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　　［摘　要］　目的　建立新生大鼠缺氧缺血性脑损伤（ＨＩＢＤ）模型，观察远期行为学及超微结构改变。　方法
６０只７日龄新生ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为ＨＩＢＤ组和假手术组，每组３０只。生后５周进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验
及感觉功能测试；取脑组织切片行尼氏染色计数神经元数目；取皮层、海马行透射电镜，观察突触结构，测量突触后

致密区（ＰＳＤ）厚度及活性区长度，并与行为学结果进行相关分析。结果　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验中，ＨＩＢＤ组大鼠寻找
平台潜伏期时间明显长于假手术组（Ｐ＜０．０５）；ＨＩＢＤ组大鼠穿越平台次数较假手术组少（Ｐ＜０．０５）。感觉运动功
能试验中，ＨＩＢＤ组测试结果明显差于假手术组。尼氏染色提示ＨＩＢＤ组神经元数目明显减少（Ｐ＜０．０１）。电镜显
示ＨＩＢＤ组大鼠突触数量减少，ＰＳＤ厚度及活性区长度变薄变短。ＨＩＢＤ组大鼠 ＰＳＤ厚度与 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验寻
找平台潜伏期时间呈负相关（ｒ＝－０．８６１，Ｐ＜０．０１），与三项感觉功能评估得分之和亦呈负相关（ｒ＝－０．７５８，Ｐ
＜０．０５）。结论　缺氧缺血可致新生鼠远期神经元减少和超微结构损伤，造成远期行为学功能障碍。
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　　新生儿缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是指围产期窒息导致脑的缺氧
缺血性损害，是造成围产期新生儿死亡和儿童伤残

的主要原因之一［１］。新生儿处在大脑发育关键期，

未成熟前具有较好的可塑性和代偿性［２］，不仅急性

期，恢复期积极的综合干预亦有助于减轻后遗症，因

此对ＨＩＢＤ患儿远期后遗症进行全面合理的评估对
预后判断和治疗有积极指导意义。

ＨＩＢＤ是一种弥漫性损伤，易损伤的脑区最常
见为海马及皮层，海马是重要的空间学习记忆相关

脑区［３］，而皮层则与感觉运动功能密切相关［４］。由

于ＨＩＢＤ致病因素的复杂性，加上婴幼儿脑发育的
可塑性，临床上要确切地评价 ＨＩＢＤ的远期预后及
干预的效果相当困难。目前对于ＨＩＢＤ远期预后及
干预措施疗效的评价多停留在行为学及上述两个脑

区损伤后常规病理学改变的观察上，鲜有超微结构

的研究［５６］。突触是神经元和效应细胞之间传递信

息的功能部位，与行为学表现之间关系密切，也是脑

发育可塑性的核心。观察突触超微结构的改变不仅

可以深入探究 ＨＩＢＤ损伤机理及修复机制，还可以
了解其与行为学之间的相关性，从而有望对 ＨＩＢＤ
远期预后及干预疗效做出早期客观的评价。因此本

研究观察 ＨＩＢＤ大鼠远期突触超微结构改变，并与
行为学结果进行相关分析，探讨 ＨＩＢＤ后超微结构
改变的意义，指导ＨＩＢＤ远期预后及疗效评估。

１　材料与方法

１．１　材料
清洁级健康７日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生

大鼠６０只，雌雄不限，体重１２～１８ｇ，由广州南方医
科大学实验动物中心提供。石蜡切片机（德国Ｌｅｉｃａ
公司），尼氏染色液（上海碧云天生物技术公司），透

射电镜（德国Ｌｅｉｃａ公司），图片采集系统（德国 Ｌｅｉ
ｃａ公司），混合气体（广州气体公司）。
１．２　方法
１．２．１　分组　　６０只大鼠随机分为假手术组和
ＨＩＢＤ组（两组大鼠体重差异无统计学意义），每组
３０只。均由母鼠母乳喂养至２１日龄时断奶，随后
予以清洁饮食及饮水，室温维持在２２℃，每日予以
１２ｈ光照，１２ｈ黑暗环境。均于３５日龄时进行行为
学测定，随后每组各随机取 １５只处死行脑尼氏染
色，取８只处死进行超微结构观察。
１．２．２　模型制作　　参照Ｒｉｃｅ方法［７］制备新生鼠

ＨＩＢＤ模型：７日龄大鼠在乙醚麻醉下行颈前正中切

口，分离左侧颈总动脉并结扎，保温２ｈ后，放入含
８％氧气和９２％氮气的密闭容器内２ｈ，制成 ＨＩＢＤ
模型，术后送还母鼠喂养。假手术组大鼠仅予分离

左颈总动脉，不予结扎和缺氧。

１．２．３　行为学检测　　两组大鼠于３５日龄时行
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验测试空间学习记忆能力［８］。（１）定
位航行试验：测量获取学习记忆的能力。第１天让大
鼠自由游泳２ｍｉｎ。从第２天起，每天上午训练１次，
每次从不同象限入水，记录大鼠寻找并爬上平台所需

