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高压氧对血管性痴呆大鼠海马胆碱能神经元的影响及行为学疗效

叶建新  姚丽青

≈摘要  目的 研究高压氧k���l治疗对血管性痴呆大鼠海马胆碱能神经元及行为的影响 ∀方法 制作血管性痴呆大鼠模

型 o随机分成对照组及治疗组 o��� 治疗 vs §后 o用 � ²µµ¬¶水迷宫检测大鼠空间记忆能力 o免疫组织化学染色检测海马 ≤ �t区胆碱

能神经元数目的变化 ∀结果 治疗组大鼠空间记忆能力明显提高 o海马 ≤ �t区胆碱能数目较对照组明显增加 ∀结论 高压氧对血管

性痴呆大鼠有明显治疗作用 ∀

≈关键词  高压氧 ~血管性痴呆 ~胆碱能神经元 ~�²µµ¬¶水迷宫 ~大鼠
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1 材料与方法

1 q1 实验动物  12 ) tw个月龄雄性 ≥⁄大鼠 vs只k由

福州总医院实验动物中心提供l o体重kxss ? xsl ª∀

以 ≠ 型电迷宫实验筛选学习记忆良好的大鼠 u|只k指

标见 t1w1tl o随机分为 }治疗组 tu只 o对照组 ts只 !假

手术组 z只 ∀

1 q2 试剂  ≤«�× 单克隆抗体 !��≤ 试剂盒k博士德

公司l ∀

1 q3 模型制作方法ku2∂ � 法l  参照 �«·¤等的方

法≈t 制作慢性脑灌注不足动物模型 ∀治疗组 !对照组

大鼠术前 tu «禁食 ow «禁水 ∀用 u h戊巴比妥钠 ws

°ªr®ª腹腔注射麻醉 o保证手术期间有自主呼吸 ∀大

鼠仰卧固定 o颈前部去毛 o碘伏消毒后沿颈正中线切

开 o分离出双侧颈总动脉 o双重丝线结扎 o用 t2s号线

依次缝合颈部肌肉和皮肤 ∀观察其行为变化 ∀假手术

组仅行颈部切开 o不结扎双侧颈总动脉 ∀大鼠术后送

至有通风条件的饲养房饲养 ∀

1 q4 高压氧k ���l治疗  将治疗组大鼠置于ws¦°

作者单位 }vxssux 福建福州市 o南京军区福州总医院神经内科 ∀作

者简介 }叶建新kt|y|2l o女 o福建福州市人 o主治医师 o硕士 o主要从事血

管性痴呆的临床及基础研究 ∀

≅ ws ¦° ≅ us ¦°特制木箱内 o木箱上 !下两侧各有 t个

直径 u1s ¦°的圆孔 o箱下方 t孔为进气孔 o与输氧管

连接 o箱上方 t孔为出气孔 o与排气孔相接 ∀木箱置空

气加压舱内 o舱内温度kuw n ul ε ∀按 y �r°¬±速率

通入医用纯氧k氧浓度为 ||1x h l o给氧 x °¬±后测排

气孔处氧浓度为 ||1s h ∀以微机程序自动操舱 o按 w

®°¤r°¬±速率升压 o压力升至 tys ®°¤时 o稳压给氧 yx

°¬±∀以 v ®°¤r°¬±速率减压出舱 ∀每天 t次 o连续治

疗 vs §∀

1 q5 检测方法

1 q5 q1 ≠ 型电迷宫实验≈u   ≠ 型电迷宫的 v条臂尽

头各有一灯 o各臂底部为铜网 ∀当按电刺激按钮时 o仅

有 t条臂尽头的灯发出亮光 o此时该臂底部的铜网无

电流通过 o即为安全区 ~另外 u臂的灯不亮 o底部铜网

有电流通过 o为非安全区k实验时 o选中一臂为起步区 o

另一臂为危险区l ∀大鼠在起步区通电后 o一次性跑向

安全区即被判为正确 o否则为错误 ∀

用 � �2u ≠ 型电迷宫筛选动物k刺激电压 }xs ∂ o

延迟 u ¶l o每只大鼠每天训练 us 次 o记录错误次数

k∞�l和 us次训练总时间k× � ×l ∀以 ts次测试中连

续 |次出现正确反应 o× � × [ tys ¶o∞�[ {次为合格

标准 o其中任何 t项超过者则认为学习障碍 ouw «后再
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检测其记忆保持能力 ∀

