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小鼠Willis环右颈总动脉灌注Microfil成像研究

陈 蓦， 王 武， 李永东， 李明华

【摘要】 目的 评估通过小鼠右侧颈总动脉途径灌注对比剂
Microfil

显示
Willis

环的可行性和效

果。 方法 选取
20

只雄性
C57BL/6

小鼠（约
14

周龄，重约
20 g

）。 将小鼠肝素化、麻醉后固定、解剖胸腔，

依次自小鼠心尖灌注
0.9%

氯化钠溶液、

4%

多聚甲醛溶液和
2%

戊二醛溶液混合液； 分离右侧颈总动脉，

经右侧颈总动脉近端灌注
Microfil

，

4℃

过夜；取脑后体视镜下观察
Willis

环。 将体视镜下观察到的
Willis

环定义为完全充盈、 大部分充盈和充盈不良。 结果
20

只小鼠全部灌注成功， 其中完全充盈
11

只

（

55%

），大部分充盈
4

只（

20%

），充盈不良
5

只（

25%

）。 大体观察小鼠
Willis

环完整，染色血管清晰；体视

镜下
Willis

环充盈、立体。 结论 通过小鼠右侧颈总动脉途径灌注
Microfil

显示
Willis

环方法简单、可行，

不仅能使
Willis

环充盈良好，还能清晰显示其立体结构，具有
MRA

成像效果。
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【

Abstract

】

Objective To evaluate the feasibility and efficacy of Microfil perfusion through right

common carotid artery to visualize Willis circle in experimental mice. Methods Twenty male C57BL/6 mice

（

about 14 weeks of age and 20 g of weight

）

were selected. The mice were heparinized and fixed after general

anesthesia

，

then the thoracic cavity was surgically opened. The saline

，

4% paraformaldehyde solution

，

and

2% glutaraldehyde solution were perfused in turn into left ventricle from the apical part of the mice. After

separating right common carotid artery

，

Microfil was perfused through the detaining needle in left ventricle

that was inserted into the proximal end of right common carotid artery

，

the mice were stored at 4°C overnight

，

then their brains were removed and the Willis circle of each mouse was examined under stereomicroscope.

Based on the stereomicroscopic findings

，

Willis circle could be classified into three types

：

totally filling

，

largely filling and poorly filling. Results Successful Microfil perfusion was accomplished in all 20 mice. Of

the 20 mice

，

totally filling was observed in 11

（

55%

），

largely filling in 4

（

20%

），

and poorly filling in 5

（

25%

）

. Gross observation showed that Willis circle was complete

，

the stained blood vessel was clear

；

under

stereomicroscope Willis circle showed well蛳 stacked with stereoscopic effect. Conclusion For the visualization

of Willis circle of experimental mice

，

Microfil perfusion through right common carotid artery is a simple and

feasible method. This technique can not only make the Willis circle well filled

，

but also clearly display its

stereoscopic structures

，

having the effect of MRA imaging.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１8

