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脑缺血对阿尔茨海默病大鼠认知功能的影响

李* 静，周华东，王延江，张* 猛，方传勤* * （第三军医大学大坪医院野战外科研究所神经内科，重庆 %"""%&）

* * 摘* 要：目的* 探讨脑缺血对阿尔茨海默病（+,-./01/2’3 403/53/，+6）模型大鼠认知功能的影响。方法* 大鼠分为
脑缺血组、+6组、+6 7脑缺血组和对照组。大鼠右侧纹状体注射内皮素 !（/849:./,08#!，;<#!）建立脑缺血模型；右侧海
马齿状回注射凝聚态 +!! = %"建立 +6模型；二者结合建立 +6 7脑缺血模型。穿梭箱和水迷宫实验检测各组大鼠的学习能
力。结果* 穿梭箱实验中 +6 7脑缺血组的主动、被动回避反应率最低，+6组次之，对照组最高（! > "? "!，! > "? "$）。水
迷宫定位航行实验中，+6 7脑缺血组的平均逃避潜伏期最长，+6组次之，对照组最短（! > "? "!）；空间搜索实验中 +6 7
脑缺血组初次找到平台的时间最长，+6组次之，对照组最短（! > "? "!）；+6 7脑缺血组跨越平台的次数最少，+6组次之，
对照组最多（! > "? "!）。结论* 脑缺血后 +6大鼠的认知功能下降更明显，脑缺血加剧了 +6认知功能损害的进展。
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* * 阿尔茨海默病（+,-./01/2’3 403/53/，+6）是老年
人中发病率高、危害性大的中枢神经系统退行性疾病，

+6的防治是老年医学研究的重要课题。近年病理学
研究表明脑缺血与 +6 间存在密切的联系：同时存在
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脑梗死的 +6患者脑中，神经纤维缠结和淀粉样前体
蛋白的形成都明显增加［!，&］，脑缺血可能促进了 +6的
神经变性进程；! b ( 的临床诊断为 +6的患者脑中同时
存在脑梗死的病理改变［(，%］。根据上述依据可以得出

一个假想，脑缺血对 +6 的发展起推动作用，这将对
+6 的治疗有重要的提示作用：积极防治脑缺血将减
缓 +6的进展。因此，本研究通过大鼠右侧海马齿状
回注射凝聚态 +!! = %"建立 +6 模型，右侧纹状体注射
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第 !" 期# 李# 静，等$脑缺血对阿尔茨海默病大鼠认知功能的影响#

内皮素 !（ %&’()*%+,&-!，./-!）建立脑缺血模型，二者
结合建立 01 2脑缺血模型，采用穿梭箱和水迷宫实
验检测各组大鼠的认知功能，探讨脑缺血对 01 大鼠
认知功能的影响，了解脑缺血在 01 认知功能损害进
展中的作用，为 01的防治提供新的思路。

!" 材料与方法

!$ !# 材料
!$ !$ !# 实验动物# # 雄性 31大鼠 45 只，体质量 675 8 "55 9，
第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。

!$ !$ 6# 主要试剂# # 0!! : 45（3,9;<公司），内皮素-!（.&’()*%-
+,&-!，./-!）（3,9;<公司）。
!$ !$ "# 主要仪器设备 # # =(>>,? 水迷宫（中国医学科学院药
物研究所）、电脑控制的穿梭箱系统（第三军医大学基础医学部

生理学教研室）、江湾"型 @ 立体定向仪（上海江湾医疗器械
厂）、7 #+与 !5 #+微量注射器（上海精密仪器厂）。

!$ 6# 实验方法
!$ 6$ !# 动物筛选与分组# # 将动物先进行 A ’穿梭箱训练，筛
选活跃、电击逃避迅速、习得率!B5C的大鼠 45 只。分为脑缺
血组、01组、01 2脑缺血组和对照组共 4 组，每组 !5 只。
!$ 6$ 6# 模型制作# # 0!! :45溶于无菌生理盐水（! #9 D #+），用前
"A E下孵育 !周以上［7］。./-!溶于无菌双蒸水（5$ 5! #9 D #+），
注射前配制［F］。腹腔注射 !C戊巴比妥钠溶液（!55 ;9 D G9）麻
醉大鼠后，固定于立体定位仪上。

# # 01组［7］：本实验选右侧海马齿状回（’%&)<)% 9H>I?，1J）背
侧细胞带为注射区，参照大鼠脑立体定位图谱［A］，定位坐标为

前囟后 "$ " ;;，右侧旁开 6$ 5 ;;，硬脑膜下 "$ 5 ;;，门齿钩平
面低于耳间线平面 6$ 4 ;;。!5 #+ 微量注射器注射 0!! : 45溶