时间（寻找平台潜伏期），连续５ｄ，如果大鼠在１２０ｓ
内未找到平台，潜伏期则记为１２０ｓ。（２）空间探索
试验：测量保持空间位置记忆的能力。定位航行实

验结束后，于次日上午撤除平台，选择第３象限池壁
中点为入水点，将大鼠面向池壁放入水中，记录在

６０ｓ内跨过该象限平台相应位置的次数。
两组大鼠达 ３５日龄时进行感觉运动功能测

试［４］。（１）足错误：将大鼠放在水平的金属网格上
（６０ｃｍ×４０ｃｍ，每格 ３ｃｍ×３ｃｍ，金属直径约为
０．４ｃｍ），记录２ｍｉｎ内爪子落入网格中的次数，为
排除不同大鼠活动度差别的影响，选择左右侧错误

次数的差值进行统计学分析。（２）姿势反射：抓住
大鼠的尾巴，使之悬挂于距离桌面５０ｃｍ高处。正
常鼠将两个前肢都伸向桌面（０分），而有脑损伤的
大鼠在损伤大脑半球对侧（右侧）的肢体呈屈曲状

（１分），然后将大鼠放在桌上，在肩后的侧面加压直
到前肢伸直，重复数次，如果损伤大脑半球对侧 （右

侧 ）的抵抗力减弱则示为异常（２分）。（３）肢体放
置：记录大鼠在不同的感觉刺激下左右侧前后爪的

放置情况，计分标准如下：爪子放置正确、迅速计

０分；爪子放置迟缓或不完全正确计１分；爪子不能
放置计２分。记录每只鼠两侧得分的差值。不同感
觉刺激包括：①将大鼠放于桌面，正常情况下大鼠会
伸展前爪放于桌上；②用手指抬起大鼠头部以避免
其看见桌面，将大鼠的前肢接触桌子边缘检测前肢

的感觉；③大鼠面向桌子的边缘检测前肢的放置。
正常鼠会将双前爪放于桌上；而脑损伤鼠损伤大脑

半球的对侧爪放置错误；④检查者将大鼠握住缓慢
向桌子边缘移动，检测前、后肢体的放置；⑤将大鼠
放在桌上，轻轻地从侧边将之推向桌子边缘，正常大

鼠会抓住桌子边缘，而脑损伤大鼠因损伤大脑半球

对侧的前、后肢可能会掉下来；⑥同⑤，只是从后面
推。

１．２．４　脑组织尼氏染色　　行为学测试后各组随
机取１５只处死，４％多聚甲醛灌注并取脑组织固定
后行石腊包埋，取前囟和前囟后 ３ｍｍ部位，制成
·１８３·
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３μｍ厚的石腊切片，每个标本随机选取３张切片，脱
腊水化后行尼氏染色。光镜下观察计数神经元数量，

每张切片取５个视野，以５个视野均数作为该张切片
神经元数量，最后以３张切片均数作为该标本神经元
数量。

１．２．５　脑组织突触超微结构观察及突触后致密区
厚度和活性区长度测量　　各组随机取８只大鼠断
头处死，迅速剪开颅骨、剥离大脑，分离出左侧皮层

和海马，分别取矢状缝旁左侧脑额叶皮层及海马

ＣＡ１区切成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ小块，每只鼠皮层
和海马随机取３个小块，浸泡于２．５％戊二醛中４℃
保存。经ＰＢＳ冲洗后，１％锇酸固定，ＰＢＳ冲洗，梯度
丙酮脱水，环氧树脂６１８浸透包埋，每只鼠皮层和海
马随机选取其中１个包埋块制作超薄切片，醋酸铀
和柠檬酸铅双染后，常规电镜制片、观察，选神经毡

区放大４６０００倍观察突触、神经元形态结构，对突触
后致密区（ＰＳＤ）厚度和活性区长度进行测量（ＰＳＤ
是电镜下见到的突触后膜内侧胞质面一层均质的高

电子密度致密物质，其厚度即致密物厚度。活性区

长度指突触前膜与聚集成簇的突触小泡相接触形成

突触活性区，其长度也反映突触接触面积的大小。

两者的测量是参照 Ｇｕｌｄｎｅｒ等人［９］方法经 Ｌｅｉｃａ图
像分析仪测得）。每个标本切片中随机取 ５个视
野，测量５个视野中的８个突触的 ＰＳＤ厚度和活性
区长度，算出均数作为该标本的值。

１．３　统计学分析
用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计处理，数据以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验，相

