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　　［摘　要］　目的　探讨丰富环境刺激对缺氧缺血性脑损伤（ＨＩＢＤ）新生大鼠神经元增殖、学习记忆能力和运
动功能的影响。方法　１０８只７日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ新生大鼠随机分为假手术组、ＨＩＢＤ组和干预组。采用 Ｒｉｃｅ
Ｖａｎｎｕｃｃｉ方法制作ＨＩＢＤ模型。干预组于ＨＩＢＤ后行丰富环境刺激。干预后７ｄ、１４ｄ、２８ｄ进行行为学测试（水迷
宫试验、悬吊试验、斜坡试验），光镜下计数海马ＣＡ１区单位面积神经元的数目。结果　ＨＩＢＤ组７ｄ、１４ｄ和２８ｄ
海马ＣＡ１区锥体细胞数明显少于假手术组锥体细胞数 （Ｐ＜０．０１）；干预组干预后７ｄ、１４ｄ和２８ｄ海马ＣＡ１区锥
体细胞数均多于ＨＩＢＤ组（Ｐ＜０．０１）。ＨＩＢＤ组和干预组７ｄ、１４ｄ、２８ｄ隐匿平台逃避潜伏期（ＥＬ）较假手术组明显
延长（Ｐ＜０．０１），跨越平台次数均明显低于假手术组（Ｐ＜０．０１），而干预组７ｄ、１４ｄ及２８ｄＥＬ较ＨＩＢＤ组明显缩
短，跨越平台次数较ＨＩＢＤ组明显增加（Ｐ＜０．０１）。ＨＩＢＤ组与干预组７ｄ、１４ｄ和２８ｄ悬吊试验维持时间和得分均
低于假手术组（Ｐ＜０．０１），斜坡试验时间高于假手术组（Ｐ＜０．０１），而干预组１４ｄ和２８ｄ悬吊试验维持时间和得
分均明显高于ＨＩＢＤ组（Ｐ＜０．０１），斜坡试验时间明显低于ＨＩＢＤ组（Ｐ＜０．０１）。结论　早期丰富环境干预可以促
进ＨＩＢＤ神经细胞的修复，并改善大鼠学习记忆能力和运动功能。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（２）：１３９－１４３］
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　　新生儿缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是指围生期窒息缺氧导致脑的
缺氧缺血性损害，临床上出现一系列中枢神经系统

异常的表现，是围生期足月儿脑损伤的最常见原因，

常可引起脑瘫、癫
!

、智力低下等严重后遗症。采用

有计划、有目的的丰富环境活动等综合治疗进行早

期干预，可减少或者避免婴幼儿智能和运动发展偏

离正常。作者先前研究发现早期干预具有激活内源

性神经干细胞增殖和分化的作用［１］，本研究采用丰

富环境刺激对 ＨＩＢＤ新生大鼠进行早期干预，观察
丰富环境刺激对２８ｄ内ＨＩＢＤ新生大鼠脑组织神经
元细胞、学习记忆能力和运动功能的影响，并进一步

探讨丰富环境刺激对新生儿ＨＩＢＤ神经功能修复的
作用。

１　材料与方法

１．１　实验分组及模型制作
健康７日龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ新生大鼠共１０８只，

雌雄不限，平均体重１４．３±１．６ｇ，随机分为３组，每
组３６只。假手术组、缺氧缺血组（ＨＩＢＤ组）及干预
组。根据观察时间点分为 ３个亚组：干预后 ７ｄ、
１４ｄ和２８ｄ（ｎ＝１２）。采用 ＲｉｃｅＶａｎｎｕｃｃｉ经典方
法［２］制成 ＨＩＢＤ模型，乙醚吸入麻醉，颈部正中切
开，分离左侧颈总动脉，双线结扎，中间剪断，缝合伤

口，实验结束后将大鼠放回鼠笼由母鼠喂养。假手

术组只切开颈部皮肤，不结扎劲总动脉。

１．２　实验方法
１．２．１　早期干预　　干预组行丰富环境刺激。丰
富环境设置在７０ｃｍ×６０ｃｍ×５０ｃｍ的透明有机玻
璃大笼中，每个笼内８只幼鼠和１只母鼠，笼内放置
不同颜色、形状的物体，如柠檬、树叶、刨花、木板、铁

