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胶质细胞源性营养因子和美金胺对脑室周围
白质软化新生大鼠远期预后的影响

李文娟　陈惠金　钱龙华　何亚芳　陈冠仪

（上海交通大学医学院附属新华医院上海市儿科医学研究所，上海　２０００９２）

　　［摘　要］　目的　评估胶质细胞源性营养因子（ＧＤＮＦ）和美金胺对脑室周围白质软化（ＰＶＬ）新生 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠远期预后的影响。方法　３２只５日龄新生大鼠随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组、ＰＶＬ组、ＧＤＮＦ组以及美金
胺（Ｍｅｍ）组。除Ｓｈａｍ组外，其他３组均行右颈总动脉结扎及缺氧处理（ＰＶＬ造模）。ＧＤＮＦ组和Ｍｅｍ组分别于造
模后即刻注射ＧＤＮＦ１００μｇ／ｋｇ和Ｍｅｍ２０ｍｇ／ｋｇ。每天对各组大鼠称重。于２６日龄（造模后２１ｄ）对各组大鼠进
行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试及Ｒｉｖｌｉｎ斜板实验，记录水迷宫测试时的逃逸潜伏期（ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，ＥＬ）和游泳距离以及斜
板测试时在斜板上至少停留５ｓ的最大倾斜角度。结果　术后ＰＶＬ组大鼠的平均体重明显低于Ｓｈａｍ组和两个用
药组（Ｐ＜０．０５）；ＥＩ值和游泳距离均较 Ｓｈａｍ组和两个用药组显著延长（Ｐ＜０．０５或 ＜０．０１）；在斜板上至少停留
５ｓ的最大倾斜角度明显低于Ｓｈａｍ组和两个用药组（Ｐ＜０．０５）。两个用药组和Ｓｈａｍ组在体重、ＥＩ和游泳距离以
及斜板的最大倾斜角度之间的差异均无统计学意义。结论　ＧＤＮＦ和 Ｍｅｍ均可增强 ＰＶＬ大鼠的空间辨识、学习
记忆和运动协调能力，促进体重增长，明显改善远期预后。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（９）：７４３－７４６］
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　　脑室周围白质软化（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａ
ｃｉａ，ＰＶＬ）是早产儿常见脑损伤，是脑瘫和智力、视

听障碍的主要原因，迄今尚无有效防治方法。研究

证实，在哺乳动物脑内始终存在着具有神经干细胞

·３４７·



第１３卷第９期
２０１１年９月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０１１

功能的神经祖细胞（ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ），缺血损伤可诱导激
活脑内神经祖细胞出现增殖、分化并迁移至损伤部

位进行修复［１］。然而神经再生是一极其复杂的过

程，与相关神经营养因子的调控和祖细胞实施修复

功能的脑微环境有关。胶质细胞源性神经营养因子

（ｇｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）是
一种与神经细胞生长、存活相关的神经营养细胞因

子，本研究组以往研究曾证实 ＧＤＮＦ能明显促进外
源性神经干细胞分化为少突胶质细胞前体，增加髓

鞘的形成，从而有助于脑室周围白质损伤的进一步

改善［２］。美金胺（Ｍｅｍ）作为一种非竞争性 ＮＭＤＡ
受体拮抗剂，可有效阻断缺血诱导未成熟脑白质的

谷氨酸异常信号传输路径，改善脑内不良微环境，对

脑缺血性损伤具有良好的神经保护作用［３］。本研

究在以往研究的基础上，拟通过 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试
和Ｒｉｖｌｉｎ斜板测试等方法，分别评估 ＧＤＮＦ和 Ｍｅｍ
对ＰＶＬ新生大鼠远期预后的影响，以期寻找ＰＶＬ的
有效治疗方法并探讨相关机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
３２只 ５日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生大鼠购

自上海西普尔必凯实验动物有限公司［动物生产许

可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００８００１６，动物使用许可证：
ＳＹＸＫ（沪）２００８００５２］。随机分为假手术（Ｓｈａｍ）
组、ＰＶＬ组、ＧＤＮＦ组以及 Ｍｅｍ组，每组各８只。造
模前后所有新生大鼠均置于（２０±２）℃、湿度６０％～
７０％的ＩＶＣ饲养盒内，母乳自由喂养。
１．２　制备缺血型ＰＶＬ新生大鼠模型

