
论著·基础研究ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．２８．０２０

大鼠面神经高位损伤后面神经核区磁共振波谱成像
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　　摘　要：目的　探讨质子磁共振波谱成像（１ＨＭＲＳ）对大鼠面神经高位损伤后面神经元细胞凋亡检测的价值。方法　２０只

正常ＳＤ大鼠（对照组）和２０只面神经高位损伤ＳＤ大鼠（实验组）分别行１ＨＭＲＳ并测量面神经核区 Ｎ乙酰天门冬氨酸

（ＮＡＡ）、肌酸（Ｃｒ）和胆碱（Ｃｈｏ）的峰下面积，比较两组间ＮＡＡ、Ｃｈｏ、ＮＡＡ／Ｃｒ及Ｃｈｏ／Ｃｒ的差异。１ＨＭＲＳ检查后取对照组２只

与实验组４只行面神经核苏木素伊红（ＨＥ）、甲胺苯蓝（ＴＢ）和末端脱氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ原位切口末端标记

（ＴＵＮＥＬ）染色。结果　与对照组相比，实验组ＮＡＡ（狋＝３．１５９，犘＜０．０５）及ＮＡＡ／Ｃｒ（狋＝３．７８２，犘＜０．０５）明显降低，同时实验组

面神经核区ＨＥ、ＴＢ和ＴＵＮＥＬ染色显示有大量凋亡细胞。结论　１ＨＭＲＳ可以作为一种无创性评价面神经损伤后面神经核区

神经元细胞凋亡的方法。
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　　研究表明面神经高位损伤可导致面神经元的显著凋

亡［１５］。以往研究凋亡采用的探测方法都为体外检测法，这些

方法通常需要处死动物，而对人体内器官组织的凋亡研究则具

有创伤性。作为一种无创性研究活体组织器官代谢物水平变

化的影像学方法，质子磁共振波谱成像（ｐｒｏｔｏｎｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏ

ｎａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，１ＨＭＲＳ）为面神经损伤后面神经元细胞

凋亡的无创性检测带来了希望。本研究通过对正常大鼠和面

神经高位损伤大鼠模型行面神经核区１ＨＭＲＳ成像，并对照

组织病理学改变，以期探讨１ＨＭＲＳ在面神经高位损伤后面

神经元细胞凋亡的无创性检测中的应用价值。

１　材料与方法

１．１　动物　清洁级雄性ＳＤ大鼠４０只，对照组２０只，实验组

２０只，体质量（２００±１０）ｇ，由昆明医学院实验动物中心提供。

分笼喂养于光照、黑暗均为１２ｈ的恒温环境，自由摄食和饮

水。实验过程中对动物的处置符合动物伦理学标准。

１．２　大鼠面神经高位损伤模型的建立　参照文献［４５］，建立

双侧面神经高位损伤模型，术后３周行１ＨＭＲＳ。具体方法：

术前６ｈ禁食，称体质量后后经腹腔注射４％水合氯醛（１ｍＬ／

１００ｇ）进行全麻。麻醉生效后取俯卧位固定，耳后沟纵行切开

皮肤约２ｃｍ，于腮腺后上缘暴露面神经主干，沿主干向上稍追

踪，在茎乳孔根部松解面神经并轻拉，使其被牵拉出约３ｍｍ

后切断，造成面神经高位损伤，断端脑侧自然回缩入茎乳孔。

说明：本方法是双侧面神经高位切断。因为目前３．０Ｔ ＭＲＳ

虽在大鼠大脑可以做到单侧采集并自体对照，但在桥脑水平，

由于桥脑本身体积较小且 ＭＲＳ最小感兴趣区有限，在兼顾谱

线质量的情况下，能达到的最小感兴趣区中桥脑双侧都会被包

含在内，所以目前还做不到单侧采集，只有双侧高位切断面神

经，并与正常大鼠进行对比。本文中波谱采集的感兴趣区可以

从图１Ａ、Ｂ中左上角的感兴趣区定位图中看到。

１．３　面神经麻痹评价　面瘫的观察包括瞬目反射和触须运

动［６］。瞬目反射的观察是用５ｍＬ注射器１８号针头距离鼠眼

３ｃｍ瞬间吹风２ｍＬ，比较双侧眨眼的速度和幅度进行评分：０

分为双侧正常且对称、１分为减弱或延缓、２分为消失。触须运

动的观察是通过比较双侧触须拂动的程度进行评分：０分为双
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表１　　对照组和实验组面神经核区的１ＨＭＲＳ代谢物值的比较（狓±狊，狀＝２０）

