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%%!摘%要"%目的%本实验通过对孕鼠腹腔内注射脂多糖$P0_&制备宫内感染动物模型(探讨宫内感染对胎鼠

脑神经细胞凋亡及其对早产新生大鼠远期脑发育的影响' 方法%妊娠 !: 1孕鼠随机分为对照组*低剂量感染组和

高剂量感染组(对感染组分别给予 $6> .NOYN和 $6= .NOYNP0_腹腔内注射(对照组腹腔注射生理盐水("R ' 后处

死部分大鼠$& e#&(取胎盘组织行苏木精B伊红染色观察其病理变化*Jn7DP法观察胎鼠脑神经细胞的凋亡情况(

部分孕鼠继续怀孕至 "! 1前诱导分娩(将新生早产鼠饲养至 R" 1行迷宫试验' 结果%与对照组比较(宫内感染组

孕鼠胎盘组织可见明显的炎性细胞浸润(血管充血等病理改变(感染组胎鼠脑组织神经细胞的凋亡增加$对照组

:6$$ M$6>= QA低剂量感染组 >"6R! M?6>=(高剂量感染组 ==6R! M#6=!(!L$6$!&(且神经细胞的凋亡随着宫内感

染的程度加重而增多' 感染组大鼠f型迷宫试验达标所需的训练次数较对照组明显增多$对照组 ?=6: M>6# QA

低剂量感染组 !!#6: M:6# 和高剂量感染组 !<R6R M!>6#(!L$6$!&(记忆保持中正确反应次数明显低于对照组$对

照组$6<" M$6$= QA低剂量感染组$6=" M$6$< 和高剂量感染组 $6># M$6$<(!L$6$?&' 结论% 宫内感染可导致胎

鼠脑神经细胞的凋亡(并损伤新生大鼠的学习记忆功能(影响其远期智能发育'
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%%随着产科和新生儿重症监护治疗技术的发展(早

产儿的存活率不断提高' 由于早产儿脑发育的病理生

理特点(有关宫内感染引发的早产儿脑损伤问题也日

益引起广大学者的关注' 据文献报道早产儿在围产期

因宫内感染导致的脑损伤主要为脑白质损伤$W'(,-

.2,,-312.2N-( hIH&(尤其是脑室周围白质软化

$/-3(Q-),3(V85235-8Y+.252V(2( 04P&(轻者可导致认知

功能的损害(重度则可引起脑瘫等永久性伤残!!B>"

' 本

研究拟通过使用两种剂量的脂多糖$P0_&处理妊娠

!: 1孕鼠(探讨宫内感染及程度对胎脑神经细胞凋亡及

其对早产新生大鼠远期脑发育的影响'

$I材料与方法

$6$I实验动物分组与取材

孕 !: 1 h(A,23大鼠$清洁级(新乡医学院实验

动物中心提供&随机分为对照组*感染组 ! 和感染

组 "' 予感染组 ! 孕鼠腹腔内注射 P0_

!R"

$购自美

国 _(N.2公司&$6> .NOYN(感染组 " 孕鼠腹腔内注

射P0_ $6= .NOYN#对照组为同期分娩的孕鼠(予腹

腔内注射等量生理盐水' 造模后 "R '各组均取出 #

只孕鼠(剖腹取胎盘和胎鼠脑组织观察胎盘病理变

化及检测胎脑神经细胞的凋亡情况(剩下的大鼠待

其怀孕至 "! 1 前诱导分娩' 感染组中 !? 只孕鼠有

!" 只早产(留取早产鼠' 其余各孕鼠在诱导早产

后(感染组 ! 和感染组 " 中各随机抽取 !? 只幼鼠(

对照组抽取 !$ 只幼鼠(饲养至 R" 1做迷宫测试'

$6"I实验方法

!6"6!%胎盘组织病理切片检查%% 常规石蜡切片

厚 ?

!