，

２7

：

458鄄461

）

【
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①24 g

留置针自小鼠心尖插入右侧颈总动脉起始部或中段，未灌注
Microfil

；

②

未灌注
Microfil

时右侧颈总动脉局部示意图（箭头指向
24 g

留

置针尖端）；

③24 g

留置针自心尖插入右侧颈总动脉起始部或中段灌注
Microfil

；

④

灌注
Microfil

后右侧颈总动脉局部示意图（箭头指向
24 g

留

置针尖端）

图
1

小鼠灌注操作示意图

Willis

环由两侧大脑前动脉起始段、 两侧颈内

动脉末端、两侧大脑后动脉借前、后交通动脉连通

而成，其作用是调节血液分配，维持脑营养和功能

活动。

Willis

环是颅内动脉瘤和脑缺血好发部位，颅

内动脉瘤尤其好发于
Willis

环动脉分叉部［

1

］

。 小鼠

因体型小、便于操作、价格便宜、转基因种系多等优

势常用于脑动脉瘤、脑缺血、阿尔兹海默症等 ［

2蛳5

］模

型的
Willis

环建模。 通过小鼠
Willis

环灌注成像了

解其完整结构，可为小鼠脑动脉瘤和脑缺血模型提

供有效的实验证据。 目前
Willis

环灌注方法多通过

小鼠心尖处（左心室）进行心脏灌注，应用不同灌注

剂（混合或不混合染液），最后取脑观察
Willis

环。这

些方法虽可观察到
Willis

环结构， 但多不完整或充

盈不良，对微小脑动脉瘤就更难以清晰显示。 为解

决这些问题，本实验通过小鼠右侧颈总动脉灌注对

比剂
Microfil

显示
Willis

环，旨在评价其成像可行

性和效果。

1

材料与方法

1.1

实验动物

清洁级
C57BL/6

小鼠
20

只（雄性，约
14

周龄，

重约
20 g

）。 本实验设施环境条件符合中国国家标

准《实验动物环境及设施》（

GB14925-2001

）对屏障

动物实验设施的有关标准，动物饲养管理和动物实

验操作符合《上海市实验动物管理条例》等法规要

求。 所有小鼠经标准实验室饮食喂养。 研究时间为

2016

年
3

月至
2017

年
6

月。

1.2

方法

小鼠肌内注射肝素（

500 U/kg

），

30 min

后肌内

注射氯氨酮稀释液（

1 ∶ 4

）

0.2 mL

作麻醉；固定小鼠

后解剖胸腔，依次自心尖灌注
37℃0.9%

氯化钠溶液

10 mL

、

4%

多聚甲醛溶液和
2%

戊二醛溶液混合液

（

1 ∶ 1

）

15 mL

；显微镜下分离右侧颈总动脉，将
24 g

留置针从心尖插入右侧颈总动脉起始部或中段，连

接注射器后
30 min

内匀速缓慢推注
Microfil

（

MV蛳

130 ∶

稀释剂
∶

硬化剂＝4 ∶ 5 ∶ 0.45

）

5 mL

， 灌注操

作示意图见图
1

；灌注后小鼠
4℃

过夜，从面部分离

颅底骨后取脑，浸入
4%

甲醛中
2～3 d

，

Stemi 508

型

和
Axiocam 506 color

型体视镜（德国
Carl Zeiss

公司）

下观察。

1.3

评价

将体视镜下观察到的
Willis

环定义为
3

种状

况：

①

完全充盈，即所有血管包括双侧颈内动脉、大

脑中动脉和大脑前动脉充盈良好、灌注清晰，立体

感强；

②

大部分充盈，即部分血管充盈良好、灌注清

晰；

③

充盈不良，即仅有少部分血管充盈良好。

2

结果

通 过 小 鼠 右 侧 颈 总 动 脉 途 径
Microfil

灌 注

Willis

环成像技术建立的小鼠
Willis

环形态结构见

图
2

。

20

只实验小鼠全部灌注成功，总灌注成功率

为
100%

。 其中完全充盈
11

只（

55%

），大部分充盈
4

只（

20%

），充盈不良
5

只（

25%

）。 大体观察小鼠灌注

后
Willis

环完整，染色血管显示清晰；体视镜下观察

小鼠
Willis

环清晰、充盈、立体。

3

讨论

相比大型动物，小型动物（如鼠科、兔等）更常
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①Willis

