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胰岛素样生长因子 -1 对缺氧缺血性
脑损伤大鼠远期焦虑行为的影响

汤琴　刘芙蓉　罗娅丽　黑明燕

（中南大学湘雅三医院儿科，湖南 长沙　410013）

［摘要］　目的　了解围产期缺氧缺血性脑损伤（HIBD）恢复期大鼠焦虑行为的变化，并通过胰岛素样

生长因子 -1（IGF-1）的干预来探讨 IGF-1 对 HIBD 大鼠远期焦虑行为的影响和相关机制。方法　将 90 只新生 7

日龄（P7）大鼠随机分为正常对照组、HIBD 组和 HIBD+IGF-1 组，每组 30 只。Rice 法制作新生大鼠 HIBD 模型，

HIBD+IGF-1 组于缺氧缺血（HI）后即刻腹腔注射 IGF-1（0.2 mg/kg），其余两组腹腔注射等量的生理盐水。各

组于 P21 和 P28 时采用高架十字迷宫检测动物的焦虑行为，并于 P14、P21、P28 时采用免疫组织化学方法检测

中脑黑质酪氨酸羟化酶（TH）的表达。结果　P21、P28 时，HIBD 组和 HIBD+IGF-1 组的开放臂停留时间和开

放臂停留时间比率均明显低于正常对照组（均 P<0.05），但 HIBD 组与 HIBD+IGF-1 组之间差异均无统计学意义（均

P>0.05）；这两个时间点开放臂进入次数比率在 3 组间的差异均无统计学意义（均 P>0.05）。P14 时各组的 TH

免疫染色阳性面积百分比差异无统计学意义（P>0.05）；P21 和 P28 时，HIBD 组和 HIBD+IGF-1 组的 TH 免疫

染色阳性面积百分比均明显低于正常对照组（均 P<0.05），但 HIBD 组与 HIBD+IGF-1 组之间差异均无统计学

意义（均 P>0.05）。结论　围产期 HI 损伤可使大鼠青春期焦虑行为发生改变，其机制可能与脑黑质 TH 表达的

减少相关；初生时给予 IGF-1 干预对大鼠 HIBD 远期焦虑行为的异常不产生作用，且 IGF-1 不影响脑黑质 TH 的

表达，大鼠青春期焦虑样行为的改变可能不受 IGF-1 调控。
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Effect of IGF-1 on long-term anxiety-like behavior in rats after hypoxic-ischemic 
brain damage
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Abstract: Objective    To observe the changes in anxiety-like behavior among rats in the recovery stage after 
hypoxic-ischemic brain damage (HIBD) during the perinatal period and to investigate the effect of insulin-like growth 
factor 1 (IGF-1) on the long-term anxiety-like behavior and its action mechanism among rats with HIBD. Methods    
Ninety neonatal rats (7 days old) were randomly and equally divided into normal control, HIBD, and HIBD+IGF-1 
groups. A neonatal rat model of HIBD was established by Rice method in the HIBD and HIBD+IGF-1 groups. The rats 
in the HIBD+IGF-1 group were intraperitoneally injected with IGF-1 (0.2 mg/kg) immediately after HIBD, and the 
other two groups were intraperitoneally injected with an equal volume of normal saline. The anxiety-like behavior was 
evaluated by elevated plus-maze test on postnatal days 21 and 28. The expression of tyrosine hydroxylase (TH) in the 
substantia nigra was measured by immunohistochemistry on postnatal days 14, 21, and 28. Results    On postnatal days 
21 and 28, the open-arm time (OAT) and percentage of OAT for the HIBD and HIBD+IGF-1 groups were significantly 
lower than those for the normal control group (P<0.05), but there were no significant differences between the HIBD 
and HIBD+IGF-1 groups (P>0.05); the percentage of open arm entry showed no significant difference between the 
three groups (P>0.05). On postnatal day 14, there were no significant differences in percentage of TH immunostaining-
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新生儿缺氧缺血性脑损伤（hypoxic-ischemic 

