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【摘要】 目的 探讨蛛网膜下隙出血后迟发性脑缺血的发生机制，以期寻求新的治疗方法，提高蛛

网膜下隙出血后脑缺血防治水平。方法 采用经颈动脉尼龙线颅内动脉刺破法建立小鼠蛛网膜下隙出

血模型，通过大体标本和组织切片证实为蛛网膜下隙出血。免疫组织化学荧光染色法确认脑内微栓子

形成，计数不同处理组动物平均微栓子数目（微栓子负载）。结果 微栓子呈簇状，散在分布于两侧大脑

半球，无侧别差异。微栓子数目，假出血组 0.00（0.00，0.05）个/mm2，蛛网膜下隙出血 24 h 组 0.29（0.11，
0.46）个/mm2、48 h 组 2.30（1.24，3.87）个/mm2、72 h 组 1.47（0.70，2.67）个/mm2，假出血组与蛛网膜下隙出

血组不同观察时间点（组）比较，微栓子数目差异有统计学意义（均 P = 0.000）；蛛网膜下隙出血组不同观

察时间点（组）之间，微栓子计数差异亦有统计学意义（均 P = 0.000）。结论 蛛网膜下隙出血后脑血管

内形成的、广泛分布的大量微栓子可能参与了迟发性脑缺血的发生机制，微栓子负载时程呈现血栓形成

与溶解的动态变化过程。
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【Abstract】 Objective To explore the mechanism of delayed cerebral ischemia after subarachnoid
hemorrhage (SAH), in order to find out new therapy to improve the prevention and treatment of cerebral
ischemia after SAH. Methods SAH model was established by trans⁃carotid puncture of intracranial artery
with nylon suture. The experimental mice were divided into sham group (n = 5) and 24 h, 48 h, 72 h after
SAH groups, namely 24 h group (n = 4), 48 h group (n = 6) and 72 h group (n = 8). SAH was diagnosed by
gross specimen and histological examination but not by the presentation of intracerebral hemorrhage.
Intracerebral microemboli were identified by immunohistochemical fluorescent. The mean number of
microemboli per mm2 (microemboli burden) was calculated and compared in different groups. Results
Microemboli appeared in cluster, and were scattered equally throughout both hemispheres. The number of
microemboli were 0.00 (0.00, 0.05)/mm2 in sham group, 0.29 (0.11, 0.46)/mm2 in 24 h group, 2.30 (1.24,
3.87)/mm2 in 48 h group and 1.47 (0.70, 2.67)/mm2 in 72 h group. The microemboli burden in sham group
was significantly different with groups after SAH at every observation time (P = 0.000, for all). Among the
groups after SAH, the differences of microemboli burden were all significant at different observation times
(P = 0.000, for all). Conclusion The extensive distribution of microemboli after SAH in both hemispheres
may contribute to delayed cerebral ischemia. The time course of microemboli burden presents the dynamic
course of microembolic formation and dissolution.
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颅内动脉瘤破裂蛛网膜下隙出血（SAH）患者有

30% ~ 40%发生迟发性脑缺血。自 20 世纪 40 年代

始，脑血管痉挛即被认为是蛛网膜下隙出血后导致

脑缺血的主要原因［1，2］；之后依据脑出血后血管痉挛

发生的时间，将其分为早期血管痉挛和迟发性血管

痉挛［3，4］。随后的数十年中，预防与纠正脑血管痉挛

即成为防止蛛网膜下隙出血后继发脑缺血的中心

任务。然而，近年有关脑血管痉挛与临床脑缺血表

现之间的必然联系遭到质疑，其原因是：脑血管痉

挛与缺血灶部位及病情严重程度之间存在明显差

异［5⁃7］；病理学和神经影像学所发现的散在多发性小
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缺血灶无法用大血管痉挛来解释［8 ⁃10］；预防和减轻