皮、斜坡、秋千、跷跷板、管道、转笼和玩具等，并播放

轻音乐，同时予忽明忽暗的红色灯光刺激视觉（亮

１ｍｉｎ、暗１ｍｉｎ，亮、暗交替），每日持续１ｈ。每３ｄ
改变环境１次，总干预时间为２８ｄ。非干预的ＨＩＢＤ
组和假手术组分别饲养于２５ｃｍ×１５ｃｍ×１０ｃｍ无
特殊刺激的标准环境中。３组均提供１２ｈ光、１２ｈ
暗的昼夜光变化，自由进食、进水，定期换笼。

１．２．２　水迷宫试验　　７ｄ、１４ｄ和２８ｄ时各组随
机选择１２只大鼠用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验测试学习记
忆功能。（１）定位航行试验：训练前２４ｈ将大鼠放
入水迷宫中自由游泳３ｍｉｎ以熟悉迷宫环境。试验
历时４ｄ，每天在固定时间分上午、下午２个时间段，

每个时间段训练４次。分别从池壁４个象限中点将
大鼠头朝池壁放入水池，记录大鼠从入水中到爬上

平台的时间，即隐匿平台逃避潜伏期（ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，
ＥＬ），至６０ｓ找不到平台，即将其引上平台，ＥＬ记为
６０ｓ，让大鼠在平台上休息１５ｓ。取试验第４天的
ＥＬ计算各组平均数。ＥＬ反映动物获得经验的能
力，即学习能力。（２）空间探索试验：第５天进行空
间探索试验，撤除平台，将大鼠随机从某一象限池壁

中点头朝池壁放入水中，记录２ｍｉｎ穿越平台次数。
空间探索试验反映动物保持经验的能力，即记忆能

力。

１．２．３　悬吊试验　　使大鼠前腿抓住一水平的玻
璃棒（直径０．５ｃｍ），离开桌面４５ｃｍ，记录大鼠掉下
的时间。评分标准：≤１０ｓ计１分；～３０ｓ计２分；
～２ｍｉｎ计３分；～５ｍｉｎ计４分；＞５ｍｉｎ计５分。
１．２．４　斜坡试验　　将大鼠头向下倒置于４５度斜
面上，记录大鼠转为头向上角度 ＞１３５度的时间。
以ｓ为计算单位。
１．２．５　神经元细胞计数　　分别于 ７ｄ、１４ｄ和
２８ｄ处死各组大鼠２只，制成脑组织石蜡切片，脱
蜡复水后行尼氏染色。０．１％甲苯胺蓝，６０％ 温染
１ｍｉｎ，水洗，脱水，９５％乙醇镜下分化，脱水、透明、
封固。光镜下（×４００）计数海马ＣＡ１区单位面积神
经元的数目。

１．３　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理，所有数

据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。多组间比较采用方
差分析，多组间两两比较采用ｑ检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组海马ＣＡ１区神经元细胞变化
假手术组海马ＣＡ１区锥体细胞排列致密，细胞

质中尼氏体清晰可见；ＨＩＢＤ组锥体细胞排列紊乱，
细胞丢失明显，细胞质中尼氏体减少或消失，部分细

胞可见核固缩和核碎裂。ＨＩＢＤ组７ｄ、１４ｄ和２８ｄ
海马ＣＡ１区锥体细胞数（４４±６，４５±７，５１±８）明显
少于假手术组锥体细胞数（１０６±１０，１０５±１０，１１１±
１１），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。干预组海马
ＣＡ１区锥体细胞排列整齐，干预后７ｄ、１４ｄ和２８ｄ
锥体细胞数（７６±１３，９１±１１，９９±１１）均多于
ＨＩＢＤ组（４４±６，４５±７，５１±８），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。见图１。
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　　图１　左侧海马ＣＡ１区神经元细胞变化（尼氏染色，×４００）　假手术组７ｄ、１４ｄ及２８ｄ海马ＣＡ１区锥体细胞排列致密，
细胞核中染色质清晰可见，细胞呈锥形，顶部可见轴突。ＨＩＢＤ组７ｄ海马ＣＡ１区锥体细胞肿胀、变性，细胞排列紊乱，细胞核中染色