brain damage, HIBD）是指各种围生期窒息引起的

部分或完全缺氧、脑血流减少或暂停而导致胎儿

或新生儿脑损伤 [1]。HIBD 的发病原因涉及到能量

代谢障碍、氧自由基损伤、钙超载、兴奋性氨基

酸及其受体毒性等各个方面 [2]。在哺乳动物的中枢

神经系统中，特别是未成熟脑中，组织的修复和

代偿机制会影响其远期的损伤情况和功能恢复情

况，因此近期的病理或行为评估不一定和远期评

估的结果一致 [3]。

焦虑行为是目前越来越受到医学界重视的异

常行为，而其发生与脑功能受损相关。众所周知，

围产期缺氧缺血是导致儿童脑损伤的常见病因之

一，临床回顾性研究报道结果显示，与正常儿童

相比，有围产期窒息和 HIBD 病史的患儿青春期和

成年后焦虑症发病率较高 [4]；同时有研究应用新生

大鼠 HIBD 模型发现初生时缺氧缺血损伤可导致大

鼠青春期焦虑行为发生改变 [5-6]。焦虑作为一种情

绪反应，包括本能和所伴随的自主神经反应，二

者与下丘脑边缘系统的活动均有密切的关系。有

研究发现下丘脑部位和杏仁核的 fos 磷蛋白在焦虑

机制中起重要作用 [7]。同时有研究证实胰岛素样生

长因子 -1（insulin-like growth factor-1, IGF-1）具有

促进 c-fos 基因表达作用 [8]，且同一细胞中 IGF-1
受体 mRNA 的表达与 c-fos 免疫活性的表达是相伴

而行的 [9]。动物实验证实，大鼠大脑中动脉（MCA）

闭塞再灌注后经侧脑室给予 IGF-1，可显著减轻脑

缺血损伤区的神经元缺失 [10]。外源性给予 IGF-1
可减轻新生鼠 HIBD，且该神经保护作用可能与

IGF-1 通过 AktGSK3beta 途径减轻神经细胞凋亡有

关 [11]。那么，外源性给予 IGF-1 是否对 HIBD 后的

焦虑行为产生影响，目前未见有关文献报道。酪

氨酸羟化酶（tyroxine hydroxylase, TH）是合成多巴

胺的限速酶以及标记多巴胺神经元的常用指标，

而研究发现多巴胺神经递质功能的改变可导致焦

虑行为异常 [12-13]。本研究的目的是应用新生大鼠

HIBD 模型，观察 HIBD 大鼠远期焦虑行为及 TH

表达的变化，并通过 IGF-1 的干预来探讨 IGF-1 对

HIBD 大鼠远期焦虑行为和 TH 表达的影响以及相

关可能机制。

1　材料与方法

1.1　动物分组和 HIBD 模型制作

健康新生 7 日龄（P7）清洁级 Sprague-Dawley

（SD）大鼠 90 只，雌雄不限，体重 10~16 g，由

中南大学湘雅动物实验部提供。随机分为正常对

照组、HIBD 组和 HIBD+IGF-1 组，每组各 30 只。

按 Rice 法制作新生大鼠 HIBD 模型（即左颈总动

脉分离结扎后，再暴露于 8% 氧气和 92% 氮气的

低氧环境中 2 h）。HIBD+IGF-1 组于缺氧缺血后

即刻腹腔注射 IGF-1（产品编号：4119-100，产品

批号 Lot：B2029，美国 BioVision 公司生产），剂

量为 0.2 mg/kg，其余两组腹腔注射等量的生理盐

水。

1.2　高架十字迷宫实验

高架十字迷宫为测试动物焦虑行为的经典实

验。高架十字迷宫由中南大学湘雅二医院精神心

理卫生研究所提供，包括两条 50 cm×10 cm×1 cm

相对开放臂和两条 50 cm×10 cm×40 cm 相对闭

合臂，中央由 10 cm×10 cm 的区域连接，距离地

面 50 cm。各组于 HIBD 后 14 d 和 21 d（即 P21 和

P28）进行高架十字迷宫实验，每组各时间点取 10

只大鼠。大鼠从中央区面向闭合臂放入迷宫，观

察记录 5 min 内大鼠的活动情况，主要记录开放

臂停留时间（进入开放臂停留的时间）、开放臂

停留时间比率 [ 开放臂停留时间 /（开放臂停留时

间 + 闭合臂停留时间）×100%]、开放臂进入次数

positive area between the three groups (P>0.05). On postnatal days 21 and 28, the HIBD and HIBD+IGF-1 groups 
had significantly lower percentages of TH immunostaining-positive area than the normal control group (P<0.05), but 
there was no significant difference between the HIBD and HIBD+IGF-1 groups (P>0.05). Conclusions    HIBD in the 
perinatal period may cause the changes in anxiety-like behavior in adolescent rats, which may be related to decreased 
expression of TH in the substantia nigra. Neonatally given IGF-1 cannot improve the long-term anxiety-like behavior in 
rats after HIBD, and it does not affect TH expression in the substantia nigra. IGF-1 may not regulate the changes in long-
term anxiety-like behavior in adolescent rats.                                        [Chin J Contemp Pediatr, 2014, 16(3): 295-300]