.(苏木精B伊红染色后光镜下观察胎盘组织

的病理改变'

!6"6"%胎脑凋亡神经细胞的检测和判断%%凋亡

细胞的检测按 Jn7DP免疫组化试剂盒$购自武汉

博士德公司&步骤进行(感染组与对照组各 ? 张组

织切片(在 R$$ 倍光镜下随机观察 ? 个视野(每个视

野计数 !$$ 个细胞(胞浆呈淡或深棕黄色为凋亡阳

性细胞(计数凋亡阳性细胞并统计均值'

!6"6>%学习%记忆能力测试%%早产新生大鼠 R"日

龄时用三等分辐射式迷路箱和IE>>型迷宫刺激器检

测' 学习能力用大鼠学习达到学会标准前所需的测试

数(表示其空间反应的学习记忆成绩' 所需次数越少

说明学习速度越快或学习能力越强#所需次数越多(提

示学习记忆能力下降(以连续 !$次中有 <次或以上正

确反应$正确反应率
!

<$^&定为学会标准#记忆能力

在学会后 "R ' 再测试(正确反应次数定为S(以SO!$

表示记忆的保持能力(此值越高说明记忆力越好!?"

'

$6'I统计学处理

实验数据采用 _0__ !?6$ 软件进行统计(结果

以均数M标准差$JM?&表示' 经方差齐性检验方差

均齐(采用单因素方差分析(!L$6$? 为差异有统计

学意义'

"I结果

"6$I胎盘组织苏木精B伊红染色结果

镜下观察(感染组胎盘血管充血*水肿(大量中

性粒细胞浸润(且随着 P0_ 剂量的增大(即感染程

度的加重(炎性病理改变愈明显' 而对照组胎盘组

织结构清晰(未见中性粒细胞聚集等炎症反应' 表

明本研究宫内感染模型制作成功 $图 !& '

"6"I胎鼠脑组织神经细胞凋亡的检测

以胞浆呈淡或深棕黄色为凋亡阳性细胞(主要

分布在皮质' 感染后 "R ' 感染组凋亡细胞数量较

对照组明显增多(且随着感染程度的加重(凋亡的神

经细胞明显增加(差异有统计学意义$!L$6$!&(见

表 !(图 "'

"6'I迷宫测试结果

感染组大鼠反应迟钝*自主活动少(运动速度

慢(学习及记忆能力较对照组明显降低(达标所需的

训练次数明显增多(记忆保持中正确反应数明显降

低(且随着 P0_ 剂量的增大即感染程度的加重(学

习及记忆能力呈下降趋势$表 "&'

II表 $I各组胎鼠脑组织凋亡细胞的比较I

$细胞数(JM?&

分组 鼠数 凋亡细胞

对照组 # :6$ M$6R

感染组 ! # >"6R M?6R

感染组 " #

==6R M#6=

2(G

P值 !:6""

!值 L$6$!

%%2% 与对照组比较(!L$6$!( G% 与感染组 ! 比较(!L$6$?

II表 "IK" 日龄早产大鼠学习和记忆能力的比较I

$JM?&

分组 鼠数
学习能力

训练次数

记忆能力

记忆保持率

对照组 !$ ?# MR $6<" M$6$=

感染组 ! !?

!!: M<

2

$6=" M$6$<

G

感染组 " !?

!<R M!R

2(V

$6># M$6$<

G(1

P值 !R6R? :6<=

!值 L$6$! L$6$?

%%与对照组比较(2% !L$6$!( G% !L$6$?# 与感染组 ! 比较(V%

!L$6$!( 1% !L$6$?

)$#?)
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II图 $I大鼠胎盘组织苏木精B伊红染色后观察结果
$ cR$$&%A% 对照组(镜下未见白细胞浸润#N% 感染组 !(胎盘组织镜

下见较多的白细胞浸润#!% 感染组 "(白细胞浸润较感染组 ! 严重' 箭头所指为白细胞'

II图 "I胎鼠脑神经细胞凋亡的变化
$ cR$$&%A% 对照组(胎脑组织仅见少许凋亡的神经细胞# N% 感染组 !(胎脑组织见较

多凋亡的神经细胞# !% 感染组 "(胎脑组织凋亡的神经细胞明显增加' 箭头所指为凋亡细胞'

