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【摘要】在脑缺血及脑缺血-再灌注损伤的研究中，小鼠的可逆性大脑中动脉阻塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）模型应用广泛。除了测量脑梗死体积外，神经功能缺损的行为学评价也是判定脑缺血严重程度的重要指标。其评价指标大多移植于大鼠的评价体系，方法较多，没有统一的评价标准，本文对小鼠脑缺血后神经功能损伤的行为学评价方法及各自的优缺点及侧重点做一综述。
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【Abstract】The mouse model of middle cerebral artery occlusion (MCAO) is applied in the research of cerebral ischemia and reperfusion widely. In addition to measuring infarction volume, behavioral evaluation of functional neurological deficit is also an important indicator in estimating the severity of stroke. Existing tests are mostly transplanted from rat evaluation system. There are many different tests being used, and no unified standard. This review describes the advantage and disadvantage of most commonly used behavior tests in mouse model of ischemia.
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    缺血性脑卒中是一种高发病率、高致残率及高致死率的疾病。在脑缺血及脑缺血-再灌注损伤的研究中，最常使用大鼠或者小鼠的可逆性大脑中动脉阻塞（middle cerebral artery occlusion，MCAO）模型。由于小鼠的基因型与人类更相似[1]，因此小鼠MCAO模型在研究脑缺血及再灌注损伤病理生理变化及基因表达方面有着更大的优势[2]。脑梗死体积与神经功能缺损的行为学评价是判定脑缺血严重程度的重要指标，许多研究报告对大鼠的行为学评价进行了阐述[3, 4]，而对小鼠的研究较少，其评价指标大多移植于大鼠的评价体系，至今为止，还没有对这一系列的综合性评价达成共识，不仅有许多不同的测试在使用，而且所应用测试的数量和频率也没有统一的标准。本文对小鼠脑缺血神经功能损伤评价方法包括感觉功能、运动功能、学习能力以及综合性评价做一综述。
1  感觉功能评价
小鼠MCAO模型中，感觉功能的缺失是对其神经功能判定的一个可靠的指标[5]。目前最常用的是墙角试验（Corner test），最先由Schallert等[6]提出，后经Zhang等[7]改良，具体操作是将两个尺寸为30 cm × 20 cm × 1 cm的纸板呈30°夹角放置，将小鼠置于夹角之间，进入夹角深部，双侧的触须受到刺激后会站立并转身面向夹角的开口端。正常小鼠从右面或左面转身的概率基本相等，而一侧脑损伤小鼠会优先向脑损伤侧转身。墙角试验可以准侧检测出感觉功能障碍，甚至90天后的轻度局灶性脑缺血，特别是在纹状体发生缺血时。此实验简单易行，应用广泛，但Li等[8]认为墙角试验对感觉功能恢复程度的检测不敏感，可能是因为这项试验是对感觉和运动功能的综合评价，需要两种功能都较好的恢复后才能检测出来，而且不能准确反映单侧肢体的运动功能变化。
粘签试验（Sticky dot test）又称感觉不对称试验，用来确定皮肤敏感性和感觉功能的整合性。试验表明当缺血发生在大脑皮层的感觉区、皮质脊髓束和纹状体时，感觉功能发生明显缺失。具体方法是将直径5 mm的圆形背胶标签贴附在小鼠相对无毛的手腕处，当回到饲养笼时，一个正常的小鼠会用牙齿迅速除掉每个圆形标签，而发生脑缺血的小鼠首先除掉附着在正常前肢的标签，然后是病变的一侧，并需要花费更多的时间，缺血性病变导致了感觉功能的不对称性[9]。此外，时间的延迟还表明运动功能的缺失，嘴和前肢运动障碍导致去除粘性标签相对困难。后续的测试可以通过逐步增加患侧所粘标签的大小并减小健侧的标签大小，直到患侧肢体所受的的刺激变得比健侧的更突出，小鼠就开始首先从患侧的肢体消除刺激[10]。该方法主要用于对多种病因导致的前肢感觉、皮质运动区损伤后的功能评价，与人类顶叶受损后对侧肢体的忽视症状类似。
