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&&!摘&要"&目的&高压氧%(:0.4?34)<,\:J.*#TIZ&治疗缺氧缺血性脑损伤%(:0,\)<R)A<(./)<?43)* 23/3J.#

TDI>&的机制尚未明了#其在TDI>中的应用也一直存有争议) 该课题试图从神经细胞存活数目和中枢神经电生

理传导速度两个角度探讨TIZ对宫内TDI>新生大鼠脑损伤的修复作用) 方法&建立TDI>新生大鼠动物模型#

随机分为TDI>组*TDI> T̀IZ组*单纯 TIZ组和对照组 H 组#每组 !$ 只) TIZ组大鼠于术后 #H ( 应用 $7$#

913的高压氧治疗#! (_2#持续 !H 2) 于大鼠 H 周龄时采用脑干听觉诱发电位%ILV1&*苏木精R伊红染色*尼氏染

色观察大鼠脑功能和脑组织病理学变化) 结果&经TIZ治疗后#ILV1结果显示#TDI> T̀IZ组的 DD*D5波潜伏

期%1Q&及DoD5波峰间期%D1Q&均短于TDI>组%0d$7$"&$苏木精R伊红染色见对照组海马无异常#TDI> T̀IZ

组海马轻度异常#TDI>组海马明显异常) 神经元尼氏染色计数显示#TDI> T̀IZ组海马存活神经元数目较TDI>

组多%0d$7$"&#单纯TIZ组存活神经元数目较对照组多%0d$7$"&) 结论& 早期高压氧疗可通过提高突触传递

效率#影响中枢神经电生理传导速度和减少神经元死亡而促进宫内TDI>新生大鼠损伤脑的修复)

!中国当代儿科杂志#@AAB#CC$D%&E\A FE\W"

!关&键&词"&缺氧缺血性脑损伤$高压氧$脑干听觉诱发电位$神经细胞死亡$新生大鼠
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>.G#Q&+,# >.G#J/+*.C&OP%=/56D%+6380%9&/65&:<# -+&3+ .3<=&6/?"88&?&/6%9 63ECT&/+ @%9&:/?-+&F%5<&67# ECRA3C

F"$$$!# >A&+/ %>A%+ J*.# GD/&?' 7/+AC&z$Y""X!#YO:3D&

&&8+-'$%/'' 9+6)/'0:)&[(.3006)<3-),* 3*2 -(..NN)<3<:,N(:0.4?34)<,\:J.* %TIZ& )* (:0,\)<R)A<(./)<?43)*

23/3J.%TDI>& 4./3)* <,*-4,=.4A)367[()AA-C2:3)/.2 -,.\06,4.-(..NN.<-A,NTIZ,* ?43)* NC*<-),*36,C-<,/.3*2

0,AA)?6.4.03)4/.<(3*)A/A)* *.,*3-3643-A])-( )*-43C-.4)*.TDI>)* 3A0.<-A,N-(.*C/?.4,NAC4=)=.2 *.C4,*A3*2 -(.

<.*-436*.4=,CA.6.<-4,0(:A),6,J)<36<,*2C<-),* =.6,<)-:7;)'3*4-&L43-/,2.6,N)*-43C-.4)*.TDI>]3A04.034.27

EC? .̂<-A].4.2)=)2.2 )*-,N,C4J4,C0A3-43*2,/'TDI># TIZR-4.3-.2 TDI>J4,C0# *,4/36<,*-4,63*2 TIZR-4.3-.2

*,4/36<,*-4,67LN-.4#H (4A,N-(.,0.43-),*#-(.-],TIZR-4.3-.2 J4,C0A4.<.)=.2 TIZ-4.3-/.*-%$7$# 913#! (4_2& N,4

!H 23:A7K(.* -(.43-A].4.H ]..aA,62#-(..6.<-4,0(:A),6,J)<36<(3*J.A)* -(.<.*-436*.4=,CAA:A-./ %'8E& ].4.

,?A.4=.2 ?:?43)*A-./3C2)-,4:.=,a.2 0,-.*-)36%ILV1& N,43AA.AA)*J?43)* NC*<-),*7T./3-,\:6)* 3*2 .,A)* %TV&

A-3)*)*J3*2 8)AA6SAA-3)*-)*J].4../06,:.2 -,,?A.4=.-(.03-(,6,J)<36<(3*J.3*2 -(.*C/?.4,N*.C4,*A)* -(.