参照本研究组已建立的 ＰＶＬ模型制备方
法［４５］：５日龄新生大鼠乙醚麻醉后，固定于仰卧位，
颈部正中切口，分离并结扎右侧颈总动脉，术毕缝合

切口，火棉胶涂抹伤口。术后３０ｍｉｎ将新生大鼠送
入恒温缺氧箱内缺氧 ２ｈ，箱温 ３７℃，湿度（７０±
５）％，以１．５Ｌ／ｍｉｎ的流量恒定输入８％ Ｏ２和９２％
Ｎ２混合气体。Ｓｈａｍ组仅予游离右侧颈总动脉，不
予结扎和缺氧。术毕各组大鼠送回母鼠身边继续

喂养。

１．３　给药方法
ＧＤＮＦ组于造模后即刻在脑立体定位仪下经右

侧脑室注入ＧＤＮＦ１００μｇ／ｋｇ（购自Ｐｅｒｏｔｅｃｈ公司），
进针点位于前囟右侧５ｍｍ，后侧２ｍｍ，深度２ｍｍ，
经微量注射泵以０．５μＬ／ｍｉｎ的速度缓慢注入脑室
内。Ｍｅｍ组于造模后即刻经腹腔注入Ｍｅｍ２０ｍｇ／ｋｇ

（购自Ｓｉｇｍａ公司）。ＰＶＬ组和Ｓｈａｍ组则不予用药。
１．４　评估方法
１．４．１　体重监测　　建模前和建模后每天监测各
组大鼠体重。

１．４．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫装置由
黑色圆形铁皮水池、平台和记录设备（电脑和摄像

头）组成。水池直径１２０ｃｍ，池壁用不同颜色标记４
个入水点，将水池均分为４个象限，平台固定放置于
其中一个象限内。实验前将水池灌以清水至超过平

台 ２ｃｍ，再加入适量墨汁使之成为不透明黑色，水
温控制在２３～２５℃之间。造模１７ｄ始连续４ｄ对
大鼠进行训练，将大鼠分别从４个入水点放入水中，
让其自由游泳１２０ｓ以熟悉环境，若大鼠在１２０ｓ内
找到平台，遂让其在平台上站立１０ｓ，若不能找到平
台，则将大鼠放置于平台上１０ｓ，以增强其记忆力。
于造模后２１ｄ对各组大鼠正式进行测试，分别记录
各入水点大鼠找到平台的时间即逃逸潜伏期

（ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ，ＥＬ）和游泳距离，根据 ＥＬ和游泳距
离的长短，判断大鼠的空间辨识和学习记忆功能，

ＥＬ值和游泳距离越小，提示学习记忆速度越快，空
间辨识能力越强。

１．４．３　Ｒｉｖｌｉｎ斜板实验　　由本研究组自行改良
设计的Ｒｉｖｌｉｎ斜板由两个矩形有机玻璃板铰链形
成，其中一块作为底板，另一块为可调节角度的倾斜

板，板面覆盖厚约０．２ｃｍ的橡皮垫。将２６日龄（建
模后２１ｄ）大鼠垂直置于倾斜板上，每次升高角度
２．５°，测定大鼠在斜板上至少停留５ｓ的最大倾斜
角度，共测试３次，取其平均值。大鼠停留的倾斜角
度越高，提示其肌肉协调能力越强。

１．５　统计学分析
应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，所有数据以均数 ±

标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析、ＳＮＫ检验
进行分析，方差不齐的两样本比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩
和检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠体重比较
ＰＶＬ组大鼠造模后出现皮肤发绀、活动减少、

睁眼时间延迟、体重增长缓慢等异常表现。术前

各组大鼠的体重差异无统计学意义（表 １），术后
ＰＶＬ组大鼠的平均体重明显低于 Ｓｈａｍ组和两个
用药组（Ｐ＜０．０５）。两个用药组间以及用药组和
Ｓｈａｍ组间在体重之间的差异则无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。
·４４７·
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表１　各组大鼠建模前后体重比较　（ｘ±ｓ，ｇ；ｎ＝８）

组别 建模前 建模后７ｄ 建模后１４ｄ 建模后２１ｄ

Ｓｈａｍ组 １３．２±１．０２５．９±１．３ ４１．６±２．６ ６０．７±５．２

ＰＶＬ组 １２．９±１．６２１．３±３．３ａ ３５．２±４．２ａ ４９．１±７．６ａ

ＧＤＮＦ组 １３．３±１．２２６．２±４．０ｂ ４３．７±７．３ｂ ５９．７±６．８ｂ

Ｍｅｍ组 １３．３±１．９２５．７±５．２ｂ ４１．２±７．０ ５７．４±９．４

Ｆ值 ０．１６５ ３．１３７ ３．４６６ ４．６４１

Ｐ值 ０．９１９ ０．０４１ ０．０２９ ０．０１７

　　ａ：与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＰＶＬ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　各组大鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试结果
各组大鼠于造模后１７ｄ始进行水迷宫测试训