液 !5 #+，控制进针速度为 5$ 7 ;; D ;,&，注射速度为 ! #+ D ;,&，
留针 !5 ;,&以保证溶液充分弥散，然后缓慢撤针，控制退针速
度为 ! ;; D ;,&。
# # 脑缺血组［F : B］：./-! 是一种强血管收缩剂，本实验选右侧
纹状体为注射区制作临床常见的右侧基底节区多发性腔隙性

脑梗死的脑缺血模型。定位坐标为前囟后 5$ K ;;，右侧旁开
6$ 7 ;;，硬脑膜下 4$ 7 ;;。7 #+ 微量注射器注射 ./-! 溶液
6 #+，控制进针速度为 5$ 7 ;; D ;,&，注射速度为 5$ 7 #+ D ;,&，留
针 7 ;,&，然后缓慢撤针，控制退针速度为 ! ;; D ;,&。
# # 01 2脑缺血组［B］：右侧海马齿状回注射 0!! : 45 " ’后再于
右侧纹状体注射 ./-!。
# # 对照组：重复上述所有手术，但不注射任何溶液。所有动
物术后肌注青霉素（45 ;9 D G9，" ’）预防感染。
!$ 6$ "# 行为学检测 # # 术后 6 周进行穿梭箱和水迷宫实验。
!$ 6$ "$ !# 穿梭箱实验# # 电脑控制的穿梭箱系统由第三军医
大学基础医学部生理学教研室研制［K］。以灯光为条件刺激，电

击为非条件刺激。先将动物放入箱内暗适应 7 ;,&，使其熟悉
环境。开始时给予持续灯光刺激 7 ?，如大鼠不逃至另一端（穿
梭），则给予电击（箱底通电流 " ;0、频率 !7 LM的电刺激），使
动物逃至箱底不通电的另一端，此时电击停止，否则持续受电

击 7 ?。间隔 F5 ?后再给予光刺激，开始下一轮训练。每次实
验进行 65 轮光、电刺激。如大鼠在灯光刺激后即能完成穿梭
动作称主动回避反应（<N),O% <O(,’<&N%，00P）；而经电刺激后才
能完成穿梭动作称被动回避反应（Q<??,O% <O(,’<&N%，R0P）；不
能完成动作则成为失败。连续进行 7 ’。本实验中大鼠的条件
性学习记忆能力以最后一次训练中完成 00P、R0P的次数与测
试总次数的比值即 00P、R0P比率（00PC、R0PC）代表。
!$ 6$ "$ 6# =(>>,?水迷宫实验［!5］# # 用于测试大鼠的空间学习
记忆能力。实验分为两部分：$定位航行实验：实验开始前 ! ’
让大鼠自由游泳 6 ;,&，实验共历时 7 ’，每天分上、下午两个时
间段，每个时间段训练 4 次。训练时随机选择一个入水点，将
大鼠面向池壁放入水中，记录大鼠寻找并爬上平台时所需时间

即逃避潜伏期，每次训练间隔 F5 ?。如果大鼠在 !65 ? 内未找
到平台，需将其引至平台，并将潜伏期记为 !65 ?。%空间搜索
实验：第 7 天下午撤除水下平台，在同一入水点将大鼠面向池
壁放入水中，记录其在 !65 ? 内初次找到原平台位置的时间和
穿越原平台的次数。

!$ "# 统计学处理
# # 统计各组大鼠 00P比率、平均逃避潜伏期、空间探索初次
找到平台时间及穿越平台次数以 "! S " 表示。采用 3R33 !!$ 7
统计软件进行方差分析和均数间多重比较。

#" 结果

6$ !# 术后动物一般情况
# # 术后动物伤口恢复良好，01 组反应较迟钝，脑缺血组及
01 2脑缺血组早期运动减少，左后肢无力，走路身体向左侧倾
倒或爬行或转圈，术后 A ’基本恢复，无明显运动障碍。

6$ 6# 穿梭箱实验结果
# # 与对照组相比，脑缺血组、01 组和 01 2脑缺血组的主动
和被动回避反应率均下降，其中 01 2脑缺血组的 00P率下降
最明显，01组次之，组间比较差异显著（# T 5$ 5!，# T 5U 57），
见图 !。
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比较；’：# T 5$ 5!，与 01组比较

图 !" 大鼠穿梭箱测试结果

6$ "# =(>>,?水迷宫实验结果
# # 定位航行实验中，4 组的平均逃避潜伏期均日渐缩短，其中
对照组的这种现象最明显，随着训练天数的增加，大部分对照组

大鼠可以在很短时间内找到平台，后 " 组找到平台的时间随训
练天数的增加而缩短相对少，其中 01 2脑缺血组缩短最少，01
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组次之。从第 !天起，"# $脑缺血组的平均逃避潜伏期最长，
"#组次之，对照组最短，组间比较差异显著（! % &’ &(，表 (）。
空间搜索实验中，"# $脑缺血组初次找到原平台的时间最长，"#
组次之，对照组最短；"# $脑缺血组跨越原平台的次数最少，"#
组次之，对照组最多，组间比较差异显著（! %&’ &(，表 )）。

