
中国组织工程研究与临床康复 第 14 卷 第 41 期 2010–10–08出版
Journal of Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research October 8, 2010 Vol.14, No.41

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH 7683

Department of
Preclinical Medicine,
Chengde Medical
College, Chengde
067000, Hebei
Province, China

Wu Xiao-guang★,
Master, Experimentist,
Department of
Preclinical Medicine,
Chengde Medical
College, Chengde
067000, Hebei
Province, China
ewxg@qq.com

Correspondence to:
Zhao Shu-min,
Professor, Master’s
supervisor,
Department of
Preclinical Medicine,
Chengde Medical
College, Chengde
067000, Hebei
Province, China
zhaoshumin-2008@
163.com

Supported by: the
Foundation of
Science and
Technology Bureau,
No. 200621006*，
200721073*

Received: 2010-03-12
Accepted: 2010-04-15

承德医学院基础
医学研究所，河北
省承德市
067000

吴晓光★，男，
1975 年生，河北
省承德市人，满
族，2008 年华北
煤炭医学院毕业，
硕士，实验师，主
要从事脑血管病
相关研究。
ewxg@qq.com

通讯作者：赵淑
敏，教授，硕士生
导师，承德医学院
电镜室，河北省承
德市 067000
zhaoshumin-
2008@163.com

中图分类号:R318
文献标识码:B
文章编号:1673-8225
(2010)41-07683-04

收稿日期：2010-03-12
修回日期：2010-04-15
(20100123004/ZW·Z)

应用单宁酸-氯化铁法筛选长爪沙鼠脑底动脉Willis环变异**★

吴晓光，郭园园，颜 勇，赵淑敏，龚秀云

Mutation of cerebral artery Willis circle of Mongolian gerbils screened using tannic acid-ferric
chloride staining

Wu Xiao-guang, Guo Yuan-yuan, Yan Yong, Zhao Shu-min, Gong Xiu-yun

Abstract
BACKGROUND: Previously, whether the brain ischemia is exist or not judged by positive syndrome, which would be influenced
artificially, and the target is also not strictly. The tannic acid-ferric chloride method is characterized by reliable, simple and
reproducible. Accordingly, this method can make it possible for the scientific researcher to overcome the above deficiencies by
screening cerebral artery circle of Willis of Mongolian gerbils.
OBJECTIVE: To explore a simple and reliable method for screening the Willis circle variation of arteries in Mongolian gerbils.
METHODS: The forebrain ischemia models of Mongolian gerbils were established by using Kirino’s method. Laser spectroscopy
was used to observe the blood flow in the cerebral artery, and tannic acid-ferric chloride method was used to display cerebral
microvasculars.
RESULTS AND CONCLUSION: After common carotid arteries were legend, those Mongolian gerbils, which laser spectroscopy
was still able to detect the blood flow in forebrain, have circle of Willis arteries, as confirmed by tannic acid-ferric chloride method.
The results demonstrated that it is quickly and reliably to screen Willis circle variation in Mongolian gerbils using tannic acid-ferric
chloride method to display brain microvasculars.
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摘要

背景：以往曾采用阳性体征来判断长爪沙鼠脑缺血的有无，但存在人为影响因素较大、指标不严谨等缺点。单宁酸-氯化铁

法媒染微血管效果可靠，方法简捷易行，重复性好，有可能从血管角度筛选以克服上述缺点。

目的：探索一种简便、可靠的筛选长爪沙鼠脑底 Willis环变异的方法。

方法：根据 Kirino法制作长爪沙鼠前脑缺血模型，激光多普勒血流仪监测脑组织血流量，单宁酸-氯化铁法显示脑组织微血

管。

结果与结论：夹闭双侧颈总动脉后，多普勒监测到前脑仍存在血流量的长爪沙鼠，经单宁酸-氯化铁染色证实均存在Willis
环变异。研究表明应用单宁酸-氯化铁法显示微血管，可简便、可靠地筛选出脑底 Willis环变异的长爪沙鼠。

关键词：单宁酸-氯化铁法；长爪沙鼠；Willis环；变异；脑缺血模型
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0 引言

