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ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路对新生大鼠缺氧缺血性
脑损伤后学习记忆能力的影响
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（浙江大学医学院附属儿童医院儿童保健科，浙江 杭州　３１０００３）

　　［摘　要］　目的　研究ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制剂 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ对新生大鼠缺氧缺血性脑损伤（ＨＩＢＤ）后远期
学习记忆及认知功能的影响。方法　于制备新生大鼠左脑 ＨＩＢＤ模型前 ３０ｍｉｎ，应用脑立体定位仪定位大鼠左侧
海马区，注射ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ２μＬ，同时建立 ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ组、ＨＩＢＤ模型组、假手术组及空白对照组。于大鼠 ２８日龄
时用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验检测各组大鼠的学习记忆能力。结果　随游泳次数增加各组大鼠逃避潜伏期（ＥＬ）时间均
有不同程度缩短；从第 ２天开始，ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组ＥＬ明显长于假手术组和空白对照组 （ｔ＝２．６３７，Ｐ＝０．０２３；
ｔ＝３．５８５，Ｐ＝０．００３），且随着时间的延长差距逐渐扩大。到第 ４天和第８天时，ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组ＥＬ值明显长
于其他４组（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１）。而在空间探索试验撤去平台后 １２０ｓ内，ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ组和 ＨＩＢＤ组的穿越平
台次数低于假手术组和空白对照组（Ｐ＜０．０５），ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组的穿越平台次数低于 ＤＭＳＯ＋ＨＩＢＤ组和
ＨＩＢＤ组（Ｐ＜０．０５），同时亦明显低于假手术组和空白对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可加重
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　　围生期窒息所致缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃ
ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是由于宫内或出生时
窒息、缺氧引起的细胞代谢障碍，常引起新生儿死亡

和其后神经系统的发育障碍［１］。脑缺氧缺血的病

理生理机制包括兴奋性氨基酸毒性、能量衰竭、自由

基、钙离子超载及细胞凋亡等［２３］，目前许多研究均

揭示 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与这些机制密切相关［４５］。

但目前有关 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路对发育期大脑
ＨＩＢＤ后认知功能障碍相关性的研究甚少。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路是一个经典的抗凋亡、促存
活的信号转导途径［６］。磷酸肌醇激酶（ＰＩ３Ｋ）是一
类特异的催化磷脂酰肌醇脂类物质的激酶，参与细

胞内信号的转导。ＰＩ３Ｋ功能上是 Ａｋｔ活化的首要
调节者。Ａｋｔ是信号转导途径中重要的蛋白激酶，
是 ＰＩ３Ｋ的直接靶基因，能介导多种生物学效应，调
控细胞生长和增殖、细胞运动和侵袭、细胞存活和凋

亡，新生血管的生成等多种细胞活动和生物学效应，

是重要的抗凋亡调节因子［７８］。

近年研究表明，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与 ＨＩＢＤ有
关，大脑缺氧缺血后 ｐＡｋｔ表达迅速增加并密切参
与 ＨＩＢＤ中的病理损伤过程［９］。给予 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路抑制剂 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ在一定程度上可以阻断
海马缺血耐受所致的神经元保护作用，加重新生大

鼠 ＨＩＢＤ后急性中枢神经损伤［１０］。本研究旨在明

确给予 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制剂 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ干预
ＨＩＢＤ新生大鼠后是否对其远期的学习记忆及认知
障碍存在加重作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
健康 ７日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠由浙江

大学紫金港动物中心试验室提供，体重１２～２０ｇ，共
４８只。随机分为空白对照组（８只），假手术组（８
只），ＨＩＢＤ组（１０只），ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌ
ｆｏｘｉｄｅ，二甲基亚砜）组（８只），ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组
（８只），麻醉后脑室注射时死亡 ２只，缺氧过程中死
亡４只。于大鼠２８日龄时进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测。
１．２　模型制作
１．２．１　ＨＩＢＤ模型　　参照 ＲｉｃｅＶａｎｎｕｃｃｉ法［１１］，

采用 Ｎａｋａｊｉｍａ等［１２］改良的动脉结扎法建立新生大

鼠缺氧缺血模型。新生大鼠在室温下用乙醚吸入麻

醉后取仰卧位，四肢固定，消毒皮肤后行颈前中切

口，无菌下分离左侧颈总动脉，并用外科 ７０灭菌手
术丝线双道结扎左侧颈总动脉，中间剪断，缝合伤口

并再次消毒皮肤。整个手术在 １５ｍｉｎ内完成。放
入恒温箱中（３７℃）恢复 ３０ｍｉｎ至２ｈ后置于容积
为２Ｌ的密闭容器内。以 １～２Ｌ／ｍｉｎ的速度输入
体积浓度为 ８％ 氧气和 ９２％ 氮气的混合气体，持
续 ２ｈ。建模成功后置于室温下约 １～２ｈ，最后放
回鼠笼由母鼠喂养。

