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只随机分为对照组'

08!

周组'

08"

周组及
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水迷宫检测认知功能的

改变!免疫组化法检测前额叶皮层和海马神经元
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蛋白的表达$结果
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周组比较!
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周组大鼠逃避潜伏期明显延长"
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#$空间搜索实验中!与对照组比较!

08;

周组大鼠原平台所在象限停留时间百分率明

显减少"
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%可引起认知功能障碍#其具体机制尚不明确#但

多数学者认为间断性缺氧$
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%是
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导致认知功能障碍极为重要的环节*

08

造成循环血液中氧分

压或氧含量周期性下降与恢复#导致机体多系统尤其是对缺氧

敏感的中枢神经系统受损*

08

所致的脑损害常表现为认知功

能的下降&

!

'

*目前的研究表明#

08

致实验动物学习)记忆功能

下降与相关脑区神经元乙酰胆碱表达的下调有关&

B(/

'

*乙酰胆

碱是迄今发现的与学习)记忆关系最为密切的一种神经递

质&

;

'

#通过与其受体结合发挥生物学效应*乙酰胆碱受体有两

种!毒蕈碱型乙酰胆碱受体和烟碱型乙酰胆碱受体$
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%*毒蕈碱型受体与认知功能的

关系在早期研究中已得到证实#近年来研究表明#

@7+EX

在认

知功能中同样发挥重要的作用*然而#在
08

脑损伤所致的认

知功能障碍发生过程中#脑组织
@7+EX

的表达会发生怎样的

改变#目前尚未见相关报道*本研究通过检测
08

大鼠的前额

叶皮层和海马神经元
@7+EX

"
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的表达水平#探讨
08

脑损伤

导致认知功能障碍的可能机制*
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材料与方法
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主要材料与仪器
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%雄性大鼠
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只

&平均体质量$

B;#`B#
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'由泸州医学院动物科提供#兔抗
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多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司#即

用型二步法$非生物素%检测试剂盒购自北京中杉金桥生物技

术有限公司#

-=II),

水迷宫购自成都泰盟科技有限公司*
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动物分组与模型建立
!

按缺氧时间将
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只
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大鼠随

机均分为
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组!对照组)

08!

周组)

08"

周组和
08;

周组*各

组大鼠均自由饮水与摄食#生活环境及饲养条件相同*参照薛

全福等&

$

'和杨宇等&

A

'方法#将大鼠置于自制的有机玻璃舱内#

舱内放入大量碱石灰和硅胶以吸收
+\

B

和水蒸气*舱壁留有

小缝隙与舱外相通#使舱内气压与大气压平衡*向有机玻璃舱

内充入氮气#用数字测氧仪监测舱内氧的体积分数*每次缺氧

开始时氧体积分数从
B"]

降至$

9`!

%

]

#耗时
!#4)@

*缺氧

舱内
+\

B

体积分数始终小于
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#温度保持$

BB̀ B

%

^

#每天缺

氧
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*进行
!

)
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周#缺氧期间大鼠常规饮水与摄食*
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!

-=II),

水迷宫测试
!

对各组大鼠的学习记忆能力分别

进行
-=II),

水迷宫测试#共
A<

*定位航行实验分为两个阶

段!水下平台
;<

#水上平台
B<

#训练并记录大鼠从不同象限入

水直至找到平台所用时间$即逃避潜伏期%*水上平台测试结

束后进行空间探索实验#记录大鼠在原有平台所在象限的活动

时间#计算其占总活动时间的百分率*

@:C

!

标本制备
!

-=II),

水迷宫测试结束后#乙醚麻醉大鼠#

打开胸腔#从左心室插管至升主动脉#同时剪开右心耳#用生理

;A$!

重庆医学
B#!!

年
$

月第
/#

卷第
!A

期



盐水快速灌注#冲洗至右心耳流出液澄清#然后用
/^

)

/]

$质

量浓度%多聚甲醛灌注固定*灌注完成后取出脑组织#在脑前

额叶皮层)海马$齿状回)

+7!

)

+7B

)

+7"

和
+7/

区%取材#用

/]

多聚甲醛继续固定
9

$

!BE

#石蜡包埋*

@:D

!

免疫组化检测
!

石蜡切片常规脱蜡至水#予
"]

过氧化

氢阻断内源性过氧化物酶#枸橼酸钠缓冲液水浴修复#正常山

羊血清封闭
"#4)@

#加入兔抗
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多克隆抗体
/^

孵化

过夜#按照非生物素检测试剂盒说明书加入二抗#

*7U

显色)

脱水)透明)封片*

5U.

液代替一抗作为阴性对照*
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!

图像分析
!

显微镜照相系统拍摄前额叶皮层和海马神经

元
@7+EX

"

/

表达情况#随机选取
"

个高倍视野$

Y/##

%#测定

其阳性染色的平均光密度值$

=

P
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L

#

\*

%#采用
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F(

5I=5JC,$:#

图像分析软件进行分析*
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统计学处理
!

采用
.5..!":#

统计软件进行分析#所有

计量资料用
E :̀

表示*

-=II),

水迷宫定位航行实验逃避潜伏

期比较采用重复测量方差分析$
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%(多元方差分析法对组间进行两两比较&

9

'

(其余计量资料

均采用单因素方差分析$
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L

73\i7

%*以
%

$

#:#;

为

差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A:@

!

08

对学习)记忆能力的影响
!

定位航行实验中#各组逃

避潜伏期有所不同$

#_":B!9

#

%_#:###

%*与对照组比较#

08

;

周组大鼠逃避潜伏期明显延长$

%

$

#:#;

%#其余
08

各组逃

避潜伏期随着缺氧时间延长呈逐渐延长趋势#但与对照组比

较#差异无统计学意义$

%

%

#:#;

%(组间比较#

08!

