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围生期营养不良对仔鼠学习记忆功能的影响
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　　［摘要］　目的　研究围生期营养不良对仔鼠学习记忆的影响，探讨其可能的机制。方法　怀孕１４ｄ的ＳＤ大鼠分为
实验组（半量饮食组）与对照组（正常饮食组），至哺乳期结束（仔鼠出生２１ｄ）后实验组和对照组的仔鼠均正常饮食。测
量仔鼠出生时和成年时的体质量。采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试仔鼠的学习、记忆功能。免疫组化检测 ＤＮＡ氧化损伤
（８ＯｈｄＧ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＤＮＡ氧化损伤修复（ＯＧＧ１）指标。结果　实验组仔鼠出生和成年后体质量均小于对照组
［（４．６６±０２８）ｇｖｓ（６．５９±０．１６）ｇ，（１８７．６６±２２．６７）ｇｖｓ（２７９．５０±１８．７３）ｇ，Ｐ＜０．０１］；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中，空间探
索实验实验组较对照组潜伏时间长［（３７．２１±４．９３）ｓｖｓ（１６．４１±５．２１）ｓ，Ｐ＜０．０５］，穿越平台次数较少［（６．５７±１．２２）
ｖｓ（１３．１２±２．３４），Ｐ＜００５］，跨越目标象限时间占整个游泳的时间百分率低［（３２．７５±４．５８）％ ｖｓ（６０．３１±６．７４）％，
Ｐ＜０．０１］，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验表明实验组学习记忆功能均比对照组下降；８ＯＨｄＧ的表达在幼年期（２２ｄ）和成年期（９０ｄ）
实验组均比较高，与对照组相比具有统计学意义［（１８．０１±０．０５）ｖｓ（５．７７±０．０３），（２１．１５±０．１０）ｖｓ（１０．８１±０．０８），
Ｐ＜０．０５］；ＯＧＧ１的表达在幼年期（２２ｄ）和成年期（９０ｄ）实验组均比较低，与对照组相比差异具有统计学意义［（０．３２±
００８）ｖｓ（０．８１±０．０６），（１．５７±０．１０）ｖｓ（２．７８±０．５３），Ｐ＜０．０５］。结论　围生期营养不良对仔鼠成年期的学习记忆功
能产生影响，其机制可能与ＤＮＡ氧化损伤、修复调节的障碍有关。
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　　围生期营养不良在发展中国家特别是经济落后地
区还十分普遍。围生期是胎儿生长、发育的关键时期，

负面的宫内环境对胎儿生长发育将产生深远影响［１］，

如学习记忆功能减退、成人疾病的发生等。围生期营

养不良导致成年子代学习记忆功能下降的机制尚不明

确，有研究提出围生期营养不良可以编程氧化应激的

学说［２］，还有神经营养因子学说［３］、胆碱能神经学

说［４］等。本实验以ＤＮＡ氧化损伤、修复平衡失调为切
入点，通过研究仔鼠幼年和成年期ＤＮＡ氧化损伤产物
８羟基 脱 氧 鸟 苷 （８Ｈｙｄｒｏｘｙ２ｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８
ＯＨｄＧ）、ＤＮＡ氧化损伤修复酶８羟基鸟嘌呤 ＤＮＡ糖
苷酶（８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＯＧＧ１）表达量变
化和其关系，探究围生期营养不良与学习记忆功能的

关系和可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物分组和模型建立　　重庆医科大学实验动物中心
提供的清洁级健康怀孕的雌性 ＳＤ大鼠 １２只，体质量 ２００～
２２０ｇ，与６只健康成年雄性 ＳＤ大鼠按雌雄比例为２∶１合笼喂
养在恒温（２０±２）℃和１２ｈ∶１２ｈ明暗交替的动物房进行交
配，以发现阴栓时记为怀孕０ｄ，正常饲养１４ｄ后，将受孕雌鼠编
号，使用随机数字表分为２组，每组６只母鼠，每只１笼。①怀孕
期间：实验组的母鼠于怀孕第１４天开始半量饮食，１２ｇ／ｄ。对
照组不限量饮食（２２±３）ｇ／ｄ。②哺乳期间：实验组产仔第０～
７天饮食量１２～２１ｇ／ｄ，第８～１４天饮食量２４～３６ｇ／ｄ，第１５～
２１天饮食量３８～４２ｇ／ｄ。对照组不限量饮食（通过计量基本是
实验组２倍）。通过怀孕和哺乳期实验组的限量饮食造成早期
营养不良模型［５］。仔鼠２１ｄ断乳后实验组与对照组均正常饮
食，饲养至成年９０ｄ。动物饲料由重庆医科大学实验动物中心
提供，分别含１６％蛋白质、３％脂肪、６０％碳水化合物，维生素适
量。每只孕鼠哺乳相同数量的仔鼠（８只）以保证每只仔鼠哺
乳均衡。

