
前 言

缺血性脑卒中是威胁人类健康的常见疾病之

一。经及时治疗，虽然患者的脑缺血区域血供可恢

复正常，但因脑缺血导致的神经功能障碍依然是关

注的重点。继发性损伤在脑缺血再灌注神经功能损

伤过程中起关键作用，而脑卒中后的炎症反应是继

发性损伤的一个重要方面［1］。炎症反应是脑缺血再

灌注损伤的关键成分［2］。因此，表征脑缺血再灌注损

伤中炎症反应的时空变化对于治疗脑缺血再灌注损

伤具有重要意义［3］。磁共振（MRI）扫描是一种无创、

无辐射的技术，可用于从多个角度显示脑缺血病灶。

T1加权成像（T1WI）是通过纵向弛豫时间T1加权的磁

共振成像，T1WI可以突出组织 T1松弛（纵向松弛）的

差异。T2加权成像（T2WI）是通过横向弛豫时间T2加

权的磁共振成像，T2WI可以突出组织T2松弛（横向松
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Abstract: Objective To investigate the dynamic changes of inflammatory responses in mice with cerebral ischemia-reperfusion

injury using gadoxetate disodium-enhanced magnetic resonance imaging.MethodsA C57BL/6n mouse model of cerebral ischemia-

reperfusion was established by blocking the right middle cerebral artery with the closed suture. Subsequently, gadoxetate disodium

was injected into the tail vein of the mice, and MRI scans were performed at the corresponding time points to observe the signal

changes. In addition, immunohistochemical techniques were used to measure the levels of inflammatory cytokines in brain tissues.
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reperfusion.

Keywords: cerebral ischemia-reperfusion; disodium gadoxetate; inflammatory response; magnetic resonance

【收稿日期】2022-10-21

【基金项目】湖北省卫生健康科研基金（WX21C30）

【作者简介】赵依灵，研究方向：医学影像，E-mail: zyl_888111@163.com

【通信作者】杨凡，主治医师，研究方向：医学影像，E-mail: 298072326@qq.

