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"建立大鼠的放射
性脑损伤模型' %方法& 选取

%!?

周雄性
&@

大鼠
,%

只#随机分为
"AB

(

,"AB

和
."AB

剂量组#每组
*!

只' 基于
&'(()

#给予大鼠单次全脑照射#良好保护大鼠的食道(口腔和脊髓#观察各剂量组大鼠照射后的一般情况' 照射
后

*

个月#采用新物体识别和
C96650

水迷宫实验检测大鼠的认知功能变化#并解剖大鼠的海马组织#通过
DE

(

@F'

缺口末端标记!

GHFEI

"凋亡检测和
J:08:64 K398

实验检测海马组织的凋亡状态' %结果& 照射后
*

个月#新
物体识别实验显示

LAB

(

,"AB

和
."AB

剂量组大鼠的识别系数分别为
"+%!

(

"+,,

和
"+!,

#

."AB

剂量组和
"AB

剂量
组差异显著!

)M"+"-

"'

C96650

水迷宫实验显示前
,

天照射组大鼠的潜伏期较
"AB

组明显延长#

."AB

和
"AB

剂量
组差异明显!前

,

天
)

值分别为
"+"",

(

"+",%

和
"+"."

"'

DE

染色显示照射组大鼠海马齿状回颗粒细胞层细胞带
整体厚度变薄#细胞排列散乱#细胞明显缩小(深染(核固缩#细胞间隙扩大'

GHFEI

凋亡染色显示照射组大鼠海
马齿状回颗粒细胞层凋亡细胞数明显增多'

J:08:64 K398

实验结果显示照射后大鼠的海马区
N2O

蛋白表达呈现增
高趋势#

N;3"!

蛋白表达呈现下降趋势#

.LAB

与
LAB

组相比差异有统计学意义!

)MLP",-

(

"+".?

"' %结论&本实验首
次基于小动物精准辐照仪成功建立了大鼠的放射性脑损伤模型#

."AB

单次全脑放疗可以作为
&'(()

的建模剂
量候选'

主题词#放射性脑损伤$动物模型$精准放疗
中图分类号#

($,"+--

文献标识码#

'

文章编号#
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!
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%

C:8<970

&

G<568B"05O 123: &@ 6280 28 %`? a::b0 a:6: 6247913B 75_57:7 5489 LAB

#

,LAB

#

247
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放射治疗是颅脑肿瘤和头颈部肿瘤重要的治疗

方法之一! 而放射性脑损伤是脑部放疗后的常见并

发症"随着放疗技术的不断进步!典型的放射性脑坏

死发生率较低! 但是放疗后早期出现的认知损伤却

很常见#

#

$

"

前期的动物实验研究表明放射性认知损伤与海

马的神经发生%炎症反应和血管损伤等因素有关 #

!

$

!

然而目前关于放射性脑损伤的发生机制研究是不完

全的!且缺乏有效的预防和治疗措施" 因此!基于合

理的动物模型来阐明放射性脑损伤的发生发展机制

及药物的探索性研究显得尤为重要" 目前放射性脑

损伤的动物模型基本采用二维照射方式! 对照射剂

量学的精准性和正常组织的保护不足"本研究将基于

美国小动物精准放疗辐照仪&

2<+,, +*0<+, )+=0+>0'*

)121+)4/ ?,+>-')<

!

@ABBC

'建立大鼠的放射性脑损伤

模型!探讨大鼠放射性脑损伤最佳的放射剂量!并从

大鼠的行为学实验和海马组织的分子生物学实验来

验证该模型的有效性"

8

资料与方法

!"!

实验动物

选取健康
%DE

周龄雄性
@F

大鼠! 体重
!G"D

!H"5

!由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供!实

验动物生产许可证号(

@.IJ

&沪'

!"8$KGGGH

"所有大

鼠均在控制温度和湿度的环境下饲养!

L

只每笼!在

#!

小时的光暗周期内自由饮水饮食" 所有大鼠适应

性饲养
#

周后!随机分为对照组
GM6

&

*N8!

