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· 论著 ·

小鼠创伤性脑损伤后损伤周边区脑血管形态变化及其对

脑血流恢复的影响

李坤航，张俊悦，张旭东，包义君
（中国医科大学附属第四医院神经外科，沈阳  110032）  

摘要  目的 探讨小鼠创伤性脑损伤 （TBI） 后损伤周边区脑血管形态的动态变化及其对脑血流恢复的影响。方法  构建小鼠中

度TBI模型。采用共聚焦显微成像技术实现脑血管结构的可视化呈现，选取损伤周边区的皮层组织，借助AngioTool图像分析工具

量化脑血管形态特征，对血管密度、血管总长度、血管直径和血管分支指数进行定量检测。通过激光散斑成像技术监测活体脑血

流，并探讨脑血管形态的动态变化与脑血流恢复的相关性。结果  与假手术组相比，TBI组小鼠脑损伤周边区血管密度和血管总

长度均明显增加 （P < 0.05）。但在TBI组中，TBI后3 d血管密度和血管总长度的增加较TBI后1 d有所回落。TBI后1 d和14 d，TBI组

血管分支指数较假手术组均明显增加 （P < 0.05）。TBI后1 d，TBI组血管直径较假手术组减小，但在TBI后3 d较假手术组明显增

加 （P < 0.05）。在TBI后急性期脑血流显著减少，在TBI后6 h、1 d和3 d时，损伤侧脑血流较对侧脑血流分别减少了71.9%、63.9%和

67.8%，TBI后3 d，损伤侧脑血流开始恢复，至TBI后14 d恢复至对侧脑血流状态。Spearman秩相关分析结果显示，血管密度及血

管总长度与脑血流恢复呈显著正相关 （均r = 1，P < 0.01）。结论  TBI后损伤周边区发生显著的脑血管形态重建，血管密度和总

长度的增加与脑血流恢复密切相关，提示早期血管结构修复是脑血流恢复的关键前提，可作为促进功能修复的治疗靶点。
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Morphological changes of blood vessel in the perilesion area and their effects on
cerebral blood flow recovery after traumatic brain injury in mice

LI Kunhang，ZHANG Junyue，ZHANG Xudong，BAO Yijun
（Department of Neurosurgery，The Fourth Affiliated Hospital of China Medical University，Shenyang 110032，China） 

Abstract  Objective To explore dynamic changes in vascular morphology in the perilesional area after traumatic brain injury 

（TBI） and their effects on cerebral blood flow （CBF） recovery. Methods A mouse model of moderate TBI was established. Cerebro-
vascular architecture was visualized using confocal microscopy. Quantitative morphometric analyses were performed within the peri-
lesional cortex using AngioTool. CBF was monitored using in vivo laser speckle imaging. The correlation between the dynamic changes 

in cerebrovascular morphology and CBF recovery was analyzed. Results Compared to the sham group，both vascular density and total 

length in the perilesional area of brain injury in the TBI group were significantly increased （P < 0.05）. However，the increases in vascular 

density and total length 3 days after TBI in the TBI group were reduced compared to those 1 day after TBI. On days 1 and 14 after TBI，

the vascular branching index was significantly higher in the TBI group than in the sham group （P < 0.05）. The vascular diameter in the 

TBI group decreased compared to that in the sham group 1 day after TBI but significantly increased 3 days after TBI （P < 0.05）. During 

the acute phase of TBI，CBF was significantly reduced. At 6 hours and on days 1 and 3 after TBI，the CBF in the injured hemisphere 

decreased by 71.9%，63.9%，and 67.8%，respectively，compared with that in the contralateral hemisphere. CBF recovery commenced 3 

days after TBI and returned to the level of the contralateral hemisphere 14 days after TBI. Spearman’s rank correlation analysis revealed 

that both vascular density and total length were significantly positively correlated with CBF restoration （both r = 1，P < 0.01）. Conclu-

sion Significant vascular morphological remodeling occurs in the perilesional area after TBI，and increases in vascular density and total 

length are closely associated with CBF recovery，suggesting that early vascular structural repair is a key prerequisite for CBF recovery.
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创伤性脑损伤 （traumatic brain injury，TBI） 在全

