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摘要　目的：通过结扎颈总动脉复合低氧建立Ｃ５７ＢＬ／６小鼠缺血缺氧性脑病（ＨＩＥ）的模型，并观察溶栓胶囊的作用。方
法：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术组、模型组、溶栓胶囊大、中、小剂量组（４００、２００、１００ｍｇ生药／ｋｇ）。采用左侧颈总动脉
结扎并通入氧气和氮气（８∶９２）１５ｍｉｎ的方法，建立Ｃ５７ＢＬ／６小鼠缺血缺氧性脑病模型。在缺血缺氧损伤２４ｈ后开始灌
胃给药，１次／ｄ，连续给药４周。４周后观察模型小鼠肌力、学习记忆能力的改变以及脑组织病理形态学变化以及 ＮＳＥ、
ＭＡＰ２和Ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果：手术后４周，缺血缺氧性脑病 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肌力和学习记忆能力显著下降，ＮＳＥ和
ＭＡＰ２低表达，Ｃａｓｐａｓｅ３高表达，病理学检查可见神经元细胞排列紊乱，大量变性、坏死及凋亡细胞，另见大片软化灶，血
管扩张充血，多量炎性反应细胞浸润。溶栓胶囊对上述指标有明显改善作用。结论：通过结扎颈总动脉合并低氧成功建

立了Ｃ５７ＢＬ／６小鼠缺血缺氧性脑病模型，溶栓胶囊可改善模型小鼠肌力、学习记忆下降等症状，减轻脑组织病理性损
伤，其机制可能与其神经保护作用有关。
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　　缺血缺氧性脑病（ＨｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃＥｎｃｅｐｈａｌｏｐ
ａｔｈｙ，ＨＩＥ）是指各种围产期因素引起部分或完全缺

氧和脑血流减少或暂停而导致胎儿及新生儿的中枢

神经损伤［１］。表现为运动障碍及姿势异常，常伴发
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智力低下、语言障碍等。该病发病率高，在住院新生

儿中仅次于新生儿黄疸和新生儿肺炎，居于第３位，
其导致的婴幼儿残障给家庭带来痛苦，给社会带来

经济负担。目前国内外对ＨＩＥ相关动物模型的研究
鲜见系统报道。本研究探索性建立小鼠缺氧缺血恢

复期模型，观察该模型小鼠在抓力、学习记忆能力、

脑组织病理形态以及相关蛋白的表达等方面的变

化，探讨与小儿脑瘫相关的动物模型以及药物治疗

的新方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，雄性，１８～２２ｇ，由
北京华阜康生物科技股份有限公司提供，许可证号：

ＳＣＸＫ（京）２００９０００７，合格证号：０２３４９３１。
１１２　药物　溶栓胶囊，０２５ｇ／粒，山西中远威药
业有限公司生产，实验用其不含赋形剂的中间产品，

批号２０１１０５０３；异氟烷（吸入麻醉剂），山东科源制
药有限公司生产，批号：１０１２０１８。
１１３　试剂与仪器　二元气，８％氧气和９２％氮气，
北京千禧京城气体销售中心提供。ＴＢ７１８生物组
织自动包埋机，ＴＰ１０２０２徕卡全自动组织脱水机，
Ｌｅｉｃａ组织切片机，Ｎｉｋｏｎ显微镜。小鼠抓力测定仪
（ＹＬＳ１１３Ａ），济南益延科技发展有限公司生产。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　脑缺氧缺血恢复期模型
的建立，根据文献［２３］给Ｃ５７ＢＬ／６小鼠腹腔注射水
合氯醛（４００ｍｇ／ｋｇ）麻醉，颈部正中切口，分开肌肉
层，暴露右侧颈总动脉，穿丝线结扎，随即缝合伤口，

