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早期干预对宫内感染致脑损伤仔鼠脑组织NB-3表达的影响①

袁新华，王红丽，邓庆先

[摘要] 目的 探讨早期干预对仔鼠脑组织 NB-3的表达及其运动功能的影响。方法 孕 17~18 d Wistar大鼠 45只腹腔注射脂

多糖 (LPS) 380 μg/kg连续 2 d (LPS组)，另 15只注射同等剂量的无菌生理盐水(NS组)。随机选取 LPS组仔鼠 80只，分为干预组 40

只(I组)和非干预组 40只(NI组)；随机选取 NS组仔鼠 40只为对照组。早期干预措施主要给予早期触摸与丰富康复训练。仔鼠出生

后 24 h 内在 LPS 组和 NS 组随机取 5 只行脑组织 HE 染色。其余大鼠分别于出生后 14 d、28 d 行悬吊试验，1 d、7 d、14 d、21 d、

28 d行脑组织免疫组织化学染色，观察 NB-3的表达。结果 脑组织 NB-3的表达及悬吊试验评分三组间均有非常高度显著性差异

(P<0.001)。结论 宫内感染可致脑损伤鼠NB-3表达增加，早期干预使脑损伤鼠NB-3表达持续增加，并改善其运动功能。
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Abstract: Objective To investigate the effect of early intervention on adhesion molecule NB-3 expressing in cerebral injured neonatal

rat induced with intrauterine infection. Methods Pregnant rats were consecutively injected with lipopolysaccharide (LPS) 380 μg/kg or sa-

line 17 d after gestation. The offspring from the LPS group accepted early intervention (I group, n=40) or not (NI group, n=40), and those

for saline group were as control group (n=40). They were assessed with suspension test 14 d and 28 d after born, and the expression of were

NB-3 were detected with immunohistochemistry 1 d, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d after born. Results The expression of NB-3 was different among

these 3 groups, as well as the scores of suspension test (P<0.001). Conclusion Intrauterine infection increases the expression of NB-3 of neo-

natal rats with brain damage. The early intervention may increase persistently the expression of NB-3, and improve the motor function.
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新生儿发生脑白质损伤受多种因素的影响，但其

主要原因是围生期宫内感染。宫内感染易引起早产，

早产儿的主要病理变化为脑白质损伤。研究证实，早

期干预可以促进宫内感染致脑损伤仔鼠的神经行为学

的改善。

神经黏附分子 NB-3 是近年发现的黏附分子，属

于免疫球蛋白超家族的 Contactin亚家族，集中表达于

神经系统，主要表达在神经元的胞体和轴突中 [1]。它

对中枢和周围神经元都有作用，可以促神经元黏附以

及调节轴突生长；不仅具有轴突导向作用，还可以促

进突触重塑；可以通过促进少突胶质细胞的成熟，进

而促进有髓神经纤维髓鞘的形成。本研究探讨宫内感

染对脑损伤仔鼠脑组织 NB-3 的表达及其运动功能的

影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

清洁级成熟 Wistar 大鼠 90 只，其中雌性大鼠 60

只，雄性大鼠 30 只，体重 220~300 g，由佳木斯大学

医学院运动实验室提供；脂多糖 (LPS，血清型 055:

B5)：美国 SIGMA 公司；SABC 免疫组化试剂盒、抗

神经细胞 NB-3 特定蛋白抗体：北京博奥森生物工程

有限公司。

1.2 动物模型制备与分组

动物室温(21±1) ℃常规饲养、自由饮食，明暗周

期各半。环境适应 2周后，于 17:00以 2∶1(雌∶雄)合

笼，次日 8:00 查阴道涂片，以查得精子为妊娠第 0

天，孕鼠另笼饲养。孕 17 d 大鼠予 0.1 mg/ml 脂多糖

380 μg/kg 腹腔注射，共 2 d；或予等量生理盐水。孕
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22 d前分娩的仔鼠为早产鼠，去除。仔鼠出生后，取