'I讨论

近年来关于宫内感染导致早产及早产新生儿脑

损伤已逐渐引起国内外学者的关注!="

(但其发生机

制尚不十分清楚' 研究认为细菌 P0_ 联合 JPCBR

受体(激活了炎症反应信号通路导致早产和胎儿脑

损伤是主要机制之一!#B:"

' 但对宫内感染与早产鼠

脑发育远期行为影响的研究国内外文献未见报道(

国内仅发现学者对新生大鼠缺氧缺血性脑损伤后的

远期行为研究!<B!$"

' 本实验旨在通过制作早产大鼠

宫内感染模型(试图探讨宫内感染对胎鼠神经细胞

凋亡及其对早产新生鼠脑发育的影响(为临床预防

和治疗早产儿脑损伤提供理论依据'

细胞凋亡又称程序性的细胞死亡(是与坏死不

同的细胞死亡现象' 坏死过程中(在早期细胞逐渐

肿大(随后溶解#而凋亡过程中(细胞逐渐萎缩(片段

化(形成所谓的凋亡小体' 细胞凋亡是个体发育过

程中的一种自然形式(适度的细胞凋亡是组织器官

正常发育过程中的生理性事件' 过度的细胞凋亡将

导致组织器官的器质性病变和功能障碍' 近年的许

多研究表明凋亡参与了宫内感染导致脑损伤的发生

发展(研究显示宫内感染脑损伤时少突胶质细胞

$dP&前体细胞的死亡方式主要是凋亡!!!"

' 有研究

显示早产儿脑室周围白质软化$04P&的一个重要的

病理改变就是弥漫性脑白质 dP凋亡*坏死!!"B!>"

'

;-55等!!R"给妊娠 !? 1 的大鼠宫颈内注射亚临床感

染剂量的P0_(? 1 后发现胎鼠脑组织中 Jn7DP阳

性细胞数目明显增加' 本研究在造模后 "R ' 应用

Jn7DP法检测也发现感染组胎脑组织神经细胞的

凋亡较对照组明显增多(且随着感染程度的加重神

经细胞的凋亡也增多'

学习记忆是中枢神经系统的高级神经活动(是

衡量脑发育的重要指标' 学习是神经系统接受环境

的变化而获得新行为习惯的过程(记忆是学习后经

验的储存和保持' 在中枢神经系统中(海马属边缘

系统(是与学习记忆和情绪*行为功能密切相关的重

要脑区(且海马又是宫内感染导致脑损伤的易损部

位!!?"

' 本研究通过对 R" 日龄早产大鼠电迷宫测

试(结果显示感染组学习及记忆能力较对照组明显

降低(达标所需的训练次数明显增多(记忆保持中正

确反应次数明显降低(表明宫内感染可导致早产新

生鼠脑神经细胞的凋亡(并对大鼠远期智能的发育

产生影响(分析其原因可能与宫内感染或 P0_ 腹腔

内注射后(母体发生绒毛膜羊膜炎(导致炎症介质如

aPB!

"

*aPB=*aPB:*J7FB

(

和(),-3B

$

等的分泌增加(这

)!#?)
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些炎症介质经过胎盘从母体进入胎儿循环!!="

(因为

胎儿血脑屏障$ G32() G5++1 G233(-3(;;;&发育不完

善(炎症介质又通过 ;;;进入胎儿脑组织(刺激并

激活胎脑组织内的小胶质细胞和星型胶质细胞!!#"

(

使胎脑组织上述炎症介质的分泌增高!!R"

(而胎脑组

织的一些神经生长因子如 7EF*脑源性神经生长因

子;H7F的表达下降#另外炎症介质还诱导一氧化

氮7d和前列腺素0ED及血管内皮生长因子 4DEF

的表达增加!!:"

(使发育中的胎脑组织血管生成增

加(但血管的正常发育受到影响(上述这些因素的共

同作用(致胎脑神经细胞的凋亡增加!!<"

(最终导致

胎鼠脑的发育受到影响(从而使早产鼠远期脑的发

育受到损害'

!参%考%文%献"
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