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双环己酮草酰二腙诱导精神分裂症小鼠模型胼胝体有髓神经纤维脱髓鞘的定量观测
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　　［摘要］　目的　进一步研究双环己酮草酰二腙（ｃｕｐｒｉｚｏｎｅ，ＣＰＺ）诱导精神分裂症动物模型胼胝体内有髓神经纤维的
改变及与行为学改变之间的关系。方法　１９只雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠被分为２组，空白对照组（ｎ＝１０）和ＣＰＺ处理组（ｎ＝９），
分别给予正常鼠饲料和混有０．２％（质量分数）ＣＰＺ的鼠饲料６周，运用旷场实验、高架十字迷宫实验、Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验、
探孔实验和转棒实验检测小鼠的行为学改变，运用免疫组化、透射电镜、体视学方法研究小鼠的胼胝体和其内有髓神经纤

维的改变。结果　 ＣＰＺ处理组小鼠在行为学实验中表现为：旷场实验中央区活动增多，高架十字迷宫开臂内活动增加
（Ｐ＜０．０５），提示ＣＰＺ处理小鼠的焦虑行为减少；学习记忆能力、运动能力和基本探索行为并未受到影响（Ｐ＞０．０５）。透
射电镜研究发现ＣＰＺ模型小鼠胼胝体存在有髓神经纤维脱髓鞘改变。透射电镜和体视学研究发现，ＣＰＺ模型小鼠胼胝体
体积［（１２．６６±１．０７）ｍｍ３］较空白对照组［（１３．５３±２．７９）ｍｍ３］无显著性下降（Ｐ＞０．０５），但ＣＰＺ模型小鼠胼胝体有髓神
经纤维长度密度和总长度［（０．７０±０．１７）ｋｍ／ｍｍ３和（９．０６±２．５６）ｋｍ］均较空白对照组［（１．４７±０．１７）ｋｍ／ｍｍ３和
（１９７５±３．７０）ｋｍ］显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论 　ＣＰＺ模型可以出现类似精神分裂症样症状且胼胝体内有髓神经纤维存
在脱髓鞘改变。
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　　精神分裂症是一种常见的病因未完全阐明的精神
疾病，常起病于青壮年。对精神分裂症患者的研究发

现，白质改变及脑室扩大也是一个比较常见的病理改

变［１－２］。弥散张量成像（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｔｅｎｓｏｒｉｍａｇｉｎｇ，ＤＴＩ）
作为一种非常重要的无创、活体研究大脑白质纤维完