1 q5 q2 � ²µµ¬¶水迷宫  �²µµ¬¶水迷宫为圆形水池 o直

径 tss ¦° o深 xs ¦° o水深 vs ¦° o水温kuw ? ul ε o水

面覆一层塑料泡沫屑 o池壁上 w个等距离点分水池为 w

个象限 o在第三象限中央放置平台 o平台无色透明 o直

径 y ¦° o高 u{ ¦° o平台没于水面下 u ¦° o水池周围参

照物保持不变 ∀

试验包括 } ≠ 定位航行试验 k³̄¤¦̈ ±¤√¬ª¤·¬²±

·̈¶·l }实验历时 z §∀将大鼠从入水点面向池壁置入水

槽中 o记录大鼠从入水到爬上平台所需的时间 o即逃避

潜伏期 ∀每只大鼠每天从 w个不同象限入水点入水进

行训练各 t次 o取其平均值为其每天逃避潜伏期 ∀训

练中 o若大鼠在 ys ¶内找到平台 o让其于平台上站立

ts ¶~若未找到 o用棒将其引上平台 o并让其站立 ts ¶o

潜伏期限记为 ys ¶∀将大鼠从平台上拿下来休息 ys ¶

之后 o再按序由下一入水点入水进行下一次实验 ∀ �

空间探索试验k¶³¤·¬¤̄ ³µ²¥̈ ·̈¶·l }第 {天撤去平台 o将

大鼠从第二象限入水点放入水槽 o记录 ys ¶内其在平

台象限的滞留时间 ∀

1 q5 q3 统计方法  数据以 hξ ? σ表示 o采用 ≥°≥≥统计

软件进行单因素方差分析 ∀

1 q5 q4 组织学观察  光镜组织切片的制备 }随机取治

疗组 !对照组 !假手术组大鼠各 v只 o均为手术后 w周

并经水迷宫检测 { §后的大鼠 ∀用 u h戊巴比妥钠 xs

°ªr®ª腹腔注射麻醉后 o掀开颅盖 o迅速取脑 o在外侧

膝状体冠状位切取脑组织 o将脑组织固定于 w h多聚

甲醛磷酸缓冲液中 ∀脑组织经冲洗 !脱水 !透明 !浸蜡 !