组别 ＮＡＡ ＮＡＡ／Ｃｒ Ｃｈｏ Ｃｈｏ／Ｃｒ

对照组 １０１７３．１８±１５００．３３ １．２７±０．１４ ６０３５．７６±１３５７．４２ ０．７６±０．１９

实验组 ７８４０．００±２６７１．４６ ０．９４±０．３３ ５５１４．５０±１８０１．５１ ０．６６±０．２２

狋 ３．１５９ ３．７８２ ０．９６２ １．４１８

犘 ０．００３ ０．００１ ０．３４３ ０．１６５

侧拂动正常且对称、１分为触须拂动减弱、２分为消失。将２项

指标的评分相加进行面瘫的鉴定和评价（０，１分为无面瘫；２，３

分为不完全面瘫；４分为完全性面瘫）。

１．４　ＭＲＩ及１ＨＭＲＳ扫描　采用ＧＥ３．０Ｔ超导 ＭＲ扫描仪

（ＳｉｇｎａＨＤｘｔ）及大鼠专用动物线圈。大鼠经腹腔注射４％水

合氯醛（１ｍＬ／１００ｇ）麻醉后，俯卧位固定。

常规 ＭＲＩ扫描：采用快速自旋回波（ｆａｓｔｓｐｉｎｅｃｈｏ，ＦＳＥ）

的Ｔ２ＷＩ序列，以桥脑为中心进行轴位、矢位及冠位的扫描，目

的是为１ＨＭＲＳ扫描提供定位像。扫描参数为：ＴＲ／ＴＥ：１

１４０ｍｓ／１１０ｍｓ，视野：８．０ｃｍ×５．６ｃｍ，矩阵：３２０×２５６，激励

次数：３，层厚／间隔：２．０ｍｍ／０．３ｍｍ，回波链：１０。

　　１ＨＭＲＳ扫描：依据大鼠脑立体定位图谱
［７］，以第四脑室

尖所对桥脑平面为中心（面神经核团最大层面），选择１感兴趣

区，取感兴趣区时尽量避开周围骨质、血管及脑脊液等，并在其

周围使用选择性饱和带。用点分辨波谱序列（ｐｏｉｎｔｒｅｓｏｌｖｅｄ

ｓｕｒｆａｃｅｃｏｉｌｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＲＥＳＳ），对所选择的感兴趣区自动

完成体素内匀场、抑水，达到理想标准后开始１ＨＭＲＳ扫描。

ＰＲＥＳＳ序列参数：ＴＲ／ＴＥ：１０００ｍｓ／１４４ｍｓ，矩阵：１２×１２，激

励次数：５，ＦＯＶ：１０ｃｍ，扫描时间１２分４秒。原始数据传入工

作站后使用Ｆｕｎｃｔｏｏｌ４．５．５软件进行处理。在重建的波谱图

上，获得波谱分析软件自动计算出的各代谢物的值，包括Ｎ乙

酰天门冬氨酸（Ｎａｃｅｔｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ，ＮＡＡ）、胆碱（ｃｈｏｌｉｎｅ，Ｃｈｏ）、

Ｃｈｏ，并以Ｃｒ值为标准，计算ＮＡＡ／Ｃｒ和Ｃｈｏ／Ｃｒ的值。

１．５　对照组与实验组组大鼠面神经核的苏木素伊红（ＨＥ）、

甲胺苯蓝（ＴＢ）和末端脱氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ原位切

口末端标记（ＴＵＮＥＬ）染色　于 ＭＲ检查后取对照组２只与实

验组４只大鼠行灌注、取材和切片。切片时取面神经根与副神

经根之间脑干，依据大鼠脑立体定位图谱［７］定位面神经核位

置，然后以５μｍ层厚连续切片，每５张取１张切片进行贴片。

共收集３套切片，分别行 ＨＥ、ＴＢ和ＴＵＮＥＬ染色。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析。计量