大血管痉挛对减少缺血灶无益；大量应用抗血管痉

挛药物，迟发性脑缺血仍然发生［11］。颅脑创伤后微

栓子形成是导致脑组织缺血的重要原因，据此推

测，微栓子形成有可能是导致蛛网膜下隙出血后脑

缺血的原因之一。为此，我们通过文献检索和实验

观察建立了小鼠经颈动脉尼龙线刺破颅内动脉法

蛛网膜下隙出血模型，以证实上述假设。

材料与方法

一、材料

1. 实验动物 清洁级 C57BL/6 小鼠 30 只，雌雄

不限；鼠龄 60 ~ 70 d，平均（65.20 ± 2.88）d；体质量

20 ~ 25 g，平均（23.63 ± 1.27）g。由解放军总医院实

验动物中心提供并饲养，室温维持在 18 ~ 22 ℃，湿

度 40% ~ 50%，笼养、自由进食水。

2. 主要试剂与药品 体积分数为 70%、80%、

95%和 100%乙醇各 180 ml，由 1000 ml 无水乙醇配

制，磷酸盐缓冲液 1000 ml，体积分数为 30%过氧化

氢 250 ml，以及甲醇 500 ml 均购自北京时代化学试

剂厂。正常马血清由北京亚平宁生物科技发展有

限公司提供。免疫试剂中Ⅰ抗为绵羊多克隆抗凝

血酶Ⅲ抗体（美国 ADI 公司），工作浓度为 1∶300，
Ⅱ抗为瓶装粉末状荧光素标记的兔抗羊 IgG 抗体

（美国 Invitrogen 公司），工作浓度为 1∶400，购自北

京亚平宁生物科技发展有限公司。

二、实验方法

1. 蛛网膜下隙出血动物模型的建立及分组

（1）动物模型制备：参照文献［12］方法，苯巴比妥

钠（65 mg/kg）腹腔注射麻醉小鼠，电热灯维持体温

于（37.00 ± 0.50）℃。小鼠仰卧位，纸质胶布固定四

肢，中线切口显露右侧颈总动脉、颈外动脉和颈内

动脉，结扎并切断颈外动脉，经颈外动脉残端插入

经研磨带尖 5⁃0 尼龙线，经颈动脉分叉部、颈内动脉

进入颅内，到达颈内动脉之大脑前动脉及大脑中动

脉分叉部，遇阻力后继续向前 3 mm，刺破大脑前动

脉，然后迅速取出尼龙线，结扎颈外动脉；保证血液

再灌注造成蛛网膜下隙出血。假出血组尼龙线仅

送至颈动脉分叉部，不产生蛛网膜下隙出血。缝合

皮肤，观察至小鼠恢复反射。手术后皮下注射体积

分数为 10%的右旋糖酐加生理盐水 0.50 ml，2 次/d，
补充营养同时防止脱水。（2）实验分组：30 只实验小

鼠分为蛛网膜下隙出血组（SAH 组，25 只）和假出血

组（5 只），再根据手术后动物处死时间将蛛网膜下

隙出血组小鼠又分为出血后 24、48 和 72 h 共 3 个亚

组。模型制备成功者计 23 只，其中假出血组 5 只，

蛛网膜下隙出血组 18 只（24 h 组 4 只、48 h 组 6 只和

72 h 组 8 只），进行分析。7 只失败动物中 4 只未达

到预期的蛛网膜下隙出血，3 只实验观察过程中死

亡。（3）结果评定：分别于蛛网膜下隙出血后 24、48
和 72 h 处死小鼠，大体标本腹侧面照相证实蛛网膜

下隙出血，组织病理学观察证实为蛛网膜下隙出血

且无脑内出血者，视为实验成功。

2. 脑 内 微 栓 子 的 组 织 病 理 学 观 察 及 评 价

（1）HE 染色：分别于制模手术后 24、48 和 72 h 处

死蛛网膜下隙出血组小鼠，假出血组小鼠于假手术

后 72 h 处死。过量苯巴比妥钠（200 mg/kg）腹腔注

射麻醉小鼠，肝素化生理盐水和质量分数为 4%多

聚甲醛溶液经左心室灌注，断头取全脑，质量分数

为 4%多聚甲醛溶液 4 ℃固定过夜，0.20 mol/L、pH
值 7.40 磷酸盐缓冲液 4 ℃放置 3 d，体积分数为 30%
蔗糖溶液浸泡 4 ~ 5 d 直至饱和。异戊醛包埋、⁃ 30 ~
⁃ 40 ℃冰冻脑组织标本，自额极后方 3 mm 至小脑连