１．１．２　主要试剂　　兔抗８ＯｈｄＧ（北京博奥森公司），ＯＧＧ１／２
（Ｈ３００）（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法试剂盒、全蛋
白提取试剂盒、Ｂｒａｄｆｏｒｄ法蛋白浓度测定试剂盒、辣根酶标记山
羊抗兔ｌｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（北京中杉公司），ＥＣＬ化学发光试剂盒（江
苏碧云天公司）等。

１．２　方法
１．２．１　仔鼠的Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　动物模型建立后到成年
（３月龄），应用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验测定大鼠空间学习记忆能
力［６－７］。①定位航行实验：用６０ｓ内找到隐藏在水面下平台的
时间（逃避潜伏期）表示，反应大鼠的学习能力。②空间探索实
验：记录大鼠在２ｍｉｎ内游泳轨迹，分别计算其跨越目标象限内
的游泳时间占游泳时间的百分率、跨越平台次数，反应大鼠的

空间记忆能力。

１．２．２　８ＯＨｄＧ的免疫组化染色　　取幼年期（２２ｄ）、成年期
（９０ｄ）仔鼠，３．５％水合氯醛（按０．０１ｍｌ／ｋｇ，腹腔麻醉）将动物
麻醉，先用生理盐水冲洗快灌，再用４％多聚甲醛溶液灌注，取

脑，固定，石蜡包埋，制作石蜡切片。免疫组织化学采用 ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎ两步法。石蜡组织切片二甲苯２次逐级脱蜡，梯度乙醇至
水，３％Ｈ２Ｏ２溶液封闭内源性过氧化物酶，放入柠檬酸钠（ｐＨ＝
６．０）微波修复，然后山羊封闭血清封闭。加一抗兔抗８ＯＨｄＧ，
４℃湿盒内孵育过夜，第２天３７℃复温。ＰＢＳ缓冲液冲洗，滴
加二抗，湿盒内３７℃孵育。ＰＢＳ冲洗，ＤＡＢ显色，显微镜下观
察，自来水冲洗终止显色。苏木精对比染色，１％盐酸乙醇风
化，氨水返蓝。脱水、透明、中性树胶封片。以ＰＢＳ代替一抗做
阴性对照。每只仔鼠选取３张切片，使用 ＩＰＰ６．０软件分析平
均光密度值（ＩＯＤ值）。
１．２．３　ＯＧＧ１的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取幼年期（２２ｄ）、成年
期（９０ｄ）仔鼠大脑海马的１００ｍｇ组织，液氮低温研磨，加裂解
液５０～８０μｌ，冰上作用 ３０ｍｉｎ，离心（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ），吸取上清，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白浓度。配１０％的分离胶和
５％的积层胶，蛋白上样５０μｇ，ＳＤＳＰＡＧＥ垂直电泳，ＰＶＤＦ膜转
膜９０ｍｉｎ，５％脱脂牛奶封闭６０ｍｉｎ；加一抗ＯＧＧ１／２（Ｈ３００）（美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）和兔抗鼠βａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶２０００），４℃
过夜，第２天室温孵育６０ｍｉｎ，洗膜；ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ二
抗（１∶５０００）室温孵育６０ｍｉｎ，洗膜；加ＥＣＬ显影液，曝光，显影。
由于目标蛋白与内参相对分子质量接近，操作中先将１个抗体
显完影，再使用碧云天抗原抗体洗脱液洗脱后，重新封闭，敷抗，

显影，曝光。实验重复５次。使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测定各条
带的平均光密度值，分别将ＯＧＧ１与对应βａｃｔｉｎ蛋白显色条带
的光密度值的比值标示ＯＧＧ１蛋白的相对表达量。
１．３　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，两组间的比较采
用单因素方差分析的方法，水迷宫数据采用重复测量方差分析。