()00,<3/0CA7<)-7.'-&[(.0.3a 63-.*<:,N]3=.ADD3*2 D53*2 -(.)*-.40.3a 63-.*<:,N]3=.ADRD5)* -(.TIZR-4.3-.2

TDI>J4,C0 ].4.A(,4-.*.2 <,/034.2 ])-( -(,A.)* -(.C*-4.3-.2 TDI>J4,C0 %0d$7$"&7TVA-3)*)*J2)A063:.2 -(3--(.

03-(,6,J)<36)* Ĉ4).A)* -(.()00,<3/0CA].4.366.=)3-.2 )* -(.TIZR-4.3-.2 TDI>J4,C0 ](.* <,/034.2 ])-( -(.C*-4.3-.2

TDI>J4,C078)AA6SAA-3)*)*JA(,].2 -(3-AC4=)=.2 *.C4,*A)* -(.TIZR-4.3-.2 TDI>J4,C0 ].4./,4.-(3* -(.C*-4.3-.2

TDI>J4,C0 %0d$7$"&7[(.TIZR-4.3-.2 <,*-4,6J4,C0 A(,].2 )*<4.3A.2 AC4=)=.2 *.C4,*A<,/034.2 ])-( -(.C*-4.3-.2

<,*-4,6J4,C0 %0d$7$"&7=*"/.7-0*"-&V346:TIZ-4.3-/.*-/)J(-)/04,=.?43)* NC*<-),*36,C-<,/.-(4,CJ( )*<4.3A)*J

A:*30-)<-43*A/)AA),* .NN)<).*<:# )/04,=)*J<.*-436*.4=,CA.6.<-4,0(:A),6,J)<36<,*2C<-),* =.6,<)-:3*2 4.2C<)*J*.C4,*

2.3-( )* *.,*3-3643-A])-( )*-43C-.4)*.TDI>7 !=30"> =*"')(1?)40%'$# @AAB# CC %D&'E\A FE\W"

&&H)2 ,*$4-'&T:0,\)<R)A<(./)<?43)* 23/3J.$ T:0.4?34)<,\:J.*$ I43)*A-./3C2)-,4:.=,a.2 0,-.*-)36$ 8.C4,*

2.3-($ 8.,*3-3643-A

&&围生期缺氧缺血性脑损伤 % (:0,\)<R)A<(./)<

?43)* 23/3J.#TDI>&是围生期窒息所致的严重并发

症#是导致儿童神经系统伤残最常见的原因之一#存

活者常遗留脑性瘫痪*癫
!

*智力低下等严重的后遗
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症) 高压氧% (:0.4?34)<,\:J.*#TIZ&作为一种对

TDI>的临床治疗手段已有几十年的历史#然而#有

关TIZ治疗TDI>的机制尚未明了#其在 TDI>中

的应用也一直存有争议!!"

) 神经细胞死亡和突触

传递效率的降低被视为 TDI>神经功能障碍的基

础!##F"

#本研究试图从上述两个角度探讨 TIZ对宫

内TDI>新生大鼠损伤脑恢复的影响#以揭示 TIZ

促进脑损伤修复的机制)

CQ材料与方法

C7CQ动物分组及模型制备

参照 Î.6a.等!H"的 ,延迟剖宫-法建立宫内

TDI>动物模型) 选取孕 #! 2 的 E043JC.R>3]6.:

%E>&雌性大鼠 !" 只%体重为 F$$ oF"$ J&) 乙醚吸

入麻醉后剖腹结扎一侧子宫角血管#切下该子宫放

入 FGl水浴中 !" /)* 后#立即行剖宫产术#取出胎

鼠作为TDI>模型%TDI>组&#根据TDI>脑损伤评

价标准#最后进入实验的 TDI>大鼠均达到了中至

重度脑损伤的水平!""

