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  [摘 要] 目的 探讨外源性神经保护剂人参皂苷Rd对新生鼠脑室周围白质软化(PVL)动物模型学习

记忆功能的影响,以期为临床应用人参皂苷Rd治疗早产儿PVL学习记忆功能提供实验依据。方法 2021年

6月选取实验动物为2日龄新生SD大鼠120只,将选取的实验SD大鼠全部合笼后按照随机化原则分为假手

术组、PVL组(对照组)和PVL人参皂苷Rd干预组(人参皂苷Rd干预组),每组40只。通过结扎左侧颈总动

脉合并缺氧(8%O2+92%N2)半小时制备PVL动物模型,于术后4、7、14
 

d观察3组大鼠脑室周围白质区病理

改变,出生后30
 

d进行 Morris水迷宫实验,探索3组大鼠学习记忆能力。结果 假手术组大鼠术后4、7、14
 

d
脑室周围白质区均未见异常病理改变;对照组大鼠术后4

 

d脑室周围白质区组织结构明显疏松,出现细胞肿胀、
坏死、核固缩等;对照组和人参皂苷Rd干预组大鼠术后7

 

d脑室周围白质区均有液化性坏死灶及囊腔形成,左

侧脑室稍扩大。对照组大鼠术后14
 

d左侧脑室进一步扩大,脑室周围白质区明显的软化灶;人参皂苷Rd干预

组大鼠术后4~14
 

d脑室周围白质病变与对照组改变相似,但各时间点脑室周围白质病理改变均明显轻于对照

组。3组大鼠出生后30
 

d同一训练时间逃避潜伏期比较,差异均有统计学意义(P<0.05);3组大鼠训练前

3
 

d,训练第3、5天逃避潜伏期比较,差异均有统计学意义(P<0.05);3组大鼠第4、5天逃避潜伏期比较,差异

无统计学意义(P>0.05);3组大鼠在120
 

s内穿过圆圈的次数即穿环指数比较,差异均有统计学意义(P<
0.05)。结论 人参皂苷Rd可减轻PVL大鼠脑室周围白质损害,改善PVL大鼠的学习记忆能力。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

exogenous
 

Ginsenoside
 

Rd
 

on
 

the
 

learing
 

and
 

memo-
ry

 

in
 

the
 

brain
 

of
 

the
 

neonatal
 

periventricular
 

leukomalacia
 

(PVL)
 

rat,in
 

order
 

to
 

provide
 

experimental
 

evi-
dence

 

for
 

clinical
 

treatment
 

of
 

preterm
 

infant
 

with
 

PVL.Methods In
 

June
 

2021,A
 

total
 

of
 

120
 

2-day-old
 

neo-
natal

 

SD
 

rats
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

experimental
 

animals.All
 

the
 

experimental
 

SD
 

rats
 

were
 

caged
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

sham
 

operation
 

group,the
 

PVL
 

group
 

(control
 

group)
 

and
 

the
 

PVL
 

Ginsenoside
 

Rd
 

intervention
 

group
 

(Ginsenoside
 

Rd
 

intervention
 

group)
 

according
 

to
 

the
 

principle
 

of
 

randomization,with
 

40
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

PVL
 

animal
 

model
 

was
 

prepared
 

by
 

ligation
 

of
 

the
 

left
 

common
 

carotid
 

artery
 

combined
 

with
 

hy-
poxia

 

