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尼莫通对新生大鼠缺氧缺血后学习记忆和海马星形胶质细胞的影响
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≈摘要  目的 研究尼莫通对缺氧缺血性脑损伤k ��l后大鼠学习和记忆能力的影响 o并探讨其作用机理 ∀方法 z日龄大鼠行

右侧颈总动脉接扎后吸入 { h氧气 u «建立 ��模型 ∀随机取 tv只予尼莫通腹腔注射 o每日 t次 o共 x天 ~至 {s §左右行 ≠ 迷宫测

试 o然后用胶质纤维酸性蛋白k�ƒ �°l免疫组化染色标记星形胶质细胞 ∀结果 ��组学习记忆能力明显低于正常对照组k Π�

s1 stl o尼莫通可提高学习能力 o但对记忆无明显作用 ∀ ��组海马结构辐射层 �ƒ �°阳性细胞数密度高于对照组和治疗组k Π�

s1 sxl o其他各层差异不显著 ∀结论 缺氧缺血性脑损伤可致大鼠学习记忆障碍 o可能与缺氧缺血后海马结构中胶质细胞改变导致

神经元微环境调节能力减退有关 o尼莫通对脑缺氧缺血有一定的改善作用 ∀
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缺氧缺血性脑病k«¼³²¬¬¦2¬¶¦«̈ °¬¦ ±̈¦̈³«¤̄²³¤2
·«¼ o ��∞l是新生儿时期常见的神经系统疾病 ∀在缺

