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【摘要】  目的　通过超声造影（contrast-enhanced ultrasound, CEUS）与彩色频谱多普勒超声（color Doppler
ultrasound, DUS）探索SD大鼠局灶性永久性缺血性模型早期的血流动力学改变和脑灌注定量参数的变化规律。方法　16只
磨薄颅骨后的SD大鼠采用线栓法制备大鼠大脑中动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）模型。于造模前

（T0）、造模后即刻（造模后5～15 min, T1）、造模后3 h（T2）分别进行脑CEUS成像，并使用DUS测量大鼠双侧大脑中动脉

（middle cerebral artery, MCA）、大脑前动脉（anterior cerebral artery, ACA）、大脑后动脉（posterior cerebral artery, PCA）的最

大峰值流速（peak systolic velocity, PSV）、舒张末期流速（end-diastolic velocity, EDV）及平均流速（mean velocity, MV）。以右

脑整体作为感兴趣区做大脑时间强度曲线，获得CEUS的定量参数：峰值强度（peak intensity, PI）、曲线下面积（area under
the curve, AUC）、增强斜率（wash in slope, WIS）、达峰时间（time to peak, TTP）、上升时间（rise time, RT）及峰值下降至一半

强度的时间（time from peak to one half, TPH）。造模后3 h行大鼠改良神经功能缺损评分（modified neurological deficit score,
mNSS），对评分9～11分的造模成功大鼠的数据进行统计分析。结果　共12只大鼠造模成功。12只大鼠在T1及T2时右侧

MCA及ACA均未见血流信号。从T0到T1，造模成功大鼠右脑PI、AUC及WIS降低，TTP、RT延长，差异有统计学意义

（P<0.05），但双侧颅内动脉的PSV、EDV和MV的差异无统计学意义。从T1到T2，CEUS定量参数（除外AUC和TPH）没有明显

变化，而左侧大脑中动脉（LMCA）及双侧PCA的PSV、EDV及MV差异均有统计学意义（P<0.05），T2时流速高于T1时流速。

结论　CEUS和DUS能够较好地反映MCAO大鼠颅内血流动力学与脑组织灌注的变化趋势，提供了一个多时点评估缺血性

脑卒中模型大鼠的新手段。
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【Abstract】   Objective　To  assess  the  value  of  contrast-enhanced  ultrasound  (CEUS)  and  color  Doppler
ultrasound  (DUS)  on  hemodynamic  changes  and  cerebral  perfusion  quantitative  analyses  in  Sprague-Dawley  (SD)  rats
with  focal  permanent  ischemic  stroke. Methods　Sixteen  SD rats  with  thin  skulls  were  subjected  to  establish  middle
cerebral artery occlusion (MCAO) model. CEUS images were performed before modeling (T0), immediately after modeling (5-
15  min  after  modeling,  T1),  3  h  after  modeling  (T2),  followed  by  the  measurement  of  bilateral  middle  cerebral  artery
(MCA), anterior cerebral artery (ACA), posterior cerebral artery (PCA) using DUS. The peak systolic velocity (PSV), end-
diastolic velocity (EDV) and mean velocity (MV) of these arteries were obtained. The brain time-intensity curve was taken
as  interest  region  of  the  whole  right  brain,  and  the  quantitative  parameters  of  CEUS  were  obtained,  including  peak
intensity (PI), area under the curve (AUC), wash in slope (WIS), time to peak (TTP), rise time (RT) and time from peak to
one half (TPH). The modified neurological deficit score (mNSS) of the rats was performed 3 h after the modeling, and the
data of the rats with a score of 9-11 were statistically analyzed. Results　 A total of 12 rats were successfully modeled and
completed  with  mNSS  score  9-11.  No  blood  flow  signals  were  observed  on  the  right  MCA  and  ACA  in  the  12  rats  at
T1 and  T2.  From  T0 to  T1,  PI, AUC and  WIS  of  the  right  hemisphere  decreased  sharply  with  TTP  and  RT  significantly
prolonged, and the differences were statistically significant. However, there was no significant difference in hemodynamic
parameters at  that  period  of  time.  From  T1 to  T2,  there  were  no  significant  changes  in  CEUS  quantitative  parameters
(except AUC and TPH),  while  PSV, EDV,  MV  of  LMCA  and  bilateral  PCA  showed  significant  acceleration,  and  the 
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differences  were  statistically  significant. Conclusion　CEUS  and  DUS  can  reveal the  intracranial  hemodynamics  and
brain  tissue  perfusion  trends  of  MCAO  rats,  which  could be new  methods in  assessment  of   ischemic  stroke  model  at
multiple time points.