'和
O"M6

&

*N8!

'和
L"M6

&

*N8!

'放疗剂量组"本实验在浙江省

肿瘤医院放射肿瘤学重点实验室进行! 研究方案得

到了浙江肿瘤医院实验动物伦理委员会的批准&批件

号(

!"8PK"8K""8

号'" 所有实验方案均按照美国国家

国家卫生研究院实验动物的照护和使用指南进行"

!"#

放射性脑损伤模型建立

照射组大鼠经
O!

戊巴比妥&

":8H<,Q#GG5

'腹腔

麻醉后!将大鼠俯卧于治疗床上!头部下面垫一小针

筒!形成脊柱弯曲的体位!以更好的保护靶区下方的

咽部和食管! 激光线于鼠耳廓下缘" 成像参数(

HGJ9

!

G:ERA

&

S05()1 #

'"载物床自转一周!形成三维

影像!导入放疗计划系统软件!组织密度转换为电子

密度!照射靶区为全脑!避开大鼠食管%口咽部和脊

髓" 以颞下颌关节横断面两个关节窝连线的中点为

照射野中心" 采用
R()0?,+*

治疗计划系统!用剂量

体积直方图&

='21"T',(<1 /02>'5)+<

!

F9U

'和横断面

等剂量分布确定治疗计划" 采用
@ABBC

小动物辐

照仪照射!机架&

5+*>)6

'角度
%H

度!载物台&

4'(4/

'

角度
PG

度! 限光筒
#G##G<<

! 电压
!!GV9

! 电流

8O<A

!权重因子
8""

!剂量率
LM6Q<0*

!采用源皮距

&

@@F

'照射技术&

S05()1 !

'" 放疗组每个剂量组的大

鼠均接受单次照射! 空白对照组大鼠经腹腔麻醉后

置于相同的环境下!给予
"M6

照射"

!"$

认知测试

所有大鼠放疗结束后
8

个半月! 采用新物体识

别实验和
R'))02

水迷宫实验来进行认知功能测试"

本实验采用上海欣软信息科技有限公司
@(?1)R+W1

动物行为学视频分析系统"先进行新物体识别实验!

将大鼠背朝箱子中的
A

%

X

两物体放入场地内!鼻尖

距两物体距离相同!记录大鼠与
A

%

X

两物体的接触

情况! 包括鼻子或嘴巴接触物体的次数和时间!

8"<0*

后将大鼠放入原来的饲养箱内! 待所有大鼠

完成一轮试验后!将场地内的
X

物体换成新的
.

物

体!仍将大鼠背朝两物体放入场地!鼻尖距离两物体

距离相同!观察大鼠对新物体
.

的探究情况" 计算大

鼠探索新物体时间与总探索时间的比值为识别指数"

新物体识别实验完成后第
!

天开始水迷宫实

验" 水迷宫由直径
8%"4<

!高度为
H"4<

的圆形水池

组成!分为
L

个象限!目标象限水下放置平台!平台

的高度为水下
8:H4<

!水温控制在
!!$

左右" 实验在

%&'()* ! +,--. &))/0&/1*2 13* 4356* 7)/&8 59 )/12 /80

:)51*;12 13* *25:3/'(2

!

5)5:3/)<8= /80 2:&8/6 ;5)0

L%"
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&

天内完成!前
'

天为定向航行实验!将大鼠面向池

壁! 分别从
'

个象限标记的入水点将大鼠面向池壁

轻轻滑入水中!记录大鼠从入水到找到平台的时间!

记录为潜伏期! 若超过
(!")

大鼠还未找到平台!则

潜伏期记录为
(!")

!并引导其至平台上并停留
(")

!

此为训练过程"第
&

天为空间探索实验!首先将隐匿

于目标象限的平台移除! 固定从距离目标象限最远

的象限的入水点开始放入大鼠! 记录大鼠在目标象

限#平台的时间及所占百分比"

EFG

组织学切片和
HIJ

缺口末端标记
KLMINO7

检测

实验组的一半大鼠经
*!