(8%O2+92%N2)
 

for
 

half
 

an
 

hour.The
 

pathological
 

changes
 

of
 

periventricular
 

white
 

matter
 

area
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

observed
 

on
 

4,7
 

and
 

14
 

days
 

after
 

the
 

operation.Morris
 

water
 

maze
 

experiment
 

was
 

conducted
 

on
 

30
 

days
 

after
 

birth
 

to
 

explore
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

ability
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

three
 

groups.Results No
 

abnormal
 

pathological
 

changes
 

were
 

found
 

in
 

the
 

white
 

matter
 

area
 

of
 

the
 

sham
 

operation
 

group
 

4,7
 

and
 

14
 

days
 

after
 

operation.In
 

the
 

control
 

group,the
 

tissue
 

structure
 

of
 

the
 

white
 

matter
 

area
 

of
 

the
 

rats
 

was
 

obviously
 

loose
 

4
 

days
 

after
 

operation,with
 

cell
 

swelling,necrosis
 

and
 

nuclear
 

shrinkage.Both
 

the
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control
 

group
 

and
 

the
 

Ginsenoside
 

Rd
 

intervention
 

group
 

had
 

liquefaction
 

necrosis
 

and
 

cyst
 

formation
 

in
 

the
 

periventricular
 

white
 

matter
 

area
 

7
 

days
 

after
 

operation,and
 

the
 

left
 

ventricle
 

was
 

slightly
 

enlarged.14
 

days
 

af-
ter

 

operation,the
 

left
 

ventricle
 

of
 

the
 

control
 

group
 

was
 

further
 

enlarged,and
 

the
 

white
 

matter
 

around
 

the
 

ven-
tricle

 

was
 

obviously
 

softened.The
 

changes
 

of
 

periventricular
 

white
 

matter
 

in
 

the
 

Ginsenoside
 

Rd
 

intervention
 

group
 

were
 

similar
 

to
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

4
 

to
 

14
 

days
 

after
 

operation,but
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

white
 

matter
 

were
 

significantly
 

lighter
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

at
 

each
 

time
 

point.At
 

the
 

same
 

training
 

time
 

30
 

days
 

after
 

birth,the
 

escape
 

latency
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

escape
 

latency
 

3
 

days
 

before
 

training,3
 

days
 

after
 

training
 

and
 

5
 

days
 

after
 

train-
ing

 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

escape
 

latency
 

between
 

the
 

three
 

groups
 

at
 

the
 

4th
 

and
 

5th
 

day
 

(P>0.05).There
 

was
 

statistical
 

significance
 

in
 

the
 

number
 

of
 

times
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

rats
 

pass-
ing

 

through
 

the
 

circle
 

within
 

120
 

s,that
 

was
 

the
 

piercing
 

index
 

(P<0.05).Conclusion Ginsenoside
 

Rd
 

can
 

reduce
 

the
 

damage
 

of
 

periventricular
 

white
 

matter
 

and
 

improve
 

the
 

learning
 

and
 

memory
 

ability
 

of
 

PVL
 

rats.
[Key

 

words] Ginsenoside
 

Rd; Periventricular
 

leukomalacia; Learning
 

and
 

memory; Neonatal
 

rats;