【Key words】　　Contrast-enhanced ultrasound　　Color Doppler ultrasound　　SD rat　　Stroke model
Hemodynamics　　Brain perfusion imaging　　

 

脑卒中是因大脑血液循环障碍导致的脑功能缺损综

合征，具有高发病率、高致死率、高致残率和高复发率特

点[1]，是严重影响国计民生的重要公共卫生问题。急性脑

卒中以缺血性脑卒中最多，约占80%。缺血性急性脑卒

中的治疗存在明显“时间窗”，对于脑卒中的早期诊断与

评估极为重要[2]。线栓法制备的大鼠大脑中动脉闭塞模

型（middle cerebral artery occlusion，MCAO）是应用极为

广泛、经典的缺血性急性脑卒中动物模型之一[3-4]，可用

于探讨脑卒中发生发展的机制、新型药物的有效性和安

全性等。

超声检查因具有仪器便携、易于获得、价格便宜及

无辐射、无创伤等优点，是目前应用最为广泛的影像学检

查手段之一。彩色及频谱多普勒模式可以提供血流动力

学方面的信息，是评价大血管的有效工具，超声造影

(contrast-enhanced ultrasound，CEUS)检查则被认为是评

价肝脏、肾脏、心肌、肌肉骨骼系统、睾丸等多种组织器

官血流灌注的最有价值的方法之一[5-12]，在人体颅脑检查

中的价值也得到了验证[12-13]。在动物实验中，由于大鼠颅

骨的遮挡，骨缝严密，没有足够的骨窗容超声波穿透，因

此鲜有将超声技术应用于大鼠脑卒中模型研究。本研究

将大鼠局部颅骨磨薄[14-15]后，通过CEUS及彩色频谱多普

勒超声（color Doppler ultrasound，DUS）观察造模前后3个

不同时间点的脑血流动力学与脑灌注成像的动态变化过

程，探讨超声检查在检测大鼠缺血性脑卒中模型早期发

生发展的病理生理机制中的应用价值。

1     对象与方法

1.1    实验动物

SPF级成年雄性SD大鼠16只（达硕动物实验公司），体

质量260～295 g。大鼠置于22 ℃的恒温间分笼饲养，12 h

黑暗/明亮循环，自由饮水与进食。术前一晚大鼠禁食不

禁饮。该实验方案获得四川大学华西医院动物伦理委员

会批准（批准号: 2016037A）。

1.2    磨薄颅骨及MCAO模型的建立

用10%水合氯醛（3.5 mL/kg）腹腔注射麻醉及氟美林

（0.03 mL/只）肌肉注射镇痛，参照文献[14-15]方法将大鼠局

部颅骨（右侧颅骨约6 mm×6 mm范围）磨薄，随后采用改

良线栓法[3, 16]建立大鼠右侧MCAO模型。线栓采用商品

化A5级大鼠专用线栓〔直径约0.26 mm的尼龙线栓，头端

5 mm包被直径（0.34±0.02） mm硅橡胶，在距顶端18 mm

处标记〕。造模术后每只大鼠给予3～5 mL 5%糖盐水腹

腔注射，每只大鼠单独置于保温笼，并密切观察至苏醒。

造模后3 h行大鼠改良神经功能缺损评分（modif ied

neurological deficit score，mNSS）。

1.3    CEUS及DUS

使用Philips iU 22彩色多普勒超声诊断仪行经颅超声

成像，探头为L12-5及L15-7io线阵探头。CEUS使用该超

声诊断仪自带的脉冲反转技术，分别于造模前（T0）、造模

后即刻（T1，造模后5～15 min）及造模后3 h（T2）时在异氟

烷气体麻醉(诱导麻醉浓度4%，持续麻醉浓度2%)下，各

进行一次CEUS及DUS成像。

大鼠俯卧于固定台上，颈部垫一厚约1 cm泡沫以保

持头颈部呈水平位，无左右偏斜，两前肢自然放置于头部

两侧，两后肢自然向后伸展。将L12-5探头垂直于大鼠大

脑固定于脑立体定位仪的立臂上，将探头中心移动至大

鼠两眼后眦连线约5.5 mm处（视交叉平面），保证探头与