) 另一侧子宫的血管不予结

扎#立即剖宫取出胎鼠作为对照组) 以上新生鼠均

由术前 ! 2自然分娩的母鼠哺育) 制模大鼠出现类

似惊厥等表现#病理变化符合典型 TDI>#参照陈惠

金等!Y"的方法对脑组织进行病理评分#TDI>脑损

伤病理分度与临床分度相符) TDI>组和对照组大

鼠各取 #$ 只进入实验) TDI>组根据体重*TDI>

的程度随机分组#分为TDI>组*TDI> T̀IZ组$对

照组根据随机表法进行随机分组#分为单纯 TIZ

组*对照组) 最后# 编入统计分为TDI>组*TDI>`

TIZ组*单纯TIZ组和对照组各 !$ 只)

CT@QMJ9治疗方法

按照实验设计要求#TDI> T̀IZ组*单纯 TIZ

组大鼠分别于术后 #H ( 放入高压氧舱%fQ'$7"_!L

型婴儿高压氧舱#中国船舶工业总公司 G$! 所研

制&内#用压力为 $7$# 913*体积分数为 !$$c高压

氧进行治疗#首先用纯氧进行洗舱#然后开始用纯氧

加压#加压时间约为 !" /)*#达到目标压力 $7$# 913

后#在该压力下维持 F$ /)*#开始减压#减压时间约为

!" /)*) 总过程约 ! (#!次_2#持续 !H 2

!G#@"

)

CTEQ脑干听觉诱发电位$J8!?%检测

大鼠 H 周龄时于屏蔽室内用神经电生理诊断仪

%8>DRH$$B型#上海&记录大鼠诱发电位) 动物于

!$c水合氯醛麻醉下取俯卧位#记录电极置于颅顶

区'm点#参考电极置于左侧耳根部#接地电极置于

双眼正中处#全部电极用银针#固定于皮下) 左耳给

予 %Y 2I#%7H TO#脉冲宽度 !$$

!

A的短声刺激#声

源距外耳孔 " </处#带通范围 !$$ oF $$$ TO#每次

叠加 # $$$ 次#分析时间 !$ /A#灵敏度 #

!

=#测量D#

DD#DDD#D5波峰绝对潜伏期%0.3a 63-.*<:#1Q&与DoDD#

DDoD5#DoD5波峰间潜伏期%)*-.40.3a 63-.*<:#D1Q&

!%"

)

C7WQ脑病理形态学观察

动物标本取材'神经电生理测试结束后#腹腔注

射麻醉大鼠#以 H$ /Q_Q多聚甲醛 %H l# 0T值

%7"&心脏灌注约 !7" (#取出海马于 !$c甲醛外固

定过夜) 苏木精R伊红_尼氏染色'常规脱水*石蜡包

埋*经过丘脑水平连续冠状切片 %厚度为 H oY

!

/&)

脱蜡水化#苏木精R伊红染色$!c甲苯胺蓝尼氏染色

及神经元计数!!$#!!"

'每组随机选取 !$ 只大鼠的海

马切片#在光学显微镜下观察海马神经元#以锥体神

经元染色界限清晰为标准#计数海马 'L! 区存活的

神经元数目% gH$$&#每个动物连续计数 F 张相邻

切片#取平均值)

C7DQ统计学处理

数据以均数b标准差%Hb<&表示#用 E1EE !F7$

统计软件对数据进行统计分析#组间比较采用单因

素方差分析#首先检验方差齐性#组间采用 U检验)

0d$7$" 表示差异有显著性)

@Q结果

@TCQJ8!?检测结果

TDI> T̀IZ组大鼠DD#D5波潜伏期%1Q&及Do

D5波峰间期%D1Q&明显短于 TDI>组#差异有显著

性%0d$7$"&$TDI> T̀IZ组与对照组各波 1Q及

D1Q差异无显著性%0q$7$"&#但 D5波 1Q及 DDo

D5#DoD5波 D1Q较单纯 TIZ组明显延长 %0d

$7$"&$单纯TIZ组大鼠的 D5波 1Q及 DDoD5#Do

D5波D1Q明显短于对照组%0d$7$"&#%表 !&)