胎盘行 HE 染色，观察宫内感染情况，判断标准为大

量中性粒细胞浸润。随机选取脂多糖组仔鼠 85只，分

为干预组(n=40)和非干预组(n=40)；随机选取生理盐

水组仔鼠 40 只为对照组。干预组给予丰富康复训练，

对照组和非干预组常规饲养，不给任何干预。1 日龄

生理盐水组、脂多糖组各 5只取脑组织做病理检测。1

日、7日、14日、21日、28日龄对照组、干预组、非

干预组各 8只。

1.3 早期干预

1.3.1 早期触摸 将 2日龄干预组仔鼠托至掌心，用毛

刷从头到尾均匀有力刷动，注意不要用力过大，以免

产生疼痛。每次 20 min，每日 1 次。同时给予不同强

度及频率的声音和灯光刺激干预至 2周龄。

1.3.2 康复训练 由于小鼠出生后 2周开始睁眼，于 15

日龄开始给予丰富康复训练。①丰富环境：每日暴露

于丰富环境中 2 h，上、下午各 1 h。在 60×45×45 cm

笼内放置不同颜色及形状的物体，包括转盘、管道、

阶梯、摇铃、秋千、斜坡、杠杆以及不同颜色和大小

的圆球等，每周将环境改变 2 次，以造成新异刺激，

第 28 日龄结束刺激。非干预组和对照组分别饲养于

20×30×30 cm 标准笼内，不予干预。②平衡木训练：

平衡木长 170 cm，宽 2 cm，平放距地面 7 cm 处，让

仔鼠在上面行走，10 min/次。③转棒训练：转棒长

150 cm，直径 4.5 cm；中点固定于 3 r/min 转动器上，

顺、逆时针交替转动，10 min/次。以上每种干预方法

至少间隔 1 h。

1.4 运动功能评定

对 14 日龄、28 日龄的仔鼠进行悬吊试验。在自

然光的安静房间内，使仔鼠前肢抓住距离桌面 45 cm

的水平玻璃棒(直径 0.5 cm)，记录仔鼠从抓握至掉下

的时间。评分标准为：1分：<10 s；2分：10~30 s；3

分：30 s~2 min；4分：2~5 min；5分：≥5 min。

1.5 NB-3检测

不同日龄仔鼠麻醉下从心耳部位进行灌洗后，迅

速断头、取脑，将完整大脑置于中性甲醛溶液中固

定。各例石蜡包埋组织均取 5 μm 切片 6 张，5 张行

NB-3 免疫组化染色，1 张用 PBS 代替一抗作阴性对

照。采用 SABC法进行组化染色。

光镜(40×10)下 NB-3 阳性细胞胞体和轴突周围为

棕黄色。每个大鼠取 6 张切片，40×物镜下每个切片

取相互不重叠的 4 个视野，应用 Image Pro Plus 4.5 图

像分析软件计算 NB-3 免疫阳性细胞积分光密度

(IOD)。

1.6 统计学分析

实验数据均以(x̄± s)表示，采用 SPSS 18.0 统计软

件，多组间比较采用单因素方差分析，显著性水平α=

0.05。

2 结果

2.1 一般情况

注射脂多糖后，孕鼠的活动、进食均减少，3 只