大鼠头部良好接触（图1）。保证超声仪主要条件设置固

定不变，包括时间补偿增益：均置于最大处；机械指数：

0.10；焦点：0.5～0.75 cm；超声造影增益：75%。造影剂

（SonoVue®，Bracco，意大利）经尾静脉快速团注（0.15 mL/

次），随即快速推注0.3 mL的0.9%生理盐水。存储动态图

像30 s。

 

 
图 1  立体定位仪固定下超声成像的大鼠体位

Fig 1  The rats position in stereotaxic apparatus for ultrasound imaging
 

随后迅速切换成L15-7io曲棍球型高频探头，以冠状

切面依次迅速探查右侧大脑中动脉（right middle cerebral

artery，RMCA）、右侧大脑前动脉（right anterior cerebral

artery，RACA）、左侧大脑前动脉（left anterior cerebral
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artery，LACA）、左侧大脑中动脉（left middle cerebral

artery，LMCA）、左侧大脑后动脉（left posterior cerebral

artery，LPCA）及右侧大脑后动脉（right posterior cerebral

artery，RPCA），测量上述动脉血流频谱，获得各颅内动脉

的最大峰值流速（peak systolic velocity，PSV）、舒张末期

流速（end-diastolic velocity，EDV）及时间平均的峰值流速

（简称平均流速，mean velocity, MV），见图2。测量时保持

相同动脉位于相同深度（大脑前动脉、大脑中动脉在

0.8～0.9 cm处测量，大脑后动脉在1.0 cm处测量），所有动

脉均保持取样角度为50°。保证所有大鼠均采用同样仪

器条件设置进行检查（彩色增益：86%，脉冲重复频率：

1 625 Hz，壁滤波：65 Hz）。

1.4    时间强度曲线（TIC）的定量分析

用DICOM格式（包括数字成像和通信两方面内容）

存储图像，并使用仪器自带的脱机分析软件QLAB 8.1进

行TIC定量分析。打开动态图像，使用自由曲线在右脑内

勾勒出感兴趣区（ROI），面积范围约22.0～23.0 mm2，其形

态与右侧脑切面类似，外侧缘贴近大鼠的脑实质外侧缘，

得到右脑整体脑实质的TIC曲线。使用 log-normal

WIWO模式拟合曲线，得到6个参数：峰值强度（peak

intensity，PI)；上升时间（rise time，RT)；达峰时间（time to

peak，TTP)；峰值下降至一半强度的时间（time from peak

to one half，TPH)；增强斜率(wash in slope，WIS)；曲线下

面积(area under the curve，AUC)，见图3。

1.5    大鼠神经功能缺损评分

造模后3 h，对大鼠进行mNSS [17]，即通过对大鼠感

觉、运动、反射及平衡能力的综合评分，对其神经功能缺

损严重程度进行量化。mNSS总分18分，其中轻度损伤为

0～6分，中度损伤为7～12分，重度损伤为13～18分，神经

功能损伤程度随分值増大而加重，以神经功能缺损评分

为9～11分确认为造模成功。

1.6    统计学方法

所有定量数据使用中位数（四分位间距）表示。采用

 

 
图 2  多普勒超声测量大鼠颅内动脉（造模前）

Fig 2  Enhanced color doppler ultrasonography for measurement of intracranial artery in  rats (before modeling)