包埋 o制成 x Λ°厚切片 o每 ts张切片取 t张行常规

�∞染色 ∀

1 q5 q5 免疫组织化学染色  ��� 治疗 vs §后的治疗

组大鼠及对照组和假手术组大鼠水迷宫检测后 o用

u h戊巴比妥钠 ws °ªr®ª腹腔注射麻醉后 o仰卧固定 o

剪开胸腔 o暴露心脏 o将针头插入左心室 o剪破右心耳 o

先用预冷的 s1st � °�≥k³� z1wl灌注 o待右心耳流出

的液体基本无血色k约 x °¬±l o更换用 s1st � °�≥k³�

z1wl配制的 w h多聚甲醛磷酸缓冲液灌注 us °¬±o灌

流量约 ts °̄ r°¬±∀掀开颅盖 o迅速取出脑 o以移植位

点为中心 o冠状位切取脑组织 o将脑组织固定于相同的

固定液中 u «∀脑组织经冲洗 !脱水 !透明 !浸蜡 !包埋 o

制成 x Λ°厚连续切片 o每 us张切片中取 t张 ∀

切片常规脱蜡至水 o浸入 s1st � 枸橼酸盐缓冲液

k³� y1sl高压修复至冒气 t °¬±断电 o冷却后 °�≥k³�

z1wl洗涤 u次 ∀v h �u�u室温 ts °¬±o蒸馏水洗 v次 ∀

滴加正常山羊血清封闭液 o室温 us °¬±∀甩去多余液

体 o不洗 ∀滴加 tΒxs乙酰胆碱k≤«�×l单克隆抗体 ow

ε 过夜 o°�≥k³� z1wl洗涤 u °¬±o共 v次 ∀滴加生物

素化山羊抗兔 �ª� ovz ε us °¬±o°�≥k³� z1wl洗涤 u

°¬±o共 v次 ∀滴加试剂 ≥��≤ ovz ε us °¬±o°�≥k³�

z1wl洗涤 x °¬±o共 w 次 ∀甩去 °�≥ 液 o每张切片加

tss Λ̄ 新鲜配制的 �∞≤ 显色液 ∀阳性显色为红色 ∀

苏木素轻度复染 o脱水 !透明 !封片 o光学显微镜观察 ∀

2 结果

治疗组有 u只 o对照组有 t只在麻醉过程中死亡 ∀

双侧颈总动脉结扎后首先出现短暂惊厥 o体温降低 o呼

吸减慢 o翻正反射消失 o治疗组和对照组大鼠在手术后

数小时内均能复苏 o早期观察动物运动减少 o共济失

调 o术后 z §实验组已基本恢复 o与假手术组相比无明

显的运动障碍 ∀

2 q1 组织学观察  在光学显微镜下 o假手术组术后 w

周大鼠的海马 ≤ �t区锥体细胞排列紧密有序 o细胞核

圆而大 o染色浅 o核仁清晰 ∀永久性结扎双侧颈总动脉

术后 w周大鼠的海马 ≤ �t区 o细胞排列稀疏 o形态正

常 o锥体细胞数量减少 o细胞核固缩 o染色深 o结构不

清 o胞浆嗜酸性变 ∀见封三图 v qt p图 v qv ∀

2 q2 行为学观察  定位航行试验中 o假手术组平均逃

避潜伏期 ux1yt ¶o对照组平均逃避潜伏期 xx1wu ¶o较

假手术组明显延长k Π� s1stl o治疗组平均逃避潜伏

期 vy1|v ¶o比对照组明显缩短k Π� s1stl ∀见图 t ∀

图 1  各组大鼠寻找平台的平均潜伏期比较

  对照组 !治疗组及假手术组大鼠在平台象限的平

均滞留时间分别为kz1{| ? u1yul ¶!ktu1zv ? u1|{l ¶!

ktv1v{ ? v1u|l ¶o经单因素方差分析 o对照组较治疗

组明显缩短k Π� s1stl o假手术组较治疗组明显延长

k Π� s1stl ∀

2 q3 免疫组织化学染色  治疗组海马 ≤ �t区可见较

多 ≤«�× 免疫反应阳性神经元 o假手术组海马 ≤ �t区

也可见较多 ≤«�× 免疫反应阳性神经元 o对照组

≤«�× 免疫反应阳性神经元分布稀疏 o数量明显减少 ~

在海马 ≤ �t 区的锥体细胞层 o分别选择 v 个相邻视

野 o在 tx ≅ ts光镜下做免疫反应阳性神经元计数 o假

手术组 !治疗组 !对照组海马 ≤ �t区 ≤«�× 免疫反应

阳性神经元计数分别为kts|1tv ? u1vul !ktsu1su ?

t1zxl !kv|1{z ? v1szl o治疗组与对照组组间有非常显

著性差异k Π� s1stl o治疗组与假手术组组间无显著

性差异k Φ� v1uy oΠ� s1sxl ∀见封三图 v qw p图 v qy ∀
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3 讨论