 Animal
 

models

  近年来,随着医疗技术的不断发展,体重小于

1
 

500
 

g,甚至小于1
 

000
 

g早产儿存活率的提高较为

突出,但这部分患儿由于各器官结构和功能发育不成

熟,尤其是神经系统发育不成熟更为突出,对缺氧、缺
血及炎症等高度敏感,因此,脑损伤发生率较高,严重

影响这部分早产儿的神经系统发育及后期的生活质

量。早产儿脑损伤的主要损伤类型之一为脑室周围

白质软化(PVL),是导致早产儿神经发育、行为障碍

和儿童脑瘫的主要原因[1];对认知、运动等功能造成

严重影响,远期神经系统结局预后不良[2];PVL的发

病与胎龄有一定关联,胎龄越低神经细胞结构或功能

成熟度越低,越易发生PVL[1];且脑损伤的发生与出

生体重具有一定相关性,体重越低 PVL发生率越

高[3]。出生体重、胎龄与神经系统后遗症也具有一定

相关性,胎龄28周、出生体重小于1
 

500
 

g早产儿中

脑瘫发生率约为20%,注意力缺陷和学习障碍发生率

为25%~50%[4],是影响PVL患儿学习障碍的原因

之一,但目前,尚缺乏有效的治疗方法,仍以预防为

主。因此,需探讨一种能透过血脑屏障、具有神经保

护作用,且可改善学习障碍的药物;而人参皂苷Rd对

成年急性缺血性脑卒中患者具有神经保护作用[5],但
对新生鼠的神经保护作用,尤其是在治疗PVL方面

目前尚鲜见相关文献报道。本研究通过缺氧、缺血方

式制备新生鼠PVL模型,给予人参皂苷Rd干预,动
态观察新生鼠脑室周围白质区病理变化,并通过

Morris水迷宫实验,探讨了人参皂苷 Rd对新生鼠

PVL动物模型学习记忆功能的影响,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 母鼠购于第三军医大学医学

实验动物中心(编号:scxk〔渝〕2012-0005),雄雌鼠交

配后产子作为实验动物。2021年6月选取2日龄清

洁级SD大鼠120只,平均体重(7.68±0.12)g,雌雄

不拘,将选取的实验SD大鼠全部合笼后按照随机化

原则分为假手术组、PVL组(对照组)和PVL人参皂

苷Rd干预组(人参皂苷Rd干预组),每组40只。

1.2 方法

1.2.1 模型制备 通过结扎左侧颈总动脉合并缺氧

(8%O2+92%N2)半小时制备PVL动物模型。按

0.05
 

mg/g的10%水合氯醛腹腔注射麻醉,让药物充

分起效后10
 

min新生SD大鼠四肢松软,用胶布将其

四肢固定于手术台,以颈部正中切口切开皮肤,逐层

分离左侧颈总动脉并结扎,术后室温中恢复1
 

h,随后

吸入低氧气体(8%O2)半小时。假手术组切口颈部皮

肤后只分离左侧颈总动脉,不结扎颈总动脉、不缺氧,

手术结束后放母鼠身边休息并保暖1
 

h。人参皂苷

Rd干预组缺氧结束后1
 

h予以腹腔注射0.02
 

mL/g
(1

 

mg/mL)人参皂苷Rd稀释液。对照组和假手术组

大鼠腹腔注射相同剂量生理盐水,每天给药1次,间
隔24

 

h,连续3次,用药完毕后返回母鼠身边保暖和

喂养。

1.2.2 脑组织病理切片制备及脑白质病理改变观

察 3组大鼠各取24只,每组8只,分别在术后4、7、

14
 

d处死大鼠,留取脑组织进行石蜡包埋切片、苏木

精-伊红(HE)染色。选取石蜡包埋好的脑组织,自丘

脑中1/3平面开始进行连续冠状切片,片厚4
 

μm,切
面包括双侧脑室、胼胝体和脑室周围白质等部位,常
规HE染色,观察3组大鼠脑室周围白质病理改变。

每个时间点成功造模8只,若造模后大鼠死亡需重新
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造模补充。

1.2.3 Morris水迷宫实验 参照文献[6]对新生大

鼠脑缺氧、缺血后学习记忆能力的检测方法。水迷宫

装置由圆形水池和平台构成,圆形水池大小为直径

130
 

cm,高45
 

cm,池内放水至水深32
 

cm。平台高度

为30
 

cm,水中加入牛奶至水变成乳白色看不清平台

为止。模型制作成功后于术后28
 

d对3组大鼠进行
 

Morris水迷宫实验,每组选取大鼠8只,共24只,大
鼠动作明显迟缓者不作为实验对象。

1.2.3.1 定位航行实验 需历时5
 

d,每天训练2
次,间隔6

 

