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&&!摘&要"&目的&!$F]二磷酸果糖(Ke1)作为细胞代谢的能量物质已被证实在辅助治疗缺氧缺血性脑病及

心肌受损性疾病方面具有重要作用% 该研究探讨 Ke1对大鼠热性惊厥性海马超微结构损伤是否具有保护作用%

方法&>F 只 #! 日龄雄性 Ge大鼠均分为热性惊厥组(KG)$高剂量果糖干预组( ê)及低剂量果糖干预组(Be)%

水浴法建立热性惊厥模型#高*低剂量果糖干预组于惊厥前 >" /)*各腹腔注射Ke1<" /RJ!"" R及 #< /RJ!"" R大

鼠体重#而KG组腹腔注射相同体积的 "7=`氯化钠溶液% 应用透射电镜分别观察海马'9! 区神经元*细胞器的病

理超微结构改变和神经突触参数变化特征% 结果&果糖干预组在神经元变性坏死*线粒体肿胀*内质网脱颗粒及

高尔基体扩张等方面较 KG 组减轻$差异有显著性% 果糖干预组同 KG 组相比$脑海马 '9! 区神经突触间隙缩窄

(?L:7#=$7d"7"!)$突触后致密物质厚度增加(?L!#7%:$7d"7"!)$突触活性带长度延长(?L!%7:<$7d

"7"!)$突触界面曲率增加(?L>7::$7d"7"<)$差异有显著性% 在改善上述超微结构损伤方面$ ê与 Be组比较

差异无显著性% 结论& Ke1可以减轻反复热性惊厥大鼠海马区超微结构受损程度$但有效而适宜的用药剂量仍

需进一步探讨% !中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&$'' &!"!"

!关&键&词"&!$F]二磷酸果糖# 惊厥$发热性#脑损伤#海马#大鼠

!中图分类号"&H;>>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"!== ;"%
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&&热性惊厥性脑损伤及其干预措施的研究已日益

受到关注!! b%"

% !$F]二磷酸果糖(Ke1)作为促进细

胞代谢的能量物质$在缺氧缺血性及缺氧J再灌注损

伤性疾病的保护性研究中效果显著!<$F"

% 我们采用

热水浴法建立热性惊厥大鼠模型$通过神经形态学

研究方法探讨 Ke1对大鼠热性惊厥性脑损伤有无

保护作用%

$G对象和方法

$7$G对象

#! 日龄雄性 G043RV.]e3Y6.Z大鼠 >F 只(西安

交通大学医学院实验动物中心提供)$体重 <" c< R#

大鼠按 ! b>F 编号$采用随机数字法随机均分为热

性惊厥组(KG)*高剂量果糖干预组( ê)*低剂量果

糖干预组(Be)$每组大鼠数目为 !# 只#各组均于

(#" c>)o温度下饲养$!# ( 光照$!# ( 暗环境$自

由进食饮水%

$7!G方法

!7#7!&模型建立&&采用改良热水浴法!:"建立热

性惊厥大鼠模型% 每只大鼠上*下午诱发惊厥 ! 次$

连续 < 2 共 !" 次# ê$Be组于惊厥前 >" /)* 各腹

腔注射Ke1<" /RJ!"" R$#< /RJ!"" R大鼠体重$而

KG组腹腔注射相同体积的 "7=`氯化钠溶液%

!7#7#&电镜标本的制作&&大鼠末次惊厥后 #% ($

各组按随机数字法随机选取 # 只大鼠$以 #"`乌拉

坦腹腔注射麻醉$剖胸暴露心脏$经左心室]升主动

脉插管$依次灌注 "7=`氯化钠溶液 >" b<" /B(快

速)#%o #`多聚甲醛$#7<`戊二醛固定液 ( 0^

:7%)!"" b!<" /B(先快后慢)% 灌注时间共约

>" /)*% 剥离出脑组织$浸没于 "o #`多聚甲醛$

#7<`戊二醛固定液中% 切除嗅球和小脑组织$于外

侧膝状体水平冠状位切取海马部位组织片 (厚

! //)$在海马 '9! 区用注射器针头 (直径约

! //)点取脑组织数块$迅速送电镜室制作常规透

射电镜标本% 脑组织块中任选 F 块进行包埋$任选

# 个包埋块制作电镜切片 F b!" 张不等$再任选 #

张切片观察$随机视野下每个切片观察的目标细胞

或细胞器数目为 <" 个(粗面内质网和高尔基体计

数单位为组)及 #< 个(突触数目)$合计为 !"" 个

(组)及 <" 个%

!7#7>&神经元病变观察&&F """ 倍电镜视野下随

机选取 !"" 个神经元进行观察$记录变性(细胞核肿

胀*染色质浓缩边集*核仁皱缩变形)及坏死(细胞核

固缩*碎裂*溶解$核仁消失)神经元的个数%

!7#7%&线粒体病变观察&&>" """ 倍电镜视野下

随机选取 !"" 个线粒体进行观察$记录肿胀(体积增

大$形状变圆$嵴肿胀变短$数目减少$排列紊乱)及空

泡变(体积高度扩张呈球形$嵴基本消失$线粒体内基

本为无结构的空泡样结构替代)线粒体的个数%

!7#7<&内质网病变观察&&#" """ 倍电镜视野下

随机选取 !"" 组粗面内质网进行观察$记录脱颗粒

(内质网膜上核糖体减少)内质网的病变程度和个

数% 轻*中*重粗面内质网脱颗粒分别指核糖体减少

d!J>$ g!J>

"