长爪沙鼠缺少联系大脑后动脉和基底动

脉的后交通动脉[1-3]，前交通支约有1/3缺乏或

细弱[4-6]，双侧颈总动脉短暂性闭塞时，前脑缺

乏来自于椎动脉重要的血液代偿，用简单的结

扎单侧或双侧颈总动脉的方法即可获得比大

鼠、小鼠更加典型的前脑缺血动物模型[7-9]，在

脑缺血损伤机制及药物评价方面被国内外广

泛应用[10-14]。

近年来，不断有学者发现有的长爪沙鼠脑

底动脉Willis环存在完整和部分完整后交通动

脉的现象[16-21]。为了保证前脑缺血模型的成功

制作和实验研究的科学性、可靠性，应对长爪

沙鼠脑底Willis环解剖结构变异引起足够的重

视。但对长爪鼠willis环变异的筛选方面却少见

报道。因此，本实验根据kirino法制作长爪沙鼠

前脑缺血模型，采用激光多普勒血流仪监测脑

组织血流量，应用单宁酸-氯化铁法[21]显示微血

管，探讨有效的筛选出Willis环变异长爪沙鼠的

方法。

1 材料和方法

设计：方法学动物实验。

时间及地点：于2005-08/2008-09在承德

医学院基础医学研究所完成。

材料：健康成年雄性长爪沙鼠40只，12~14
周龄，体质量(75±10)g，由首都医科大学实验

动物中心提供，许可证号：SCXK(京) 2005-
0006。实验过程中对动物的处置符合2006
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年科学技术部发布的关于善待实验动物的指导性意

见[22]。

主要试剂和仪器：

实验方法：

模型建立：参照Kirino等[23]的方法，无创性动脉夹夹

闭长爪沙鼠双侧颈总动脉，缺血45 min后松开动脉夹，

再灌注恢复脑血流量。

脑组织血流量监测：体积分数为2%的戊巴比妥钠

(30 mg/kg)腹腔内注射麻醉，长爪沙鼠头部水平固定于

立体定位仪上，颅顶正中矢状切口，于前囟后2.0 mm、

中线向右旁开2.3 mm，用颅钻钻一直径为1.5 mm的小

孔，将MP-150型激光多普勒血流仪探头插入长爪沙鼠

右侧鼠脑皮质下2.5 mm，固定探头。连续测定夹闭长爪

沙鼠双侧颈总动脉前10 min至夹闭双侧颈总动脉后

45 min脑组织血流灌注量，以缺血前10 min血流量的平

均值为基础血流量，单位BPU(BPU：组织血流量的相

对单位，其变化直接反映微循环血流量的改变，

1 BPU=5 mV电压)。监测血流期间用红外线测温仪监测

长爪沙鼠耳内鼓膜温度，并使之维持在(37.0±0.2) ℃。

单宁酸-氯化铁法筛选：长爪沙鼠血流量监测完毕后，

松开动脉夹，打开胸腔，暴露心脏。从左心室插入灌注

针至升主动脉，并剪开右心耳。在18.62 kPa压力下应

用100 mL 37 ℃生理盐水快速冲净血管，40 g/L多聚甲

醛灌流固定脑组织，然后结扎双侧颈总动脉。再用单宁

酸混合媒染固定液100 mL灌流，继以100 mL生理盐水

快速冲洗血管，预防堵塞，之后用体积分数0.5%氯化铁

溶液持续灌注20 min，4 h后完整取脑，大体观察，数

码相机拍照。截取视交叉平面至大脑横裂的一段脑组

织，Leica振荡切片机连续冠状切片，片厚25 μm，每隔

4片(100 μm)取1片，裱于涂有APES的载玻片上，梯度

乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固，光镜观察并显

微摄影。

主要观察指标：长爪沙鼠全脑缺血模型脑组织血流

量变化，单宁酸-氯化铁法显示脑微血管改变及鉴别有

无Willis环的变异。

设计、实施、评估者：设计由第一作者在导师的指

导下完成，实施为第一、二、三作者，评估为全部作者。

所有作者均接受过承德医学院二级实验动物中心的正

规培训。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 实验选择长爪沙鼠40只，实

验过程中无动物死亡，全部进入最终结果分析。

2.2 脑组织血流量监测结果 33只长爪沙鼠双侧颈总

动脉被夹闭后，注入到大脑的血流被阻断，脑组织血流

量迅速下降[1 min，(11.6±3.3)%；5 min，(2.5±0.7)%；

15 min，(0.5±0.3)%]，约15 min后，血流量接近于0，
并趋于稳定。另外7只长爪沙鼠夹闭颈总动脉45 min时，

有5只脑组织血流量仍然维持在基础血流值的1%左右，

2只血流量大于其基础值的10%。

2.3 单宁酸-氯化铁法筛选结果 见图1。

前脑缺血造模成功的33只长爪沙鼠，仅小脑表面血

Figure 1 The results of tannic acid-ferric chloride method
图 1 单宁酸-氯化铁法筛选结果

a: When the volume of blood flow
was 0 after common carotid arteries
were blocked, inferior cerebral
arteries were colored, but cerebral
arteries were not as shown by Tannic
acid-ferric chloride method