h,实验前对3组大鼠头部用不同颜色做好

标记,合笼后按照随机化原则选取大鼠,以任意一位

置面向池壁将其放入水池,每天变换入水点位置,从
放入水中开始计时,直至游上平台结束,该时间为逃

避潜伏期,大鼠游上平台后让其停留10~15
 

s以便加

深记忆,该SD大鼠实验结束后,接着下一个大鼠进行

定位航行实验。由 MT-200
 

Morris水迷宫自动跟踪

系统软件进行计时,上方放置摄像头,记录大鼠的运

动轨迹,并记录游上平台时间,即为逃避潜伏期,设置

最长时间为120
 

s,若大鼠在规定时间内(120
 

s)未能

游上平台记录潜伏期为120
 

s,用一长的木棍将其引

上平台,并停留10~15
 

s,加强记忆功能,便于下次实

验时缩短逃避潜伏期。

1.2.3.2 空间探索实验 空间探索实验主要用于检

测记忆能力[6]。方法为实验第6天与第5天最后一

次定位航行实验间隔24
 

h,对3组大鼠进行空间探索

实验。将水池中平台移除,通过计算机软件分析系

统,在水池中原来平台的位置,画一与平台直径大小

相同的圆圈,任意位置将大鼠放入水中,记录120
 

s内

大鼠穿过圆圈的次数,即为穿环指数。

1.3 统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s 表示,采用单因素方差分

析、LSD 法等。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 3组大鼠手术前后一般情况比较 3组大鼠术

前反应相当,皮肤红润,活泼;术后出现程度不同皮肤

温度低,部分发绀和皮肤苍白,呼吸不规则,少吃、少
动;少部分无明显异常反应;当放入缺氧仓缺氧时大

鼠随缺氧的加重表现出烦躁不安、挣扎,部分出现点

头状呼吸、左侧肢体不自主抽搐,全身皮肤发绀、苍白

进一步加重,少数动物缺氧后死亡。缺氧完成后30
 

min大鼠皮肤发绀较前好转,皮肤温度逐渐转暖,仍
有少动,但以上症状在术后1

 

d内逐渐缓解。假手术

组小鼠活动多,可蹦跳,毛顺,反应良好,体重增加迅

速,表现为良好的生长、发育;对照组出现程度不同的

毛发凌乱和稀少,睁眼延迟、反应迟钝、少吃、少动、体
重增长缓慢、运动迟缓等,人参皂苷Rd干预组较对照

组改变轻微。

2.2 3组大鼠术后4、7、14
 

d脑组织病理改变比较 
假手术组大鼠术后4、7、14

 

d脑室周围白质区细胞排

列整齐,结构完整,双侧脑室对称。对照组大鼠术后

4
 

d脑室周围白质区组织结构明显疏松,出现细胞肿

胀、坏死、核固缩等,有较多小胶质细胞增生,术后7
 

d
脑室周围白质区有液化性坏死,有筛孔状坏死灶及囊

腔形成,左侧脑室稍扩大,术后14
 

d左侧脑室进一步

扩大,脑室周围白质区明显的软化灶。人参皂苷Rd
干预组大鼠术后4、7、14

 

d脑室周围白质病变与对照

组病理改变相似,但较对照组轻。见图1。

2.3 3组大鼠不同训练时间逃避潜伏期比较 3组

大鼠同一训练时间逃避潜伏期比较,差异均有统计学

意义(P<0.05)。3组大鼠训练前3
 

d,训练第3、5天

逃避潜伏期比较,差异均有统计学意义(P<0.05);

3组大鼠第4、5天逃避潜伏期比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。见表1。

2.4 3组大鼠穿环指数比较 对照组大鼠穿环指数

[(2.75±1.83)次]明显小于人参皂苷 Rd干预组

[(5.38±1.60次]和假手术组[(8.00±0.76)次],人
参皂苷Rd干预组明显小于假手术组。3组大鼠穿环

指数 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义 (F=25.51,P<
0.001)。

表1  3组大鼠不同训练时间逃避潜伏期比较(x±s,s)

组别 n 第1天 第2天 第3天 第4天 第5天 F P

假手术组 8 67.26±2.28 48.84±11.74 31.81±2.69 12.29±1.83 9.11±0.77 80.78 <0.001

人参皂苷Rd干预组 8 92.94±11.19 66.11±11.63 47.79±10.54 27.63±4.06 22.27±3.60 149.83 <0.001