关分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　行为学检测结果
２．１．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验　　在５ｄ的Ｍｏｒｒｉｓ水迷
宫定位航行试验中，各组大鼠寻找平台潜伏期随训

练时间延长而缩短，在各时间点 ＨＩＢＤ组寻找平台
潜伏期均明显长于假手术组（均 Ｐ＜０．０５）。在第
６天的空间探索试验中，ＨＩＢＤ组大鼠穿越平台次数
（２．７±１．９）较假手术组（６．２±３．２）少，差异有统计
学意义（ｔ＝５．２０１，Ｐ＜０．０５）。
２．１．２　感觉运动功能测试　　足错误试验中ＨＩＢＤ
组右左差值（３．６±２．１）较假手术组（０．７±０．８）明
显增高（ｔ＝７．１７７，Ｐ＜０．０５），说明 ＨＩＢＤ组大鼠左
右运动不对称，右侧（缺血对侧）差于左侧。姿势反

射中假手术组３０只大鼠得分均为０，而 ＨＩＢＤ组仅
１０例为０分，另２０例为２分。肢体放置试验中假手
术组３０只大鼠有２８例得分为０分，仅２例为１分，
而ＨＩＢＤ组大鼠的得分为１～４分（其中４例１分，
１０例２分，８例３分，８例４分）。
２．２　脑组织尼氏染色结果

尼氏染色结果发现假手术组大鼠的神经元排列

整齐，神经元内布满蓝色尼氏小体，无空泡（图１Ａ、
Ｂ）；而ＨＩＢＤ组部分神经元肿胀，神经元数量明显减
少（图１Ｃ、Ｄ）。ＨＩＢＤ大鼠海马 ＣＡ１区及皮层神经
元数目较假手术组明显减少（Ｐ＜０．０１），见表１。

　　图１　脑组织尼氏染色结果（×４００）　假手术组大鼠左侧海马ＣＡ１区（图Ａ）和左侧皮层（图Ｂ）的神经元排列整齐，神经元
内布满蓝色尼氏小体，无空泡；而ＨＩＢＤ组大鼠左侧海马ＣＡ１区（图Ｃ）和左侧皮层（图Ｄ）的部分神经元肿胀，神经元数量明显减少。

表１　两组大鼠海马和皮层神经元数目比较　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 海马 皮层

假手术组 １５ ６２±６ ９１±５
ＨＩＢＤ组 １５ ４６±６ ６２±９
ｔ值 ８．０ １０．７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

２．３　脑组织超微结构观察结果
假手术组大鼠海马和皮层神经元外形轮廓清

晰，胞质内线粒体丰富，膜光滑清晰；粗面内质网及

游离核糖体丰富；核大而圆，核仁明显突起交织形成

神经毡，毡区突触数目众多，突触结构清晰、完整；突

触前膨大内可见较多突触小泡，密集均匀分布于突

触前膨大内，ＰＳＤ较厚，活性区较长。见图２Ａ、Ｂ。
·２８３·
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ＨＩＢＤ组海马和皮层损伤严重，可见神经元胶
质细胞及毛细血管间隙变大，内有电子密度较低的

絮状物，有的神经元胞质内出现空泡，线粒体肿胀；

神经毡区突触减少，突触前膨大肿胀、轮廓不清

晰，膜厚薄不均，部分区域不连续；突触小泡溶解

空泡形成，ＰＳＤ变薄、薄厚不均，活性区长度变
短。见图２Ｃ、Ｄ。

对各组突触 ＰＳＤ厚度和活性区长度进行测量。
ＨＩＢＤ组较假手术组 ＰＳＤ厚度变薄，活性区长度缩
短，差异有统计学意义（均Ｐ＜０．０１）。见表２。

　　图２　假手术组大鼠左侧海马超微结构（×４６ｋ）　假手术组大鼠左侧海马（图Ａ）和左侧皮层（图Ｂ）外形轮廓清晰，膜光
滑清晰，核大而圆，核仁明显突起交织形成神经毡，毡区突触数目众多，突触结构清晰、完整；突触前膨大内可见较多突触小泡，密集

均匀分布于突触前膨大内，突触后致密区（ＰＳＤ）较厚，活性区较长（箭头所示）。ＨＩＢＤ组左侧海马（图Ｃ）和左侧皮层（图Ｄ）损伤严

重，神经毡区突触减少，突触前膨大肿胀、轮廓不清晰，膜厚薄不均，部分区域不连续；突触小泡溶解空泡形成，ＰＳＤ变薄、薄厚不均，

活性区长度变短（箭头所示）。

　　表２　两组大鼠海马和皮层ＰＳＤ厚度和活性区长度

比较　（ｘ±ｓ，ｎｍ）

组别 ｎ
ＰＳＤ厚度

海马 皮层

活性区长度

海马 皮层
〗

假手术组 ８ ３８±６ 　５６±８ １１７±１３ ２５４±１７
ＨＩＢＤ组 ８ １３±３ 　１５±３ 　７１±９ 　８３±１１
ｔ值 １０．２ １３．０ ８．５ ２４．４
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．４　脑组织超微结构和病理学与行为学的相关分
析