表 !" 大鼠水迷宫中的定位航行实验结果（*，" +(&，"# , $）

平均逃避潜伏期
组别

第 (天 第 )天 第 !天 第 -天 第 .天

对照组 /0’ &- ,/’ /- /&’ !) ,!’ &1 !)’ /! ,-’ .- )!’ )& ,-’ 0( ()’ !2 ,)’ 12

脑缺血组 //’ 11 ,/’ 12 /-’ !- ,-’ 2! --’ &2 ,/’ 2.3 !-’ .) ,1’ &-3 ).’ -/ ,.’ &13

"#组 /1’ /( ,/’ /1 /.’ -) ,-’ )2 .-’ // ,/’ !&34 .&’ 1/ ,1’ /!34 -1’ .0 ,0’ -(34

"# $脑缺血组 /2’ 0& ,/’ 22 /1’ )& ,(&’ 1) /.’ )! ,((’ ./345 /)’ -/ ,1’ ((345 /&’ 0- ,2’ !2345

3：! % &’ &(，与对照组比较；4：! % &’ &(，与脑缺血组比较；5：! %
&’ &(，与 "#组比较

表 #" 大鼠水迷宫中空间搜索实验结果（" + (&，"# , $）

组别 初次找到原平台的时间（*） 跨越原平台的次数（次）

对照组 2’ 2& , !’ (0 (0’ !( , -’ )1

脑缺血组 )&’ )/ , -’ 013 ((’ (! , !’ ))3

"#组 !.’ )0 , /’ !)34 /’ (& , )’ )-34

"# $脑缺血组 -1’ .& , /’ /!345 )’ () , &’ 0-345

3：! % &’ &(，与对照组比较；4：! % &’ &(，与脑缺血组比较；5：! %
&’ &(，与 "#组比较

$" 讨论

6 6 经典理论认为［((］，"# 是一种中枢神经系统进行
性退行性疾病，其病因与遗传、!淀粉样蛋白斑的毒性
作用、乙酰胆碱等递质损害等因素有关。然而近来研

究认为［(( 7 (!］，脑缺血与 "#间有着密切的联系，"#可
能是一种继发于脑血管功能异常的血管性疾病。有研

究［(-，(.］认为，脑血管病的一些血管危险因素同样可使

"# 的患病风险性明显增高，这些危险因素包括动脉
粥样硬化、心房纤颤、高血压、冠心病和糖尿病等，血管

源性危险因素在 "#的演变过程中起着十分关键的作
用。病理研究也显示［( 7 -］，/&8 9 2&8的 "# 病例脑
中存在脑血管淀粉样变性、血管内皮细胞变性、脑室周

围白质改变等脑血管病变，( : ! 的 "#病例脑中有脑梗
死病变，包括较大的脑梗死病灶和微梗死灶，提示 "#
和脑缺血有着相似的病理基础。

6 6 流行病学研究表明脑缺血可能加剧 "# 的进展。
;<=>3?等［(］的较权威的 @AB"# 研究发现，同时存在
脑梗死的 "#患者脑中，淀粉样前体蛋白和神经纤维
缠结的形成都较无脑梗死的 "# 患者明显增加，表明
脑缺血可能促进了 "# 的神经变性过程，加剧 "# 的
进展。C?DEFD?等［)］关于 "# 与脑缺血关系的著名的
“ GH< IJ? CGJF=”发现，有脑梗死尤其是基底节区多发
性腔隙性脑梗死的 "#患者，其认知功能较单纯的 "#
患者下降更明显。;D?DKJKJL"*M3 "NM?N CGJF=［!］纳入

!0!- 例患者进行了脑血管病理改变与 "#临床表现关
系的研究，结果显示同时存在脑血管病理改变尤其是

脑梗死的 "#患者的认知功能损害更严重。从以上依
据可看出，"#与脑缺血间有着密切的联系，脑缺血对
"#的发展可能起推动作用，这将对 "#的治疗有重要
的提示作用：积极防治脑缺血将减缓 "# 的进展。但
目前关于脑缺血对 "# 的影响缺乏基础实验的支持。
OHMG<H<3F 等［1］报道了基底节区多发性腔隙性脑梗死
可加重 "#大鼠的认知功能障碍，为进一步探讨脑缺
血对 "#的影响，本实验通过制作 "#、脑缺血和 "# $
脑缺血模型，采用行为学的方法检测各组大鼠的认知