整性的影像学手段已被广泛应用于精神分裂症的研

究。许多研究都发现大脑某些区域的白质及一些连接

纤维束的ＦＡ值都较正常人降低［３－４］，而 ＦＡ值是 ＤＴＩ
的一个重要的指标，ＦＡ值的降低说明白质纤维的连贯
性及髓鞘的完整性都有一定程度的破坏，髓鞘的破坏

可能导致神经信号传递的异常从而产生一些相应的精

神神经症状。

　　胼胝体是大脑中最大的白质纤维束，也是连接两
侧大脑半球的重要的纽带。胼胝体位于两侧大脑的中

间，其发出的纤维束连接两侧半球大部分的同源脑

区［５］，并且将分工各异的两个半脑连接为一个统一的

整体，对于其间的信息交流以及情绪和认知的整合起

着至关重要的作用，在一些疾病或手术后如胼胝体发

育不良、胼胝体切开术后都表现出了一些语言的障碍、

双手运动协调障碍及情感反应异常等病理性行

为［６－７］，这些都与精神分裂症的一些症状有一定的联

系。有髓神经纤维作为胼胝体中主要发挥信息传递功

能的结构，其结构的完整性特别是髓鞘的完整性可以

加速神经信号传导的速度及信号传导的有效性，一些

胼胝体脱髓鞘疾病例如多发性硬化会表现出一定的认

知功能受损［８］，与精神分裂症的认知功能障碍有相似

之处。因此胼胝体的有髓神经纤维的病变一直是科学

家关注的研究热点。一些研究人员运用ＤＴＩ技术研究
精神分裂症患者的胼胝体发现其会出现不同程度的

ＦＡ值的降低，他们认为这一ＤＴＩ结果提示了精神分裂
症患者的胼胝体有髓神经纤维的髓鞘完整性受到破

坏，从而导致了经胼胝体的信号传导异常，进而表现出

了一些精神分裂症的症状［９－１０］。

　　双环己酮草酰二腙（ｃｕｐｒｉｚｏｎｅ，ＣＰＺ）是一种选择
性铜螯合剂，主要作用于中枢神经系统，产生神经毒性

作用［１１］。给予小鼠适量的 ＣＰＺ可以通过破坏少突胶

质细胞造成小鼠中枢神经系统的广泛性脱髓鞘病变，

而且在停药后可以出现髓鞘的再生过程，因此被广泛

用于模拟中枢神经系统的脱髓鞘病变及髓鞘再生过程

中的一些生理变化［１２－１３］。因为这一模型小鼠大脑白

质的改变与精神分裂症患者大脑白质中观察到的改变

类似，且能够表现出一定的精神分裂症样症状［１３］，所

以ＣＰＺ模型是一个很好的研究精神分裂症脑白质改
变的模型。本实验将应用 ＣＰＺ模型，在研究该模型动
物行为学改变的基础上，运用免疫组化、透射电镜、体

视学等方法研究该模型鼠胼胝体及胼胝体内有髓神经

纤维的改变，以期为精神分裂症的白质改变假说提供

进一步的理论基础。

１　材料与方法

１．１　动物分组及处理方法
　　１９只６周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，分成 ＣＰＺ处理组（ｎ＝９）
与空白对照组（ｎ＝１０），饲养于温度（２２±１）℃，保持１２ｈ／１２ｈ
白天／黑夜循环环境中。动物饲养处理的方法都遵照国家实验
动物管理条例及国家实验动物管理与使用指南，并经道德委员

会批准。

　　ＣＰＺ处理组给予０．２％（质量分数）ＣＰＺ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）混合鼠饲料连续６周，饮用纯净水；空白对照组给予正常鼠
饲料，同样饮用纯净水，处理时间与ＣＰＺ处理组相同。每２～３
天称１次体质量，以监测体质量变化。

１．２　行为学实验
　　ＣＰＺ处理组和空白对照组在第６周末进行旷场实验、高架
十字迷宫实验、Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验、探孔实验、转棒实验来检测
在给予Ｃｕｐｒｉｚｏｎｅ处理６周后小鼠行为学是否有异常改变及会
出现怎样的改变。

１．２．１　旷场实验　　将小鼠置于２５ｃｍ×２５ｃｍ×２５ｃｍ的空
箱中央，实验期间让小鼠在旷场中自由活动，实验时间为

１０ｍｉｎ，分析小鼠在旷场内活动的总路程及在中央区域的活动
路程和时间。

１．２．２　高架十字迷宫实验　　将小鼠置于高架十字迷宫的中
间区域，头朝开臂。小鼠在开臂和闭臂内自由穿行，实验时间

为５ｍｉｎ，分析小鼠在实验期间活动的总路程和在开臂内活动
的路程、时间等。

１．２．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　水迷宫实验周期为６ｄ，第１天

９９５
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为可见平台，第２～５天为隐藏平台，最后１ｄ为撤平台实验，每
次实验限时为１ｍｉｎ，记录小鼠在隐藏平台时的逃避潜伏期和
撤平台实验中穿越原平台位置的次数及在目标象限（第３象
限）中运动的时间和路程。

１．２．４　转棒实验和探孔实验　　通过记录小鼠在转棒上维持
的时间和掉落时的速度及在３、４、５ｍｉｎ时探孔的次数检测小鼠
的运动能力及基本探索能力。

１．３　标本固定与取材
　　４％水合氯醛腹腔麻醉后，经心灌流固定。先以８ｍＬ／ｍｉｎ
的速度灌注０．９％的生理盐３０ｍＬ，将体内的血液冲洗干净，然
后再以原速度灌注４％多聚甲醛溶液６０ｍＬ固定。固定好后取
出大脑，将大脑沿矢状缝切成左右半脑，一侧大脑半球泡在４％
多聚甲醛中固定，另一侧大脑半球用４％琼脂进行包埋。