氧缺血性脑损伤发病过程中 o星形胶质细胞参与其中

并起着重要作用 ∀本实验通过建立大鼠 ��∞模型 o并

在急性期给予尼莫通干预治疗 o观察其对缺氧缺血性

脑损伤后远期学习记忆的影响 ∀

1 材料和方法

1 q1 实验动物及造模  选择反应佳 !外观无异常 !体

重在 tx ∗ us ª的 z日龄 • ¬¶·¤µ大鼠 w|只k湖北省医

科院动物中心提供l o雌雄不拘 ∀按窝随机分 v组 }正

常对照组k± � txl !缺氧缺血组k± � utl !尼莫通治疗组

k± � tvl ∀后 u组大鼠经乙醚吸入麻醉后 o颈正中切

口 o游离左侧颈总动脉 o用 x2s丝线接扎 o缝合切口 ∀u

«后置于 vs ≅ us ≅ us ¦°大小的缺氧舱内 o以 u �r°¬±

的速度输入含 { h氧气的氮氧混合气体 u «∀ ��后 o

尼莫通治疗组动物立即给予尼莫通k拜尔公司ltys

°ªr®ª腹腔注射 o每日 t次 o共 x §∀

作者单位 }t qxtssts 广东广州市 o广州医学院附属广东省妇女儿童

医院儿科 k杨涛 !谢集建 !常燕群 !陈运彬l ~u qwwusss 湖北十堰市 o武汉

大学医学院泰和医院k谢集建l ∀作者简介 }杨涛kt|y{2l o女 o江西南昌

市人 o副主任医师 o主要研究方向 }小儿神经康复 ∀

1 q2 学习记忆能力测试  造模完毕后 o饲养至 {s §左

右进行 ≠ 迷宫实验 }将动物放入迷宫中任一臂适应 u

∗ v °¬±o然后将其他任一臂的信号灯打开作为条件信

号 o示安全区 o指示动物应跑向该臂 o经 x ¶延时后 o不

亮灯两臂及连接区通电kxs ? xl ∂ o作为非条件刺激 ∀

当动物逃避电击至安全区后 o切断电流 o灯光持续约

vs ¶o然后熄灯 ∀凡通电时动物直接跑向安全区为正

确反应 o反之为错误 ∀达到/学会0标准为连续 ts次训

练中有 |次正确 ∀记录每一动物达标前所需测试次

数 o作为学习快慢的指标 ∀uw «后检测记忆保持情况 o

即在连续 ts次测试中正确反应次数 o以记忆保持的百

分数表示 ∀

1 q3 脑片制备及免疫组化染色  行为学实验结束后 o

动物经 w h戊巴比妥钠腹腔注射麻醉 o心脏快速灌注

tss ∗ txs °¯生理盐水后 o立即灌注 w ε 含 w h多聚甲

醛的磷酸缓冲液 vss ∗ xss °¯固定k³� � z1 wl ∀取

脑 o切取海马部的脑片 o厚 v °° o在上述固定液中 w ε

固定过夜 os1 st °²̄ r�的 °�≥k³� � z1 wl漂洗 v次 o梯

度酒精脱水 !石蜡包埋 ∀连续石蜡切片 o片厚 w ∗ y

Λ° o每 us张取 v张 oxy ε ∗ x{ ε 烤箱内烤片 vs °¬±o

脱蜡 o入双蒸水后再入 °�≥ x °¬± ~滤纸吸干水分 o加入

v h �u �u2甲醇 ts ∗ tx °¬±o复合消化液消化 o再入
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t h �≥� ovz ε vs °¬±∀滴加兔抗胶质纤维酸性蛋白

k�ƒ �°l血清k≥¬ª°¤公司产品 o北京中山生物技术公

司分装 o即用型l o再入生物素化的羊抗兔 �ª� 和

≥��≤ 液 k武汉博士德公司产品l ovz ε 各 vs°¬±∀

⁄��2s1 st h �u �u 显色 ts ∗ tx °¬±∀以上各步骤间

均用 °�≥充分漂洗 ∀脱水 !透明 !中性树胶封片 ∀对

照实验用 °�≥ 代替一抗 ∀免疫组化染色切片用计算

机图象分析仪k�̈¬¦¤l o选取海马体部和齿状回计数

�ƒ �°免疫染色阳性细胞的数密度 ∀

1 q4 统计学方法  实验所得数据用kmξ ? σl表示 o确定

方差齐性后用方差分析 o组间比较用 θ检验 oΠ� s1 sx
为有显著性差异 ∀

2 结果

2 q1 ≠ 迷宫测试  缺氧缺血组大鼠训练次数明显高

于对照组kΠ� s1 stl o记忆保持率低于正常对照组k Π

� s1 sxl ~尼莫通治疗组训练次数较缺氧缺血组明显下

降kΠ� s1 stl o而记忆保持率与缺氧缺血组无显著性

差异 ∀见表 t ∀
表 1  Ψ迷宫测试中大鼠训练次数和记忆保持率

组别 ± 训练次数 记忆保持率k h l

对照组 tx us qyz ? z qsv¤ {s qss ? t{ q|s¥

缺氧缺血组 ut vu q{u ? { quu x| qss ? ut qvu

治疗组 tv us qy| ? z q|y¤ y| qtv ? uu qwu

  注 }与缺氧缺血组比较 o¤}Π� s1 st o¥}Π� s1 sx ∀

2 q2 免疫组化  与对照组比较 o缺氧缺血组大鼠海马

结构中 �ƒ �°阳性胶质细胞增多 !突起明显且增长 o

以 ≤ �t区辐射层最显著 ~治疗组海马和齿状回 �ƒ �°

免疫阳性反应接近正常对照组 ∀见表 u ∀
表 2  ΓΦΑΠ免疫组化染色阳性细胞计数(10 − 4 / Λµ

3 )