Key words: Hypoxic-ischemic brain damage; Long-term; Anxiety-like behavior; Tyrosine hydroxylase; Insulin-
like growth factor 1; Neonatal rats
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（进入到任一开放臂的次数，以小鼠 4 个爪子均

进入到臂内为准，中途 1 爪子从该臂中完全退出

则为该进入活动完成）和开放臂进入次数比率 [ 开

放臂进入次数 /（开放臂进入次数 + 闭合臂进入次

数）×100%]。

1.3　免疫组织化学方法测定中脑黑质 TH 的表达

实 验 动 物 于 缺 氧 缺 血 后 7、14、21 d（ 即

P14、P21、P28）经麻醉、心脏灌注、固定、断头

取脑，再次固定、脱水、包埋，于海马黑质水平

制作 10 μm 厚的脑组织冠状切片进行免疫组化染

色，DAB 显色，每组各时间点取 8 只大鼠，每只

大鼠取 4 张切片，每张切片随机取 4 个视野。一

抗为小鼠抗大鼠脑黑质 TH 单克隆抗体（1 : 100，

chemicon 公司），二抗为马抗小鼠的 IgG 单克隆

抗 体（1 : 400，Vector 公 司 ）。 在 日 本 产 Nikon 

Eclipse 80i 显微镜下观察结果，并用 Nikon DS 高

分辨率数码像机经 NIS-Elements AR3.0 软件拍照，

收集脑组织切片中黑质及海马切面图像。采用

Ver.3.00 程序软件作图像数字采集及半定量分析

（以着色面积占组织切片总面积的比例确定为标

志物免疫组化的阳性数值）。

1.4　统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计软件对数据进行统计学分

析。在符合正态分布前提下，计量资料以均数 ±

标准差（x±s）表示；在方差齐性的前提下，多

组间比较采用单因素方差分析，方差不齐时采用

Kruskal-Wills H 检验，组间两两比较采用 SNK-q 检

验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　高架十字迷宫测试结果

2.1.1　开放臂停留时间　　开放臂停留时间越短，

表明动物的焦虑情绪越严重。本实验结果显示 P21

和 P28 两个时间点 HIBD 组和 HIBD+IGF-1 组动物

的开放臂停留时间均较正常对照组明显减少（均

P<0.05）；尽管 HIBD+IGF-1 组的开放臂停留时间

较 HIBD 组有所延长，但两组之间的差异无统计学

意义（P>0.05）。见表 1。

2.1.2　开放臂停留时间比率　　开 放 臂 停 留 时

间比率越小，表明动物的焦虑情绪越严重。本

实 验 结 果 显 示 P21 和 P28 两 个 时 间 点 HIBD 组

和 HIBD+IGF-1 组 动 物 的 开 放 臂 停 留 时 间 比 率

均 较 正 常 对 照 组 明 显 减 少（ 均 P<0.05）； 尽 管

HIBD+IGF-1 组 的 开 放 臂 停 留 时 间 比 率 较 HIBD

组有所上升，但两组之间的差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 1。

2.1.3　开放臂进入次数比率　　进入开放臂的次

数减少，表明动物活动性降低。本实验研究结果

显示 P21 和 P28 两个时间点，正常组、HIBD 组和

HIBD+IGF-1 组大鼠开放臂进入次数比率差异无统

计学意义（P>0.05），见表 1。

2.2　免疫组化染色检测各组黑质 TH 表达

各组 TH 阳性反应物质（棕色）主要分布在

细胞质中，各组阳性细胞的细胞膜基本完整，细

胞形态无明显异常，从细胞形态判断该阳性细胞

为神经元，见图 1。

HIBD 后 各 时 间 点，HIBD 组 TH 的 阳 性 表

达细胞数较正常对照组和 HIBD+IGF-1 组减少，

提 示 HIBD 组 TH 阳 性 表 达 水 平 下 降（ 图 2）。

与 正 常 对 照 组 相 比，P21 和 P28 时 HIBD 组 和

HIBD+IGF-1 组的 TH 免疫染色阳性面积百分比明

显降低（P<0.05），但 HIBD 组与 HIBD+IGF-1 组

之间差异无统计学意义（P>0.05），见表 2。

表 1　高架十字迷宫实验结果　（x±s，n=10）

组别
开放臂停留时间 (s) 开放臂停留时间比率 (%) 开放臂进入次数比率 (%)