质减少，部分细胞可见核固缩和核碎裂，细胞间隙增宽；ＨＩＢＤ组１４ｄ和２８ｄ海马ＣＡ１区锥体细胞排列紊乱，细胞丢失明显，细胞核

中染色质减少或消失，大部分细胞可见核固缩、碎裂和浓染，细胞间隙增宽、空泡。干预组７ｄ海马ＣＡ１区锥体细胞排列稀疏，细胞

丢失较明显，细胞核中染色质减少，细胞间隙增宽；干预组１４ｄ海马ＣＡ１区锥体细胞排列稍稀疏，细胞核中染色质减少，细胞间隙增

宽；干预组２８ｄ海马ＣＡ１区锥体细胞排列较整齐，细胞核中染色质减少，细胞间隙稍增宽。箭头所示为锥体细胞。

２．２　各组Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验结果
在定位航行试验中，各组大鼠 ＥＬ均随游泳次

数增多而缩短。ＨＩＢＤ组和干预组７ｄ、１４ｄ、２８ｄ的
ＥＬ较假手术组明显延长（Ｐ＜０．０１），但干预组７ｄ、
１４ｄ、２８ｄ的ＥＬ较 ＨＩＢＤ组明显缩短（Ｐ＜０．０１）。
在空间探索试验中，假手术组大鼠运动轨迹主要集

中在原平台位置，而 ＨＩＢＤ组则多沿池壁游泳。撤
去平台后２ｍｉｎ内，ＨＩＢＤ组７ｄ、１４ｄ、２８ｄ跨越平
台次数均明显低于假手术组（Ｐ＜０．０１）；干预组
７ｄ、１４ｄ、２８ｄ２ｍｉｎ内跨越平台次数高于ＨＩＢＤ组，
但低于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
见表１，图２～３。

表１　各组Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验结果　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＥＬ（ｓ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ

２ｍｉｎ跨越平台次数

７ｄ １４ｄ ２８ｄ

假手术组 １２ ４３．５±７．９ ３７．２±７．３ ２１．２±４．５ ８．３±２．２ ７．９±４．９ ５．５±２．３
ＨＩＢＤ组 １２ ７１．１±１０．８ａ ６２．４±９．１ａ ３９．０±６．８ａ ３．９±１．４ａ ３．２±３．２ａ ２．４±１．５ａ

干预组 １２ ５２．３±８．４ａ，ｂ ４３．５±８．４ａ，ｂ ２６．６±２．８ａ，ｂ ６．６±２．１ａ，ｂ ５．８±２．９ａ，ｂ ５．０±１．８ａ，ｂ

Ｆ值 １３．８ １５．４ ２１．７ ２６．９ ２８．５ ３１．２
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ．与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ．与ＨＩＢＤ组比较，Ｐ＜０．０１

·１４１·
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　　图２　各组Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验ＥＬ比较（ｎ＝１２）　ａ：与假
手术组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＨＩＢＤ组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图３　各组Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验跨越平台次数比较（ｎ＝
１２）　ａ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＨＩＢＤ组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　各组悬吊试验结果
ＨＩＢＤ组与干预组悬吊试验维持时间和得分均

低于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。但
干预组１４ｄ和２８ｄ悬吊试验维持时间和得分均明
显高于ＨＩＢＤ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见
表２，图４。
２．４　斜坡试验

ＨＩＢＤ组７ｄ、１４ｄ、２８ｄ的斜坡试验时间（ｓ）
（５．４±１．５，５．０±１．３，５．６±１．７）与干预组（４．７±
１．２，３．５±１．１，２．９±１．０）均高于假手术组（２．３±
０．８，２．３±０．９，２．０±０．９），差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）。干预组１４ｄ、２８ｄ斜坡试验时间明显低
于ＨＩＢＤ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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　　图４　各组悬吊维持时间比较（ｎ＝１２）　ａ：与假手术组比
较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＨＩＢＤ组比较，Ｐ＜０．０１