１．４　免疫组化实验
　　使用髓鞘碱性蛋白抗体（ａｎｔｉＭＢＰ１∶５００Ｃｏｖａｎｃｅ公司）为
一抗，将在多聚甲醛中固定的小鼠脑进行石蜡包埋后，做４μｍ
连续冠状石蜡切片，用二甲苯脱蜡后０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液漂洗，
之后进行枸橼酸热修复。３％过氧化氢封闭内源性过氧化物酶
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液漂洗后封闭血清３７℃水浴，然后经一抗４℃过
夜，之后上二抗和辣根酶标记链霉素卵白素，分别在３７℃中水
浴２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液漂洗后ＤＡＢ显色。

１．５　电镜观察
　　将已经用琼脂包埋后的小鼠大脑半球沿冠状平面切成
１ｍｍ厚的连续脑片并在解剖显微镜下拍照（×１０），一侧大脑
半球一般可以切８～９片，包含胼胝体的一般为４～５片，在出
现胼胝体的脑片取１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ的胼胝体小块制成电
镜标本。将组织块在４℃中用４％的戊二醛浸泡固定２ｈ，经
０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液（ｐＨ７．２）冲洗 ３次后用锇酸 （ＯＳＯ４）在
４℃条件下固定２ｈ。经 ５０％、７０％、９０％的乙醇，９０％乙醇与
９０％丙酮混合物及１００％丙酮溶液逐渐脱水后，浸泡在１００％
环氧树脂（６１８）中。将浸透好的组织块先用“球切法”（ｉｓｅｃｔｏｒ）
包埋成直径５ｍｍ的小球，再按常规电镜包埋方法用树脂包埋
小球。每一组织块随机切取１张６０ｎｍ厚的超薄切片。在透
射电镜下每张切片放大６０００倍和２００００倍后随机抽取１０～
１５个视野拍照。

１．６　体视学分析
１．６．１　胼胝体体积　　在已用解剖显微镜拍好的照片并出现
胼胝体的照片上叠加等距测试点，计数落在胼胝体内的计数

点，以计数点的右上象限为准（×１０，图１Ａ），记为ΣＰｃｃ
［１４］。根

据卡瓦列里原理公式计算胼胝体的体积［１５］：

　　Ｖｃｃ＝ΣＰｃｃ×ａ（ｐ）×ｔ
　　Ｖｃｃ表示胼胝体的体积，ａ（ｐ）表示每个测点代表的面积（每
１测点代表的面积为０．１５ｍｍ２），ｔ表示脑片的厚度。
１．６．２　有髓神经纤维长度密度和总长度　　在电镜照片上叠
加无偏计数框［１４］，计数完全落在无偏计数框内和只与计数线

（绿色虚线）相交的有髓神经纤维断面，不计数与禁止线（红色

实线）相交的有髓神经纤维断面（×６０００倍，图１Ｂ）。胼胝体
内有髓神经纤维的长度密度根据下面公式计算［１５］：

　　Ｌｖ（ｍｆ／ｗｍ）＝２×Ｑ（ｍｆ）／ΣＡ
　　Ｌｖ（ｍｆ／ｗｍ）表示胼胝体的有髓神经纤维的长度密度，

Ｑ（ｍｆ）表示所有无偏计数框计数的纤维断面数，ΣＡ表示所使
用的无偏计数框的总面积。胼胝体内有髓神经纤总长度的计

算公式［１５］：

　　Ｌ（ｍｆ，ｗｍ）＝Ｌｖ（ｍｆ／ｗｍ）×Ｖｃｃ
　　Ｌ（ｍｆ，ｗｍ）为胼胝体内有髓神经纤维的总长度，Ｌｖ（ｍｆ／
ｗｍ）表示胼胝体有髓神经纤维的长度密度，Ｖｃｃ代表胼胝体的总
体积。
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Ａ：计数落在胼胝体上的点数（解剖显微镜）；Ｂ：胼胝体有髓神经纤
维断面上叠加无偏计数框（透射电镜）