提前分娩，5只死亡，其余 37只顺利生产，共娩出足

月活产仔鼠 225只，死产仔鼠 35只。脂多糖组仔鼠身

体颜色青紫、精神萎靡、进食减少、行动迟缓、活动

减少、体重低。生理盐水组孕鼠无异常反应，共娩出

足月活产鼠 120 只，足月仔鼠出生后身体颜色淡红，

反应灵敏，体重正常。

2.2 子宫和胎盘的检测

脂多糖组孕鼠胎盘可见血管充血、水肿，大量中

性粒细胞浸润。生理盐水组孕鼠胎盘未见明显炎症反

应。

2.3 脑组织病理学改变

脂多糖组新生仔鼠脑组织 HE 染色可见白质、胼

胝体、内囊部位组织疏松，胶质细胞聚集，囊间少突

胶质细胞减少，脑室内出血、脑白质内血管扩张充

血、脑白质内毛细血管破裂出血。对照组新生仔鼠脑

组织 HE 染色可见白质结构完整，布局有序，核淡，

核仁清楚。

2.4 神经行为学检测

14日龄时，与对照组相比，非干预组仔鼠反应迟

钝、活动减少、平衡性差、肌力差、肌张力高，悬吊

时肢体自主活动明显减少，下肢颤抖增多，悬吊持续

时间短，测试得分明显降低(P<0.01)；对照组测试得

分明显优于干预组(P<0.01)；干预组测试得分优于非

干预组(P<0.05)。28 日龄时，干预组悬吊时间与对照

组接近，测试得分无显著性差异(P>0.05)。见表 1。

2.5 NB-3表达

1日龄干预组和非干预组 NB-3阳性细胞 IOD无显

著性差异(P>0.05)，其他日龄对照组和非干预组 NB-3

阳性细胞密度值较干预组低。见表 2。
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表 1 各组仔鼠悬吊试验评分

组别

对照组

非干预组

干预组

F

P

n

6

6

6

14 d

3.5000±0.5477

1.5000±0.5108a

2.3333±0.5164a,b

20.962

0.000

28 d

4.1667±0.7528

2.1667±0.9832a

3.6667±1.0328b

7.500

0.006

F

3.077

2.105

8.000

P

0.028

0.047

0.018

注：a: 与对照组相比，P<0.05; b: 与非干预组相比，P<0.05

表 2 各组仔鼠脑组织NB-3阳性细胞表达(IOD)

日龄

1

7

14

21

28

F

P

干预组(n=8)

4568.54±255.54

6419.77±501.18

5557.94±883.91

5284.77±777.61

3296.01±767.68

23.975

0.000

非干预组(n=8)

4568.54±255.34

5262.24±357.93

3537.37±519.65

2555.70±604.72

1145.13±203.69

122.324

0.000

对照组(n=8)