资料以狓±狊表示，２组大鼠面神经核团脑组织的 ＮＡＡ、Ｃｈｏ、

ＮＡＡ／Ｃｒ及Ｃｈｏ／Ｃｒ指标之间的比较采用两独立样本均数狋检

验进行统计处理，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　面神经损伤大鼠模型的行为学观察　术后所有动物进

食、活动正常。术后１～３周双侧触须均集中伸直并向后伸展，

完全不能抖动，瞬目反射消失，呈现完全性面瘫，证实造模

成功。

２．２　１ＨＭＲＳ检测结果　实验组 ＮＡＡ、ＮＡＡ／Ｃｒ较对照组

降低且差异有统计学意义（犘＜０．０５），而Ｃｈｏ及Ｃｈｏ／Ｃｒ差异

无统计学意义（犘＞０．０５），见表１，图１、２。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图１　　２组１ＨＭＲＳ的感兴趣区定位图及波谱图

图２　　２组面神经核病理学染色图（×１００）
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２．３　２组大鼠面神经核的 ＨＥ、ＴＢ和ＴＵＮＥＬ染色　对照组，

ＨＥ染色：正常面神经元胞核呈淡紫色，细胞质为深紫色，神经

元周围分布着胶质细胞。ＴＢ染色：与 ＨＥ染色比较，由于胶质

细胞染色浅淡，面神经元染色更为明显；高倍镜下正常面神经

元胞核呈淡蓝色，核仁明显、居中呈紫蓝色，细胞质中尼氏体染

色均匀呈紫蓝色。ＴＵＮＥＬ染色：正常面神经元胞核呈淡棕

色，核仁和细胞质均为淡绿色，ＴＵＮＥＬ阳性细胞为棕褐色，即

凋亡细胞。由图可知对照组大鼠面神经核中没有或偶见单个

凋亡细胞，见图２Ａ、Ｂ、Ｃ。实验组，ＨＥ染色：大量神经元表现

为细胞固缩，胞体收缩，呈类三角形，胞核收缩呈不规则形状。

没有发现红色神经元、鬼影细胞、卫星现象等神经元坏死的特

异性改变，因此可以排除细胞坏死。ＴＢ染色：大量神经元表现

为细胞固缩，胞体收缩，呈类三角形，胞核收缩呈不规则形状。

ＴＵＮＥＬ染色：面神经核中见大量阳性细胞，见图２Ａ１、Ｂ１、Ｃ１。

３　讨　　论

３．１　面神经高位损伤后面神经元的凋亡　文献报道，当面神

经高位损伤后其胞体从靶器官获取的神经营养因子减少，出现

形态改变，并不可避免地引起一定数量的神经元细胞死亡，且

其死亡方式以凋亡为主。Ｄａｉ等
［２］、方泽强等［３］对大鼠面神经

损伤后面神经核内神经元的变化进行了研究，认为面神经损伤

后面神经核内的神经元在１５ｄ达到凋亡高峰。Ｐａｒｋ等
［４］对小

鼠面神经高位损伤４周时面神经核内神经元的数量进行了计

数，研究认为损伤侧的面神经核内神经元的数量仅有正常侧的

１０％。而本实验前期研究认为，面神经高位损伤后面神经核内

的神经元在第３周时较第２周明显
［５］，所以本实验选择在造模

后３周行１ＨＭＲＳ。

３．２　ＭＲ扫描仪在大鼠１ＨＭＲＳ研究方面的应用　ＭＲＳ是

１种利用化学位移现象对特定原子核及化合物进行定量分析

的功能性成像技术，在临床症状出现之前即可早期无创伤性地

测量活体脑组织内化合物的代谢变化。１ＨＭＲＳ对 ＮＡＡ、

Ｃｈｏ、Ｃｒ这３种化合物浓度的测量具有很好的可重复性和稳定

性，可通过这些化合物浓度的变化反映脑内一些疾病的病理变