球范围内已成为致死和致残的重要因素［1］，在中国

TBI死亡率达13/10万，显著增加慢性创伤性脑病、痴

呆和抑郁风险，带来沉重的社会负担［2］。脑血管损

伤是TBI的关键病理环节，急性期表现为脑结构破

坏、网络稀疏和功能障碍，引发脑出血、脑梗死和脑

水肿，并导致继发性损伤［3］。近期的研究［4］发现，亚

急性和恢复期脑损伤周边区血管重塑仍不明确，且

损伤后早期脑低灌注与预后不良密切相关。目前，

仅有较少研究［5］探讨了血管形态与脑血流恢复的相

关性。本研究动态监测小鼠TBI后损伤周边区脑血管

的形态变化，并分析其与脑血流恢复的相关性，为通

过早期调控脑血流以优化治疗效果提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物和分组

72只12周龄的成年雄性C57BL/6野生型小鼠，

购自辽宁长生生物科技有限公司，体重为25~30 g。

所有小鼠均饲养于12 h/12 h的光/暗环境中。将小鼠

随机分为假手术组和TBI 组，每组36只。在实验过程

中所有小鼠存活，实验结束后对小鼠实施安乐死。

本研究的动物实验方案已通过中国医科大学实验

动物福利与伦理委员会的审核批准 （KT2021252），

全部操作遵循动物福利和伦理相关规范。

1.2 TBI模型的建立

采用美国Hatteras公司的PCI3000型精确皮层撞

击仪构建TBI小鼠模型［6］。该仪器具备高精度定位

优势，可通过灵活调节撞击过程中的关键参数 （包

括撞击速度、作用深度和停留时长），精准调控脑损

伤严重程度，进而构建不同损伤程度的动物模型。

轻度TBI小鼠表现为神经功能轻度减退，脑组织无

明显结构性改变；中度TBI小鼠可见神经功能显著

下降，损伤范围局限于皮层，未累及海马；重度TBI

小鼠神经功能明显受损，病变已波及海马或更深层

脑组织［7］。      

采用异氟烷吸入麻醉，麻醉后将小鼠头部固

定于立体定位装置上，采用恒温加热垫维持小鼠体

温处于稳定状态，避免体温波动对实验结果产生干

扰。对手术操作区域进行常规消毒处理后，在小鼠

头皮正中线处作一长度约10 mm的切口，随后按照

组织层次依次分离皮肤和骨膜，充分暴露颅骨表面

结构。在右侧顶骨区域，以矢状缝右侧、冠状缝后方

5 mm的交点作为中心位置，使用颅钻缓慢钻出一

个直径为4 mm的圆形骨窗，骨窗制备完成后，可清

晰观察到下方硬脑膜 （图1A）。撞击操作选用直径

3 mm的圆形钢制平头撞击部件，待该撞击器下端平

稳接触硬脑膜表面后 （图1B），以1.5 m/s的速度垂直

作用于脑皮层组织，撞击深度控制在1.0 mm，且撞击

后保持该深度状态 50 ms。撞击操作结束后，对小鼠

头皮切口进行常规缝合，随后将小鼠置于适宜环境

中，等待自然苏醒。假手术组小鼠接受与TBI组小鼠

完全一致的处理，包括麻醉、头部固定、体温维持、

术区消毒、头皮切口制作、骨膜剥离和骨窗制备等，

但未进行皮层撞击。

1.3 免疫荧光染色

用1%戊巴比妥钠麻醉小鼠后，经左心室进行心

脏灌流。先用预冷的PBS冲洗至肝脏变白，随后换用

4%多聚甲醛溶液进行灌注固定。完整取出脑组织，

浸泡在4%多聚甲醛溶液中，放入4 ℃层析冷柜内过

夜固定。

将固定的脑组织样本采用Leica VT1200S型振

动切片机 （德国Leica公司） 进行连续冠状切片，切

片厚度为100 μm。切片首先用含10%牛血清白蛋白

和0.1% Triton X-100的PBS封闭1 h，随后在4 ℃下与