放入２００ｍｍ×１５０ｍｍ×１５０ｍｍ的容器中，通入
８％氧气和９２％氮气１５ｍｉｎ后放回鼠盒中饲养。假
手术组（１０只）只切开皮肤后缝合，不结扎颈总动脉
及置缺氧环境。第２天观察动物行为学，轻提鼠尾，
以左肩内收，身体旋转为模型成功，否则弃去不用。

将模型成功小鼠随机分组（每组１０只），模型组，溶
栓胶囊４００、２００、１００ｍｇ／ｋｇ剂量组。
１２２　给药方法　手术后２４ｈ开设灌胃给药，体
积为２０ｍＬ／ｋｇ，１次／ｄ，连续给药４周。假手术组和
模型组给予等体积生理盐水。

１２３　检测指标与方法
１２３１　小鼠抓力测定　给药４周后，采用抓力测
定仪测定动物的抓力。将动物轻轻放在抓力板上，

抓住鼠尾轻轻向后牵拉，待小鼠抓牢抓力板后，均匀

用力向后拉，致使动物松爪，仪器自动记录小鼠的最

大抓力，重复测定３次，取均值。

１２３２　ＭＯＲＲＩＳ水迷宫测定　水池中放入牛奶，
充分混匀至水呈乳色，使小鼠无法通过视觉辨认平

台位置。正式试验前，小鼠训练 １次／ｄ，连续训练
４ｄ。训练及正式试验期间，迷宫外参照物保持不
变。训练日将小鼠面向池壁放入水中，训练其找到

平台。训练时间１８０ｓ。１８０ｓ内未找到平台者，将
其引至平台，使之站立台上３０ｓ，产生记忆。第５天
正式试验，自动录像记录系统记录小鼠１８０ｓ内找到
平台的时间（游泳持续时间）、游泳路径长度，同时

确定搜索策略等指标。

１２３３　脑组织镜下观察　给药４周后，麻醉动
物并打开胸腔，经升主动脉段快速灌注４℃生理盐
水，直至剪开的肝脏流出液清亮为止；用４％的多
聚甲醛灌注固定，断头取脑，将大脑组织置于４％
的甲醛溶液中固定，２４ｈ后进行脱水、透明、常规
石蜡包埋，制成５μｍ厚切片。将石蜡切片 ＨＥ染
色，光学显微镜观察皮层神经元组织形态学变化并

拍照。

１２３４　脑组织免疫组化方法　采用 ＰＶ６０００二
步法免疫组化法。每组取６只动物切片，随机取３
个视野，取其平均值。将采集的图像应用 Ｉｍａｇｅｐｒｏ
Ｐｌｕｓ５１分析系统进行分析，所得数据作免疫组织
化学染色阳性信号累积光密度（ＩＯＤ），以 ＩＯＤ值作
为组织表达的定量标准。累积光密度（ＩＯＤ）＝平均
光密度（ＡＨＤ）×阳性面积（Ａ）。
１３　统计学方法　实验结果以均数标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ（单因素方差分析）方
法，方差齐性用 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ检验，方差不
齐用Ｔａｍｈａｎｅ′ｓＴ２检验。以Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　对 ＨＩＥ小鼠动物抓力的影响　给药４周后，
模型组小鼠的抓力下降，与假手术组比较差异均有

统计学意义 （Ｐ＜００１）。与模型组比较，溶栓胶
囊３个剂量组小鼠抓力均显著增加 （Ｐ＜００５）。
见表１。
２２　对ＨＩＥ小鼠学习记忆能力的影响　造模４周
后，模型组小鼠学习记忆能力明显降低，与假手术组

比较，寻找水迷宫平台时间以及路径长度均明显延

长（Ｐ＜００５～００１）。给药４周后，与模型组比较，
溶栓胶囊２００、４００ｍｇ生药／ｋｇ组小鼠寻找水迷宫平
台的时间以及路径长度均明显缩短（Ｐ＜００５），溶
栓胶囊１００ｍｇ生药／ｋｇ组小鼠寻找平台时间及路径
长度均无明显改变。见表１。
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表１　对ＨＩＥ小鼠抓力和学习记忆能力的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
剂量