#J>$ g#J>%

!7#7F&高尔基体病变观察&&#" """ 倍电镜视野

下随机选取 !"" 组高尔基体进行观察$记录扩张

(扁囊扩张*结构紊乱)高尔基体的病变程度和个

数% 轻*中*重高尔基体扩张分别指扁囊扩张体积增

加d!J>$ g!J>

"

#J>$ g#J>%

!7#7:&神经突触形态学参数测量&&%" """ 倍电

镜视野下随机选取 <" 个 D43Z

.

型!$"神经突触进行

观察并照相$利用 p<<"'I(德国 B.)W3公司)图形

信号采集分析系统对突触照片进行分析并测量以下

主要参数&突触间隙(TZ*30-)WW6.X-$采用多点平均法

测量)*突触后致密物质(0,T-TZ*30-)W2.*T)-Z$ 1Ge)

厚度(1Ge的最大值)*突触活性带 (3W-)[.\,*.$

9k)长度*突触界面曲率(TZ*30-)WWV4[3-V4.,XTZ*30]

-)W)*-.4X3W.$ 1Ge的弧长与弦长之比)#同时应用立

体计量学方法和通行公式!$"分析计算突触的数密

度(8[)及面密度(G[)%

$7HG统计学处理

所有计量资料均以均数 c标准差(Oc:)表

示% 采用 G1GG!"7" 统计软件依资料性质分别进

行方差分析及两两均数之间 W检验*

,

# 检验$检验

水准为
-

L"7"<%

!G结果

!7$G神经元变性坏死

KG$Be$ ê组大鼠海马 '9! 区神经元变性坏

死的比例依次为 <F`$>$`$>!`$提示果糖干预组

大鼠海马'9! 区的神经元变性坏死比例下降$与KG

组差异有显著性(

,

#

L!%7#!$7d"7"!)% 但Be* ê

两组相比差异无统计学意义$

,

#

L!7!F$7g"7<"

(表 !$图 !)%

!7!G线粒体肿胀空泡变

KG$Be$ ê组大鼠海马 '9! 区线粒体肿胀及

空泡变的比例依次为 <$`$%:`$>:`$提示果糖

干预可以减轻大鼠脑海马 '9! 区的线粒体病变$

'""#'
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与 KG组的差异有显著性(

,

#

L!"7!#$7d"7"<)%

但Be$ ê两组相比差异无显著性$

,

#

L#7"=$7g

"7#<(表 !$图 !)%

!7HG粗面内质网脱颗粒

KG$Be$ ê组大鼠海马 '9! 区中*重度内质网

脱颗粒的比例依次为 %#`$#=`$!=`$提示果糖可

以减轻大鼠脑海马'9! 区的内质网脱颗粒的现象$

与KG 组的差异有显著性(

,

#

L!<7=<$7d"7"<)%

但Be$ ê两组相比差异无显著性$

,

#

L<7%%$7g

"7!"(表 !$图 #)%

!7NG高尔基体扩张

KG$Be$ ê组大鼠海马 '9! 区中*重度高尔基

体扩张的比例依次为 >F`$#>`$!:`$提示果糖可

以减轻大鼠脑海马'9! 区的高尔基体扩张现象$与

KG组的差异有显著性(

,

#

L!<7#<$7d"7"<)% 但

Be$ ê两组相比差异无显著性$

,

#

L#7":$7g"7#<

(表 !$图 #)%

!7%G神经突触形态学参数

果糖干预组同 KG 组相比$脑海马 '9! 区神

经突触间隙缩窄(?L:7#=$7d"7"!) $1Ge厚度

增加(?L!#7%:$7d"7"! ) $9k长度延长 (?L

!%7:<$7d"7"! ) $突触界面曲率增加(?L>7::$

7d"7"<)$差异有显著性#而三组在突触面密度

(?L!7$#$7g"7"<)及数密度(?L#7>:$7g"7"<)

方面无统计学差异(表 #)%

表 $G各组大鼠海马:>$ 区神经元及细胞器超微结构病变

组别
观察目标

(个)

神经元

变性 坏死

线粒体

肿胀 空泡变

内质网脱颗粒

轻度 中度 重度

高尔基体扩张

轻度 中度 重度

KG !"" >" #F >< #> !F #" ## #> #! !<

Be !"" ## !F ># !< #> !< !% != !> !"