周组与
08

;

周组大鼠逃避潜伏期差异有统计学意义$

%

$

#:#;

%#其他各

组之间差异无统计学意义$

%

%

#:#;

%#见图
!

*空间搜索实验

中#与对照组比较#

08;

周组大鼠原平台所在象限停留时间百

分率明显减少$

%_#:#/A

%#其余各组停留时间百分率随着缺

氧时间延长而逐渐减少#但与对照组比较#差异无统计学意义

$

%

%

#:#;

%(组间比较#差异无统计学意义$

%

%

#:#;

%#见图
B

*

图
!

!!

定位航行实验检测大鼠的逃避潜伏期

图
B

!!

空间搜索实验检测大鼠原平台所在

象限停留时间百分率
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08

对前额叶皮层和海马神经元
@7+EX

"

/

表达的影响
!

@7+EX

"

/

反应产物主要位于细胞膜上#呈棕黄色#胞浆中也有

少量表达#细胞核经苏木素复染为蓝色*阴性对照组未见着

色*与对照组比较#

08;

周组前额叶皮层和海马神经元

@7+EX

"

/

的表达明显减少$

%_#:##;

%#而
08!

周组和
08"

周组
@7+EX

"

/

的表达虽有所减少#但差异无统计学意义$

%

%

#:#;

%#见封
B

图
"

)表
!

*

表
!

!!

08

对大鼠前额叶皮层及海马神经元
@7+EX

"

/

!!

表达的影响 $

E :̀

&

\*

%

组别
)

前额叶皮层 海马

对照组
!# #:/"B̀ #:#$9 #:/"B̀ #:#;!

08!

周组
!# #:">;̀ #:!!#

"

#:">9̀ #:!!#

"

08"

周组
!# #:"$$̀ #:#$#

"

#:"A;̀ #:#;B

"

08;

周组
!# #:"BÀ #:#$9

#

#:"";̀ #:#A#

#

!!

"

!

%

%

#:#;

#

#

!

%_#:##;

#与对照组比较*

B

!

讨
!!

论

08

是引起
\.7.

患者认知功能障碍的主要原因之一#但

其确切机制尚不十分清楚*中枢神经系统内
@7+EX

与神经

元保护)学习)记忆等功能有关&

>

'

*近年来越来越多的学者通

过哺乳动物行为学研究#探讨脑内
@7+EX

与认知功能的关

系&

!#(!!

'

*

"

/

是脑内
@7+EX

的主要亚单位之一#主要分布于海

马)大脑皮层等与学习)记忆密切相关的脑区&

!B

'

#在体内具有

多种生物学活性*研究表明
@7+EX

"

/

在脑中含量的减少与

阿尔茨海默病)帕金森病等认知功能障碍性疾病的发生机制有

关&

!!

#

!"

'

#提示
@7+EX

"

/

受体亚单位在认知功能中发挥了重要

作用*本实验利用
-=II),

水迷宫对
08

大鼠进行认知功能评

价#结果显示在定位航行实验中#随缺氧时间延长#

08

各组大

鼠逃避潜伏期逐渐延长(空间探索实验中#

08

各组大鼠在原平

台所在象限停留时间百分率逐渐减少#提示随着缺氧时间延

长#大鼠学习和空间记忆能力逐渐下降#在
08;

周后大鼠出现

明显学习)记忆功能障碍*同时#与对照组比较#

08

各组大鼠

前额叶皮层和海马神经元中
@7+EX

"

/

表达随缺氧时间延长

而呈下降趋势#

08;

周组尤为明显*

08

各组
@7+EX

"

/

表达

的下降趋势与
-=II),

水迷宫认知功能检测结果一致#提示
08

所致的 认 知 功 能 障 碍 可 能 与 前 额 叶 皮 层)海 马 神 经 元

@7+EX

"

/

表达降低有关*分析
08

致大鼠认知功能障碍出现

前额叶皮层)海马
@7+EX

"

/

蛋白表达降低的现象#其原因一

方面可能是
08

导致脑神经元受损#影响
@7+EX

"

/

蛋白的表

达(另一方面#前期的研究发现#

08

可导致大鼠前额叶皮层)海

马神经元乙酰胆碱数量减少#认为这可能对
@7+EX

"

/

的营养

支持作用降低#从而影响
@7+EX

"

/

的表达*但是#

@7+EX

的

调节是一个十分复杂的过程#多种因素#如脱敏)受体功能失活

以及胆碱能传入纤维丧失等情况均可使
@7+EX

的数量发生

改变&

!/(!;

'

*至于本研究中
08

后
@7+EX

"

/

减少的原因及详细

机制还有待进一步研究*
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加重老年人的孤独)焦虑和忧郁等不良的心理情绪*因此#增

强移民迁移后对得到的社会支持的主观满意度是不可忽视的

问题*

对移民组及对照组精神症状$

-(X

%因子分析显示#抑郁因

子在两组老年人群中贡献率均排在第
!

位#老人们均面对社会

与躯体功能退化#逐渐产生无用感*一些老年人反映#自己从

家庭的主角逐渐退居为家庭的从属地位#一方面担心拖累子

女(另一方面又担忧受到岐视*同时敏感)紧张及情绪不稳因

子也发挥一定的作用*由此看来#抑郁作为一种常见的情绪问

题在三峡库区老年移民与非移民中是普遍存在的现象&

!"

'

#有

学者提出#抑郁不但影响老年人的生活质量#也将增加老年人

患躯体疾病的风险&

!/(!$

'

*老年人的身心健康状况是值得社会

关注的重要问题*
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