化。由于大鼠的体质量相对于人体很小，需要更高的空间分辨

率及信噪比，所以大鼠脑的１ＨＭＲＳ在以往多使用４．７Ｔ及其

以上场强的非临床型 ＭＲ扫描仪进行研究，国内外已有很多

报导［８１１］。但随着近年来１．５Ｔ及３．０ＴＭＲ扫描仪在临床上

的推广及软硬件的提高，越来越多的研究者尝试在临床型 ＭＲ

扫描仪上进行大鼠动物模型的１ＨＭＲＳ研究。Ｄｏｇａｎ等
［１２］在

１．５ＴＭＲ扫描仪上用１ＨＭＲＳ技术来研究３Ｇ手机的电磁辐

射对大鼠大脑的影响。Ｌｅｉｂ等
［１３］在２．３４Ｔ ＭＲ扫描仪上用

１ＨＭＲＳ技术来研究丙戊酸盐体内注射后活体大鼠脑内丙戊

酸盐的检测。Ｍａ等
［１４］用１ＨＭＲＳ技术来研究在体和离体偏

头痛大鼠模型脑内代谢物浓度的变化，其中在体研究使用

３．０ＴＭＲ扫描仪，离体研究使用１４．７ＴＭＲ扫描仪，二者的结

果一致。上述研究证明在临床型 ＭＲ仪上用１ＨＭＲＳ技术无

创性检测一些大鼠模型脑内代谢物的变化是可行的，所以本实

验尝试用３．０ＴＭＲ扫描仪来研究１ＨＭＲＳ在面神经高位损

伤后面神经元凋亡的无创性检测中的应用价值，以期为将来的

临床应用奠定基础。

３．３　ＮＡＡ峰值的变化及意义　ＮＡＡ是正常波谱中的最高

峰，位于２．０２ｐｐｍ处。ＮＡＡ主要在中枢神经系统的神经元中

出现，而不出现在神经胶质细胞或者是非神经细胞组织中，是

神经元及其附属物的特异性标记物，被称为神经元的内标记

物。ＮＡＡ的含量可反映脑内神经元的数量、功能和神经元的

完整性，在神经元丧失或者是受损时，其浓度下降。在１Ｈ

ＭＲＳ中，ＮＡＡ含量或与其他代谢物的比值的减低，可作为神

经元数量缺少和功能障碍的最佳指标［１５］。Ｗｏｏ等
［１０］应用

１ＨＭＲＳ技术研究大鼠脑缺血模型脑内代谢物的变化，发现

ＮＡＡ／Ｃｒ值在缺血再灌注后９ｈ时出现降低，同时ＴＵＮＥＬ阳

性细胞数量出现明显增多。赵光明等［１６］对三叉神经慢性疼痛

的大鼠模型双侧丘脑进行１ＨＭＲＳ检测，慢性疼痛致模型组

丘脑区ＮＡＡ／Ｃｒ值较假手术组减少，表明１ＨＭＲＳ可以检测

出慢性疼痛状态下丘脑神经元的受损情况。本实验实验组

ＮＡＡ、ＮＡＡ／Ｃｒ值较对照组降低，提示实验组面神经核区神经

元的含量较对照组减少，同时行为学检测显示大鼠呈完全性面

瘫，病理学显示面神经核中大量ＴＵＮＥＬ阳性细胞，表明１Ｈ

ＭＲＳ的检测结果与行为学表现和病理学结果一致，提示１Ｈ

ＭＲＳ可以作为一种无创性评价面神经损伤后面神经核区神经

元细胞凋亡的方法。

３．４　Ｃｈｏ峰值的变化及意义　Ｃｈｏ的波峰位于３．２ｐｐｍ处，

是细胞膜磷脂代谢的主要成分之一，反映细胞膜的更新。Ｃｈｏ

反映脑内总胆碱的储藏量，包括游离胆碱、磷酸胆碱、磷脂酰胆

碱和磷酸甘油胆碱等。Ｃｈｏ与细胞膜磷脂的分解和合成有关，

可反映细胞膜的稳定性和神经胶质的增生。Ｃｈｏ峰增高提示

细胞分裂增殖活跃，以及细胞膜代谢异常增高［１７］。本实验中

对照组与实验组 Ｃｈｏ、Ｃｈｏ／Ｃｒ比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），这可能是因为面神经核区神经元细胞凋亡的同时，有大