圆筒试验（Cylinder test）又称肢体不对称使用试验，最早应用于大鼠的行为学评价[9]，Kadam等[11]通过改良用来评估小鼠前肢使用和旋转的对称性，当小鼠一侧的感觉皮层、皮质脊髓束、纹状体受到缺血损害时前肢的使用发生不对称性，进一步观察会发现离散运动障碍和协调运动也相继发生[12]。具体操作是将小鼠放置在一个直径9 cm，高度15 cm的透明圆桶内。当小鼠后腿站立时，分别记录最初左前肢、右前肢及两侧前肢同时碰触筒壁的次数。当一侧前肢（如右侧）碰触筒壁后，另一侧前肢（左侧）在右侧未移开时也碰触到了筒壁，记录一次右侧和一次同时碰触。当两侧前肢交替碰触筒壁时，记录为同时碰触，共进行20次重复试验。最终得分=（右前肢的运动 - 左前肢运动）/（右前肢运动左前肢运动运动）×100%。得分越高说明两侧肢体的不对称程度越明显。这种评分方法即使对于没有经验的评价者也有较高的可信度。 
2  运动功能评价
运动功能的不协调性和伴随出现的的代偿反应是人类中风的突出特点。大部分脑缺血的动物模型都会在行走、转弯和游泳等运动中出现相应的功能障碍。
Whishaw等[13]在1986年建立了一种大鼠以前肢通过窄缝抓取食物的评价方法，称为伸爪试验（Skilled reaching test）。该方法可评价单侧肢体的运动功能，区分肢体损伤与修复的细小差别[14]，还可以用来评估感觉运动皮层和皮质脊髓束的功能缺失[15, 16]，对小鼠同样适用。伸爪实验盒用透明玻璃制成，长宽高分别为20 cm，6 cm和20 cm，在盒的前壁正中央开一条宽度为0.5 cm狭长的缝隙，缝隙底部前壁的外侧有放置食物片的凹槽，迫使小鼠从缝隙处伸出患侧前肢抓取食物。正常小鼠可从缝隙处伸出前肢，抓取并吃到凹槽内的食物；而脑缺血后的动物不能完成。伸爪实验可较稳定的反映脑缺血慢性损伤变化，对动物伸爪、抓食及吃食过程可作细致的轨迹分析，进而发现更多的变化特征[17]。
烟囱试验（Chimney test）最早由Boissier等提出，后经Heinecke等[18]改良，具体发方法是在一根长25 cm，直径30 mm的透明玻璃管的20 cm处作一个记号，水平放置，将小鼠放置于入口处，当其爬至管底时，将玻璃管垂直放置，使其头朝下，正常状态下小鼠会通过快速反应学会倒着走路，到达标记处所需的时间最长不会超过120秒，而发生脑缺血后所用时间会明显延长，此实验常用来测试小鼠的运动协调性。立柱试验（Vertical pole test）主要对前肢的力量，抓握能力和平衡性进行评估[19]。由Paylor等[20]提出并改进了评分方法，将一根长15英寸、直径0.75英寸的木棍用胶带缠绕，以增加摩擦力，水平放置后将小鼠放在木棍中央，将木棍慢慢抬起直至与地面垂直，记录小鼠在木棍上的时间，评分标准为：0分，在木棍垂直之前已掉落；1分，时间<20秒；2分，20秒<时间<40秒之间；3分，40秒<时间<60秒；4分，>60秒。Hernandez等[21]提出的前肢踩空试验（Foot-fault test）也可用于前肢运动功能的评价，将小鼠放置在不同尺寸的6边行的铁丝网上，小鼠在铁丝上行走，在此过程中会出现踩空或踩滑现象，记录前肢总共行走的次数以及踩空的次数，踩空的次数越多表明小鼠脑损伤越大。爬板试验（Climbing board test）[22]是将小鼠置于一块包有铜丝网的有机玻璃平板上，先保持平板在水平位置，后逐渐将平板竖起，至小鼠不能攀爬而从平板上落下，记录此时平板轴线与水平面之间的角度，即爬板角度，重复三次取平均值。爬板试验用于评价整体协调功能，也是一种简便且可定量的指标，但是，该指标变化的恢复较快，仅能用于3天内的急性功能损伤。
为了提高神经功能行为评价的准确性及可信度，近年来各种发明及改良的装置、软件层出不穷。旋转加速试验（Accelerated rotarod test）首先用于研究神经系统功能的运作，后来才在脑损伤如脑缺血的研究中广泛应用[23]，主要用来评估脑缺血动物运动的平衡和协调能力。Ahmad等[24]在研究中将其称为“旋转跑步机测试”，动物放置在直径3cm的圆形转盘的中央，转盘与一个可调节速度的转轴连接，实验开始后转轴在1分钟内从0加速到24转，记录小鼠在圆盘上的时间，最大分值为60，脑缺血的严重程度与得分成反比。为了排除试验中可能出现的偶然情况，每只动物可做三次测试，取平均值作为最终得分。此法操作简单，可行性大，且灵敏度较高。旷场试验（Open field）需要一旷场实验敞箱的装置[25]，木质，周壁及底面涂黑，底面由面积相等（10cm×10cm）的方格组成，将小鼠放入旷场正中格，用摄像系统记录动物5min的行为变化，包括水平运动、垂直运动及粪便粒数，数据用相应的统计软件分析。该试验不仅可以用来评价小鼠的运动功能，也可用粪便粒数反应动物的焦虑状态[26]。