CD31抗体 （美国R&D Systems公司，稀释比例1 ∶ 200） 

孵育过夜。次日，样本与二抗 （美 国ThermoFisher 

Scientific公司，稀释比例1 ∶ 400） 孵育3 h，接着在暗

室环境中用DAPI （美国ThermoFisher Scientific公司，

稀释比例1 ∶ 1 000） 染色5 min。各步骤间均使用0.1 

mol/L PBS洗涤5次，每次洗涤持续5 min。采用共聚焦

显微镜 （LSM 880，德国ZEISS公司） 成像和观察。

1.4 激光散斑成像

采用SIM BFI-HR型激光散斑血流成像系统 （武

汉迅微光电科技有限公司） 定量测定小鼠脑血流

量［6］。为动态观察TBI后脑血流变化，分别于TBI前

及TBI后6 h、1 d、3 d、7 d和14 d进行成像。小鼠在恒温

麻醉下维持生理状态稳定，剪开原头皮切口，暴露

颅骨，清洁表面，去除残留组织和分泌物。成像过程

中持续使用无菌棉保持颅骨表面清洁和干燥，避免

影响成像质量。成像时，先在可见光模式下调节CCD

焦距以获取清晰脑结构图像，随后切换至785 nm激

光模式采集血流信号。原始数据经系统配套LSCI软
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件转换为可视化脑血流图像。图像以定时模式采

集，间隔1 s捕获1帧，每只小鼠共采集20幅图像。采

用LSCI软件进行数据分析，于小鼠大脑双侧对称位

置分别选取面积为50 mm2的圆形感兴趣区，自动计

算各区域平均血流指数 （blood flow index，BFI）。为

评估损伤区血流变化，计算相对脑血流变化值，相

对脑血流变化= （损伤侧平均BFI-损伤对侧平均BFI） / 

损伤对侧平均BFI。

1.5 统计学分析

采用GraphPad Prism 7.0软件进行数据分析。采

用SPSS 21.0进行Spearman秩相关分析。计量资料用

x-±s表示，2组比较采用完全随机设计t检验。P < 0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 构建中度TBI小鼠模型

在TBI模型建立后 （图1A、1B），小鼠脑组织呈现

出挫裂伤和出血等典型病理改变 （图1C）。对损伤

后脑组织进行冠状切片，结果证实损伤区域仅局限

于大脑皮层，未累及海马 （图1D），提示该模型符合

中度TBI的制备标准。

2.2 TBI后损伤周边区脑血管形态的动态变化

A，mouse brain structure （yellow dotted circle indicates craniotomy and injury site，blue solid line represents lambdoid suture，and green solid line shows 

sagittal suture）；B，procedure of controlled cortical impact；C，TBI mice exhibiting contusion （blue arrow） and hemorrhage （green arrow）；D，coronal sec-

tion indicating a specific injury in the cerebral cortex，sparing the hippocampus. Scale bar = 0.5 mm.

