分布。免疫组化结果提示，亚低

温治疗组在促进脑缺血后纹状体神经细胞增殖方面明显

表 1	 不同组别治疗第 0、1 周大鼠脑缺血后神经功能缺损
评分（n=6，x±s）

 时点 假手术组 模型组 亚低温治疗组
治疗第 0 周 0±0 12.08±2.54 11.92±1.87
治疗第 1 周 0±0 10.21±3.36    8.46±2.55a

注 ：与模型组比，aP<0.05 ；组间两两比较，差异有统计学意义

表 4	 大鼠脑缺血后纹状体神经干细胞 5'-BrdU 标记阳性细
胞数量（n=6，x±s）

 组别 假手术组 模型组 亚低温治疗组
治疗第 1 周 5.95±1.63 8.14±1.87a 11.26±2.25b

注 ：与假手术组比，aP<0.05 ；与模型组比，bP<0.01 ；两组比较，
差异有统计学意义

表 2	 不同组别干预后 1 周大鼠脑感兴趣区葡萄糖代谢率
比较（nCi/cc，n=6，x±s）

 组别 左侧 右侧 小脑
假手术组  3 631.52±125.33   3 692.40±162.15     3 769.68±233.92
正常亚低温对照组  8 093.57±227.11 7 523.33±50.12 13 269.59±76.46
模型组  5 731.23±213.16    4 330.90±539.75a     5 252.49±742.19
亚低温治疗组 2 385.11±31.76  2 271.01±40.90b     1 602.18±236.32

注 ：与假手术组比较，aP<0.01 ；与模型组比较，bP<0.01

表 3	 不同组别干预后 1 周大鼠脑葡萄糖代谢率左侧 / 右侧、
左侧 / 小脑、右侧 / 小脑比值及小脑标准化值（n=6）

 组别 左侧 / 右侧 左侧 / 小脑 右侧 / 小脑 小脑标准化值
假手术组 0.98 0.96 0.98 0.38 
正常亚低温对照组 1.08 0.61 0.57 1.33 
模型组 1.32 1.09 0.82 0.53 
亚低温治疗组 1.05 1.49 1.42 0.16 

MCAO，大鼠大脑中动脉阻塞模型，W0 为第 0 周， W1 为第 1 周，
黑色箭头为右侧脑缺血区域

MCAO，大鼠大脑中动脉阻塞模型；HE 染色光镜下放大 100 倍，
BrdU 免疫组化光镜下放大 200 倍

图 1  不同组别大鼠脑缺血 18F-FDG 小动物 PET 显像

图 2	 亚低温治疗大鼠脑缺血梗死周围组织病理 HE 染色及纹状
体神经干细胞 5'-BrdU 标记阳性细胞图像

（P<0.01），见表 4，图 2。

3  讨论

亚低温治疗是脑缺血，急性重型脑损伤等最常用治疗

方法之一，已有临床和实验研究结果表明，亚低温治疗后

可降低病死率，提高生存率 [4-7]，减少脑缺血后炎症因子

NF-κB 的生成等 [8]，但相关神经保护作用机制未完全阐明。

本实验采用 18F-FDG 小动物 PET 观察大鼠脑缺血后葡

萄糖代谢变化，初步发现正常对照组亚低温治疗后双侧皮

质葡萄糖代谢区域对称分布，小脑区域葡萄糖代谢区域分

布相对皮质提高，其左侧 / 小脑，右侧 / 小脑比值降低 ；模
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型组右侧脑缺血大鼠葡萄糖代谢率明显降低，经亚低温治

疗 7 d 后逆转，小脑葡萄糖代谢呈低代谢分布，右侧缺血梗

死区域葡萄糖呈高代谢分布，左侧 / 小脑，右侧 / 小脑比值

明显提高（均 P<0.01），且以上结果与神经功能评分结果一

致。提示亚低温治疗通过减少小脑葡萄糖代谢率，提高脑缺

血区域葡萄糖代谢率，产生一定神经保护作用，进一步发现，

局部亚低温对脑缺血损伤后纹状体脑区神经干细胞增殖水平

有一定促进作用。Yuan 等 [9] 体外实验结果表明，采用亚低

温预处理可增加糖氧剥夺大鼠小脑脑片浦肯野神经细胞的存

活，减少浦肯野神经细胞的凋亡，从而产生一定的神经保护

作用，可能与其减少诱导型一氧化氮合酶表达有关，该体外

实验结果与本实验动物发现结果一致。

运用分子影像学技术观察和评价不同治疗方法对急性脑

缺血 - 再灌注损伤效果有一定的优势，如可无创，动态，观

察脑代谢变化，采用不同的显像剂，可特异性观察生化代谢

变化 [10-12]。如有学者利用脑血流显像剂 99mTc-HMPAO 进行

小动物单光子发射扫描显像（SPECT）结合 CT 观察亚低温

对急性局灶性脑缺血大鼠脑血流情况变化，结果提示，与模

型组相比，亚低温治疗可改善缺血性脑损伤脑血流量，他们认

为，小动物 SPECT/CT 可从功能到结构水平上快速、重复半定

量评价急性脑卒中治疗前后等缺血组织变化 [13]。Luo 等 [14] 运用
18F-FDG PET 观察亚低温治疗对新生儿缺血缺氧性脑病后脑

葡萄糖代谢变化的影响，结果表明，与传统治疗组比，亚低

温治疗明显改善脑葡萄糖代谢。本实验结果提示，18F-FDG

小动物 PET 适合用于动态、定量地观察和评价亚低温对急

性脑缺血的影响，并具有一定的临床转化应用价值。

综上所述，本研究通过 18F-FDG PET 分子影像技术观

察亚低温治疗对大鼠脑缺血前后不同脑区葡萄糖代谢率结

合病理学、免疫组化等结果提示，亚低温治疗具有一定的

神经保护作用，可能与通过改善神经功能缺损评分，增加

大脑缺血葡萄糖代谢率和促进神经干细胞的增殖有关，为

临床应用亚低温治疗提供了初步的实验依据，值得进一步

深入研究和探讨。
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