戊巴比妥 $

+,#&-./

#++0

%腹腔麻醉后!用
'1

多聚甲醛经左心室常规灌

注固定后断头取海马组织!

(+1

甲醛固定! 常规脱

水#石蜡包埋切片后!进行苏木精&伊红染色!光镜

下观察每张切片
&

个视野内海马组织病理变化"

其余的脑切片依次放入二甲苯
! (&-23!

二甲

苯
" #&-23!

无 水 乙 醇
! &-23!

无 水 乙 醇
"

&-23!4&1

酒精
&-23!$&1

酒精
&-23!

蒸馏水洗

脱蜡至水!随后进行抗原修复!切片稍甩干后在圈内

滴加破膜工作液覆盖

组 织 ! 常 温 下 孵 育

!+-23

! 将 玻 片 置 于

567

$

89$,'

%中在脱色

摇床上晃动洗涤
*

次!

每次
&-23

"参照
:;<=>

凋 亡 检 测 试 剂 盒

$

((%4'4($?(+

!

@ABCD

%

进行检测" 切片稍甩干

后在圈内滴加新鲜配

制的
EF6

显色液 !显

微镜下控制显色时间!

阳性为细胞核呈棕黄

色!自来水冲洗切片终

止显色"

9GHH2)

苏木素

复染
*-23

左右! 自来

水洗 !

#1

的盐酸酒精

分化数秒 ! 自来水冲

洗!氨水返蓝!流水冲

洗!最后脱水封片"

EFP Q*-1*%9 R/,1

检测

各实验组的另一

半大鼠经
*!

戊巴比妥腹腔麻醉后断头! 钝性剥离

海马组织!从脑组织中提取裂解物!用
6IF

蛋白检

测试剂盒
J52DHBD

!

@ABKLAHM

!

;7FN

定量测定蛋白浓度"

然后!将等量的蛋白装载到
7E7"5FO=

上!随后转移

到
5PEQ

膜上
JR2..28AHD

!

62..DH2BG

!

RF

!

;7FN

" 将转好

的膜置入
&S

脱脂奶粉!加入
6B."!

和
6GT

的一抗在

'#

孵育过夜"

:67:

洗脱一抗后加入
9@5

标志的二

抗孵育
(C

!最终使用
=I>

试剂
UR2..28AHD

!

;7FN

显影!

并使用
<V9 V-G0D W

软件进行定量分析"

#"GBX23

作

为内参蛋白$

($& """

'

720-G

!

;7F

%" 抗体的购买和稀

释比如下( 兔抗
6B."!

$

($( """

'

FLL232XY 62A)B2D3BD)

!

;7F

%!兔抗
6GT

$

($( """

'

5HAXD23XDBC

!

;7F

%!山羊抗

兔二抗$

($& """

'

:CDH-A

!

;7F

%"

EFS

统计学处理

采用
7577 !!," U7577

!

IC2BG0A

!

V>

!

;7FN

进行数

据分析"所有计量资料以均数
%

标准差$

-DG3%7E

%表

示! 使用配对
X

检验或方差分析比较各剂量组的差

异"

5Z+,+&

为差异有统计学意义"

$

F

%

:GH0DX [A.\-D BA[DHG0D AL ]CA.D ^HG23 2HHGM2GX2A3 ]2XC *+OY

$

6

%

EP9 AL ]CA.D ^HG23 2HHGM2GX2A3 ]2XC *+OY

$

I

%

:GH0DX [A.\-D BA[DHG0D AL ]CA.D ^HG23 2HHGM2GX2A3 ]2XC '+OY

$

E

%

EP9 AL ]CA.D ^HG23 2HHGM2GX2A3 ]2XC '+OY

'%(
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!

结 果

!"#

大鼠一般状态

共有
!<

只大鼠接受照射
=

对照组进行摆位假照

射
>

!其中对照组有
8

只大鼠死于麻醉意外!其余大

鼠均存活良好" 照射后
!