@7@Q脑组织病理改变

#7#7!&病理形态学改变&&苏木精R伊红染色和尼

氏染色观察#可见对照组大鼠海马结构清晰#细胞形

态正常#布局有序#神经元无损伤缺失#胞体*胞核清

晰#核仁清楚#尼氏体密集#均匀分布于核周) TDI>

组细胞丢失明显#锥体细胞层结构紊乱#可见散在的

体积缩小*胞质浓缩#核固缩或细胞核消失的死亡细

胞及胶质细胞增生) TDI> T̀IZ组海马各区尽管

也有少量神经元丢失及胶质增生#但大多数细胞形

态较正常#细胞层数无明显减少#排列较整齐#胞浆

呈蓝色#为尼氏体阳性反应%图 !##&)

#7#7#&神经元尼氏染色计数&&TDI>组存活神经

(!@F(



第 !! 卷第 " 期
#$$% 年 " 月

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

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!! 8,7"

93:#$$%

元数目与对照组相比明显减少%0d$7$!&#而 TDI>

`TIZ组存活神经元数目尽管仍少于对照组

%0d$7$"&#但较 TDI>组存活神经元数目明显增

多%0d$7$"&) 本研究还发现#TIZ对正常大鼠存

活神经元也有促进作用#表现在单纯TIZ组存活神

经元数目高于对照组%0d$7$"&#%表 #&)

表 CQ各组大鼠J8!?波?L及I?L的比较
%Hb<&

分组 鼠数
1Q

, # - .

D1Q

,

o

# #

o

. ,

o

.

对照组 !$ !7$" b$7$# !7%! b$7$Y #7%F b$7#$ F7G$ b$7$@ $7@Y b$7$" !7G% b$7$H #7Y" b$7$G

TDI>组 !$

!7$@ b$7$G

3

#7$# b$7!!

3

#7%% b$7!G

F7@Y b$7!!

3

$7%H b$7!H

!7@H b$7$%

3

#7G@ b$7!#

3

TIZ组 !$ !7$F b$7$F !7@@ b$7$Y #7@H b$7#"

F7"@ b$7!Y

?

$7@H b$7$"

!7G$ b$7!!

?

#7"" b$7!F

?

TDI> T̀IZ组 !$ !7$" b$7$F

!7%H b$7$Y

<

#7%H b$7!%

F7GF b$7$G

3#<

$7@@ b$7$"

!7@$ b$7$G

3

#7Y@ b$7$G

3#<

&&3'与TIZ组比较# 0d$7$"$ ?'与对照组比较# 0d$7$"$ <'与TDI>组比较# 0d$7$"

QQ图 CQ四组 @\ 日龄大鼠海马病理切片图Q苏木精5伊红染色% gH$$&) 8'对照组海马结构清晰#细胞形态正常#布局有序#神

经元无损伤缺失#胞体*胞核清晰#核仁清楚$ J'TDI>组细胞丢失明显#锥体细胞层结构紊乱#可见散在的体积缩小*胞质浓缩#核固缩

或细胞核消失的死亡细胞及胶质细胞增生$ ='单纯TIZ组结构清晰#形态正常$ U'TDI> T̀IZ组海马各区尽管也有少量神经元丢失

及胶质增生#但大多数细胞形态较正常#细胞层数无明显减少#排列较整齐)

QQ图 @Q四组 @\ 日龄大鼠海马病理切片图Q尼氏染色结果% gH$$&) 8'对照组海马结构清晰#细胞形态正常#布局有序#神经

元无损伤缺失#胞体*胞核清晰#核仁清楚#尼氏体密集#均匀分布于核周$ J'TDI>组细胞丢失明显#锥体细胞层结构紊乱#可见散在的

体积缩小*胞质浓缩#核固缩或细胞核消失的死亡细胞及胶质细胞增生$ ='单纯TIZ组结构清晰#形态正常$ U'TDI> T̀IZ组海马各区

尽管也有少量神经元丢失及胶质增生#但大多数细胞形态较正常#细胞层数无明显减少#排列较整齐#胞浆呈蓝色#为尼氏体阳性反应)

&&表 @Q四组大鼠海马=8C 区存活神经元尼氏染色

结果比较
%Hb<&

组别 鼠数 存活神经元数

对照组 !$ !Y% b!#7YH

TDI>组 !$

%# bY7"!