悬挂试验（Hanging test）最早开始于大鼠的行为学评价，后经Muhammad等[27]的改进成功应用于小鼠，该试验[28]是将小鼠尾部1 cm处用胶带粘贴悬挂于墙上，用摄像设备记录小鼠1分钟内在墙上运动情况，输人计算机保存图像。用计算机软件处理平均角、优势角和转动次数等参数，并计算出相对转动值。悬挂试验可以反映小鼠的偏瘫症状、运动和平衡能力，与梗死面积有较好的相关性，可客观的反应脑缺血损伤及神经症状[29]。
3  学习与记忆能力评价
人类脑卒中的发生经常伴随着认知与记忆功能障碍，因此在脑缺血的动物模型中也需要对认知、记忆功能进行检查。常用的评估方法包括水迷宫和跳台试验。水迷宫最初由Morris等[30]提出，最先应用于大鼠的认知功能评价，后来发现它对小鼠[31]和人类[32]同样适用。将测试小鼠放置于直径2米的游泳池中，通过其视觉记忆找到隐藏于水下1 cm的平台，如果找不到，表明其记忆受损，其损伤程度可用找到平台所需的时间进行量化，平台的位置也可每天变化。当小鼠的前额叶皮层、纹状体、小脑受损伤时测试结果明显，对海马损伤尤其敏感。水迷宫操作简单，可信度高，在国内外使用较多。旋臂迷宫试验（Radial arm maze）可用于评估脑缺血动物的学习和记忆功能障碍，同样对海马的损伤尤为敏感[33]。其实验装置包括一个中央平台及由平台向四周突出的八个或十二个径向臂[34]。试验开始之前，将食物放置在某一径向臂的末端，动物需禁食一段时间，以保持一定的觅食动力。试验将小鼠放置在平台上，依靠其空间感来寻找食物，完成任务后将其放回平台中央，依靠记忆功能重新寻找食物，为了增加困难，可将食物放在其他径向臂的末端，记录犯错误的次数。实验结果表明脑缺血小鼠的学习与记忆障碍明显。
跳台测试（Step—down test）[35]需要用到小鼠跳台仪，此装置用黑色有机玻璃分割成5间，箱底放置铜栅，每间右后角置一高3cm，直径4cm的橡皮垫作为动物逃避电击的安全区，实验时小鼠放置在橡皮垫上，通36 V交流电，小鼠跳至铜栅上时会受到电击，正常反应是跳回安全区以躲避电刺激。时间持续5 min，记录每只小鼠受到电击的次数作为记忆成绩。此实验受人的主观意识影响较小，能够客观的评价小鼠记忆能力。此外，测试小鼠学习记忆能力的方法还有避暗试验、T 形迷宫试验、穿梭箱试验和高架十字迷宫试验等。
4  综合性评价

国际脑卒中治疗临床前研究指南（STAIR）指出，在脑缺血治疗药物研究中，多重指标综合评价很重要，各种行为学的结果都应该评价[36]。目前，国内外主要采用Longa五分法[22]对小鼠进行综合性评分（以右侧脑缺血为例），即0分，无明显神经功能损害症状；1分，左肢体不能完全伸展；2分，行走时向左侧旋转； 3分，行走时向右侧倾倒；4，不能自发行走；5分，死亡。另外Bederson等[37]提出的3级评分方法和以后改良的4分和5分法[38]的症状评分法也被大多国内外研究者采用，上述两种评分方法操作简单，节约时间，但都存在主观性较大，结果不够客观的缺点，并且评价不够全面，评分不够细致。Clark评分[39]分别从局灶性功能损伤和一般功能损伤两个角度对小鼠的感觉运动功能进行了综合性评价，总分为28分，它通过对毛发、耳朵、眼睛、体态等细微的观察，以及步态、攀爬、身体对称性、自主运动和癫痫发作的测试进行了评价，并且与脑梗死体积的比例具有良好的的相关性。Garcia JH 评分[40]与Clark评分相似，最早应用于大鼠，是对大鼠的运动功能和感觉功能的综合性评价，经过改良，也可对小鼠进行评价。
综上所述，缺血性卒中引起的脑损伤通常与运动、感觉和认知功能障碍等相关，实验研究主要集中于评估与脑缺血动物模型相关的行为和认知上的改变。迄今为止，还没有一种单一的评价标准被普遍承认，大多数实验研究都采用多种不同的评价方法对缺血效果进行综合评价。神经行为学评价是一门不断发展的科学，现有的测试也正在不断的改进中。上述各项神经功能评分均不同程度地反映了小鼠脑缺血后感觉功能、运动功能和认知功能障碍及后期恢复的程度，可作为造模是否成功的标志。每项评价都具有优缺点和侧重点，可以根据实验需要进行选择或搭配使用，保证实验的顺利进行和结果的可靠性与真实性。
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