ê !"" != !# #F !! !: !! $ !F !! F

,

# 值 !%7#! !"7!# !<7=< !<7#<

7值 d"7"! d"7"< d"7"< d"7"<

表 !G各组大鼠海马:>$ 区神经突触形态学参数
(Oc:)

组别
突触数

(个)

突触间隙

(*/)

1Ge厚度

(*/)

活性带长度

(*/)

突触界面

曲率

面密度

(突触数J

!

/

>

)

数密度

(

!

/

;!

)

KG <" %$7>> cF7#= F=7>: c#"7!= ><>7F% c!#:7=: !7":>< c"7!>"= "7"#$ c"7"!# "7"=$: c"7"!$:

Be <" >>7F< c<7>< ="7F! c#%7$: >=F7<# c!%%7<= !7!F%# c"7!:<% "7"#= c"7"!! "7!!%$ c"7"#!<

ê <" #F7$= c<7!# =$7"> c#<7=: %"<7>$ c!<>7#= !7!=>$ c"7!=F# "7">! c"7"!> "7!><! c"7"#"=

?值 :7#= !#7%: !%7:< >7:: !7$# #7>:

7值 d"7"! d"7"! d"7"! d"7"< g"7"< g"7"<

图 $G神经元及线粒体超微结构病变G

>&果糖干预组正常神经元( MF """)# M&热性惊厥组神经元核膜皱缩凹陷$核碎裂*

边集$细胞濒临死亡( MF """)# :&果糖干预组正常线粒体( M>" """)# W&热性惊厥组线粒体体积高度扩张$嵴基本消失$线粒体内基

本为无结构的空泡样结构( M>" """)%

&&图 !G粗面内质网及高尔基体超微结构病变$ _!" """%G

>&果糖干预组&正常粗面内质网# M&热性惊厥组&粗面内质网脱

颗粒$核糖体减少# :&果糖干预组&正常高尔基体# W&热性惊厥组&高尔基体扁囊扩张*结构紊乱%

'!"#'
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HG讨论

神经元通过树突*轴突等附属结构建立起来的

相互联系(主要为突触)是神经冲动和讯号有效传

递及正常学习记忆活动的物质基础% 本课题以往研

究发现热性惊厥大鼠脑海马 '9! 区出现了以神经

元变性坏死*线粒体肿胀空泡样变*粗面内质网脱颗

粒和高尔基体扩张囊泡化为特征的病理变化$推测

这些改变是反复热性惊厥导致学习记忆能力损害的

神经细胞学机制!:"

%

神经突触的可塑性是神经系统在各种外界刺激

下出现在结构和功能方面的适应性变化$这种改变

延续整个生命过程!="

% 突触前后膜*突触间隙*突

触活性带长度*1Ge厚度变化能较敏感地反映突触

可塑性变化的特征% 1Ge厚度改变能反映突触后膜

上受体和离子通道的变化$1Ge的各种通道和受体

蛋白作为中介者$对信号分子*调解分子和靶分子进

行优化和调控!!""

# 1Ge厚度越大$越有利于神经元

之间的相互沟通#突触间隙与突触后膜厚度以及前

终扣密切相关!!!"

$当突触间隙增大$神经递质传递

所需的时间会延长$在传导过程中被降解的几率增

加!!#"

$神经传导的效能就会下降#而较长的突触活

性带及较大的突触界面曲率则可以增加突触传导过

程中递质及囊泡的接触面积$提高神经信息传递和

学习记忆的有效性!!>"

%

Ke1作为细胞代谢过程中的重要能源物质和中

间调节体$在机体遭受有害刺激时发挥稳定细胞膜*

改善能量代谢*抑制'3

# O内流*抗炎抗氧化损伤*调

节细胞信号转导系统等多重作用!F$!% b!F"

% 我们以

腹腔预注射 Ke1的方式以探讨 Ke1对热性惊厥脑

损伤的保护作用$研究发现$Ke1干预可使热性惊厥

大鼠海马区神经元变性坏死及细胞器病理改变的程

度减轻#并有利于预防反复热性惊厥导致的大鼠海

马区突触后致密物质厚度减小$突触活性带长度缩

短$突触界面曲率下降及突触间隙异常增宽等损害

正常突触联系功能的病理超微结构变化% 本研究还

发现Ke1对反复热性惊厥大鼠海马 '9! 区神经突

触的面密度及数密度变化无显著效应$可能与这两

个指标需要较长时间才出现改变有关!$"

$而本研究

试验动物的热性惊厥经历时间相对较短(< 2)%

本研究采用 #< /RJ!"" R体重和 <" /RJ!"" R

体重的Ke1剂量进行干预$数据显示 ê组较 Be

组在神经元变性坏死*线粒体肿胀*粗面内质网脱颗

粒及高尔基体扩张等病理超微结构变化方面为轻$

但在统计学上差异无显著性% 以上提示 Ke1的剂

量超出一定+合适剂量,(目前仍未确定)后$Ke1对

惊厥性脑损伤的保护作用与剂量之间不存在直线型

剂量]效应关系#此外$也不能排除观察目标(细胞及

细胞器)数目可能不足造成的影响%
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