续冠状切片，层厚 20 μm，HE 染色，确认出血仅局限

于蛛网膜下隙而皮质表面未被穿透。（2）免疫组织

化学染色：血管内微栓子组织切片经顺序乙醇复

水、体积分数为 30%过氧化氢和甲醇混合液预处

理，体积分数为 2%马血清封闭，绵羊多克隆抗体

（Ⅰ抗，1∶300）孵育过夜，兔抗羊 IgG 荧光抗体（Ⅱ

抗，1∶400）孵育，免疫荧光染色识别游离抗凝血酶

Ⅲ抗体和抗凝血酶Ⅲ⁃蛋白酶复合物中的抗凝血酶

Ⅲ抗体。（3）血管内微栓子评价：应用 MCID 影像学

软件（英国 Cambridge 公司），随机选择每张组织切

片中的 5 个视野（× 20），计数每一视野内微栓子数

目，并测量每一视野表面积，计算每一张脑组织切

片 5 个视野内的微栓子平均数目作为切片微栓子数

目。每只小鼠平均计数约 50 张组织切片，计算该小

鼠的平均微栓子数目，再分别计算不同处理组小鼠

平均微栓子数目（即微栓子负载）；然后分别比较不

同观察时间点蛛网膜下隙出血组和假出血组小鼠

微栓子负载情况。

三、统计分析方法

采用 SPSS 11.5 软件进行数据处理。计量资料

以中位数（四分位数间距）表示，将每只小鼠单个切

面单个视野的微栓子数目作为单一变量计数，不同

处理组样本间的比较采用非参数 Kruskal⁃Wallis 检
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验（H 检验），并进一步行两两比较。以 P ≤ 0.05 为