血管性痴呆k√¤¶¦∏̄¤µ§̈ ° ±̈·¬¤o∂ ⁄l是由于缺血性

或出血性脑血管病 o以及全脑性缺氧缺血而引起的认

知障碍痴呆综合征 o以记忆力减退 !表情淡漠 !呆滞或

人格改变为主要临床表现的一组神志异常症候群 ∀

∂ ⁄多源于大脑特定部位 o如额叶 !颞叶及边缘系统的

血管原性损害 o特别是动脉粥样硬化 !动脉狭窄 !脑梗

死等缺血性病变 ∀随着脑血管发病率的不断升高 o血

管性痴呆发病率也逐渐升高 o它不仅给患者带来长期

痛苦 o严重影响其生活质量 o而且给家庭 !社会造成沉

重负担 ∀因此 o血管性痴呆的防治越来越被人们所重

视 ∀

既往采用血管性痴呆动物模型的方法中 o有四血

管阻断法 kw2∂ �l≈v  !双侧颈总动脉结扎模型 ku2

∂ �l≈w  !颅外安置小磁铁吸附经舌下静脉注入四氧化

三铁粉 !颈内动脉注射微小栓子≈x  !大脑中动脉

k� ≤ �l凝闭及再灌注≈y2z 等 o大多数模型缺血时间短

暂或仅模拟了单一部位k如额部l的缺血梗塞 o或局限

于缺血急性期 ∀慢性脑灌注不足是血管性痴呆主要原

因 o模拟慢性缺血改变对阐明血管性痴呆的病理生理

过程十分重要 ∀

范文辉等通过数字减影血管造影检查大鼠模型的

血管阻断情况得到证实≈{  ∀本实验采用的 u2∂ � 法可

造成稳定的不完全性前脑缺血 o更接近慢性脑灌注不

足时脑组织病理生理演变过程 o脑的幕上部分血流减

少 o而脑干灌注良好 o具备维持生命中枢的基本功能 o

适用于研究慢性脑缺血 ~早期缺血可以通过基底动脉

和基底动脉环血流调节 o并逐渐形成侧枝循环 o术后

tu周脑血流量趋于稳定 o但海马区达不到正常脑供血

量 ∀

研究表明 o∂ ⁄大鼠的学习记忆能力与海马 ≤ �t

区锥体细胞数量减少以及细胞间突触的结构和功能下

降有关≈u  ∀有研究发现 ou2∂ �法模型制作手术后 z §o

实验大鼠即出现明显的学习记忆障碍 o空间定位 !识别

能力损伤较为严重 o形态学观察 ∂ ⁄大鼠 ≤ �t区锥体

细胞出现变性 !死亡 !丢失 ∀

本实验采用的大鼠为老龄鼠 o双侧颈总动脉结扎

能较好地模拟人类 ∂ ⁄的发病机制 o并从形态学上提

供了 ∂ ⁄患者海马区锥体细胞出现变性 !死亡 !丢失的

证据 o提示老龄大鼠双侧颈总动脉结扎能较好模拟 ∂ ⁄

患者的发病机理 ∀

���可使血小板的聚集率下降 o血液粘度降低 o

血中乳酸降低 o促进血栓溶解吸收 o改善微循环的状

态 o有助于缺血缺氧状态的恢复 ∀高压氧下血液氧分

压和细胞外液的氧分压增高 o组织新陈代谢旺盛 o�×°

生成增多 o可促进血管成纤维细胞的活动和分裂以及

胶原纤维的形成 o从而促进了脑血管的生成 o加速了侧

枝循环的建立 o使海马区脑供血量增多 ∀ ��� 对髓鞘

可能有某种程度的修复作用 o使神经功能得以恢复 ∀

本实验治疗组大鼠经高压氧治疗后 o空间记忆能力较

对照组明显提高 ∀

有研究表明 o∂ ⁄额叶皮层及海马胆碱能神经元

的损伤可能是认知功能受损害的形态学基础≈y  ∀乙酰

胆碱合成减少 o胆碱乙酰转移酶的活性明显降低 o其降

低幅度与痴呆严重程度呈正相关 ∀ ��� 可减轻海马

神经细胞凋亡≈|  o调节细胞内一氧化氮k��l的生成 ∀

�� 是一种非经典的神经递质 o在突触可塑性和神经

细胞间信息传递过程中发挥特殊的作用 ∀研究显示 o

在损伤基底前脑胆碱能神经元以后 o皮质中 ±��≥神

经元数目明显减少 o细胞突发生扭曲 !断裂 o胞质浓

缩≈ts  ∀本实验中治疗组大鼠 ≤«�× 神经元较对照组

明显增多 o可能是由于 ���治疗促进脑中 ±��≥神经

元增多 o抑制¬��≥ o减少 ≤«�× 神经元变性 !丢失 o使

≤«�× 神经元恢复 o从而改善 ∂ ⁄大鼠的空间记忆能

力 ∀
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