表２　各组悬吊试验结果　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
维持时间（ｓ）

７ｄ １４ｄ ２８ｄ

得分

７ｄ １４ｄ ２８ｄ

假手术组 １２ ３４±１７ ７３±２１ ４２０±４８ ２．８±０．６ ３．７±０．７ ５．６±０．６
ＨＩＢＤ组 １２ １４±７ａ ２７±１０ａ ６３±５６ａ ２．０±０．５ａ ２．３±０．９ａ ２．８±１．２ａ

干预组 １２ １４±８ａ ４８±１４ａ，ｂ １９９±１０４ａ，ｂ １．４±０．５ａ ３．０±０．５ａ，ｂ ４．２±０．８ａ，ｂ

Ｆ值 ３９．３ ５３．６ ８７．４ ３２．７ １４．４ ３２．５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ．与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ．与ＨＩＢＤ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

婴儿期是神经系统发育的关键期，关键期内的

丰富环境刺激和训练即为早期干预。这种积极丰富

的环境刺激开始越早，对其智力和行为发育所起的

作用就越明显。研究证实，通过早期干预可显著改

善ＨＩＢＤ预后，降低伤残发生率［３］。本研究采用的

早期干预方法包括各种不同颜色玩具的视觉刺激；

各种不同形状、质感物体的触觉刺激；秋千、楼梯、平

衡木的平衡功能训练。用毛刷对幼鼠进行刺激类似

母鼠在代养幼鼠过程中舔舐幼鼠的行为，可促进幼

鼠的海马神经元发育和认知功能的成熟。水迷宫试

验结果显示，干预后７ｄ、１４ｄ、２８ｄ新生大鼠的 ＥＬ
明显低于ＨＩＢＤ组；干预后７ｄ、１４ｄ、２８ｄ新生大鼠
２ｍｉｎ跨越平台次数明显多于ＨＩＢＤ组，结果表明早
期干预可促进缺氧缺血后损伤脑组织认知功能的恢

复。

本研究发现，与假手术组比较，ＨＩＢＤ组新生大
鼠悬吊试验、斜坡试验表现较差，说明ＨＩＢＤ对新生

·２４１·
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大鼠运动功能产生了损害。经过丰富环境刺激干预

后，干预组新生大鼠在悬吊试验、斜坡试验等测试中

的表现明显强于 ＨＩＢＤ组，说明干预组新生大鼠较
ＨＩＢＤ组在肌力、平衡能力、协调能力及环境适应能
力等方面明显增强，早期干预能够使中枢神经系统

的协调、整合、控制能力增强，尤其是肌力增加明显，

而肌力增加又促进了平衡能力和协调能力的改善，

同时丰富的环境刺激提高了大鼠的兴奋性和对环境

的适应能力。

本研究结果显示，早期丰富环境刺激可以维护

海马区神经细胞的结构完整，改善 ＨＩＢＤ大鼠的学
习记忆及行为能力。以早期抚触和丰富环境为主的

早期干预对脑功能的促进作用可能涉及多方面机

制［４］：①减少缺氧缺血后持续的神经元的凋亡。缺
氧缺血后脑细胞的损害以凋亡为主，且持续时间长，

可达３０ｄ以上。持续的神经元凋亡将导致脑损伤
面积的扩大，是 ＨＩＢＤ中枢神经系统远期并发症的
一个重要原因。②改善突触结构和神经元间的信息
传递。突触是神经信息传递的特化结构。③促进海
马齿状回神经干细胞的增殖、分化，新生神经元迁移

至损伤区域并与周围神经元形成突触联系，替代死

亡的神经元。此外，有报道早期丰富环境对脑发育

和远期行为的影响与血清皮质酮水平密切相关［５］。

可塑性是指脑在外界刺激下发生结构和功能重塑的

巨大潜能［６］。在脑损伤之后，只要经过适当早期干

预，就可通过改变神经元的大小、脑总体质量、个别

突触的数目和结构，并增加神经元间的连接和神经

通路等方式对运动发育产生积极影响。早期干预可

能通过使神经元细胞体积增加，突触联系范围扩大，

增加脑的可塑性和可代偿性，从而改善认知功

能［７８］。有研究表明，神经干细胞（ｎｅｒｖｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＮＳＣｓ）在哺乳动物脑内终生存在于侧脑室外侧壁的
室下带和海马齿状回（ｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓ，ＤＧ）的颗粒下
层以及大脑皮质等部位［９１０］，早期干预可以激活内