周实验组大鼠均出现照射

部位轻度脱毛#皮肤轻度充血#水肿" 各剂量组大鼠

放疗后体重均呈现增长趋势! 组间分组效应 $

?@

AB:"!

!

CD":""8

%#分组和时间交互效应$

?@!A:<8

!

CD

":""8

%差异均有统计学意义" 对照组$

"E6

%与
FGE6

#

<GE6

剂量组间体重均有差异$

GE6 H2 FGE6

!

CDG:GG8

&

GE6 H2 <GE6

!

CDG:GG8

&

FGE6 H2 <GE6

!

C@G:G!$

&

?05!

()1 F

%" 各组均无瘫痪#抽搐及异常神经反射出现"

!"!

行为学实验结果

!:!:8

新物体识别实验

本实验采用大鼠探索新物体的时间与探索两物

体的总时间的比值作为识别系数来评价大鼠的学习

记忆功能" 照射后
8

个月!随着剂量增高!

GE6

#

FGE6

和
<GE6

剂量组大鼠的识别系数分别为
G:%!

#

G:FF

和
G:!F

!差异无统计学意义$

?@!:I$!

!

C@G:G%I

%" 亚

组分析显示
<GE6

剂量组大鼠的识别系数与
GE6

组

差异明显$

C@G:GA

%$

?05()1 <

%"

!:!:!

水迷宫实验结果

在全脑放疗后
8

个月! 各组大鼠平均潜伏期存

在显著性差异 ! 分析显示分组效应 $

?@!:%%

!

C"

G:GGA

%# 分组和时间交互效应差异均有统计学意义

$

?@8!8:A

!

C"G:GG8

!

?05()1 AJ

%" 亚组分析显示第
8

天
FGE6

#

<GE6

剂量组和
GE6

剂量组差异均有统计

学意义$

C@G:GG8

#

G:GGF

%!第
!

#

F

天仅
<GE6

和
GE6

剂量组差异明显$

C@G:GF%

#

G:G<G

%!第
<

和第
A

天各

组潜伏期差异均无统计学意义" 定向巡航实验显示

第
A

天各剂量组大鼠在目标象限所占时间比呈现逐

渐减少的趋势! 但差异无统计学意义 $

?@G:%!F

!

C@

G:A<%

!

?05()1 AK

%"典型的大鼠的轨迹热图显示!

GE6

剂量组大鼠在平台区活动时间较长!

FGE6

剂量组大

鼠在目标象限活动时间居中!

<GE6

剂量组大鼠的活

动轨迹多沿着池壁为典型表现$

?05()1 A.

%"

!"$

免疫组化和
%&'()

凋亡结果

LM

结果显示
GE6

剂量组海马齿状回颗粒细胞

层厚薄均匀!细致密!细胞饱满!胞浆透亮"

FGE6

剂

量组
LM

显示齿状回颗粒细胞层整体厚度不均匀!

细胞排列欠致密!部分细胞深染!形态不饱满!胞浆

显示欠清楚"

<GE6

剂量组
LM

显示齿状回颗粒细胞

层细胞带整体厚度变薄!细胞排列散乱!细胞明显缩

小#深染#核固缩!细胞间隙扩大$

?05()1 %

%"

NO;MP

凋

亡检测显示照射组大鼠海马齿状回凋亡细胞数较正

常组大鼠明显增多!

<GE6

剂量组最明显$

?05()1 $

%"

!"* +,-!!

和
+./

凋亡蛋白检测结果

Q12R1)* S,'R

检测结果显示! 全脑放疗后!

K+T

蛋白表达呈增高趋势! 组间效应差异无统计学意义

$

?@#:!A$

!

C@G:FA

%!亚组分析显示
<GE6

与
GE6

组蛋

白表达量差异有统计学意义 $

C@G:GFA

%&

K4,!!

蛋白

表达呈现下降趋势! 组间效应差异无统计学意义

$

?@F:B#A

!

C@G:GBA

%!但
FGE6

组趋势不明显!