RMCA：Right middle cerebral artery；RACA：Right anterior cerebral artery；RPCA：Right posterior cerebral artery；LMCA：Left middle cerebral artery；LACA：Left

anterior cerebral artery；LPCA：Left posterior cerebral artery

 

 
图 3  造模后3 h大鼠右脑超声造影的时间强度曲线及定量参数

Fig 3  Time-intensity curve and the quantitative parameters of rats after
3 h of modeling
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Friedman检验分别比较T0、T1、T2三个时间点之间的参

数，使用符号秩检验（Wilcoxon signed rank test）进行时点

间参数的两两比较。α双侧＝0.05。

2     结果

2.1    MCAO造模及实验完成情况

造模后3  h ，mNSS为9～11分确认为造模成功，16只大

鼠中12只造模成功，并完成实验。3只大鼠在实验过

程中死亡，1只造模失败（发现脑底部血肿，证实为脑出血）。

2.2    T0、T1、T2各时间点血流动力学参数的比较

造模成功大鼠在T 1及T 2时DUS均显示RMCA及

RACA血流信号消失。LMCA的PSV与MV、LACA的

PSV、双侧PCA的PSV、EDV、MV在3个时点间的差异均

有统计学意义。两两比较发现，T0与T1之间各颅内动脉

的血流参数差异均无统计学意义。T 0与T 2比较，除了

LMCA的EDV、和LACA的EDV、MV，其余各动脉的

PSV、EDV、MV差异均有统计学意义（P<0.05），T2时流速

高于T0时流速；T1与T2比较，除LACA各参数差异没有统计

学意义之外，LMCA的PSV、MV及双侧PCA的PSV、

EDV及MV差异均有统计学意义（P<0.05），T2时流速高于

T1时流速。见图4。

2.3    T0、T1、T2三个时间点CEUS的TIC曲线参数比较

见图5。PI、WIS、AUC、TPH、RT及TTP在3个时

间点间的差异均有统计学意义（P<0.05）。两两比较，

上述各参数在T0与T1间的变化最为明显，差异均有统

计学意义（P<0.05），而从T1至T2间，PI及AUC略微扩大
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图 4  T0、T1、T2时间点MCAO大鼠颅底动脉血流动力学的动态变化〔中位数（P25～P75）, n=12〕

Fig 4  Hemodynamics changes of four cerebral arteries in three time points in MCAO rats (median (P25-P75), n=12)

T0: Before modeling; T1: 5-15 min after modeling; T2: 3 h after modeling; LMCA: Left middle cerebral artery; LACA: Left anterior cerebral artery; RPCA: Right

posterior cerebral artery; LPCA: Left posterior cerebral artery; PSV: Peak systolic velocity; EDV: End-diastolic velocity; MV: Mean velocity; *Difference of this parameter

between three time points achieved statistical significance; # Difference of this parameter between T0 and T2 achieved statistical significance; △Difference of this parameter

between T1and T2 achieved statistical significance
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了差异，而RT、WIS、TPH及TTP则是缩小了差异，仅