试剂和仪器 来源

单宁酸

三氯化铁

MP150型激光多普勒血流仪，

TSD145激光多普勒血流仪针式电极

BW-SSD907柔性颅骨钻
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b: Cerebral arteries did not show
colored microvasculars

c: When the volume of blood flow
was nearly 1%, Tannic acid-ferric
chloride method showed both
colored inferior cerebral arteries and
colored parts of cerebral arteries

d: Cerebral arteries showed
some colored microvasculars

e: When the volume of blood flow
exceeded 10%, Tannic acid-ferric
chloride method showed color
superficial arteries of cerebellum and
cerebrum

f: Cerebral arteries showed
more colored microvasculars

P.O. Box 1200, Shenyang 110004 cn.zglckf.com

www.CRTER.org 吴晓光，等. 应用单宁酸-氯化铁法筛选长爪沙鼠脑底动脉 Willis 环变异



吴晓光，等. 应用单宁酸-氯化铁法筛选长爪沙鼠脑底动脉 Willis 环变异

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH 7685

www.CRTER.org

管显色，大脑表面血管没有显色，经连续震荡切片，大

脑组织内微血管也未显色(图1a，b)。脑组织血流量仍然

维持在基础血流值的大于1%的5只长爪沙鼠，小脑全部

和大脑的部分区域表面血管被单宁酸-氯化铁显色，冠

状切片可见部分脑组织微血管显色(图1c，d)，其中血流

量仍大于10%的2只长爪沙鼠小脑和全部大脑表面血管

均显色，脑组织内有大量微血管显色(图1e，f)。

3 讨论

建立指标控制严格、重复性好的脑缺血动物模型是

研究脑缺血性损伤机制和筛选抗脑缺血药物的关键[24]。

长爪沙鼠易于获得，大小适宜，又具有独特的脑血管遗

传特征，用简单的结扎单侧、双侧颈总动脉的方法即可

获得比大鼠、小鼠更加典型的人类急性前脑缺血动物模

型，在脑缺血损伤机制及药物评价方面被国内外广泛应

用[2-3]。实验结果显示，夹闭双侧颈总动脉后，多普勒监

测到前脑仍存在血流量的长爪沙鼠，经单宁酸-氯化铁

染色证实均存在后交通动脉。这与俞国平等[25]、Seal[17]