对照组 8 104.35±7.67 90.20±9.27 58.45±6.83 41.15±6.02 34.85±4.38 84.02 <0.001

F - 25.85 28.85 26.15 89.12 121.42 - -

P - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 - -

  注:-表示无此项。
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  注:A~C.术后7
 

d脑室周围白质病理改变(HE,400×):B、C.可见明显液化性坏死灶,并可见囊腔形成;D~F.术后14
 

d脑室变化(HE,
 

40×):D.脑室双侧对称,E.左侧脑室稍增大,F.左侧脑室明显增大;G~I.术后4
 

d脑室周围白质病理改变(HE,400×):G.脑室周围白质未见异

常病理改变,H、I.可见核固缩的神经细胞及胞体明显缩小,→为囊腔,其内可见胶质细胞增生。

图1  3组大鼠术后4、7、14
 

d脑组织病理改变比较

3 讨  论

  近年来,早产儿存活率逐年提高,尤其是体重小

于1
 

500
 

g或小于1
 

000
 

g早产儿存活率提高更为显

著,但这部分患儿神经细胞结构或功能发育不成熟,
对缺氧、缺血和炎症高度敏感,在易感因素刺激下发

生早产儿脑损伤,给早产儿造成不良的神经系统结

局。早产儿脑损伤类型包括PVL、蛛网膜下腔出血、
脑室周围脑室内出血等。PVL是早产儿脑损伤最常

见的类型,同时,也是早产儿遗留神经功能障碍的重

要原因[1]。PVL的神经系统后遗症包括脑瘫、视听和

智力障碍,以及认知、行为障碍等[3]。早产儿脑损伤

的发生与出生体重、胎龄呈负相关,出生体重越低、胎
龄越小发病率越高,发生神经系统不良结局的可能性

越大,尤其是出生体重小于1
 

500
 

g的早产儿,20%发

生脑瘫,25%~50%发生注意力缺陷和学习障碍[4]。
是影响PVL患儿学习障碍的原因之一。目前,对早

产儿PVL仍以改善脑循环、维持血压稳定等支持治

疗和后期的康复治疗为主,缺乏有效的治疗方法。

早产儿PVL的病因较为复杂,目前研究较为明

确的有缺氧、缺血、感染、谷氨酸的兴奋毒性等,最常

见的病因为缺氧、缺血和感染。目前研究中PVL动

物模型生物制作仍以缺氧、缺血为主,即结扎新生鼠

单侧或双侧颈总动脉造成缺血,并吸入(8%O2+92%
N2)混合气造成缺氧制备PVL模型。PVL多发生在

胎龄32周以下,因32周神经细胞发育以晚期少突胶

质细胞前体为主,易受缺氧、缺血等易感因素影响而

发生PVL,因人类胎龄24~32周早产儿的脑组织结

构发育与日龄2~5
 

d新生鼠相似,为PVL的易损

期[6],故研究对象多选用2~5日龄的新生鼠。晚期

少突胶质细胞前体受损是造成PVL的主要原因[7]。
因此,本研究选用2日龄新生鼠为实验动物,符合早

产儿PVL的发病年龄。前期的动物实验结果显示,
结扎双侧颈总动脉并以缺氧的方式制备PVL模型大

鼠死亡较多,且与临床实际不符合,故本研究选用结

扎左侧颈总动脉并以缺氧的方式制备PVL模型;通
过结扎2日龄SD大鼠左侧颈总动脉,休息半小时后
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吸入低氧(8%O2+92%N2)混合气体1
 

