
第 !! 卷第 " 期
#$$% 年 " 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!! 8,7"

9347#$$%

!收稿日期"#$$: ;$> ;#@#!修回日期"#$$: ;$: ;##

!基金项目"云南省自然科学基金$#$$@'$$!%K%

!作者简介"齐志业&男&硕士' 主攻方向*新生儿疾病的诊治'

!通讯作者"梁琨&女&教授&昆明医学院第一附属医院儿科&邮编*>=$$"#'

(新生儿疾病专栏(论著(

新生小鼠兴奋毒性脑损伤的神经行为功能研究

齐志业!贺湘英!李琪!莫亚雄!梁琨

"昆明医学院第一附属医院儿科!云南 昆明&>=$$"##

&&!摘&要"&目的&探讨兴奋毒性脑损伤模型小鼠神经行为功能改变情况&为围生期脑损伤的神经保护研究提

供新的实验方法' 方法&生后 = 日['K种小鼠 == 只&采用完全随机的方法分为空白组)生理盐水组和鹅膏蕈氨酸

$)R,-.*)E3E)2&[<%组&用[<建立兴奋毒性脑损伤模型&小鼠生后第 >&A&:&%&!$ 日进行平面翻正实验)生后第 :&!$&

!# 日进行游泳实验)生后第 "" 和 "@ 日进行iP迷宫分辨学习实验' 结果&[<组小鼠生后第 > I!$ 日翻正实验时

间为 #7!# n$7>!)!7:> n$7>=)!7=$ n$7=!)!7#: n$7#%)!7$! n$7!=&明显长于空白组和生理盐水组$!C$7$=%&生

后第 : I!# 日游泳实验评分为 >7"" n$7%:)>7:A n$7A@)A7!" n$7>@&明显低于空白组和生理盐水组$!C$7$=%#[<

组iP迷宫分辨学习实验-学会.次数为 !%7A% n#7@#&明显多于空白组和生理盐水组的 !>7#% n#7@:&!>7"$ n#7"A

$!C$7$=%)正确反应率 :>7AH&明显低于空白组和生理盐水组的 %>7=H&%=7$H$!C$7$=%' 结论& 新生小鼠兴

奋毒性脑损伤模型发育反射和学习记忆功能都受到损伤&可以用行为学的方法对兴奋毒性脑损伤小鼠早期发育反

射和远期行为进行评估' !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&$#$ '$#%"
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DO4F3E.4)?(-)*?4.F6.N-.D-)* -(.)R,-.*)E3E)2 -4.3-/.*-?4,O0 ,* 0,D-*3-3623MD>P!$ G3D/,4.04,6,*?.2 -(3* -(3-)* -(.

-G,E,*-4,6?4,O0D$!C$7$=%7cG)//)*?-.D-DE,4.D)* -(.)R,-.*)E3E)2 -4.3-/.*-?4,O0 G.4.D)?*)F)E3*-6M6,G.4-(3*

-(,D.)* -(.-G,E,*-4,6?4,O0D$!C$7$=%7[* -(.iP/3Z.2)DE4)/)*3-),* 6.34*)*?-.D-& -(./)E.F4,/-(.)R,-.*)E3E)2
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%=7$H% $!C$7$=%7D5,4/C105,1&T(.2.Q.6,0/.*-364.F6.N.D3*2 6.34*)*?3*2 /./,4MFO*E-),*DG.4.)/03)4.2 )*
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&&G+8 :5*A1*&[R,-.*)E3E)2# N̂E)-,-,N)E# a43)* 23/3?.# a.(3Q),4# 8.,*3-36/)E.

&&随着早产儿出生率的增加&早产儿脑白质损伤

$G()-./3--.423/3?.&g9b%已成为新生儿脑损伤

的重要形式&患儿 > I% 个月时脑瘫$E.4.R436036DM%

发病率高达 #$H

!!"

&并可引起神经发育障碍)认知

及行为学异常等后遗症!#"

' 大量研究指出&新生儿

g9b的病因是多因素的&涉及到许多围生期前和

围生期因素&其中过度释放的谷氨酸 $?6O-3/3-.&

d6O%及其随之激活的兴奋毒性级联反应为这些危险

因素提供了共同的分子通路!""