及Mayevsky等[19]报道长爪沙鼠种群中存在有后交通动

脉的结论一致。本次实验结果也表明该种群中有

17.5%(7/40)动物不同程度的具有后交通动脉，这与

Castro-Pacheco等[20]报道的30%及杜小燕等 [18]报道的

14.5%的变异率相近。尽管大多数情况下后交通动脉的

代偿作用较弱，但经结扎或夹闭双侧颈总动脉造成脑缺

血或缺血再灌注模型进行脑缺血研究时，也会因此导致

不全缺血，造成实验结果的误差，甚至得出错误结论。

激光多普勒血流仪可实时显示脑组织血流，对缺血

情况有直观的把握[26]。此方法应用激光多普勒血流仪连

续测定夹闭双侧颈总动脉前10 min至夹闭双侧颈总动

脉后45 min脑组织血流灌注量，发现血流量仍然维持在

基础血流值的1%左右的沙鼠，单宁酸-氯化铁法可验证

脑底动脉Willis环存在后交通动脉。而夹闭双侧颈总动脉

后血流量为0的沙鼠，经单宁酸-氯化铁法染色大脑组织

未见微血管显色，证实不存在后交通动脉。因此，当不

用激光多普勒血流仪的监测，或无此条件，仅在取材前

用单宁酸-氯化铁媒染法进行椎基底动脉供血区微血管

构筑，同样能收到筛除脑底动脉Willis环变异的效果。

研究表明，单宁酸-氯化铁媒染法媒染效果可靠，

方法简捷易行，重复性好[27-29]。单宁酸-氯化铁媒染法

的技术关键点如下：①单宁酸必须充分溶解过滤，防止

阻塞毛细血管。②先用体积分数4%多聚甲醛灌注固定

好脑组织，双侧颈总动脉结扎线一定要扎实、可靠，再

进行椎基底动脉血管构筑染色。③及时取脑并切片观

察，防止单宁酸弥散至周围组织，而致血管模糊、界限

不清。

综上所述，单宁酸-氯化铁媒染法筛选Willis环变异

长爪沙鼠简便、可靠。此方法既克服了大多实验室不具

备昂贵激光多普勒血流仪器硬件条件要求，也避免了激

光多普勒血流仪监测血流时开颅手术及开颅对颅内压

稳定的影响；更重要的是，用单宁酸-氯化铁媒染法对

脑缺血造模的长爪沙鼠进行筛选，剔除Willis环存在变异

的部分，但不影响免疫组化检测、超微结构观察等后续

实验结果，保证了研究结果科学和可靠性，节约了人力、

物力及实验动物资源。
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来自本文课题的更多信息--

基金资助：承德市科技局(200621006，
200721073)。课题名称：补阳还五汤对脑缺

血再灌注损伤后微循环变化的影响；单宁酸-
氯化铁法筛选脑底动脉Willis环结构变异沙

土鼠的探索。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关

雇主或其他经济组织直接或间接的经济或利

益的赞助。

课题的创新点：单宁酸-氯化铁媒染法

媒染效果可靠，可以显示脑组织內各级微

血管的形态结构，方法简捷易行，重复性

好。但应用于筛选微血管变异，从血管角

度验证脑缺血模型的可靠性还尚未见此类

报道。

课题评估的“金标准” ：实验通过

MP150型激光多普勒血流仪在国内仅有几

台，目前多用于体表微循环的检测和评价，

对开颅术中脑皮质灌注及血流变化的研究

尚不多见，但此仪器可实时显示脑组织血流

量的变化，是评价脑缺血与否的金标准。单

宁酸随灌流液进入脑实质内各级动脉分支

血管，与血管壁内的糖蛋白、胶原等结合，

再与氯化铁中铁离子反应，形成蓝黑色的单

宁酸铁盐沉积于血管壁，从而完整地显示沙

鼠脑实质内各级血管的形态。因此，只要微

血管有血流通过，就会被单宁酸显色。单宁

酸-氯化铁的筛选效果与激光多普勒的筛选

效果完全具有一致性。

设计或课题的偏倚与不足：课题虽证明

单宁酸-氯化铁媒染微血管方法可以筛选出

存在Wllis环变异的沙鼠，但只能在整体动

物实验结束后进行，并不能解决动物资源浪

费的问题。

提供临床借鉴的价值：为Wliiis环变异

沙鼠的筛选提供了经济、有效、简洁，可行

性高的筛选手段；媒染微血管的方法可以用

来评价脑缺血模型是否成功。

○组织工程膀胱构建中材料及其性能评价

○以膀胱脱细胞基质体内外构建组织工程

化尿路上皮研究

○天然细胞外基质及其在泌尿组织工程中

的应用发展

○组织工程化尿路上皮结构体内外构建研

究

○兔膀胱移行细胞原代培养及其与丝素膜

相容性的研究

○PCL-卵磷脂静电纺丝材料构建组织工

程尿道

○灌注法制备大鼠全肾脏脱细胞基质支架

的细胞相容性

○人脐静脉构建组织工程尿道的初步研究

○脱细胞羊膜修复兔尿道组织缺损的可行

性

○胶原膜与膀胱移行上皮细胞相容性的体

外研究

○人尿路变移上皮种子细胞的体外培养与

鉴定

○组织工程化尿路细胞-支架复合体的制

备及其体外培养

○丝素蛋白膜修复犬尿道缺损的实验研究

○尿路组织工程材料的血管化

○组织工程尿道支架修复战伤性尿道狭窄

的实验研究

○膀胱移行上皮细胞支架复合物的制备

○基因增强组织工程化尿道的实验研究

○组织工程化尿路细胞-支架复合体的制

备

○PGA编织型泌尿管的制作及性能研究

○组织工程技术在泌尿系统肌性管腔中的

应用
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