组别 ± 辐射层 腔隙分子层 齿状回门区

对照组 x v qxv ? s q|w x qyx ? t qtv y q|y ? s qz

缺氧缺血组 y x qx{ ? s qws¤ y qyy ? s qv{ z qt{ ? s qz

治疗组 y v qxv ? s qu| x qts ? s qus y qvw ? s qv{

  注 }与对照组和治疗组比较 o¤}Π� s1 sx ∀

3 讨论

哺乳类动物大脑海马k特别是 ≤ �t区l对缺氧缺

血损伤特别敏感≈t  o而海马是学习记忆的关键部位 ∀

≥³̈¬¶̈µ等报道 o新生大鼠缺氧损伤后 o在出生后 us ∗

wx §可出现暂时性活动亢进和持久的空间记忆缺

陷≈u  o与我们的结论一致 ∀

星形胶质细胞具有针对所有神经递质的受体及电

压敏感性离子通道 o这使它能够对神经元的信号作出

反应 ~星形胶质细胞还在神经可塑性上起重要作用 o可

支持突触发芽 !形成新的多突触连接 !维持现存的神经

元回路等≈v  ∀在脑缺氧缺血性损伤早期 o星形胶质细

胞肿胀和肥大 o挤压毛细血管 o引起血管损害 ~缺氧缺

血且使星形胶质细胞摄取谷氨酸的能力下降 o加重神

经细胞兴奋性损伤 ∀另一方面 o星形胶质细胞可释放

大量的牛磺酸 o在缺氧中起神经保护作用 ~星形胶质细

胞还具有破坏自由基的高浓度的抗氧化剂和酶 o如谷

光甘肽 !过氧化物歧化酶等 o保护大脑免受自由基的损

伤≈v  ∀本试验结果表明 o脑缺氧缺血后晚期 o海马结构

中星形胶质细胞仍高于对照组 o这种反应性胶质细胞

增生在一定程度上反映了脑缺氧缺血的程度 ∀

本实验中 o缺氧缺血组海马 ≤ �t辐射层 �ƒ �°阳

性细胞数明显高于对照组 o而腔隙分子层 !齿状回分子

层则差异不显著 ∀这可能与海马突触连接环路对脑缺

氧损伤的敏感性不同有关 ∀海马 ≥¦«¤©©̈ µ侧枝至 ≤ �t

区锥体细胞的突触通路上的长时程增强k ²̄±ª2·̈µ°

³²·̈±·¬¤·¬²±o�× °l具有协同性 !联合性 !特异性 o已成

为信息储存和记忆的细胞机制≈w  o故这种差异也从另

一个侧面反映了 ≤ �t区对脑缺氧缺血特别易感 ∀另

外 o胶质细胞反应的区域差异也可能由于胶质细胞存

在的环境差异或由于胶质细胞本身的区域差异所

致≈x  ∀

尼莫通主要成份为尼莫地平 o是 t ow2双氢吡啶类

�型 ≤¤u n通道阻滞剂 o可阻止细胞外 ≤¤u n内流和抑制

细胞内 ≤¤u n释放 o从而有效地保护神经细胞免受缺氧

缺血损害 ∀ �µ¶¬¦等研究表明 o尼莫地平可阻止缺氧

大鼠脑内花生四烯酸的聚集 o并显著提高缺氧动物的

记忆力≈y  ∀ �¼¤®¤¶等报道 o对产前缺氧的大鼠经胃管

每天给予尼莫地平治疗 o能改善动物的异常开场行为

和学习情绪行为≈z  ∀本研究发现 o尼莫通治疗组

�ƒ �°阳性细胞数与对照组接近 o而行为学实验观察

到对脑缺氧缺血损伤后的学习能力提高有益 o但对记

忆保持率无明显作用 o推测与选择的动物和学习记忆

模型不同以及脑内有多个记忆网络有关 o值得进一步

深入研究 ∀
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≈z �¼¤®¤¶≤ o�∏º¤̄§¤ �o �¤µ®̈ ¯ ∞ o ·̈¤̄ q �¬©̈ 2¶³¤±±¬±ª ¥̈ «¤√¬²∏µ¤̄

¤±§¤§µ̈±¤̄ §¼¶©∏±¦·¬²±¬±§∏¦̈§¥¼ ³µ̈±¤·¤̄ «¼³²¬¬¤¬±·«̈ µ¤·¬¶³µ̈2
√ ±̈·̈§¥¼ ·«̈ ¦¤̄¦¬∏° ¤±·¤ª²±¬¶·±¬°²§¬³¬± ≈̈�  q ∞∏µ� �̈ ∏µ²¶¦¬o

t||w oy }zwy p zxv q

k收稿日期 }ussx2sz2szl
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