量的胶质细胞增生，抵消了神经元细胞凋亡引起的Ｃｈｏ量的

减少，从而导致Ｃｈｏ、Ｃｈｏ／Ｃｒ无明显变化
［３］。关于Ｃｈｏ／Ｃｒ的

变化，目前未有明确的理论解释，尚需进一步研究探讨。

综上，本研究应用１ＨＭＲＳ技术在大鼠活体上无创检测

了面神经损伤后面神经核区 ＮＡＡ、Ｃｈｏ、Ｃｒ等物质的代谢改

变，并与行为学表现及病理学检测结果一致，提示１ＨＭＲＳ可

以作为１种无创性评价面神经损伤后面神经核区神经元细胞

凋亡的方法，为将来的临床应用奠定了基础。

参考文献：

［１］ｄｅＢｉｌｂａｏＦ，ＤｕｂｏｉｓＤａｕｐｈｉｎＭ．Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆａｘｏｔｏｍｙ

ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｆａｃｉａｌｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｏｆｎｅｏ

ｎａｔａｌｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｂｃｌ２ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏ

ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９６，７１（４）：１１１１１１１９．

［２］ＤａｉＣＦ，ＫａｎｏｈＮ，ＬｉＫＹ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｆａｃｉａｌｍｏｔｏｎｅｕ

ｒｏｎａｌｄｅａｔｈａｆｔｅｒｐｒｏｘｉｍａｌｏｒｄｉｓｔａｌｆａｃｉａｌｎｅｒｖｅｔｒａｎｓｅｃ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪＯｔｏｌ，２０００，２１（１）：１１５１１８．

［３］ 方泽强，杨军，李慧增，等．面神经断裂后大鼠面神经核区

神经元凋亡和星形胶质细胞变化的实验研究［Ｊ］．第三军

医大学学报，２００２，２４（１２）：１４３３１４３６．

［４］ＰａｒｋＯＨ，ＬｅｅＫＪ，ＲｈｙｕＩＪ，ｅｔａｌ．Ｂａｘｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｉｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｄｅａｔｈｏｆｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒｆａｃｉａｌｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙｉｎ

ａｄｕｌｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００７，２６（６）：１４２１１４３２．

［５］ 李宗芳，叶峻杰，刘流，等．大鼠面神经切断后其神经元形

态变化的研究［Ｊ］．昆明医学院学报，２００９，３０（９）：４５４８．

［６］ ＴａｋａｈａｓｈｉＨ，ＨｉｔｓｕｍｏｔｏＹ，ＨｏｎｄａＮ，ｅｔａｌ．Ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ

ｏｆＢｅｌｌ′ｓｐａｌｓｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘ

ｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｐａｔｈｏｌＥｘｐＮｅｕｒｏ，２００１，６０（６）：

６２１６２７．

［７］ＰａｘｉｏｎｓＧ，ＷａｔｓｏｎＣ．大鼠脑立体定位图谱［Ｍ］．３版．北

京：人民卫生出版社，２００５．

［８］ＩｌｔｉｓＩ，ＭａｒｊａńｓｋａＭ，ＤｕＦ，ｅｔａｌ．１ＨＭＲＳｉｎｔｈｅｒａｔｂｒａｉｎ

ｕｎｄｅｒｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌａｎｅｓｔｈｅｓｉａ：ａｃｃｕｒａｔｅ（下转第３７６２页）

９５７３重庆医学２０１４年１０月第４３卷第２８期



平，升高血浆中的 ＴＦＰＩ水平，降低 ＴＦ／ＴＦＰＩ值，从而改善脓

毒症犬的凝血功能。这也可能是降低脓毒症犬的病死率的另

一重要原因，但其具体机制还需进一步研究。

严重脓毒症患者，特别是发展到急性肺损伤或急性呼吸窘

迫综合征的患者，目前仍无特殊有效治疗的方法，现主要通过

控制感染及各种支持治疗来维持生命。本实验表明，脓毒症犬

通过部分ＬＣＡＰ后，可降低血浆中白细胞特别是中性粒细胞

水平，降低ＮＥ的水平，从而减轻脓毒症犬的毒血症状，也改善

了凝血、纤溶功能，降低病死率，为严重脓毒症患者的治疗提供

了一个新治疗策略，值得进一步深入研究。
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