h制备PVL
动物模型;模型制作后脑组织脑室周围白质区经 HE
染色从病理改变看出对照组、人参皂苷Rd干预组大

鼠脑室周围白质区神经细胞均存在程度不同的损伤,

2组大鼠术后4
 

d脑室周围白质区组织结构明显疏

松,出现细胞肿胀、坏死、核固缩等,可见增生的小胶

质细胞。对照组大鼠术后7
 

d脑室周围白质区有液化

性坏死,有筛孔状坏死灶及囊腔形成,左侧脑室稍扩

大,对照组大鼠损伤较为严重,人参皂苷Rd干预组大

鼠稍减轻,对照组大鼠术后14
 

d左侧脑室扩大更加明

显,脑室周围白质区局部出现软化灶,人参皂苷Rd干

预组大鼠脑损伤减轻;假手术组大鼠细胞排列整齐、
结构完整、脑室未见明显扩张,以上病理改变与早产

儿PVL的病理改变相吻合[8]。
目前,对PVL尚缺乏有效的药物治疗,仍以对症

治疗和后期综合康复治疗为主,因此,探索PVL的治

疗方案非常重要;从既往的研究可见,人参皂苷Rd能

减轻成年脑损伤患儿神经损害程度,起到神经保护作

用,但用于新生儿脑损伤,尤其是早产儿PVL鲜见相

关文献报道。人参皂苷Rd相对分子质量小,具有较

好的脂溶性,很容易透过生物膜,且能透过血脑屏障,
进入中枢神经系统营养神经细胞,发挥生物学效应,
起到神经保护作用[5];既往研究发现,人参皂苷Rd通

过增强中枢胆碱能系统活性,促进脑组织蛋白质的合

成,改善使用东莨菪碱及环己米特诱导的小鼠记忆障

碍的记忆功能[9]。同时,人参皂苷Rd能改善成年脑

损伤患者的运动系统功能,减少纹状体损伤面积,促
进神经功能的修复,具有神经保护作用[10]。

 

YE等[11]

对大脑中动脉栓塞诱导的成年大鼠缺血性脑卒中的

研究发现,腹腔注射人参皂苷Rd
 

10~50
 

mg/kg可使

缺血性脑卒中模型动物的皮质和纹状体梗死面积显

著减小,减轻氧化应激损伤及脂质过氧化,促进羰基

蛋白形成,起到保护神经系统的作用。朱丽华等[12]通

过缺氧、缺血方式制作脑白质损伤模型,结果显示,实
验组出现行为障碍,并且记忆功能减退,说明3日龄

新生鼠经缺氧、缺血后造成的白质损伤不仅可导致大

鼠运动障碍,而且学习记忆能力也明显下降。也有学

者对3日龄新生鼠采用结扎右侧颈总动脉并缺氧等

方法成功制作早产儿缺氧、缺血性脑白质损伤模型,
并经 Morris水迷宫实验测试,缺氧、缺血可造成大鼠

学习记忆能力和空间定向能力下降[13]。也有研究发

现,新生鼠通过缺氧、缺血的方式制备脑白质损伤模

型,大鼠的学习记忆能力下降[14]。Morris水迷宫实

验中逃避潜伏期越短说明学习记忆能力越好。空间

探索实验中穿越平台次数越多说明其空间记忆能力

越好[15]。本研究 Morris水迷宫实验结果显示,脑损

伤越重逃避潜伏期越长,随训练次数的增多其游上平

台的时间越短,即逃避潜伏期逐渐缩短,但3组大鼠

逃避潜伏期各不相同,假手术组大鼠逃避潜伏期最

短,人参皂苷Rd干预组大鼠次之,对照组大鼠逃避潜

伏期最长,差异均有统计学意义(P<0.05),表明3组

大鼠均有不同程度的学习记忆能力。在空间搜索实

验中3组大鼠越过平台次数比较,差异有统计学意义

(P<0.05);对照组大鼠穿环指数最少,人参皂苷Rd
干预组大鼠有所增加,假手术组大鼠最多,对照组大

鼠穿环指数小于人参皂苷Rd干预组,说明人参皂苷

Rd可改善PVL模型大鼠的学习记忆能力。
综上所述,人参皂苷Rd能减轻新生大鼠脑室周

围白质区病理损害程度,同时,可增强新生鼠PVL模

型动物的学习记忆能力,为临床使用人参皂苷Rd治

疗PVL提供了实验依据,但用于临床还需进一步临

床试验验证。
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