' 本研究通过对新

生小鼠兴奋毒性脑损伤模型神经行为的检测&了解

其神经行为改变情况&为围生期脑损伤的神经保护

研究提供新的实验方法'

(!%!(
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$H材料与方法

$7$H实验动物及试剂

由昆明医学院动物科提供生后 = 日$1=% ['K

种小鼠 == 只&雌雄不限&体重
"

"7$ ?&采用完全随

机的方法分为空白组)生理盐水组和鹅膏蕈氨酸

$)R,-.*)E3E)2& [<%组&按顺序编号' 神经兴奋毒素

[<系美国 c)?/3公司生产#吸入麻醉药品异氟烷由

美国波多黎各百特公司生产'

$7!H兴奋毒性脑损伤模型的建立

参照9344.-等!@"的方法& 1= 新生小鼠异氟烷

吸入麻醉后&用 =

&

\的微量注射器脑内注射 [<'

注射位置在右侧大脑半球额顶叶区头皮下 # //&距

矢状缝旁 # //&矢状缝与人字缝交点 " //' 分两

次注入&每次 !

&

\$=

&

?[<%' 每次注入后穿刺针

留置 #$ D' 生理盐水组以同样的方法脑内注射生理

盐水&空白组不做任何处理'

$7%H行为功能检测

!7"7!&平面翻正实验&&在小鼠生后的第 >&A&:&

%&!$ 天$1>&1A&1:&1%&1!$%进行' 将小鼠仰面置

于同质平面上&记录其完全翻正$以四肢着地为标

准%所需时间&# D内翻正为正常' 如果两次的实验

评分不同&再进行第 " 次实验&计算 " 次的平均翻正

时间' 为了避免个体差异&应用该实验结果对小鼠

进行筛选&将成绩高于正常值$# D%两倍或两倍以上

的小鼠剔除!="

'

!7"7#&游泳实验&&在小鼠生后的第 :&!$&!# 天

$1:&1!$&1!#%进行' 游泳实验!="在 #$ E/j"$ E/

j#$ E/规格的游泳水箱中进行&从小鼠在水中游

泳的方向)头部在水中的位置$角度%以及四肢运动

情况 " 方面评分*$<%方向记分*下沉 $ 分&漂浮 !

分&游泳呈旋转或弧形 # 分&呈直线或近直线 " 分#

$a%角度记分*下沉 $ 分&鼻在水面 ! 分&头鼻在水

面 # 分&头鼻在水面且水在耳下或在中耳水平 " 分#

$'%四肢运动*不划动 $ 分&后肢划动 ! 分&四肢划

动 # 分'

!7"7"&iP迷宫分辨学习实验&&在小鼠生后的第

""&"@ 天进行i迷宫分辨学习实验!>"

' 实验装置为

一具有相等三分岔的 i型盒 $!: E/j: E/j

!= E/%&分别标为<)a)'臂&箱底由铜丝组成&间隔

" //左右' <臂外 !_# 端铜丝不通电&为安全区'

'臂近端为起步区' 实验分 # 2 进行' 第 ! 天实验

前&先将小鼠放入 '臂而不通电&使小鼠自由活动

熟悉各臂环境' 正式实验时&动物放于 '臂起步

区&电击小鼠足部$电击参数为 @$ 5%&小鼠即奔跑

逃避&直至安全区' 凡小鼠受电击后能从起步区直

接逃至安全区为正确反应&否则属错误反应&每训练

!$ 次让小鼠休息 ! /)*' 以连续 !$ 次训练中有 %

次$%$H%正确反应定为学会标准' 记录-学会.所

需训练次数' 第 # 天记录 !$ 次训练中正确反应次

数作为记忆保持率&以每组平均正确反应百分率作

为评价记忆指标' 正确反应率$H% J正确反应数_

总测试次数j!$$H '

$7IH统计方法

采用 c1cc !!7$ 软件进行处理和分析&检验水

准选择 $7$=$

%

J$7$=%&组间比较用方差分析或秩

和检验&记忆成绩结果用百分比表示'

!H结果

!7$H平面翻正实验(游泳实验结果

小鼠生后第 > I!$天[<组翻正反射时间明显长

于空白组和生理盐水组$!C$7$=%#小鼠生后第 :)

!$)!#天[<组游泳实验评分明显低于空白组和生理

盐水组$!C$7$=%' 见表 !&#'

表 $H小鼠平面翻正时间比较
$H&UnH%

分组 鼠数 1> 1A 1: 1% 1!$

空白组 #$ !7@! n$7@$ $7%% n$7#> $7:@ n$7"$ $7A" n$7!@ $7A= n$7!#

生理盐水组 #$ !7@A n$7=> !7$$ n$7"$ $7:# n$7#! $7A: n$7!: $7>: n$7!"

[<组 !=

#7!# n$7>!

3

!7:> n$7>=

3

!7=$ n$7=!