将ＨＩＢＤ组大鼠海马ＣＡ１区单位面积内神经元
数目与Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验第５天寻找平台潜伏期时
间进行相关分析，发现两者无相关性（ｒ＝０．１３１，
Ｐ＝０．６４２）。将ＨＩＢＤ组大鼠皮层单位面积内神经
元数目与三项感觉功能评估之和进行相关分析，两

者亦无相关性（ｒ＝０．１３５，Ｐ＝０．６３２）。
将ＨＩＢＤ组大鼠海马突触ＰＳＤ厚度与Ｍｏｒｒｉｓ水

迷宫试验第５天寻找平台潜伏期时间进行相关分
析，发现两者呈负相关（ｒ＝－０．８６１，Ｐ＝０．００６）。
将ＨＩＢＤ组大鼠皮层突触ＰＳＤ厚度与三项感觉功能
评估之和进行相关分析，发现两者亦呈负相关性

（ｒ＝－０．７５８，Ｐ＝０．０２９）。

３　讨论

ＨＩＢＤ是一种弥漫性损伤，发病机制复杂，是由
多种机制综合作用所致的一系列生化连锁反应或称

缺氧缺血性瀑布的结果。而海马和皮层是脑的重要

区域，与学习记忆和感觉运动功能等密切相关。海

马损伤则会导致空间记忆和学习能力下降，皮层损

伤可以导致感觉运动功能受损。本研究结果表明，

缺氧缺血可导致大鼠远期空间学习记忆及皮层感觉

运动功能障碍，病理学提示海马ＣＡ１区及皮层神经
元损伤、数量明显减少，与国外的研究［１０１１］一致。

从理论上讲，神经元数量的减少会导致相应功

能的障碍，但本研究结果却发现，大鼠神经元数量改

变与行为学结果之间并无相关性。分析其原因，可

能是由于大脑结构和功能的复杂性造成的，因为除

了海马和皮层，其他脑区也与空间学习记忆和感觉

运动功能有关［１２］。但是，除了神经元的数目外，突

触在神经功能的表达中起着重要的作用。突触是神

经元和效应细胞之间传递信息的功能部位，在一定

条件下突触可以调整功能、改变形态和增减数目，这

种能力称作突触重塑。突触重塑主要包括功能重塑

和形态重塑，后者主要表现为新突触形成、突触形

状、面积及ＰＳＤ厚度和活性区长度变化等［１３］。ＰＳＤ
是电镜下见到的突触后膜内侧胞质面一层均质的高

电子密度致密物质，内含神经递质受体、细胞骨架和

多种信号分子，是对ＨＩＢＤ反应比较敏感的结构，与
信息传递和整合的速率有关，是反映突触可塑性的

重要形态学指标之一［１４］。本研究发现电镜下观察

ＨＩＢＤ远期的海马和皮层可见神经元皱缩，神经毡区
突触减少，突触小泡溶解空泡形成，ＰＳＤ变薄、薄厚不
均，活性区长度变短。相关分析显示行为学测试结果

与电镜ＰＳＤ厚度呈负相关性，表明突触的改变是导
致ＨＩＢＤ大鼠远期行为学障碍的主要原因。

由于婴儿神经系统功能发育的生理特征，当脑

·３８３·
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神经细胞在组织学上受到损伤后，有些临床症状或

体征并不会立即出现，而是在以后（甚至数年间）的

生长发育过程中逐渐显现出来。本研究发现神经元

数目减少与神经功能之间并无相关性，而神经元数

目减少一般意味着急性期脑损伤比较严重，故不能

单纯从急性期脑损伤的严重程度来判断ＨＩＢＤ患儿
的远期预后，而要从远期的突触状态来判断功能和

预后。综上，突触的改变是导致神经功能改变的重

要原因，而突触又存在很强的可塑性，许多因素都可

以影响远期突触的变化，故临床上康复的首要任务

是要运用一切手段使ＨＩＢＤ后远期的突触结构得以
尽可能多的保留，从而改善神经功能。在临床上，除

了全面进行神经功能评分外，弥散加权成像［１５１７］、

视频脑电图及磁共振波谱［１８］、ＰＥＴ［１９］等间接反映神
经功能的辅助检查，在 ＨＩＢＤ诊断和预后评估中都
发挥着越来越重要的作用，为将来 ＨＩＢＤ的诊断和
治疗提供新的方向。
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