图1  小鼠中度TBI模型的构建

Fig.1  Establishment of a mice model of moderate TBI 

为了定量分析TBI后损伤周边区脑血管形态

的动态变化，采用免疫荧光染色结合共聚焦激光扫

描成像系统，对损伤周边区脑血管微观结构实现高

分辨率、可视化呈现。在损伤周边皮层区域随机划

定多个独立的观察视野 （图2A），采用 AngioTool图

像分析软件对选定区域内的脑血管形态学指标进

行定量检测和统计学分析。结果显示，各时间点TBI

组损伤周边区的脑血管密度均较假手术组显著增

加 （P < 0.05）；TBI组中，TBI后3 d血管密度的增加虽

较TBI后1 d有所回落，但仍较同时点的假手术组增

加18.4%；TBI后14 d，与 假 手 术 组 比 较，TBI组 血 管

密度增加最为显著，增加72.7%，提示该时间点损伤

周边区脑血管新生和重塑进程最活跃。与血管密度

的变化规律一致，各时间点TBI组的血管总长度均

较假手术组明显增加 （P < 0.05）；TBI组的血管总长

度在TBI后14 d达到峰值，较同时点的假手术组增加

76.9%。血管分支指数的变化呈现不同特征，在TBI

后1 d和14 d，TBI组血管分支指数较假手术组均明显

增加 （P < 0.05），尤其在TBI后14 d，较假手术组增加

43.8%；而在TBI后3 d和7 d，2组比较无统计学差异 

（P > 0.05）。TBI后1 d，TBI组与假手术组比较，血管

直径减小 （P < 0.05），较假手术组减少10.1%；TBI后3 

d，TBI组与假手术组比较，血管直径增加 （P < 0.05），

较假手术组增加17.6%；尽管TBI 后7 d和14 d，TBI组

血管直径大于假手术组，但差异无统计学意义 （P > 

0.05）。见图2B、表1。

2.3 TBI后脑血流的动态变化

为量化小鼠TBI后局部脑血流的动态变化特

征，采用激光散斑成像技术对损伤区的脑血流状态

进行在体监测。于小鼠脑部左右半球对称的固定解

剖位置分别设定感兴趣区，完成脑血流信号的数据

采集和记录 （图3A）。结果显示，在TBI后的急性期

阶段，损伤侧脑组织的血流灌注水平显著降低。在

损伤后的6 h、1 d和3 d这3个时间点，损伤侧脑组织

的脑血流较对侧脑血流分别减少71.9%、63.9%和

67.8%。自TBI后3 d起，损伤侧脑组织的脑血流开始

A B C D
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出现恢复迹象，到TBI后7 d时，脑血流虽有一定程度

的增加，但仍较对侧脑血流减少43.9%；直至TBI后

14 d，损伤侧脑组织的脑血流才基本恢复至对侧脑

血流状态。见图3B、3C。

A，the area that underwent vascular analysis is delineated on the coronal brain section （blue square box）；B，representative confocal micrographs of corti-

cal cerebral microvessels at different time points after TBI. Scale bar = 0.5 mm.

图2  TBI后脑血管修复过程中各时点的血管形态变化

Fig.2  Changes of vascular morphology at different time points during the repair phase after TBI

2.4 TBI后脑血管形态变化与脑血流动态恢复的相

关性分析

为了进一步探讨小鼠TBI后损伤周边区脑血管

形态与脑血流恢复间的相关性，采用Spearman秩相

关分析对血管密度、血管总长度、血管直径和血管

分支指数与脑血流恢复程度进行统计分析。结果表

明，血管密度和血管总长度均与脑血流恢复呈显著

正相关 （均r = 1，P < 0.01）；血管分支指数与脑血流

恢复虽呈正相关趋势，但无统计学意义 （r = 0.8，P > 

0.05）；血管直径与脑血流恢复间未见相关性 （r = 

-0.2，P > 0.05）。

3 讨论

脑损伤发生后，脑血管系统的形态构造和功能

状态会持续出现异常改变，这种形态层面的变化和

脑功能的受损程度、后续恢复进程紧密关联［8］。在

TBI早期，脑血管正常形态的破坏可能会引发脑组

织血液灌注情况的改变［9］，进而影响脑内正常的生

理代谢活动。因此，深入、全面地认识TBI后脑血管

形态的具体变化特征，对于揭示脑血流灌注异常现

象的产生原因以及脑血流恢复的内在机制具有至

关重要的意义。HAN等［9］采用体双光子成像技术

开展研究，发现小鼠发生轻度脑损伤后的30 min~6 

h内，脑动脉和毛细血管的血管直径会明显缩小，而

在损伤发生1 d后，血管直径可恢复至正常水平。另

有一项动物模型研究［10］表明，局灶性脑外伤会导致

损伤周边区血管长度缩短、血管分叉数量减少，使

该区域血管网络的复杂程度降低。既往多数研究关

注损伤核心区的脑血管形态改变，针对损伤周边区

血管形态的研究较少，且现有的少量相关研究仅围

绕个别孤立的时间点展开分析，难以完整呈现该区

域血管形态的动态变化过程。

1 d 3 d 7 d 14 d

Sham

TBI

A

B
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与之前的研究不同，本研究着重对TBI发生后

各阶段损伤周边区的脑血管形态学特征进行系统

分析，并深入探究这些形态变化与脑血流恢复间的

关联。本研究结果显示，在TBI早期阶段，尽管损伤

A，representative image of cerebral blood flow （CBF） detection. The regions of interest are marked with circles. The black circle denotes the site of injury，

whereas the blue circle indicates the contralateral region. B，five standard laser speckle images of cortical CBF after TBI. Colored bars indicate arbitrary 

linear perfusion units. C，cortical CBF alterations after TBI were statistically analyzed. The results are presented as the ratio of the difference in CBF be-

tween the ipsilateral and contralateral sides to the contralateral CBF. n = 6 for each time point. Scale bar = 1 mm. * P < 0.001 vs. sham group.