3

!7#: n$7#%

3

!7$! n$7!=

3

N值 %7##= #"7%:" #$7:=: ">7"@! #:7@"%

!值 C$7$= C$7$= C$7$= C$7$= C$7$=

&&3*与空白组和生理盐水组比较&!C$7$=

!L!HZK迷宫分辨学习实验结果

[<组小鼠-学会.所需次数为 !%7A% n#7@#&明显

多于对照组的 !>7#% n#7@:&!>7"$ n#7"A$!C$7$=%#

空白组和生理盐水组之间差异无显著性#实验组记忆

正确反应率为 :>7AH&明显低于空白组与生理盐水组

$%>7=H&%=7$H&!C$7$=%&空白组和生理盐水组之

间差异无显著性'

(#%!(
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表 !H小鼠不同时间游泳实验评分比较

分组 鼠数 1: 1!$ 1!#

空白组 #$ A7#$ n$7AA :7$$ :7$$

生理盐水组 #$ A7$= n$7A> :7$$ :7$$

[<组 !=

>7"" n$7%:

3

>7:A n$7A@

3

A7!" n$7>@

3

N值$或'值% =7!A= #"7!$$ #=7$>>

!值 C$7$! C$7$! C$7$!

&&3*与空白组和生理盐水组比较&!C$7$=

%H讨论

早产儿g9b是导致早产儿伤残的重要原因'

目前对于小鼠围生期g9b模型的研究主要集中在

脑损伤解剖学上和神经功能量化测定方面&对其脑

损伤的监测都是用组织病理学改变反映神经细胞丢

失程度!A"

' 而能证明早期和远期脑功能恢复情况

对于研究脑损伤机制和评估治疗效果则有很重要的

临床意义' 在围生期脑损伤中&尤其是缺氧缺血性

损害的幼鼠和成年大鼠神经行为试验中&其神经行

为功能都有损伤!:"

' 而对于新生小鼠 g9b不同的

发展时期神经学上的缺陷尚不清楚'

在对人类早产儿脑损伤的随访的研究中&随访

时间一般为 ! I= 年!%"

&缺少对早产儿脑损伤后学龄

期或青春期脑神经行为改变和生长发育情况的研

究' 在动物实验中&对于新生小鼠脑损伤不同的发

展时期神经学上的缺陷也不清楚' 因此&本实验通

过对小鼠早期$相当于人类 "" I"A 周大脑发育情

况%和远期$相当于人类学龄期至青春期之间大脑

发育情况%神经行为研究来观察兴奋毒性脑损伤后

神经行为功能改变情况'

平面翻正)游泳实验是小鼠早期发育的里程碑&

反映小鼠早期感觉运动功能发育情况&且结果不依

赖于小鼠的品系和性别' 在本研究中&[<组翻正实

验时间明显长于对照组&游泳实验评分明显低于对

照组&表明兴奋毒性脑损伤小鼠早期发育反射明显

落后&与B[̂模型的研究结果相一致!:"

&说明兴奋

毒性脑损伤也同样对其早期发育行为产生影响'

在iP迷宫分辨学习实验中&[<组-学会.所需

次数明显多于对照组&而记忆正确反应率明显低于

对照组&表明小鼠 g9b后学习记忆也明显受损'

近年来研究发现&兴奋性氨基酸 89b<受体与认知

功能的分子机制有关!!$"

' 89b<KP#

(

作为 89b<

受体的一个亚基&是多数小鼠海马 89b<受体复合

物组成形式的关键成分&参与学习)记忆功能!!!"

'

在小鼠兴奋毒性脑损伤模型中&89b<受体被过度

激活&可能使其在大脑突触形成)稳定及适应性等方

面的功能受损&从而影响学习记忆功能'

本研究结果表明&新生小鼠兴奋毒性脑损伤模

型发育反射行为和学习记忆功能都受到了损伤' 因

此&可以用行为学这种可量化)可多次重复进行的非

侵袭性检测方法对兴奋毒性脑白质损伤模型小鼠的

早期发育反射和远期行为进行评估&从而为围生期

脑损伤神经保护的研究提供了新的实验方法!!# I!@"

'
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!>" & Ò B̀& f(3,Tl7 F̂F.E-D,F0O.434)* ,* bP?363E-,D.P)*2OE.2

/./,4M2.F)E)-D)* /)E.!+"7<E-31(34/3E,6c)*& #$$#& #"$A%*

=:AP=%$7

!A"&K,,(.MT& K3XO T8& 9,OD-,?)3**)D<87<*)/36/,2.6DF,4-(.

D-O2M,F0.4)*3-36(M0,N)EP)DE(./)E.*E.0(36,03-(M* 3E4)-)E36

3*36MD)D!+"7̂ 346MBO/b.Q& !%%A& @A $#%*!!=P!@>7

!:"&[S.23T& 9)D()/3h& i,D()S3G3T& [G3D3S)h& UOX)G3439& )̀3
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