<GE6

与

GE6

组相比差异有统计学意义$

C@G:G<B

!

?05()1 B

%"

F

讨 论

放射性脑损伤是头颈部肿瘤放疗后常见的并发

症之一!但是对于其发生机制尚没有明确的认识!也

012345 $ %65 789: ;5126<= 1> 5.,6 98=5 2483? .@<54

;68-5 74.1> 4.918<654.?:

012345 * A5,82>1<18> ,85@@1,15>< 8@ >5; 87B5,<

45,82>1<18> <5=< 1> 4.<= 8@ 5.,6 98=5 2483?

C@G:GA

GE6 FGE6 <GE6

#:A

#:G

G:A

G

U
1
4
'
5
*
0
R
0
H
1
0
*
V
1
T
=
W
>

G # ! F < A

N0X1=Y11Z2>
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缺乏有效措施来预防! 研究者常通过动物模型来探

索放射性脑损伤的分子机制" 然而早期的建模多基

于常规二维的照射方式" 对靶区的照射适形性和正

常组织的保护不足!随着放疗进入精准治疗的时代"

动物的建模也要求更高! 美国小动物精准放疗辐照

仪#

&'(()

$整合了高分辨率
*+

影像引导和精准出

束"可以实现靶区和剂量分布的适形%

,

&

! 本研究首次

基于
&'(()

成功建立了放射性脑损伤的大鼠模

型"提出
-./0

单次全脑放疗可以作为
&'(()

的建

模剂量候选!

既往有多项研究采用不同的剂量和分割方式来

建立放射性脑损伤模型!

+121

等%

-

&研究显示单次全

脑
3/0

照射后
%

小时内即可发生细胞凋亡! 随着放

疗剂量增加"大鼠会出现明显的认知损伤!

45

等%

3

&的

研究显示
!./0

的全脑放疗后
-

周" 海马的神经发

生'细胞增殖和脑源性神经营养因子的表达均减少(

,./0

和
-./0

的单次全脑大剂量放疗后
#

个月会出

现新生神经元数量明显的减少和活性的降低" 大鼠

出现明显的认知损伤'脑含水量增加'血脑屏障渗透

性增加'脑源性神经营养因子表达明显降低%

%6$

&

)

不同的剂量分割方式也与放射性脑损伤有关!

789:;<0

等 %

=

&分析了不同的分割次数的剂量效应曲

线"结果显示随着分割次数的增加"脑损伤会不同程

度的得到修复! 同样的"

>1?@98AB8C

等 %

D

&采用
,"/0E

#.

次的照射方式"照射后
$

个月"大鼠有认知损伤的

表现"但是光镜下未见明显的病理异常! 周海红等%

#.

&

比较了直线加速器单次或分次照射对大鼠学习记忆

的影响"研究采用
!.

'

,./0

"分为单次'多次照射
-

个组别" 结果显示
,./0

分次照射组放疗后
=

周可

以观察海马和皮层神经元变性"胞核染色质浓集"胞

体萎缩"胞浆红染等改变!不同的研究得出的最佳造

模剂量不尽相同! 我们前期预实验也尝试了分割照

*

'

$

F;G1@< B1H<:G0 8I I5J< 1GKC5;5H58: H915:5:A 210; 8I <1GL A98C@

*

M

$
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*

*

$
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射
<=>6?@-

!然而放疗后
8

个月大鼠的脑

损伤并不明显!有两方面原因"#

8

$小动

物辐照仪
ABCCD

这个放疗剂量不合适!

没有成功的造成脑损伤%&

!

$放疗后
8

个

月的时间点!没有观察到脑损伤!可能与

脑损伤的修复或延迟有关! 需要多分几

个时间点来探索' 总之!考虑造模的成功

性及多次麻醉也会造成动物神经系统的

损伤! 我们选择了文献中多用的单次大

剂量照射成功建模' 本研究的放疗剂量

可能对脑转移
ACA?ACE

大剂量放疗有一

定参考意义'

本研究中单次大剂量照射引起了大

鼠海马组织明显的凋亡相! 坏死成分少

数' 回顾既往文献!