差异有统计学意义。

结 果

蛛网膜下隙出血组小鼠存在不同程度的蛛网

膜下隙出血，典型表现为腹侧脑沟内有大小不等的

血凝块；随着出血时间的延长，蛛网膜下隙中的血

凝块逐渐减少。组织病理学观察显示，急性蛛网膜

下隙出血时，蛛网膜下隙中有大量红细胞，且大量

炎性细胞浸润并累及出血邻近脑组织（图 1），并于

10 ~ 100 μm 管径的动脉、微动脉和静脉、微静脉中

可见微栓子形成（图 2）。

表 1，2 显示，与假出血组比较，蛛网膜下隙出血

各亚组（24、48 和 72 h）微栓子数目差异均有统计学

意义（P = 0.000）；48 h 组微栓子数目分别多于 24 h
组和 72 h 组，且差异有统计学意义（均 P = 0.000）。

不同处理组微栓子负载程度评价显示，假出血组小

鼠脑组织内几乎未见微栓子形成；发生蛛网膜下隙

出血后，微栓子密度迅速增加，并于 48 h 达峰值水

平，且高于其他各亚组（均 P = 0.000），之后逐渐减

少。说明，蛛网膜下隙出血可以诱发下级血管内的

微栓子形成，参与脑缺血过程，而微栓子形成的高

峰期为出血后 48 h，提示干预的时间窗可能为出血

后 48 h 内。微栓子多呈簇状，散在分布于两侧的大

脑半球，个体间无侧别差异。

由于各组方差不齐，故采用非参数 Kruskal ⁃
Wallis 检验进行多个独立样本间的比较，不同组间

差异具有统计学意义（χ2 = 788.991，P = 0.000），进一

步两两比较，差异均有统计学意义（P = 0.000）。

讨 论

本实验结果证实，蛛网膜下隙出血后脑血管内

可形成广泛分布的微栓子，提示，蛛网膜下隙出血

可以诱发下级血管内的微栓子形成，参与脑缺血过

程。蛛网膜下隙出血诱发微栓子形成的病理学机

制，可能与以下原因有关：（1）脑内小动脉暴露于蛛

网膜下隙出血环境下，其外膜表面的组织凝血酶

（组织因子）在体内浓度最高，激活后启动内源性凝

血过程［13］，足量的组织因子激活，导致局灶性弥漫

性血管内凝血（DIC）［14］。（2）蛛网膜下隙出血可同时

激活血管内皮细胞，通过血管损伤而影响大血管结

构［15］，从而形成血小板凝血激活和微栓子形成的内

环境。采用特殊染色方法业已证实血小板聚集［16］

和微栓子形成［12］，经颅多普勒（TCD）超声也可见大

量微栓子在脑血管内活动［17］。有研究显示，MRI 所
见的散在性小梗死灶不但与预期的脑血管痉挛大

片梗死分布区域不符，而且与动脉瘤及脑血管痉挛

的位置无关［18］。我们认为，局灶性弥漫性血管内凝

血是蛛网膜下隙出血后脑内微栓子形成的重要机

制，可能参与脑的缺血性损害。值得指出的是，虽

图 1 蛛网膜下隙出血后 48 h，光学显微镜观察蛛网膜下隙可见大量红细胞 HE 染色 × 10 图 2 蛛网膜下隙出血后 48 h，荧光显微
镜观察可见血管内微栓子形成 免疫荧光染色 × 20 2a 小的皮质血管 2b 大的穿支动脉和静脉
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然脑血管痉挛无法完全解释蛛网膜下隙出血后的

脑缺血变化，但其不良反应仍值得关注。本实验结

果支持了我们的推测，血栓栓塞参与蛛网膜下隙出

血后的脑缺血过程，可能加重脑血管痉挛的作用。

据文献报道，颈动脉支架植入术后形成微栓子时，

血流速度低者预后不良［19］。与脑血管痉挛相似，血

栓栓塞在蛛网膜下隙大量出血时较为严重［20］，这两

种现象的持续时间相近。蛛网膜下隙出血后微栓

子数目随着时间的延长而有所不同，微栓子形成和

消散的时程符合我们的假设。此变化过程提示了

可能的治疗时间窗。

微栓子负载的时程表现为血栓形成和溶解的

动态变化过程，这一过程在颅脑创伤研究中曾有报

道［21］。之所以称之为“微栓子”，而不是“微血栓”，

是因为我们推测，此类脑缺血发生的原因源于微栓

子脱落后的血管阻塞，组织因子机制可能在较大管

径动脉内皮损伤表面形成血小板团块或血栓［13］，如

果这些血栓体积十分微小，则不会直接在形成部位

阻塞动脉，而是成为栓子的来源。已有证据显示，

蛛网膜下隙出血包含内皮损害、黏附分子累积和血

小板聚集［15，16］，而 TCD 检查发现，蛛网膜下隙出血

患者的微栓子信号与迟发性脑缺血有关，而与脑血

管痉挛无关［22］。一般认为，血栓栓塞可能与脑血管

痉挛同时作用于蛛网膜下隙出血，二者可能呈协同

作用［23］。Orlandi 等［19］的研究证实，脑血管狭窄和

微栓子在颈动脉支架植入术过程中对脑缺血的发

生发展具有协同作用，同样的协同效果亦可见于蛛

网膜下隙出血患者，即可解释脑血管痉挛治疗效果

欠佳的原因。此外，某些对蛛网膜下隙出血后迟发

性脑缺血有效的药物，诸如非甾体抗炎药、他汀类

药物、钙拮抗剂尼莫地平等均具有抗凝、抗血小板

和溶栓作用，其疗效或许是源自药物的抗凝、抗血

小板及溶栓作用，而非抗血管痉挛作用［24］。

在本研究中，我们首次报告了微栓子变化的时

程，为临床选择治疗时机提供了一定的理论依据。

下一步我们将在该动物模型的基础上，比较脑血管

痉挛和血栓栓子在蛛网膜下隙出血后脑缺血过程

中的作用，并进一步研究预防和缓解蛛网膜下隙出

血后迟发性脑缺血的联合治疗方案。
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