源性神经干细胞的增殖［１１１２］，通过丰富环境刺激可

促进内源性 ＮＳＣｓ动员并朝中枢神经系统损伤区定
向迁移［１３］。我们既往研究发现早期干预可以促进

ＨＩＢＤ大鼠脑组织Ｂｒｄｕ阳性和Ｎｅｓｔｉｎ阳性神经干细

胞增殖［１］。因此，通过丰富环境刺激进行早期干预

可促进ＨＩＢＤ新生大鼠脑组织神经细胞修复和行为
学改善，其作用可能与激活内源性神经干细胞的增

殖与分化有关。
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５８６５８９．

［６］　沈晓明．儿童脑科学研究的临床和教育学意义：从研究到应用
［Ｊ］．中国儿童保健杂志，２００６，１４（１）：１．

［７］　胡金梅，何展文，刘木金，罗向阳．早期综合干预对脑损伤综合
征患儿的疗效［Ｊ］．中国康复杂志，２００９，２４（２）：１４０．

［８］　胡素君，蔡春玲，王玲．早期干预对高危新生儿智能及运动发
育的影响［Ｊ］．中国实用神经疾病杂志，２００８，１１（２）：８６８８．

［９］　ＬｉｕＹＰ，ＢｒａｄｌｅｙＴＬ，ＭｕｓｔａｆａＫＢ，ＤｅｍｐｓｅｙＲＪ，ＶｅｍｕｇａｎｔｉＲ．
Ｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｏｒｅｐａｉｒｓｔｒｏｋｅｉｎｄｕｃｅｄｂｒａｉｎ
ｄａｍａｇｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＮｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ，２００９，１１７（５）：４６９４８０．

［１０］ＲｕｅｇｅｒＭＡ，ＢａｃｋｅｓＨ，ＷａｌｂｅｒｅｒＭ，ＮｅｕｍａｉｅｒＢ，ＵｌｌｒｉｃｈＲ，Ｓｉ
ｍａｒｄＭＬ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｉｍａｇｉｎｇｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｖｉｖｏｕｓｉｎｇｐｏｓｉｔｒｏｎｅｍｉｓｓｉｏｎｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｊ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２０１０，３０（１８）：６４５４６４６０．

［１１］ＮｉｔｈｉａｎａｎｔｈａｒａｊａｈＪ，ＨａｎｎａｎＡＪ．Ｅｎｒｉｃｈｅｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ，ｅｘｐｅｒｉ
ｅｎｃｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｌａｓｔｉｃｉｔｙａｎｄｄｉｓｏｒｄｅｒｓｏｆｔｈｅｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．
ＮＲｅｖＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００６，７（９）：６９７．

［１２］ＭａｅｇｅｌｅＭ，ＬｉｐｐｅｒｔＧｒｕｅｎｅｒＭ，ＥｓｔｅｒＢｏｄｅＴ，ＧａｒｂｅＪ，Ｂｏｕｉｌｌｏｎ
Ｂ，ＮｅｕｇｅｂａｕｅｒＥ．ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｍｏｄａｌｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｏｍ
ｂｉｎｅｄｗｉｔｈｅｎｒｉｃｈｅｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｄｕｃｅｄＣＮＳ
ｌｅｓｉｏｎｖｏｌｕｍｅａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｒｅｖｅｒｓａｌｏｆｎｅｕｒｏｍｏｔｏｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｆ
ｔｅｒｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００５，２１
（９）：２４０６２４１８．

［１３］熊方令，高宜录．内源性神经干细胞修复中枢神经系统损伤
的策略［Ｊ］．基础医学与临床，２０１０，３０（１０）：１１０５１１０８．

（本文编辑：俞燕）
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