3151.02±739.17

5831.41±691.09

4694.05±558.54

4286.02±587.07

2186.17±417.54

42.718

0.000

F

23.745

9.383

24.527

34.796

34.487

P

0.000

0.001

0.000

0.000

0.000

3 讨论

大脑的发育过程十分复杂，并且具有其独特的敏

感时期。因此，发育中的大脑比成年大脑更容易受到

伤害。在发育敏感期内，机体内部或者外部因素的影

响都可能使大脑的发育过程推迟或终止。但中枢神经

损伤后具有一定程度的可塑性，可塑性与动物物种、

年龄、损伤部位和程度、药物作用、功能训练和学习

等因素密切相关。因此，寻找可塑性的分子证据对丰

富可塑性理论具有重要意义。

丰富康复训练由丰富环境和一般康复训练组成，

两者共同作用可以使大脑功能达到最佳恢复状态。研

究证明，不同的康复手段会产生不同的康复效果。广

泛的皮质损伤可使脑组织结构和功能发生改变，对损

伤区域的刺激可促进功能恢复。但单纯增加力量的训

练并不能诱导脑组织重塑，必须配合技巧训练 [2]。研

究显示，简单运动方式，如强迫性跑笼训练仅可促进

脑血管生成，而复杂技巧训练如转棒和杂技可增加脑

皮层突触数量[3-4]。现己证实，脑区所做任务的多少和

任务的性质可以决定树突分支的复杂性。

丰富康复训练可以诱导脑缺血周边区神经生长因

子(NGF)、脑源性神经营养因子(BDNF)、转化生长因

子(TGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)等神经营

养因子的表达；神经营养因子不仅在中枢神经系统发

育过程中对神经元的生存、分化、生长起作用，而且

在脑损伤时对神经细胞具有重要的保护作用，并能促

进神经细胞功能的恢复[4-5]。

本研究显示，随着日龄的增加，脑损伤仔鼠的运

动功能均有所改善，早期干预可以进一步提高脑损伤

鼠运动功能的恢复。

神经细胞黏附分子 NB-3 是近年发现的黏附分

子，也被称为 contactin-6，是一个糖基磷脂酰肌醇相

连的免疫球蛋白超家族的 contactin细胞亚群的识别分

子，并且明确地表达在神经系统，具有促进神经生

长、分化的作用 [1,6-7]。Takeda 等研究发现，无论 NB-3

以可溶性形式还是以底物形式存在，都具有促神经元

轴突生长的作用，并与 NB-3 的量成正比关系 [8]。Cui

等发现，NB-3 的表达与少突胶质细胞的发育是一致

的，并且可以通过一系列机制促进少突胶质细胞的分

化及成熟 [9]。NB-3在包括小脑在内的脑的大部分区域

都有表达，它的表达在出生后突然增高，并且在小鼠

出生后第 7 天达到高峰，第 2~3 周进入平台期，这时

神经系统的发育已进入最后阶段[6,8]。

本研究显示，1日龄脂多糖组小鼠 NB-3表达较生

理盐水组高，7 日龄各组总体表达较 1 日龄高，14 日

龄较 7 日龄低，28 日龄更低，这与 Lee 等的研究结果

一致。相同时间段上，干预组较非干预组和对照组脑

组织 NB-3 的表达高。提示，随着年龄的增长，NB-3

的表达增高；早期干预可以进一步提高 NB-3 的表

达，在达到高峰后有所下降，并维持在一定水平上。

本研究显示，早期干预不仅可以改善脑损伤仔鼠
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的运动功能，还可以提高神经黏附分子 NB-3 的表

达。由于 NB-3 具有促神经元黏附及轴突导向作用，

在中枢神经系统的损伤修复方面具有一定的意义。早

期干预对宫内感染致脑损伤鼠的运动功能的提高，机

制之一可能是由于通过提高NB-3的表达来实现的。

我们推测，能诱导 NB-3 表达增加的因素可能促

进脑损伤后神经细胞的修复。神经黏附分子 NB-3 的

表达可能是环境刺激影响发育期脑损伤修复的机制之

一。
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2013年国家级继续医学教育项目

第七届全国认知障碍评定与康复治疗技术培训班报名通知

认知康复是各种脑损伤(如脑卒中、脑外伤、老年性痴呆、脑瘫)康复的基础和重要组成部分。中国康复研

究中心康复评定科开展认知康复的十几年间，承担其临床、教学与科研工作，积累了大量病例和丰富的临床、

教学经验；承担多项国家级、部级、省市级科研课题研究。为了满足各单位亟待开展认知康复的需求，我们将

举办第 7 届全国认知障碍评定与康复技术培训班。

教学对象：正在或计划开展认知康复的科室(康复医学科、神经内科、神经外科、中医针灸科、妇幼保健科

及儿童康复科等)医、技人员。

教学目的：学习和掌握认知障碍的评定与康复治疗技术，回单位后即可开展工作。

教学内容：介绍讲授认知相关理论及新近展、认知障碍的临床表现，重点讲授注意、记忆、计算、执行功

能以及知觉等方面认知障碍的检查评定方法以及实用性康复治疗技术和方法。

教学地点：北京，中国康复研究中心。 教学时间：2013 年 7 月 8 日~7 月 12 日，为期 5 天。

学费及学分：学费 1100 元，资料费 150 元。食宿由培训班统一安排，费用自理。本学习班为 2013 年国家级

继续医学教育项目，参加培训的学员将获得国家级 I类学分—10 分及培训证书。

联系人：李炜垣 电话：(010)87569503，87569502；短信：13810520552 E-mail: xxbbm2011@163.com。

中国康复研究中心科教处

中国残疾人康复协会康复技术专业委员会

中国康复研究中心康复评定科
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