图3  TBI后脑血流的动态演变

Fig.3. Dynamic evolution of cerebral blood flow after TBI

表1  TBI后血管密度、血管总长度、血管直径和血管分支指数的变化

Tab.1  Changes in vascular density，total vascular length，vascular diameter，and vascular branching index after TBI

Item n 1 d 3 d 7 d 14 d

Vascular density

  Sham group 3 15.06±1.37 14.94±1.32 13.67±1.54 14.77±0.52

  TBI group 3 24.45±1.01 17.69±0.51 23.20±1.46 25.51±1.41

  P 0.001 0.028 0.001 <0.001

Total vascular length （mm） 

  Sham group 3 6.27±0.59 5.41±0.54 6.07±0.55   6.05±0.42

  TBI group 3 9.52±1.05 7.08±0.51 9.39±0.81 10.70±0.92

  P 0.009 0.018 0.004   0.001

Vascular diameter （×10-3 mm） 

  Sham group 3 4.58±0.12 4.38±0.17 4.37±0.07 4.26±0.06

  TBI group 3 4.12±0.16 5.15±0.05 4.63±0.16 4.57±0.26

  P 0.016 0.002 0.057   0.109

Vascular branching index

  Sham group 3 3 591.42±253.03 3 608.79±449.94 3 657.15±263.32 3 776.62±376.72

  TBI group 3 4 827.43±402.55 3 386.62±248.69 4 345.29±365.22 5 429.13±487.92

  P 0.011 0.496 0.057   0.009
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周边区血管密度和血管总长度增长幅度存在短暂

的下降趋势，但相较于正常状态仍显著增加；进入

血管修复阶段后，该区域血管密度和血管总长度增

长幅度逐步加大。从血管分支指数来看，其变化趋

势与血管密度、血管总长度相似，在TBI早期同样出

现下降趋势，而随着血管修复进程的推进逐渐增

加，这一现象表明损伤周边区血管网络的复杂程度

会随着修复过程不断提高。在血管直径方面，TBI后

1 d轻微减小，到TBI后3 d则增至峰值，此后进入血

管修复阶段，TBI后7 d和14 d，TBI组与假手术组比

较，血管直径无统计学差异。上述结果表明，TBI 发

生后，损伤周边区的脑血管会先启动反应性增生过

程，具体表现为血管密度提高、血管总长度增加、血

管网络复杂程度提高和血管管径增粗。同时，该区

域血管形态的变化趋势与脑血流的恢复趋势呈现

一致性，这一发现提示，损伤周边区的脑血管修复

可能是实现脑血流有效恢复的必要前提。

本研究发现，损伤区脑血流在TBI后6 h~3 d急

剧下降，减少幅度超过60%，与临床TBI患者急性期

普遍存在的脑低灌注现象一致［11］。脑血流自第3天

起开始恢复，至第14天基本恢复至对侧水平，提示

该模型的脑血流具备自我恢复潜力。其恢复趋势与

血管密度和血管总长度的增加高度吻合，Spearman

秩相关分析进一步证实二者呈显著正相关 （r = 1，

P < 0.01），提示结构性血管重建是脑血流恢复的重

要机制之一［4］。血管分支指数与脑血流恢复虽呈正

相关趋势，但无统计学意义，提示微血管分支复杂

性对整体血流恢复的贡献可能较小或受其他因素

调节。血管直径与脑血流恢复无相关性，说明其变

化更可能是一种短期适应性反应，而非长期血流恢

复的主导因素。本研究结果提示，早期促进血管生

成和微网络重建可能是改善TBI后脑灌注、减轻继

发性损伤的有效策略［12］。如高压氧、促血管生成因

子等干预手段［13］，若在脑血流自然恢复的关键时间

窗 （如TBI后3~7 d） 应用，可能协同内源性修复机制，

加速血流和神经功能恢复。

本研究仍存在局限性。首先，血管形态分析基

于二维图像，未来可结合三维重建技术更精确地表

征血管空间结构；此外，研究未涉及血管功能指标 

（如血管通透性、血流速度等） 的变化，后续可结合多

种功能学手段进行多维度验证。

综上所述，本研究表明，TBI后损伤周边区脑血

管在形态上发生显著重建，血管密度、血管总长度

和血管分支指数增加与脑血流恢复密切相关，早期

血管结构修复是脑血流恢复的关键环节。本研究结

果为TBI后血管靶向治疗提供了理论依据和时间窗

口参考。未来研究应进一步探索不同损伤程度下血

管重塑的规律及其分子机制，为临床早期干预提供

新思路。
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