P21 P28 P21 P28 P21 P28

正常对照组 85±10 147±30 31.6±2.6 51.5±4.2 56±19 52±7

HIBD 组 18±7a 62±10a 5.7±1.6a 38.1±1.9a 46±13 46±10

HIBD+IGF-1 组 34±13a 80±24a 10.3±3.1a 42.1±3.2a 50±12 47±11

F(H) 值 43.212 38.722 (24.021) (20.911) 1.043 1.212

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.326 0.313

注：a 为与正常对照组比较，P<0.05。
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 正常对照组 HIBD 组 HIBD+IGF-1 组

图 2　各组黑质 TH 免疫组化染色结果（DAB 显色，×100）　　正常对照组各时间点黑质部位均密布 TH 阳性染色

细胞（棕色），HIBD 组的 TH 阳性染色细胞数量较对照组明显减少；HIBD+IGF-1 组的 TH 阳性染色细胞数量较对照组减少，

但较 HIBD 组稍有增加。

P14

P21

P28

正常对照组 HIBD 组 HIBD+IGF-1 组

图 1　P28 时各组黑质 TH 免疫组化染色结果（DAB 显色，×400）　　各组 TH 阳性反应物质（棕色）主要分布

在细胞质中，各组阳性细胞的细胞膜基本完整，细胞形态无明显异常，从细胞形态判断该阳性细胞为神经元。
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3　讨论