AUC和TPH的差异有统计学意义（P<0.05）。T0与T2间

PI、WIS及AUC差异有统计学意义（P<0.05）。

3     讨论

LAPERGUE等[18]研究认为，经颅DUS是一种有效评

估大鼠颅内血流动力学改变的影像学手段，判断MCAO

造模是否成功比激光多普勒更有效。而在缺血性脑卒中

患者的CEUS脑灌注成像研究发现，联合使用PI与TTP两

个指标可以有效检测到梗死灶，敏感性达75%～86%，特

异性达96%～100%[19-20]。但在现有发表的文献中鲜有将

超声技术应用于大鼠脑卒中模型。

成功的大鼠线栓法MCAO模型需要通过线栓成功堵

塞大脑中动脉，但同时也堵塞了同侧大脑前动脉及颈内

动脉终末段[3,16]。本研究发现，大鼠线栓法MCAO造模后

即刻出现了显著的颅内大动脉血流动力学与脑灌注状态

的变化。并且从T0、T1到T2，血流动力学与颅内灌注状态

呈现一种规律性的变化。造模成功后即刻，首先迅速出

现RMCA与RACA的血流消失，以及右脑内出现低灌注

区，PI、AUC及WIS骤然降低，TTP、RT明显升高。而此时

LMCA、LACA及双侧PCA的血流动力学变化并不明显。

此现象与文献[18]类似，显示了造模成功后堵塞血管的血

流消失，及该血管相应供血区即刻的血流量下降，并反映

出此时侧支作用尚微弱。造模后3 h，低灌注区持续存

在，从T1到T2各定量参数（除AUC）均没有明显变化，而

LMCA、LACA及双侧PCA则出现了明显的流速加快。这

意味着随着缺血时间的延长，即使没有发生血管再通，大

鼠缺血区的血容量也有所改善，考虑应该与侧支循环逐

渐开放并开始起代偿作用相关，与CT和磁共振观察到的

规律 [ 2 1 ]一致。尤其是双侧PCA的流速变化较MCA、

ACA更明显，证明了在线栓法MCAO模型中，后循环是比

对侧大脑供血动脉更重要的代偿途径，可能是对模型大

鼠的预后起最重要作用的定量参数，有进一步研究的价

值。既往文献中鲜有将CEUS与DUS结合起来共同用于

大鼠脑缺血模型评估者，本研究证明CEUS和DUS能够从

颅内血流动力学与脑组织灌注两个方面反映MCAO大鼠

的颅内变化趋势，可能对于我们检测及理解模型大鼠的

颅内病理生理变化有较高的价值。

由于造模难度较高，本研究样本量较小，尚需要更大

样本量的积累与经验总结。在CEUS后进行频谱多普勒

的采集，由于使用了造影剂，一方面虽然可以明显提高颅

内动脉的显示率，提高血流采集的效率，但另一方面也会

出现较明显的血流外溢现象，其测量的血流速度可能出

现一定程度的系统误差。因此本实验尽量保证每次检查

均在相同条件下、相同时刻进行，以显示血流动力学的变

化规律为主要目标。由于后续死亡率较高，我们的观察

只进行到造模后3 h。随着技术的不断磨练和改进，我们

将继续开展造模后6 h、24 h以及更长时间的观察，更完整

的观察记录SD模型大鼠的颅内血流动力学与脑组织灌注

的变化规律，将有助于对脑卒中病理生理机制的理解及

使用新型药物治疗后的评估。

综上所述，多个时间点的DUS及CEUS成像能够提供SD

大鼠局灶性缺血性脑卒中模型的血流动力学和脑灌注状

态改变的丰富信息。本研究发现，T1到T2的多普勒血流参

数出现了明显差异，T2时未发生梗塞的动脉流速明显加快，

可能反映了大动脉随时间逐渐增加的代偿状态；而T0到

T1的CEUS参数差异最为明显，反映了颅内灌注的明显降低，

而T1到T2时部分参数有所改善，可能提示着侧支代偿的存

在。因此该超声成像技术提供了一个多时点评估缺血性脑

卒中模型大鼠的新手段，其价值值得进一步探索和挖掘。
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图 5  三个时间点超声造影时间-强度曲线的各定量参数的比较〔中位数

（P25～P75）, n=12〕

Fig 5  Comparison of quantitative parameters of CEUS in three time
points (median (P25-P75), n=12)

PI: Peak intensity; AUC: Area under the curve; TTP: Time to peak; WIS:

Wash in slope; RT: Rise time; TPH: Time from peak to one half; T0: Before

modeling; T1: 5-15 min after modeling; T2: 3 h after modeling; LMCA: Left middle

cerebral artery; ▼Difference of this parameter between T0 and T1 achieved

statistical significance; #Difference of this parameter between T0 and T2 achieved

statistical significance; △Difference of this parameter between T1 and T2 achieved

statistical significance; *Difference of this parameter between three time points

achieved statistical significance
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