3

TIZ组 !$

#!% b@7!$

3

TDI> T̀IZ组 !$

!## b!$7"#

3#?

&&3'与对照组比较#0d$7$"$ ?'与TDI>组比较#0d$7$"

EQ讨论

由于TIZ能明显地增加机体对氧的摄取和利

用#使血氧含量增加#血氧分压增高#氧弥散能力增

强#从而改善全身的缺氧状况#因而 TIZ被用于临

床治疗各种缺氧性疾病#但在新生儿缺氧缺血性脑

病%(:0,\)<R)A<(./)<.*<.0(36,03-(:#TDV&的治疗中

TIZ应用是否有确切疗效仍然存在争议)

ILV1是声刺激在听神经和脑干听觉传导通路

不同部位所引起的生物电活动#可用来检测大鼠脑

功能发育程度#有助于动态观察中枢神经系统神经

突触传递效率!!#"

) 本研究发现#TDI>大鼠 ILV1

的1Q及D1Q均明显延长#提示TDI>可显著降低中

枢神经系统突触传递效率) 海马是学习记忆的关键

(#@F(
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部位#尼氏体是神经元内合成蛋白质的主要部位#尼

氏染色显示缺氧缺血后海马 'L! 区神经元尼氏体

呈选择性丢失#出现神经元变性*死亡现象#提示神

经细胞死亡可能是中枢神经系统突触传导效率降低

的生物学基础) 经 TIZ治疗后#TDI> T̀IZ组大

鼠ILV1的DD#D5波 1Q及 DoD5波 D1Q明显短于

TDI>组%0d$7$"&#与此同时#尼氏染色结果亦显

示#TIZ治疗后TDI>组海马'L! 区死亡神经元数

目减少%0d$7$"&#这一结果进一步验证了 TIZ可

通过促进损伤神经细胞的修复和减少TDI>所致的

神经细胞变性*死亡#促进中枢神经系统突触传递效

率#而改善脑功能)

临床上TIZ治疗TDI>疗效报道不一#有研究

认为TIZ可能通过增加脑源性神经营养因子的水

平#抑制 1F@ 的激活#阻止细胞凋亡#而改善脑功

能!!F"

) 但也有研究提示#长期的 TIZ暴露可使幼

鼠海马毛细血管扩张和神经元超微结构损伤#且随

暴露时间的延长#神经元的存活率下降!!H"

) 造成临

床疗效差异的原因可能与TIZ治疗时机选择有关#

已有不少的实验研究显示#TDI>虽然会造成急性

期神经元的死亡#但是#其在缺血再灌注期发生的选

择性迟发性神经元死亡即凋亡才是导致许多神经系

统后遗症的重要原因) 研究表明#未成熟脑较成熟

脑在缺氧损伤后更易发生凋亡#凋亡的持续时间可

长达数周#且经适当干预可逆转凋亡的病理过程#改

善预后!!""

) 本实验结果显示 TIZ有良好促进

TDI>脑修复的作用#可能与本研究 TIZ干预时机

早#在TDI>后 #H ( 即开始有关) 出生后正常未成

熟脑在发育过程中也存在着神经细胞选择性死亡#

本研究提示TIZ对神经细胞的保护可能为非选择

性的#其对正常发育的未成熟脑神经细胞的凋亡也

有抑制作用#并可促进神经突触传递效率#显示在单

纯TIZ组存活神经元数目高于对照组%0d$7$"&#

ILV1的D5波1Q及DDoD5*DoD5波 D1Q明显短于

对照组%0d$7$"&#这一结果与王晓莉等!!Y"之前的

研究结果相一致#认为 TIZ可以通过活化 K*-信

号途径而促进内源性神经干细胞的增殖和分化) 但

这一作用的临床意义尚有待于进一步研究)

本实验结果提示#TIZ对 TDI>大鼠的海马

'L! 区有保护作用#在一定程度上能阻止 TDI>神

经细胞的死亡#使 TDI>大鼠的神经突触传递效率

得到不同程度的改善#但其机制尚不清楚#且 TIZ

在新生早期应用有无高压*高氧所致的副反应也值

得进一步研究!!#!G#!@"

)
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