（ｍｇ／ｋｇ）
抓力

（ｇ）
寻找时间

（ｓ）
路径长度

（ｍｍ）
假手术组 — ４３４±１０６ ２７０５±２０２６ ２７３８７±２０８２８
模型组 — ２９７±６１ ９８９２±７５４８ ５６１６６±３３１１８

溶栓胶囊组 １００ ４４１±２０８△ ７０４９±５９７６ ５５５４２±３６４９２
溶栓胶囊组 ２００ ４３９±１５２△△ ４５５０±５１５９△ ３３３０１±３０４５０△

溶栓胶囊组 ４００ ４５６±１１６△△ ２８５５±２５９３△ ２７１７８±２５２６５△

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

２３　脑组织病理形态变化　脑组织 ＨＥ染色可见
假手术组皮层为正常神经元组织结构；模型组动物

神经元细胞排列紊乱，大量变性、坏死及凋亡细胞，

另见大片软化灶；在溶栓胶囊大剂量组（４００ｍｇ／ｋｇ）
中，神经元细胞排列较整齐，细胞变性程度减轻，见

少量坏死区域；但仍有小胶质细胞增生，血管扩张充

血，炎性反应细胞浸润。见图１。

图１　ＨＩＥＣ５７ＢＬ／６小鼠神经元病理形态
（ＨＥ染色，×４００）

　　注：Ａ假手术组；Ｂ模型组；Ｃ溶栓胶囊４００ｍｇ生药／ｋｇ组

２４　对ＨＩＥ小鼠脑组织 ＮＳＥ、ＭＡＰ２以及 Ｃａｓｐａｓｅ
３表达的影响　免疫组化结果表明，模型组小鼠脑
组织ＮＳＥ和ＭＡＰ２呈低表达，与假手术组比较差异
均有统计学意义（Ｐ＜００１），Ｃａｓｐａｓｅ３呈高表达，与
假手术组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜００１）；溶
栓胶囊３个剂量组小鼠脑组织 ＮＳＥ和 ＭＡＰ２表达
均高于模型组（Ｐ＜００１），Ｃａｓｐａｓｅ３表达均低于模
型组（Ｐ＜００１）。见表２、图２。

表２　对ＨＩＥ小鼠脑组织ＮＳＥ、ＭＡＰ２及Ｃａｓｐａｓｅ３
表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别
剂量

（ｍｇ／ｋｇ）
ＮＳＥ

（ＩＯＤ值）
ＭＡＰ２
（ＩＯＤ值）

Ｃａｓｐａｓｅ３
（个／ＨＰ）

假手术组 — ６３３２０±８１５２ ５６１０２±１０４２９ ２７６８±３９８
模型组 — ３６５０８±８９９７３２１９２±６８６６ ５０５０±６１２

溶栓胶囊组 １００ ４２５９８±９０９６△△３９４２２±８３０１△△ ４４３７±８５０△

溶栓胶囊组 ２００ ４３５５６±８２４７△△４１１１９±９５４４△△ ４０７０±６８６△△

溶栓胶囊组 ４００ ６３６７７±６３６５△△５４３６７±８８３３△△ ３５０５±５０７△△

　　注：与假手术组比较， Ｐ＜００５， Ｐ＜００１；与模型组比较，
△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

３　讨论
脑组织的能量来源几乎全部是有氧糖代谢，而

脑内的糖原又很少，脑代谢所需要的葡萄糖和氧全

靠脑部充分的血液循环供应。因此在缺氧、脑血流

减少或暂停条件下必然导致脑组织的损伤，从而长

期影响肢体功能和智力水平。研究认为脑血流量不

能满足脑组织的氧需求是新生儿脑损伤的一个主要

病理因素［３］。有研究显示，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠对脑缺血
性损伤具有一定的敏感性，特别是在ＣＡ１区域［４］。