２　结果

２．１　仔鼠体质量
　　体质量是衡量个体营养发育是否充分的一项简单有效的
指标，以出生时（０ｄ）和成年后（９０ｄ）体质量来判断仔鼠是否
有早期营养不良。结果实验组仔鼠出生和成年后体质量均低

于对照组。见表１。

表１　仔鼠出生和成年后体质量比较（ｇ，ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

组别 出生时体质量 成年后体质量

对照组 ６．５９±０．１６ ２７９．５０±１８．７３
实验组 ４．６６±０．２８ａ １８７．６６±２２．６７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
２．２．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫学习成绩（定位航行实验）　　与对照组
相比，在各时间点，实验组逃避潜伏期均明显延长（Ｐ＜０．０１）。
随着训练的进行，实验组和对照组的逃避潜伏期逐渐缩短（Ｐ＜
０．０５），对照组第４天逃避潜伏期较前１ｄ没有明显改变（Ｐ＞
００５）。见表２。

表２　实验组和对照组逃避潜伏期的比较（ｓ，ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

组别 第１天 第２天 第３天 第４天 第５天
对照组 ４８．６０±５．３０ ３０．９８±５．４３ａ ２４．７７±４．６５ａ ２１．５１±７．３８ １６．４１±５．２１ａ

实验组 ５８．８６±４．２５ｂ５５．３３±５．６２ｂ ５１．９４±３．４６ｂ ４４．３６±５．７２ａｂ３７．２１±４．９３ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与同组前１ｄ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组相应时间点比较
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Ａ：幼年期实验组；Ｂ：成年期实验组；Ｃ：幼年期对照组；Ｄ：成年期对照组
图１　８ＯＨｄＧ在不同时期２组实验鼠海马区的表达　（ＥｎＶｉｓｉｏｎ×２００）
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Ａ：幼年期实验组；Ｂ：成年期实验组；Ｃ：幼年期对照组；Ｄ：成年期对照组
图２　８ＯＨｄＧ在不同时期２组实验鼠海马ＣＡ３区的表达　（ＥｎＶｉｓｉｏｎ×４００）

２．２．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫记忆成绩（空间探索实验）　　与对照组
相比，实验组穿越平台次数减少（Ｐ＜０．０５），实验组较对照组跨
越目标象限时间占整个游泳的时间百分率显著减小（Ｐ＜
００１）。见表３。

表３　穿越平台次数和跨越目标象限时间百分率的比较（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

组别 穿越平台次数
跨越目标象限时间占

整个游泳的时间百分率（％）

对照组 １３．１２±２．３４ ６０．３１±６．７４
实验组 ６．５７±１．２２ａ ３２．７５±４．５８ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．３　免疫组化检测８ＯＨｄＧ表达
　　８ＯＨｄＧ的表达在幼年期（２２ｄ）和成年期（９０ｄ）实验组与
对照组间均具有差异。幼年期仔鼠海马ＣＡ３区，实验组比对照
组的细胞层数和数目都明显减少，比较海马 ＣＡ３区的 ＩＯＤ值，
实验组 ８ＯＨｄＧ的表达较对照组差异有显著性［（１８．０１±
００５）ｖｓ（５．７７±０．０３），Ｐ＜０．０１］。成年期组织切片，仔鼠海
马ＣＡ３区实验组比对照组的细胞层数和数目也明显减少，实验
组海马ＣＡ３区８ＯＨｄＧ表达的 ＩＯＤ值较对照组有统计学差异
［（２１．１５±０．１０）ｖｓ（１０．８１±０．０８），Ｐ＜０．０５］。见图１、２。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＧＧ１蛋白的表达
　　ＯＧＧ１在幼年期和成年期表达实验组（０．３２±０．０８）、
（１５７±０．１０）均比较低，与对照组（０．８１±０．０６）、（２．７８±
０５３）相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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１：实验组；２：对照组
Ａ：幼年期；Ｂ：成年期