在儿童生长发育过程中，青春期的心理焦虑

程度处于相对较高的水平。焦虑症是一种并非由

焦虑刺激引起的或不能用焦虑刺激合理解释的，

以焦虑情绪体验为主，可表现为长期或过度的担

忧及紧张、对没有危害或危害甚小的对象的恐惧

等，同时伴有植物神经系统功能紊乱的神经症。

目前焦虑症是儿童期患病率最高的心理障碍之一，

且患病率有逐年增高的趋势。焦虑症的发生与脑

功能受损相关，但目前并无证据证明导致焦虑的

脑功能受损最可能发生在什么时间，而围产期缺

氧缺血导致的脑损伤是常见的导致儿童脑损伤的

病因之一，那么围产期的 HIBD 与焦虑症的发病之

间是否存在关联是本课题关注的切入点。本研究

应用 HIBD 动物模型，了解了 HIBD 恢复期后、当

实验动物处于青春期阶段的焦虑样行为改变，同

时应用 IGF-1 在围产期进行干预、了解 IGF-1 对该

焦虑行为改变的影响。

SD 大鼠的自然寿命为 2.5~3 年，P28 时断奶

并具有交配生殖能力，因此 P14~P28 被认为是 SD

大鼠的青春期。在研究焦虑行为问题的动物实验

中，高架十字迷宫为非条件反射模型，是测试动

物焦虑水平的经典测量方法，是利用动物对新异

环境的探究特性和对高悬敞开臂的恐惧心理，形

成动物的矛盾行为，来反映动物的焦虑情绪，以

进入开放臂次数和在开放臂停留时间的长短来反

映动物的焦虑状态，在焦虑动物中上述两指标明

显降低。大鼠进入开放臂的次数代表其活动性，

如果大鼠进入开放臂的次数无减少，表明其活动

性无改变。本研究结果显示，就开放臂的进入次数

比率而言，HIBD 组与正常对照组和 HIBD+IGF-1
组之间比较差异无统计学意义，表明动物的活动

性无改变。而就开放臂的停留时间及开放臂停留

表 2　各组各时间点 TH 免疫染色阳性面积百分比

（x±s，n=8）

组别 P14 P21 P28

正常对照组 3.5±1.0 4.6±0.5 4.8±0.7

HIBD 组 2.8±0.4 1.9±0.3a 1.1±0.2a

HIBD+IGF-1 组 3.1±0.7 3.4±0.5a 2.6±0.5a

F 值 0.878 39.143 54.105

P 值 0.448 <0.001 <0.001

注：a 为与正常对照组比较，P<0.05。

时间比率而言，HIBD 组和 HIBD+IGF-1 组均较正

常对照组明显降低，提示 HIBD 后，大鼠青春期的

焦虑程度升高，IGF-1 干预后开放臂的停留时间及

开放臂停留时间比率均较未干预组有所升高，尽

管升高程度无统计学差异，但仍提示 IGF-1 可能对

焦虑样行为起到一定程度的抑制作用。该结果与

Fan 等 [14] 报道的 HIBD 可减轻早产大鼠远期焦虑

行为的结果不相符合，该研究是应用 4 日龄早产

大鼠双侧颈总动脉结扎造成 HIBD，于 P20 时采用

高架十字臂测定动物的焦虑行为，结果显示缺氧

缺血造成了动物青春期的焦虑样行为减轻。临床

回顾性研究报道结果显示有围产期窒息和 HIBD 病

史的患儿青春期和成年后焦虑症发病率比正常儿

童高 [4]，与本次研究结果相同。但由于本研究结果

显示 IGF-1 干预后的 HIBD 大鼠在 P21 和 P28 两个

时间点的焦虑程度与 HIBD 组比较无统计学差异，

因此目前本研究只能得出以下结论：IGF-1 干预后，

动物的高架十字迷宫各项焦虑指标均未得到改善，

提示其焦虑样行为的异常改变与 IGF-1 及其受体可

能无关联，IGF-1 不能对 HIBD 造成的焦虑行为产

生保护作用。

众所周知，多巴胺是儿茶酚胺神经递质中的

一种，TH 是多巴胺合成过程的限速因子，TH 的

表达情况反应了多巴胺能神经元的生存情况，因

而在对多巴胺的研究中将 TH 作为多巴胺能神经

元的特征。在帕金森病动物模型免疫组化实验研

究中，TH 是用以标记多巴胺神经元最常用的指

标 [15]。多巴胺神经递质功能降低可导致 5- 羟色胺

（5-hydroxytryptamine, 5-HT）功能相对增强，而 5-HT

功能增强可导致焦虑。本实验发现在 HIBD 后 7 d

（P14 时间点），大鼠大脑黑质部位的 TH 表达未

减少，考虑可能与时间太早导致变化不明显及实

验动物例数较少有关，而在 HIBD 后 14 d 及 21 d

（P21、P28），大鼠大脑黑质部位的 TH 表达均减

少，与 Tatton 等 [16] 在老年小鼠缺血性脑损伤模型

中观察的焦虑样行为、多巴胺及其代谢产物的改

变的结果一致，提示 HIBD 与单纯缺血均可累及到

处于快速生长发育期动物的多巴胺系统，使多巴

胺神经元受损，可能是多巴胺功能降低使 5-HT 功

能相对增强而导致焦虑。

IGF-1 在脑中有广泛的分布，其是由 78 个氨

基酸组成的单链多肽，是一种肽能生长因子，具
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有非选择性神经营养作用，存在于脑组织中，参

与脑的生长发育 [17]。有研究报道 IGF-1 在 HIBD 中

具有减轻细胞凋亡的作用 [18]。本实验研究结果显

示 HIBD 后即刻给予 IGF-1（0.2 mg/kg）腹腔注射，

HIBD+IGF-1 组黑质 TH 的表达与 HIBD 组相比较

差异无统计学意义，提示 IGF-1 可能不能改善多巴

胺能神经元功能，不能通过使黑质部位 TH 的表达

增多而影响 5-HT 水平。

人作为生命活动连续的个体，许多儿童期的

疾病（包括新生儿期某些疾病）与成年之后的疾

病之间存在必然的联系。但是，由于新生儿学科

与身心医学科分别属于两个完全不同的专科，相

互对各自的临床诊治重点和医学基础研究都缺乏

足够的了解；而新生儿科与儿童保健专科尽管都

隶属于儿科范畴，但由于临床诊治对象差异较大，

因此两个亚专科之间的合作也较少。本研究的创

新点是：应用 HIBD 动物模型，将属于新生儿专科

的 HIBD 与属于身心医学科的焦虑症联系起来，发

现围产期 HIBD 可使大鼠青春期焦虑行为发生改

变，其机制与脑黑质 TH 表达的减少相关，但初生

时给予 IGF-1 干预对大鼠 HIBD 远期焦虑行为的异

常不产生作用，且 IGF-1 不影响脑黑质 TH 的表达，

SD 大鼠青春期焦虑样行为的改变可能不受 IGF-1
调控。
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