练，随着训练天数的增加，各组大鼠的 ＥＩ值和游泳
距离逐渐缩短。建模后 ２１ｄ正式测试，结果显示
（表２，３；图１，２），ＰＶＬ组的平均ＥＩ值和平均游泳距
离（５２±３２ｓ，１６０９±１０３２ｃｍ）均明显长于 Ｓｈａｍ组
（２３±１６ｓ，３９７±３２４ｃｍ）、ＧＤＮＦ组（１８±１４ｓ，４５９±
３４３ｃｍ）和Ｍｅｍ组（３３±２３ｓ，６９２±５２０ｃｍ）。进一
步进行两两比较，显示ＰＶＬ组大鼠在第一和第二象
限的ＥＩ值和游泳距离均较Ｓｈａｍ组和两个用药组显
著延长（Ｐ＜０．０５或 ＜０．０１），两个用药组与 Ｓｈａｍ
组在ＥＩ和游泳距离之间的差异则均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。ＧＤＮＦ组的ＥＩ值及游泳距离虽然均短
于Ｍｅｍ组，但两个用药组间的差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

表２　各组大鼠２６日龄水迷宫各象限ＥＩ值比较　（ｘ±ｓ，ｓ）

组别 第一象限 第二象限 第三象限 第四象限

Ｓｈａｍ组 １１±５ １６±８ ２５±１４ ２３±１７

ＰＶＬ组 ５０±３９ａ ３７±１４ａ ５８±２８ａ ６３±３９ａ

ＧＤＮＦ组 １５±１６ｂ １６±１２ｂ １７±１５ｃ ２２±１３ｂ

Ｍｅｍ组 １３±８ｂ ２０±１７ｂ ３８±６ ３７±２９

　　ａ：与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＰＶＬ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与

ＰＶＬ组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图１　各组大鼠２６日龄四个象限的平均ＥＩ值比较　ａ：
与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＰＶＬ组比较，Ｐ＜０．０１

　　表３　各组大鼠２６日龄水迷宫各象限游泳距离比较　
（ｘ±ｓ，ｃｍ）

组别 第一象限 第二象限 第三象限 第四象限

Ｓｈａｍ组 ２４９±２０６ ４５２±３０７ ５０１±４１５ ３８７±３４０
ＰＶＬ组 １８６６±１４０ａ １２２８±５４２ａ １３５５±５５４ａ １９８５±１２９８ａ

ＧＤＮＦ组 ４７３±４００ｂ ３５５±２３７ｃ ３８３±３１３ｃ ６２４±３９７ｂ

Ｍｅｍ组 ３８４±１８２ｂ ５１０±３６４ｂ ９４７±４５９ ９２７±１３４

　　ａ：与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＰＶＬ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与

ＰＶＬ组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图２　各组大鼠２６日龄四个象限的平均游泳距离比较
ａ：与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＰＶＬ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与ＰＶＬ

组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠斜板测试结果
２６日龄（造模后２１ｄ）的Ｒｉｖｌｉｎ斜板测试显示，

各组大鼠在斜板上至少停留５ｓ的最大倾斜角度之
间的差异有统计学意义（Ｆ＝３．５６１，Ｐ＜０．０５）。进
一步两两比较显示，ＰＶＬ组（４０．９±２．２度，范围：
３７．５～４３度）的最大倾斜角度明显低于 Ｓｈａｍ组
（４４．０±３．４度，范围：３８～５０度）、ＧＤＮＦ组（４３．３±
１．４度，范围：４２．５～４６度）和 Ｍｅｍ组（４３．９±０．８
度，范围：４１．５～４５度）（Ｐ＜０．０５）。两个用药组间
和Ｓｈａｍ组间在最大倾斜角度之间的差异则均无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

早产儿ＰＶＬ是脑室周围未成熟白质的缺血性
病变，以形成髓鞘的少突胶质细胞前体的受损和丢

失为特征［６］，引起轴索髓鞘化障碍，动作电位传递

速度下降甚至终止，进而严重影响神经功能的正常

发挥。缺血可诱导激活谷氨酸的异常信号传输、脑

内ＮＯ等氧化产物的增加以及神经营养因子的缺
乏，导致脑内再生神经细胞多在数周内死亡，因而脑

的内源性修复功能十分有限［７］。

ＧＤＮＦ是一种与多巴胺能和运动能神经细胞的
生长、存活相关的神经营养细胞因子，对中枢和周围

神经系统的轴突生长和髓鞘化有明显促进作用，属

于转化因子 β超家族成员。近年研究显示，ＧＤＮＦ
通过 ＭＡＰＫ信号传导途径，可提升脑 ＳＶＺ（侧脑室
·５４７·
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室管膜下区）和ＳＧＺ（海马齿状回颗粒下层）的神经
祖细胞对表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＥＧＦ）和成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
２，ＦＧＦ２）的反应性，促进神经祖细胞增殖分化为少
突胶质细胞，有助于白质髓鞘化［８］。