图２　溶栓胶囊对ＨＩＥ模型小鼠神经元ＮＳＥ、ＭＡＰ２
　　　及Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响（ＨＥ染色，×４００）

　　注：Ａ假手术组；Ｂ模型组；Ｃ溶栓胶囊４００ｍｇ生药／ｋｇ组

　　ＨＩＥ临床上视缺血缺氧持续时间和程度决定小
儿意识、肌张力、反射、惊厥、病程和预后的程度，中

度和重度缺血缺氧患儿均可表现为肌张力减弱或松

软，预后较差［５］，且这个过程是不可逆的，可能导致

患儿永久性的智力低下、脑性瘫痪［６］。神经元特异

性烯醇化酶（ＮＳＥ）是糖酵解途径的关键酶，是特异
性定位在神经元和神经内分泌细胞胞质内的可溶性

蛋白质，占脑内可溶性蛋白质的１５％。文献报道，
当神经元坏死时，该酶外漏释放于脑脊液；同时由于

血脑屏障的开放，因此血清神经元特异性烯醇化酶

可升高［７８］。目前血清或脑脊液中 ＮＳＥ不仅是判断
ＨＩＥ的一个重要检测指标之一，而且可用于判断
ＨＩＥ的轻中重程度以及预后［９１０］。微管相关蛋白２
（ＭＡＰ２）主要在神经元胞体和树突表达，是神经元
树突静态结构蛋白与细胞内肌动蛋白、神经丝和线

粒体共同维持神经结构。在神经发育、分化和可塑

性方面起作用，对生长因子、神经递质、合成活动和

神经毒性起关键作用［１１］。因此 ＭＡＰ２被认为是神
经生长和修复相关蛋白，是研究神经再塑的分子标

志物。它在脑缺血损伤中呈现出敏锐的敏感性，缺

血３ｍｉｎ即可表现为表达缺失。Ｃａｓｐａｓｅ３属于白介
素１β转换酶家族，是涉及细胞凋亡的蛋白酶。它参
与了脑缺血后神经元损伤的病理过程，在脑缺血中

起重要作用［１２］。Ｃａｓｐａｓｅ３介导蛋白酶水解级联过
程。当体外培养的神经元被剥夺血清和处于去极化

水平的 Ｋ＋存在的情况下，神经元出现活性 ＣＪＵＮ
暂时性增加、线粒体膜电位丧失，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶
激活和出现核凝集、核碎片，最后神经元死亡［１３］。

本研究从脑缺血缺氧的病理角度出发，采用颈
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总动脉结扎复合通入氧氮二元气的方法建立 Ｃ５７
ＢＬ／６小鼠ＨＩＥ模型，并饲养４周，检测 ＨＩＥ小鼠恢
复期的相关指标。研究发现，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠在此复
合方法的诱导下出现病理性损伤，表现为小鼠肌力

下降和学习记忆能力障碍，病理形态显示神经元损

伤，ＮＳＥ和ＭＡＰ２低表达，Ｃａｓｐａｓｅ３高表达，证实该
模型的检查指标与临床基本符合，制备模型的方法

成立。

溶栓胶囊由地龙等提取而成，其功能为清热定

惊，活血通络［１４］。文献报道该药可改善缺血引起的

组织损伤，促进其梗死病灶的修复［１５］，并能增加脑

内血流量和减少其血管阻力［１６］，改善微循环，对小

儿脑瘫症状有明显疗效［１７］，证实其有改善患儿运动

能力，语言能力，生活自理能力，沟通能力以及社交

能力，同时促进患儿脑部发育，提高其智力水平的作

用［１８］。本研究灌胃给药４周，观察到溶栓胶囊可明
显改善肌力丧失及学习记忆能力障碍，保护 ＨＩＥ小
鼠神经损伤，其机制可能与增加脑缺血缺氧耐受和

脑储备能力有关。
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