功能，探讨脑缺血对 "#大鼠认知功能的影响。
6 6 目前已有多种方法模拟老年痴呆疾患，转基因模
型是 "#模型的一个突破口，但费用昂贵。"! 异常沉
积是 "#发病的关键，"!的神经毒性已得到体外和在
体实验的广泛证实［.］，海马内局部注射 "! 已是一种
较为成熟的制作 "#模型的方法。凝聚态 "!( 7 -&片段

长，不易降解，毒性大，所以我们选择右侧海马齿状回

注射凝聚态 "!( 7 -&制作 "# 模型，从穿梭箱和水迷宫
实验可以看出，"!注射组的条件性和空间学习记忆能
力较对照组明显下降，较成功的模拟了 "# 的认知功
能损害。从 C?DEFD?等［)］的研究中可以看出脑缺血加
重了 "#的认知功能损害，其中基底节区、深部脑白质
和丘脑多发性腔隙性脑梗死对 "# 认知功能的影响作
用较脑叶大面积梗死还要强。因此，本研究选用基底

节区多发性微梗死的脑缺血模型。APL( 是一种强血
管收缩剂，Q<K4等［(/］的研究发现 APL( 造成的脑缺血
在大约 ( H后可恢复再灌注，因而造成的梗死面积较
小，同时对麻醉状态下动物注射 APL( 造成的梗死面积
更小。因此，APL( 目前已普遍应用于制作腔隙性脑梗
死的等脑缺血模型，大鼠纹状体（基底节区）注射不同

剂量的 APL( 可制备弥漫性皮质下微梗死、基底节区局
灶性脑梗死、基底节区多发性腔隙性脑梗死等脑缺血

模型［/］。本实验即参考 OHMG<H<3F 等［1］的方法，采用
右侧纹状体注射 APL( 制作基底节区多发性腔隙性脑
梗死的脑缺血模型。本实验拟研究脑缺血对 "# 进展
的影响，所以我们先注射 "!( 7 -&，! F 后再注射 APL(，
观察脑缺血对 "#大鼠认知功能的影响。因术中创伤
可能对认知功能有一定影响，因此设立了执行所有手

术操作但不注射任何药物的对照组。本实验显示，"#
$脑缺血大鼠的 ""B、R"B 率下降较 "# 大鼠和脑缺
血大鼠更明显，提示脑缺血加重了 "# 大鼠的条件性
学习记忆能力损害。水迷宫的定位航行实验中，"# $
脑缺血组大鼠的平均逃避潜伏期都较 "# 大鼠和脑缺
血大鼠长；空间探索实验中 "# $脑缺血组初次找到
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原平台的时间最长，跨越原平台的次数也较其余两组

明显减少，提示脑缺血加剧了 %& 大鼠的空间学习记
忆能力损伤。与 ’()*+(+,-等［.］的研究结果相似。
# # 因此，我们的实验结果表明，脑缺血加剧了 %& 大
鼠的认知功能损害，脑缺血对 %& 的发展起推动作用，
提示积极防治脑缺血将减缓甚至阻止 %& 的进展，这
具有重要的临床意义。此外，本实验建立的动物模型

是可行的，具有死亡率低、周期短的优点，有利于今后

研究工作的开展。
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（编辑# 郭建秀

################################################

）

# #（上接 !NM" 页）
# # 平均随访时间 M 个月（" ^ !N 个月），根据 Q,@2,5 疗效评
定标准，总有效率 .W_（!UN ‘ !NN），其中显效 M!_（TW ‘ !NN），有
效 NW_（N. ‘ !NN），无效 !K_（NU ‘ !NN）。

!" 讨论

# # ["对髓核的破坏作用有利于减轻自身免疫反应，加之其抗

炎和镇痛作用，故对疼痛的控制作用优良。我们严格按照手术

适应证选择病例，制定规范的操作程序并有固定人员操作，术

后严格管理，对发生的病情变化随时处理。在推注臭氧时要缓

慢、多方向和多角度注射，最后注射在突出部分，对有下肢神经

症状者将针退至椎间孔处注射 K ^ !U 14［"］，所以本组有效率高
达 .W_。对于椎间盘突出明显，注射后效果不佳者 ! 周后行二
次注射。Q,<@;［W］也提倡首次注射后 ! 周行二次注射提高疗
效。何晓峰［K］报道 T. 例患者行二次注射能明显提高疗效。本
组病例共 !N 例一次注射后疼痛恢复不理想，于 ! 周后行二次
注射疼痛缓解，有 " 例患者于 ! 个月后行二次注射症状完全消
失。

# # 临床工作中我们发现部分患者症状减轻或消失，但复查
>S或 QFZ其椎间盘仍然突出，甚至与术前无差别，其机制需要

进一步探讨。本组病例随访的时间在 ! 年内，其远期疗效还需
要大量的病例观察。

# # 关键词：臭氧；腰椎椎间盘突出症
# # 中图法分类号：F.!M$ .# # # 文献标识码：:
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