com

DOI:10.3969/j.issn.1005-202X.2023.04.007

第40卷 第4期

2023年 4月

中国医学物理学杂志

Chinese Journal of Medical Physics

Vol. 40 No.4

April 2023

医学影像物理

-- 436



弛）的差异。缺血性脑组织 T1WI 呈低信号，T2WI 呈

高信号［3］。钆塞酸二钠是一种新型造影剂，是动态观

察体内细胞浸润过程的有效MRI分子成像方法。钆

塞酸二钠不能穿过未受损的血脑屏障，但当脑缺血

再灌注发生后，导致血脑屏障破坏，钆塞酸二钠即可

透过血脑屏障［4］。钆塞酸二钠 MRI可以检测体内巨

噬细胞和炎症反应，并已用于各种疾病的研究，如主

动脉壁炎症［5］。钆塞酸二钠颗粒可被巨噬细胞吞噬，

因此可用于脑缺血后炎症反应的成像。脑缺血后存

在于脑组织中的脑小胶质细胞被大量激活，这些激

活的小胶质细胞可以吞噬特定的钆塞酸二钠。本研

究拟通过钆塞酸二钠增强 MRI，观察脑缺血再灌注

损伤小鼠模型急性期的炎症反应的时空变化，以寻

找监测脑缺血再灌注损伤急性期炎症反应的可靠

方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物

所有实验和程序均经武汉市第三医院伦理委员

会批准。总共 54 只野生型、SPF 级的雄性 C57BL/6n

小鼠（鼠龄 8~10 周；体质量 20~25 g），购自维塔河实

验动物科技有限公司［许可证号：SCXK（北京）

2016-0006和 SCXK（浙江）2018-0001］。小鼠饲养于

武汉市第三医院动物实验中心，饲养环境为温度

（22±2）℃、湿度55%±10%、12 h光暗循环控制。

1.2 实验设计

54只小鼠随机分为 3组：假手术组（sham组）、大

脑中动脉闭塞（MCAO）组和MCAO+钆塞酸二钠组，

每组 18 只小鼠。每组进一步分为 24、48 和 72 h 亚

组，每亚组 6只小鼠。假手术组分离颈总动脉、颈外

动脉和颈内动脉，但不插入封闭缝线，具体分离步骤

与MCAO组相同。在MCAO组和MCAO+钆塞酸二

钠组中，使用改良的Longa缝合法［6］阻断右侧大脑中

动脉，以建立脑缺血再灌注模型。30 min后，将尼龙

线撤回颈总动脉分叉处以引起再灌注。将小鼠圈养

在单笼中，采用 Longa 5级法［7］记录每只小鼠的神经

功能评分。0级：无明显的神经功能缺陷症状；1级：

尾巴垂直抬起时，对面的前爪不能伸直；2级：在行走

时转向偏瘫一侧；3 级：走路时身体倒向偏瘫一侧；4

级：小鼠不能自发行走，有意识丧失；5 级：死亡。神

经功能评分为 1~3级的小鼠被纳入实验，得分为 0、4

或 5级的小鼠，或在观察时间点之前死亡的小鼠被排

除在外。每 4 h 观察一次小鼠的健康状况。如果小

鼠在 MRI 扫描前或脑组织样本采集前死亡，则将相

同体质量的小鼠加入该组，以确保每个亚组的实验

动物样本数量相同。

随后，给 sham 组和 MCAO+钆塞酸二钠组的小

鼠造模后尾静脉注射钆塞酸二钠（上海索菲生物医

药科技有限公司，批准文号：H20120281）。MCAO组

小鼠造模后尾静脉注射等体积 0.9% NaCl 溶液。术

后监测的生命体征包括小鼠的体温和活动。从缝合

动物到稳定生命体征的平均时间为 30~120 min。注

射在手术后约 2 h开始。在此期间（手术后 2 h）小鼠

体温稳定，待体温恢复正常，小鼠开始进食和饮水；

注射剂量为 0.02 mL 钆塞酸二钠注射液/g 小鼠。在

规定的时间先对小鼠进行 MRI 扫描，然后取小鼠脑

组织进行免疫组织化学染色。

1.3 MRI采集和处理

所有扫描均在 Siemens Skyra 3.0T 机器上进行，

该机器带有用于小动物的 8 通道横向线圈（仪器编

号：5000049101/001006；上海晨光医疗科技有限公

司）。通过腹腔注射（1% 戊巴比妥钠，35~40 mg/kg；

国药化学试剂有限公司）麻醉小鼠。将小鼠以俯卧

位固定在线圈的中心，并进行快速自旋回波序列扫

描。MRI 检查后观察小鼠脑组织 MRI 信号的变化，

由具有 5年临床经验的临床医师独立测量T2WI图像

上右侧负增强区域和左侧对应区域的信号值。sham

组测量与MCAO组相同区域左右两侧的信号值。计

算如下：sham 组 T2WI 信号比=右信号值/左信号值。

T2WI 中 MCAO+钆塞酸二钠组的信号比=右侧负增

强区信号值/左侧对应区域信号值。

1.4 免疫组织化学染色

小鼠脑组织石蜡切片采用兔抗肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）单克隆抗体（1：100；Enzo Life Sciences Cat#