１．２．２　Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ和 ＤＭＳＯ干预　　将 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ
溶解于 ＤＭＳＯ中并用 ＰＢＳ稀释成浓度为０．１６μｇ／μＬ
的稀释液，按 １６μｇ／ｋｇ的剂量，在脑立体定位仪的
帮助下，依据脑立体定位图谱准确定位海马区，在建

模前 ３０ｍｉｎ将２μＬ稀释溶液注入新生大鼠左侧海
马区；ＤＭＳＯ干预组则仅将同等稀释的 ２μＬＤＭＳＯ
于模型建立前 ３０ｍｉｎ注入左侧海马区内。

假手术组仅予以分离左侧颈总动脉，不结扎剪

断，缝合切口后不予以缺氧处理。空白对照组未给

予任何处理。

１．３　ＨＩＢＤ后学习记忆能力检测
在鼠龄 ２８ｄ时行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验测试空间

学习记忆能力。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫 ＤＭＳ２系统由浙江
大学紫金港动物房动物中心实验室提供。迷宫上方

安置带有显示系统的摄像机，计算机自动跟踪计时

并同步记录大鼠的游泳轨迹，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫数据采
集和分析软件记录相关数据及图象结果。

１．３．１　迷宫适应训练和游泳能力检验　　正式开
始实验前 １ｄ，撤去平台，选择池壁一固定点，让大
鼠面向池壁入水，自由游泳 ２ｍｉｎ，并录下游泳轨
迹。目的是让大鼠适应环境，并对大鼠游泳能力进

行初步检验，对明显异常者予以剔除。

１．３．２　定位航行试验　　用于检测大鼠的学习和
记忆能力。大鼠连续接受 ４ｄ训练，每天将大鼠面
向池壁分别从 ４个入水点放入水中，每次实验以
１２０ｓ为限，记录动物寻找并爬上平台所需时间即逃
避潜伏期（ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，ＥＬ）以及在这段时间内的
游泳路程和速度，以爬上平台所需时间作为学习和

记忆成绩。若设定时间内未找到平台，计算机停止

跟踪，记录时间为 １２０ｓ，未找到平台的动物由实验
者将其引上平台。每次训练间隔 ３０ｓ，即做好 １次
训练后在平台上休息停留 ３０ｓ后再继续下一次。
各组大鼠每天 ４次ＥＬ的平均值作为当天的成绩。
１．３．３　空间探索试验　　用于测量大鼠学会寻找
平台后，对平台空间位置的准确记忆，即记忆保持能

力。在定位航行试验后（即水迷宫的第 ５天）移去
平台，然后任选１个固定象限作为入水点将大鼠面向
池壁放入水中，记录其１２０ｓ内的游泳轨迹及穿越原
平台位置的次数，考察大鼠对原平台的记忆能力。

·５２４·
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１．３．４　远期记忆能力测试　　探索实验结束后，休
息３ｄ，即水迷宫的第８天，再对全部新生鼠进行１次
水迷宫测试，方法同定位航行试验，用 ４次 ＥＬ的平
均值作为最后的成绩。用来测试其远期记忆能力。

１．４　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行，实验数据以

均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。ＥＬ比较采用重复测量
的方差分析；空间搜索试验中穿越目标次数及远期

记忆潜伏期采用单因素方差分析，并以 ＬＳＤ法进行
组间的两两比较；两组间比较用独立样本 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２８日龄时，经 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试发现：随着游
泳次数增加，各组大鼠 ＥＬ均有不同程度缩短；无论

是 ＥＬ还是空间探索结果，空白对照组和假手术组之
间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＨＩＢＤ组和ＨＩＢＤ＋
ＤＭＳＯ组之间差异也无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示
假手术和 ＤＭＳＯ干预对大鼠空间学习记忆能力无
明显影响，故分析时不再单独列出来说明。

２．１　游泳能力的检测
通过测试，全部大鼠第 ｌ天游泳能力均正常。

２．２　定位航行试验
２．２．１　各组大鼠 ＥＬ的比较　　第 １天 ５组间的
ＥＬ时间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。随游泳次
数增加，各组大鼠 ＥＬ时间均有不同程度缩短。从
第２天开始，ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组ＥＬ明显长于假手
术组和空白对照组 （ｔ＝２．６３７，Ｐ＝０．０２３；ｔ＝３．５８５，
Ｐ＝０．００３），且随着时间的延长差距逐渐扩大。到
第 ４天和第８天时，ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组 ＥＬ值明
显长于其他４组 （Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　各组大鼠ＥＬ比较　（ｓ，ｘ±ｓ）

组别 鼠数 第１天 第２天 第３天 第４天 第８天

空白对照 ８ ７５±３０ ５５±２１ ３６±２９ ３０±１５ ２７±１５
假手术 ８ ８５±２２ ５５±３ ６６±３６ ５９±３６ ６８±３２
ＨＩＢＤ １０ ８７±３１ ８１±１３ ６６±３６ ５９±３６ａ ６８±３２ａ

ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ ８ １０９±２２ ９３±２４ ７２±２４ ６１±３６ ６８±２４
ＨＩＢＤ＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ ８ １０８±１３ ９９±１２ａ ９３±２８ｂ ９５±２１ｂ，ｃ ９７±２０ｂ，ｃ

　　与同时间点空白对照组和假手术组比较，ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１；ｃ：与同时间点ＨＩＢＤ组和ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　空间探索试验
撤去平台后１２０ｓ内，ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ组和 ＨＩＢＤ

组的穿越平台次数低于假手术组和空白对照组（均

Ｐ＜０．０５），ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组的穿越平台次数低
于ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ组和ＨＩＢＤ组（ｔ＝２．２８３，Ｐ＝０．０４２；
ｔ＝２．１７９，Ｐ＝０．０４５），同时亦明显低于假手术组和空
白对照组（ｔ＝３．５８１，Ｐ＝０．００２；ｔ＝５．４０９，Ｐ＜０．０１）。
见图１。
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　　图１　各组大鼠穿越平台次数的比较　ａ：与对照组和假手
术组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＨＩＢＤ组和ＨＩＢＤ＋ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

近年研究表明，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与 ＨＩＢＤ有
关。Ｋｉｔａｇａｗａ等［１３］在 １９９９年首次发现了 Ａｋｔ在脑
缺血时被激活。Ｌｉ等［１４］发现大脑中动脉闭塞模型

大鼠在缺血再灌注后１～３ｈｐＡｋｔ在神经元中的表
达增加，１ｈ为高峰，说明 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在缺
血再灌注早期参与了脑缺血诱导的应激反应，提示

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路参与了脑缺血的病理过程，且与
脑缺血损伤程度有关。Ｌｉ等［９］通过建立新生大鼠

ＨＩＢＤ模型，应用免疫组化和免疫印迹检测发现模
型组大鼠中大脑神经元 ｐＡｋｔ蛋白表达增加，且
ｐＡｋｔ蛋白表达有一定的时间规律性，复氧后４ｈ表
达达高峰，以后降低，其表达趋势与缺氧诱导因子
ｌα（ＨＩＦｌα）一致，但表达高峰时间早于 ＨＩＦ１α。
表明 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在缺氧缺血后被激活，ＡＫｔ
磷酸化增加，同时提示 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可能参
与调节神经元缺氧诱导的 ＨＩＦｌα表达，参与抗细胞
凋亡作用。Ｊｉａｎｇ等［１５］通过体外细胞培养，研究星

形胶质细胞在缺血条件下发生的细胞凋亡与 ｐＡｋｔ
·６２４·
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之间的关系，发现 ＴＵＮＥＬ阳性细胞在缺血后６ｈ开
始出现，１２ｈ增加，而 ｐＡｋｔ在缺血后６～１２ｈ表达
增多，说明 ｐＡｋｔ与缺血诱导的细胞凋亡之间有很
好的相关性。上述结果均表明 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
对缺血后细胞的生长情况起着重要的调控作用。

目前，Ａｋｔ被作为信号通路治疗脑缺血的分子
靶点，进行了大量的药物干预性研究。冯美江等［１０］

应用 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ特异性抑制剂 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ脑室预注
射后发现凋亡细胞比对照组明显增多，提示 ｗｏｒｔ
ｍａｎｎｉｎ可在一定程度上阻断海马缺血耐受所致的
神经元保护作用。

本研究通过应用 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制剂
ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ干预新大生鼠 ＨＩＢＤ模型，发现随游泳
次数增加，各组大鼠ＥＬ时间均有不同程度缩短；从
第 ２天开始，ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组 ＥＬ值明显长于
空白对照组和假手术组，且随着时间的延长差距逐

渐扩大。到第 ４天和第８天，ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组
ＥＬ值明显长于其他 ４组，提示 ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ
组空间学习记忆能力障碍最为严重，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路
阻断后对远期记忆的影响较为显著。而在空间探索

试验中，假手术组和空白对照组大鼠运动轨迹主要

集中在原平台位置，而其余 ３组则多沿池壁游泳，
说明各组大鼠采取不同的空间搜索策略，而假手术

组和空白对照组大鼠搜索策略更趋合理。撤去平台

后１２０ｓ内，ＨＩＢＤ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组的穿越平台次数明
显低于其他４组，说明ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路阻断后大
鼠的空间记忆保持能力及空间定位的准确性更差。

综上所述，ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ可以加重 ＨＩＢＤ后大鼠
远期学习记忆认知能力损伤，证明了 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路可影响发育期大脑 ＨＩＢＤ后的学习记忆能
力，与后期的脑功能恢复密切相关，为临床防治儿童

认知障碍提供了理论依据，期待以 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路为靶点的神经保护剂可以用于临床治疗

ＨＩＢＤ。
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