近年来已确认脑白质内存在大量的 ＮＭＤＡ受
体［９］，缺血诱导不成熟脑白质内谷氨酸的异常信号

传输，可能是导致早产儿发生缺血性 ＰＶＬ的主要原
因［１０］。Ｍｅｍ是目前唯一在临床应用的 ＮＭＤＡ受体
拮抗剂，其通过与ＮＭＤＡ受体通道内的苯环己哌啶
（ｐｈｅｎｃｙｃｌｉｃｌｉｎｅ，ＰＣＰ）位点结合，可有效抑制钙离子
通道开放，阻断ＮＭＤＡ受体激活及由之引起的缺血
性兴奋毒损伤，抑制神经细胞的凋亡和坏死［１１］，从

而有利于改善脑微环境，促进内源性神经干细胞的

增殖、分化及迁移，提高再生细胞的成活率，增强脑

的内源性修复功能。本研究组以往曾对脑缺氧缺血

损伤新生大鼠在造模后即刻应用Ｍｅｍ，显示Ｍｅｍ可
明显增强脑缺氧缺血大鼠的空间辨识能力和学习记

忆功能，显著改善其长期预后［３］。

在上述本研究组系列研究的基础上，本研究对

一组 ＰＶＬ新生大鼠在造模后即刻分别应用 ＧＤＮＦ
和Ｍｅｍ，通过在２６日龄进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试和
Ｒｉｖｌｉｎ斜板测试，评估ＧＤＮＦ和Ｍｅｍ对ＰＶＬ新生大
鼠长期预后的影响。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验是目前公认
为评估大鼠学习记忆和空间辨识功能最为经典的行

为学测试方法［１２］。本研究的水迷宫测试结果显示，

ＰＶＬ组大鼠的平均 ＥＩ值和游泳距离均较两个用药
组和 Ｓｈａｍ组显著延长，两个用药组的测试结果则
接近 Ｓｈａｍ组。提示 ＧＤＮＦ和 Ｍｅｍ均能明显增强
ＰＶＬ大鼠的学习记忆、空间辨识及认知能力，尤其
ＧＤＮＦ有更良好的效果。这种良好的增强作用可能
与这两种药物能促进脑的内源性神经再生及改善脑

微环境密切相关。

斜板实验由 Ａｌｌｍａｒｋ等创建于 １９４９年［１３］。

Ｒｉｖｌｉｎ等［１４］于１９７７年对斜板方法进行了改良。由
于Ｒｉｖｌｉｎ斜板实验简便易行，目前已成为评价神经
肌肉功能的常用方法。本研究Ｒｉｖｌｉｎ斜板实验结果
显示，ＰＶＬ组大鼠在斜板上至少停留５ｓ的最大倾
斜角度明显低于 Ｓｈａｍ组和两个用药组。两个用药
组的测试结果则接近Ｓｈａｍ组。提示ＰＶＬ大鼠脑白
质损伤可能导致支配肢体的锥体束损伤，致使出现

肢体的肌力下降和运动协调和维持姿势的能力下

降。本研究中ＰＶＬ组和Ｓｈａｍ组最大倾斜角度之间
相差约为３～５度，低于通常的研究结果［１４１５］。其

原因主要与本研究所使用的模型有关。由于本研究

制作的ＰＶＬ模型采用一侧颈总动脉结扎，主要引起
同侧白质损伤及对侧肢体损伤。在斜板实验中，虽

然ＰＶＬ组大鼠的一侧肢体呈肌力下降，但尚能借助

损伤不严重的另一侧肢体依附在附有橡皮垫的斜板

上，这是两组最大倾斜角度差距没有更大拉开的主

要原因。这种现象也可见于对局部脑缺血大鼠进行

斜板测试但效果不理想的一些文献报道中［１６１７］。

综上所述，本研究显示ＧＤＮＦ和Ｍｅｍ均可明显
改善ＰＶＬ大鼠的远期预后，有望成为治疗早产儿
ＰＶＬ的有效药物。
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