PAB0242, RRID：AB_1532684）和白细胞介素 1β（IL-

1β）（1：100；ab 克 隆 Cat# A19714, RRID：AB_

2862749）。 生 物 素 化 山 羊 抗 兔 二 抗（1：5 000；

Signalway Cat# L3012, RRID：AB_895483）4 ℃孵育。

最后，切片与DAB底物孵育 5 min。根据阳性细胞数

（<5% 为 0 分，5%~25% 为 1 分，26%~50% 为 2 分，

51%~75% 为 3 分，76%~100% 为 4 分）和阳性着色强

度（无色为 0分，淡黄色为 1分，棕黄色为 2分，棕褐色

为3分）进行评分。

1.5 统计学方法

使用SPSS 25.0软件进行统计学描述和分析。小

鼠的神经功能评分、MRI 信号比和脑组织炎症因子

水平以均值±标准差表示。使用单因素方差分析进

行多组间比较，两两分析采用最小显著差异法。

Pearson相关性检验用于检查 MCAO+钆塞酸二钠组

T2WI 最小信号比与阳性小胶质细胞比之间的相关

性。P<0.05表示差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 神经功能评分

sham组小鼠在不同的再灌注时间点均未出现神

经功能缺损（均分=0分）。MCAO组和 MCAO+钆塞

酸二钠组小鼠出现不同程度的神经功能缺损。

MCAO 组 24、48、72 h 神经功能评分均为 2 分 ，

MCAO+钆塞酸二钠组 24、48、72 h 神经功能评分分

别为3、2、2分。

2.2 脑组织炎症因子TNF-α和 IL-1β检测

为了研究钆塞酸二钠注射液对小鼠脑组织炎症因

子的影响，应用免疫组化技术在MCAO和MCAO+钆塞

酸二钠组中检测脑组织炎症因子TNF-α和 IL-1β的水

平（表1）。再灌注后24、48 和72 h，MCAO组和MCAO+

钆塞酸二钠组脑组织中炎症因子TNF-α和 IL-1β水平

显著高于 sham组（P<0.05），而MCAO组和MCAO+钆

塞酸二钠组间的TNF-α和 IL-1β水平无统计学差异。

分组

sham组

MCAO+钆塞酸二钠组

MCAO组

TNF-α/pg·mL-1

24 h

2.3±1.6

9.0±2.4a

9.4±2.4a

48 h

4.1±0.9

9.8±2.3a

11.6±3.2a

72 h

4.8±1.5

11.5±1.8a

11.8±7.2a

IL-1β/pg·mL-1

24 h

4.5±1.9

10.8±2.1a

10.3±1.1a

48 h

5.0±1.9

11.4±2.3a

11.4±3.0a

72 h

5.8±2.4

11.6±1.3a

11.2±2.3a

表1 小鼠脑组织炎症因子TNF-α和 IL-1β水平

Table 1 Levels of inflammatory cytokines TNF-α and IL-1β in mouse brain tissues

a：与同一时间点的 sham组相比，P<0.05

2.3 各组小鼠MRI信号变化

MCAO组 T1WI和 T2WI信号无明显变化（图 1）。

MCAO+钆塞酸二钠组再灌注后右脑组织 T2WI可见

高信号区，周围有负性增强的斑点和条纹。此外，这

些负强化区在 T1WI上呈高信号。MCAO 组 T1WI未

见明显信号改变，T2WI见右脑组织大面积高信号区，

但周边未见明显负性强化（图 1）。MCAO+钆塞酸二

钠组梗死周围的信号较MCAO组强（图1）。

中国医学物理学杂志 第40卷

T1WI-COR T2WI-COR T1WI-TRA T2WI-TRA

MCAO组

MCAO+钆塞酸二钠组

图1 MRI纹理参数特征

Figure 1 Characteristics of MRI texture parameters

2.4 MRI信号比与炎症因子水平的相关性

对 MCAO+钆塞酸二钠组的每个时间点测试了

T2WI 信号比率与脑组织炎症因子 TNF-α和 IL-1β之

间的相关性。发现再灌注后 24、48、72 h的相关系数

均无显著性差异。

2.5 钆塞酸二钠的安全性分析

与 sham 组和 MCAO 组相比，MCAO+钆塞酸二

钠组小鼠在经尾静脉注射钆塞酸二钠后均未发生死

亡，3组间差异无统计学差异（F=0.000, P=1.000）。3

组小鼠生命体征良好，提示钆塞酸二钠注射具有良

好的安全性。

3 讨 论

钆塞酸二钠是一种新型的 MRI 造影剂，具有纳

米级、特异性靶向、生物相容性好、更长的血液半衰

期和无长期毒性等优点。钆塞酸二钠能够改变纵向

和横向弛豫时间，还可以改变 MRI信号［8］。因此，该

成像技术可在体内检测炎症反应所涉及的病理变

化。目前，钆塞酸二钠已用于细胞示踪相关研究，包

括终末肾衰竭、肝癌等［9-10］。对于中枢神经系统炎症

性疾病，钆塞酸二钠既可以作为细胞浸润的标志物，

也可以作为血脑屏障破坏的标志物，是中枢神经系
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统炎症成像的新方法［11］。钆塞酸二钠作为一种超小

型、超顺磁性材料，常用于研究中枢神经系统疾病，

包括脑卒中后灌注成像或细胞整合［7］。炎症反应和

细胞凋亡是脑卒中后最重要的病理变化。以前的研

究发现钆塞酸二钠可以发挥抗炎和促炎作用，或者

对炎症没有影响［9］。Doyle等［12］发现钆塞酸二钠不影

响小鼠的脑梗塞体积和炎症反应，该结果与本研究

不一致。本研究与 Doyle等［12］的研究之间存在几个

主要差异：注射浓度和注射时间不同；本研究使用

C57BL/6n 小鼠，而之前的研究使用 BALB/CJ 小鼠。

目前尚无可靠数据显示钆塞酸二钠对C57BL/6n小鼠

脑缺血后炎症反应的影响。

本研究结果表明在脑缺血再灌注后 24、48、72 h，

MCAO组和MCAO+钆塞酸二钠组脑组织炎症因子TNF-

α和 IL-1β水平无显著差异，提示用于评估炎症反应的

钆塞酸二钠不影响TNF-α和 IL-1β的释放。因此，注射

钆塞酸二钠在体内研究脑缺血后炎症反应的MRI是可

行的。先前的一项临床研究表明，钆塞酸二钠增强的

MRI可能有助于更具体地治疗脑卒中患者的炎症［13］。

小胶质细胞是大脑中的巨噬细胞，可以对大脑微环境

的变化做出快速反应［14-17］。小胶质细胞是研究脑卒中

后炎症反应的重要成像目标。钆塞酸二钠聚集导致MRI

信号变化的区域代表激活的小胶质细胞聚集区域［4,18-20］。

虽然钆塞酸二钠在血液中的半衰期很长，但其在小鼠

中的半衰期仅为45 min，而先前的研究表明注射后24 h

脑血管中几乎没有钆塞酸二钠存在［8］。此外，脑缺血后

的炎症反应是一个动态过程［2,21-23］。脑缺血再灌注后24~

72 h内脑组织中的炎症细胞主要是脑中固有的小胶质

细胞［24-25］。然而脑缺血再灌注后24~72 h内小胶质细胞

的动态变化尚未完全阐明。本研究观察了脑缺血再灌

注后24~72 h内小胶质细胞的活化情况，并对MRI信号

的变化与脑组织病理学进行了比较，使用T2WI的最低

信号比反映吞噬钆塞酸二钠的小胶质细胞的活化程度，

该比率越低，小胶质细胞的活化程度越高。本研究结

果表明钆塞酸二钠注射液不影响脑缺血再灌注急性期

的炎症反应，钆塞酸二钠增强MRI可作为监测脑缺血

再灌注损伤急性期炎症反应的有效手段。
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