环完全充盈；

②Willis

环大部分充盈

图
2

小鼠
Willis

环形态结构

用于动脉瘤和脑缺血建模试验［

6

］

。 其中鼠科动物体

型小、价格便宜，且因转基因技术发展有着广泛种

系，可进行复杂分子和细胞技术检测［

7

］

，故最常用于

动脉瘤和脑缺血实验研究， 而小鼠
Willis

环灌注常

作为实验环节一部分。

小鼠
Willis

环灌注前试验已有学者报道， 但方

法与本研究有所不同。

Lee

等 ［

8

］对小鼠皮下注射肝

素再麻醉
30 min

后， 先灌注温
0.9%

氯化钠溶液和

2%

戊二醛，再以持续
100 mmHg

（

1 mmHg=0.133 kPa

）

压力向左心室灌注多聚甲醛固定血管，脑充盈后在

55℃

恒温箱过夜聚合，再浸入
15%

氢氧化钾溶液腐

蚀，流水冲洗，浸入
5%

蚁酸
15 min

，冷冻干燥机中

脱水
48 h

；脱水样本覆盖上离子涂层后于扫描电镜

（韩国
COXEM

公司）下观察。 此方法可观察到清晰

的动脉图像，但灌注方法操作复杂，处理时间长，腐

蚀剂存在一定危险性，且未经染色，观察效果欠佳。

李广意等 ［

9

］在实验小鼠麻醉后，体视显微镜下向左

心室灌注填充剂（过氯乙稀
10 g

、乙酸乙脂
90 mL

、邻

苯二甲丁
2.7 mL

和红色油料适量按比例配制），再

将小鼠头部分离并浸于盐酸， 对颅骨进行腐蚀软

化；待颅骨软化后用手术器械剥离，于体视镜下观

察。此方法优点是所取
Willis

环完整，缺点是取脑操

作复杂，需要盐酸反复腐蚀小鼠颅骨，还要再用器

械修饰。

Sugiyama

等［

10

］在小鼠麻醉后左心室插管，

先后注射
0.9%

氯化钠溶液
2 mL

和预先混有
Mogul

L

碳黑
50 μL

的乳胶复合物
0.5 mL

进行灌注。

通过左心室进行心脏灌注，

Willis

环不易完全

充盈。 为解决这一问题，本实验在保留前实验优点

基础上对某些步骤加以改进。 首先，与之前学者研

究的通过心尖
-

左心室
-

主动脉弓
-

头臂干
-

右侧颈

总动脉
-

右侧颈内动脉
-Willis

环行心脏灌注途径不

同， 本实验经右侧颈总动脉
-

右侧颈内动脉
-Willis

环途径灌注， 省去了心尖
-

左心室
-

主动脉弓
-

头臂

干这一中间环节， 使得灌注血管充盈度更好，

Willis

环动脉显像更加具有立体感。 相比于其它研究者灌

注后易于观察
Willis

环血管外径， 本实验灌注后更

易于观察
Willis

环血管内径，达到
MRA

观察效果。

其次， 本实验选择
Microfil

对比剂进行小鼠
Willis

环灌注。

Microfil

是由
MV

染剂、稀释剂、硬化剂按一

定比例混合而成的复合物。 在生理注射压力下灌注

Microfil

即能充满小鼠微血管 ， 并使其不透明 ；

Microfil

具有微小收缩性，可完全填充血管，提高血

管灌注连续性，保证灌注后微循环在观察时清晰生

动；经
Microfil

灌注的组织颜色具有多样化，便于显

微检查和摄片［

11

］

。 再次，小鼠经灌注后从面部分离

颅底骨取脑，无需腐蚀取脑。 经过改进后，操作步骤

得以简化且更安全，试验用时相应缩短。

实施本实验需注意：

①Microfil

浓度配比。 硬化

剂浓度过高可能在未完全灌注前
Microfil

先凝固，

不能完成灌注， 浓度过低则长时间灌注也不凝固，

导致血管充盈不充分。

②0.9%

氯化钠溶液和固定剂

推速可相对较快。

Microfil

灌注速度应缓慢匀速，流

量过快可能造成小血管破裂，

Willis

环得不到完全

灌注。 但应注意
Microfil

要在
30 min

内灌注完成。

本实验结论认为，通过小鼠右侧颈总动脉途径

灌注
Microfil

显示
Willis

环方法简单、可行，不仅能

使小鼠
Willis

环充盈良好，还能清晰显示其立体结

构，具有
MRA

成像效果。
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病历资料

患者男，

78

岁。 因“肝癌第
10

次
TACE

后
4

个月”入院。

既往有丙型病毒性肝炎（丙肝）病史
10

余年，曾因肝硬化伴

脾功能亢进（脾亢）行脾动脉栓塞术。 入院后肝脏
CT

检查提

示： 肝左外及左内叶节段性弥漫性肝癌病灶
14.0 cm×5.8 cm×

7.5 cm

；右肝散在结节灶卫星灶及碘油沉积影；门脉左支癌

栓，左内支完全阻塞，左外支部分阻塞，门脉右支及门脉主干

通畅；癌灶占全肝比例＜70%

（图
1

）。患者肝功能
Child蛳Pugh

分级
A

级，

ECOG

体力状况评分
1

分，

AFP＞80 000 μg/L

。 诊

断为肝癌
TACE

术后复发，有行再次
TACE

适应证，无禁忌

证。 遂于
2017

年
6

月
13

日行介入治疗：肝动脉造影示肝左

叶可见大片状肿瘤染色，肝右叶另见结节状肿瘤染色，间接

门脉造影左支未见显示；介入治疗采用
2.7 F

微导管，先置管

至肝左动脉主干远端注入粒径
100～300 μm PVA

微球及适

量粒径
300～500 μm

海绵明胶颗粒，栓塞终点为肝左动脉前

向血流明显减慢；再置管于肝右叶肿瘤供血动脉内缓慢注入

碘油
5 mL+

表阿霉素
10 mg

混悬液， 追加适量
300～500 μm

海绵明胶颗粒，栓塞终点为肿瘤供血动脉前向血流阻断（图

2

）。 术后
2 d

内患者除有肝区不适及厌食、恶心呕吐等消化

系统症状外并无其他特殊不适；至术后第
3

天患者病情迅速

恶化，患者无明显诱因下出现烦躁不安、神志不清等症状。 查

体：呼之不应，双侧瞳孔缩小，对光反射迟钝，全身皮肤黏膜

及巩膜重度黄染，移动性浊音阳性；同时急查各项实验室指

标提示患者肝肾功能较术前明显下降，并出现电解质紊乱如

高尿酸、高钾、高磷、低血钙等。 至此，此患者诊断为肝癌化疗

栓塞术后溶瘤综合征（

tumor lysis syndrome

，

TLS

）。 患者经治

疗无效于术后第
3

天晚死亡。 患者术前术后实验室检查结果

见表
1

。
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肝癌化疗栓塞后溶瘤综合征 1 例
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