F0(

等 (

$

)的研究中也

采用单次
=

*

#=>6

*

!=>6

*

<=>6

照射 !结

果显示
<=>6

照射后大鼠出现明显的认

知损伤!在放疗后
$

天达到高峰!一直持

续
!

个月! 同时伴有脑水肿和血脑屏障

通透性变化! 但是在海马区没有发现病

理学改变! 只在大脑皮层附近的白质发

现有部分松散* 不规则排列的神经元和

血管退化'

F+GH)'5,'(

等(

I

)认为放射性脑

损伤在幼鼠比成年鼠更早表现出学习和

记忆能力的下降 &在病理改变还不明显

的时候$' 本研究选取
%JK

周雄性
AL

大

鼠!相对成年鼠年轻!可能在早期出现明

显脑坏死之前已经表现出认知功能下

降' 此外!本研究考虑到样本量没有分很

多时间点来探索放射性脑损伤随着时间

的变化特征' 刑诒刚等(

##

)的研究采用常

规照射方法建立了大鼠脑损伤的模型!

照射剂量为
<!>6?%-

! 照射结束后
M

*

$

*

#<

*

M=

天观察大鼠的脑组织病理改变'结

果显示第
M

*

$

天! 大鼠颞叶及海马部分

神经元轻度变性!细胞核皱缩!照射结束

后
#<

*

M=

天!出现部分坏死!周围出现增

生的胶质细胞! 提示照射后脑组织的损

伤程度与放射后观察时间及放射累积剂

量的增加有关'

既往的二维照射方式!多采用
%N19

!"#$%& ' () *+,"-"-. /0 1"22/345246 7&-+4+& .8%$* /9 %4+* "- &431

7/*& .%/$2

:".$%& ; <=>)? ,2/2+/+"@ *+,"-"-. /9 1"22/@,52,6 AB-+4+B .8%$*

/9 %4+* "- B4@1 A/*B .%/$2

&

B

!

.

!

O!!"

%

P

!

L

!
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$

&
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!
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!

O!!"

%

P

!
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!
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$
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电子线全脑照射! 对正常组织保护欠佳! 本研究中

<=>>(

最大的优势是
?@

影像引导! 可以实现靶区

和正常组织的可视化"

AB:;23 C

#$ 此外!

<=>>(

采用

的是
D;2B0E1F

计划系统!能够按照剂量函数运算出

靶区的剂量%坐标定位和出束时间$ 本实验中!

G+78

的计划设计
H+I

靶体积接受了
!,78

的照射!

J+78

的计划设计可使
H+I

靶体积接受了
G!78

左右的照

射$ 与临床计划设计标准相比!

<=>>(

的靶区覆盖

相对欠佳!可能与其采用
!!+KL

%电流
CG/=

的光子

线来进行照射有关$

本实验从以下几方面论证了模型的有效性 &

"

C

' 模型组大鼠放疗后
C

个月内大鼠的体重均呈现

增长趋势!表明大鼠放疗后的摄食受影响不大!说明

放疗对大鼠的食管保护良好()

!

'模型组大鼠放疗后

C

个月! 新物体识别实验和
D.22B9

实验的结果均显

示大鼠放疗后空间记忆发生损伤! 从行为学角度论

证了造模成功("

G

'模型组大鼠脑辐射损伤后脑组织

的凋亡蛋白"

M1N

'表达较对照组增高!抗凋亡蛋白

"

M-E"!

'较对照组表达降低!说明脑组织辐射后凋亡

持续发生("

J

' 模型组大鼠脑组织的
OP

和
@QRPS

凋亡染色也提示随着放疗剂量增加! 大鼠海马齿状

回颗粒细胞层细胞呈现凋亡的形态$

综 上 ! 本 研 究 采 用 了

J+78

的单次全脑照射成功

建立了
<T

大鼠放射性脑损

伤模型!为以后
<=>>(

在神

经领域中的动物模型研究提

供了参考$
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