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组各时期ＯＧＧ１蛋白的表达

３　讨论

　　围生期胎儿生长、发育迅速，器官发育不成熟，胃
肠道功能不全，营养物质体内储备少，因而对母体营养

供给的需求量大。围生期营养直接影响到胎儿脑细胞

的增殖，可以造成大脑、小脑萎缩，海马体积变小［８］，

严重营养不良时，新生儿脑细胞可减少２０％［９］。本研

究的实验组在怀孕和哺乳期均限量饮食，造成早期营

养不良的模型，出生时和成年期体质量均比对照组轻，

海马ＣＡ３区形态学观察，幼年期和成年期脑组织的细
胞层数都减少，神经元数目也减少。

　　围生期的营养状况，不仅影响胎儿的生长，而且决
定了胎儿的氧化应激水平。首先，蛋白质的缺乏会使

谷胱甘肽（ＧＳＨ）或含硫氨基酸减少，抗氧化酶合成减
少或活性下降［９］。其次，微量营养素如硒、铜、锌、锰、

维生素Ｃ是抗氧化剂必不可少的辅助因子，微量营养
素缺乏时，抗氧化剂活性会降低［１０］。而脑组织含有丰

富的多不饱和脂肪酸，消耗全身２０％的氧，抗氧化剂
活性又比较低，这就使大脑更易于受氧化应激的侵

袭［１１］，因此脑组织中的 ＤＮＡ大分子在氧化应激水平
较高的情况下易于发生氧化应激损伤。８ＯＨｄＧ目前
已成为ＤＮＡ氧化损伤中最常采用的生物标志物，而
ＯＧＧ１是一个带有ＡＰ裂解酶活性的双功能ＤＮＡ糖苷
酶，主要识别和切除ＤＮＡ双链中的８ＯＨｄＧ，其功能具
有特异性［１２］。ＤＮＡ氧化损伤修复酶的减少，ＤＮＡ氧
化损伤产物的堆积，使机体长期处于高氧化应激状态，

这种内环境的改变和 ＤＮＡ的破坏导致仔鼠脑组织中
神经元凋亡、神经纤维消失、突触减少，特别是胆碱能
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神经突触的减少，将形成学习记忆能力和认知功能的

降低［１３－１５］。本实验通过 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验表明实验
组的成年仔鼠学习记忆功能明显下降，幼年期和成年

期的仔鼠实验组８ＯＨｄＧ比对照组升高，ＯＧＧ１比对照
组降低，这可能是围生期营养不良引起仔鼠学习记忆

功能障碍的机制之一。

　　围生期营养对子代生存和健康具有非常重要的意
义，为母体提供足够的营养，不仅满足胎儿的生长，而

且降低胎儿的氧化应激水平、保障子代的学习和记忆

能力。为了提高人口素质，减少成人疾病发生，需要从

胎儿期、婴幼儿期就开始预防。要保证母婴良好的营

养，需要社会、政府、妇幼及儿科医务工作者们做出有

效而长期的努力。
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　　（上接１９６４页）
解毒药物，同时给予合理的药物加物理降温处理，全部患儿治

愈或好转出院。平均退热时间５．４ｄ，４７例治愈，９例好转出
院，平均住院时间１４ｄ。

２　讨论

　　症状及 Ｘ线胸片表现较重而体征较轻是支原体肺炎的临
床特点［３－４］。近年来，由于阿奇霉素的应用较广泛，退热药物

的应用标准把握不严，部分患儿的临床表现不典型，如体温升

高的程度下降，病程时间较长，部分患儿继发有其他细菌感染

等。本组患儿大部分有高热（６２．５％）、咳嗽（１００％）症状，体征
多不明显，Ｘ线胸片表现较重，大多病程较长，部分患儿有肺外
表现。Ｘ线胸片多为一侧或两侧肺野弥漫性肺纹理增多和增
粗，部分为肺段或肺叶的间质性高密度影，呈云絮状、网格状。

本组患儿冷凝集及支原体抗体的阳性率不高，分别为３５．７％和
５７１％，这可能与院外不适当的干预治疗有关。咽拭子支原体
病原检查是近年来临床上应用的快速检测支原体病原的方法，

本组患儿咽拭子支原体病原检测４６例阳性，阳性率（８２．１％）

较高，对诊断支原体感染的临床意义较大，适用于基层医院开

展。因此，对于高热、干咳较重的患儿应及时结合临床表现及

Ｘ线胸片的特点，进行冷凝集及支原体抗体的检查，结合咽拭
子支原体病原检测，以期及早明确病原诊断，合理应用抗生素，

指导临床治疗。
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