图１　体视学计算胼胝体体积和有髓神经纤维断面的方法

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件行ｔ检验和非参数检验。

２　结果

２．１　ＣＰＺ喂养导致小鼠体质量的异常改变
　　在本实验中，小鼠初始体质量基本保持一致，实验开始后，
空白对照组小鼠体质量在前１～２周呈持续上升状态，而 ＣＰＺ
处理组小鼠的体质量则在相同的时间段内出现非常明显的下

降，随后ＣＰＺ组小鼠的体质量缓慢恢复并维持在一个相对稳定
的水平，但并未完全恢复。实验６周后２组小鼠的平均体质量
出现了显著性的差异（ｔ＝２．９２，Ｐ＝０．０１，图２）。
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ａ：Ｐ＝００１，与空白对照组比较
图２　ＣＰＺ处理组与空白对照组小鼠体质量变化趋势

２．２　行为学改变
２．２．１　旷场实验　　ＣＰＺ处理组［（２０１．４４±５２．３２）ｃｍ］和空
白对照组［（１８５．９９±３１．９４）ｃｍ］在旷场实验中活动的总路程
之间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但ＣＰＺ处理组更倾向于

００６
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在中央区活动，主要表现为：在中央区活动的路程［（１７．３８±
１０２２）ｃｍ］较空白对照组［（７．０９±４．１２）ｃｍ］长（Ｐ＝０．０１８），
在中央区活动的时间［（４２．８４±２９．７７）ｓ］也较空白对照组
［（１４５５±１２．０８）ｓ］长（Ｐ＝０．０３７）。
２．２．２　高架十字迷宫实验　　两组小鼠在高架十字迷宫上活
动的总路程和进臂总次数之间的差异不具有统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＣＰＺ处理组小鼠［（７２．８３±５５．９６）ｓ］和空白对照组小
鼠［（２８．５４±１６．００）ｓ］在开臂内活动的时间差异不具有统计学
意义，但具有差异趋势（ｔ＝－２．１７，Ｐ＝０．０６２）；ＣＰＺ处理组小
鼠的开臂时间比（开臂内活动的时间／开臂内活动时间 ＋闭臂
内活动时间×１００％）大于空白对照组（ｔ＝－２．４９，Ｐ＝０．０３７）；
两组小鼠在开臂内活动的路程差异不具有统计学意义（Ｐ＞
００５），但ＣＰＺ处理组小鼠的开臂路程比（开臂内活动的路程／
开臂内活动路程＋闭臂内活动路程 ×１００％）较空白对照组大
（ｔ＝－２．５７，Ｐ＝０．０２０）；两组小鼠进入开臂次数之间的差异不
具有统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
图３　２组小鼠高架十字迷宫实验观察

２．２．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　两组小鼠在第１天可见平台实验
时的潜伏期差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５），最后１天撤平台
实验时的穿台次数两组小鼠之间的差异亦不具有统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。在隐藏平台实验中，空白对照组和ＣＰＺ处理组每天
的逃避潜伏期之间的差异不具有统计学意义（Ｐ＝０．２９，图４）。
空白对照组小鼠隐藏平台实验中每天的逃避潜伏期之间不具有

统计学差异（Ｐ＞０．０５），但ＣＰＺ处理组小鼠隐藏实验第１天的潜
伏期和第２天（Ｐ＝０．０３１）、第４天（Ｐ＝０．０４６）之间具有统计学
差异，与第３天无统计学差异（Ｐ＞０．０５），而第２、３、４天两两之
间的逃避潜伏期不具有统计学差异（Ｐ＞００５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＰＺ处理组第１天逃避潜伏期比较
图４　２组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫隐藏平台实验逃避潜伏期比较

２．２．４　转棒实验　　ＣＰＺ处理组小鼠和空白对照组小鼠在转
棒上维持的时间、掉落时转棒的速度差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５，表１）。

表１　２组小鼠转棒实验结果（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 持续时间（ｓ） 掉落时速度（ｒ／ｍｉｎ）
空白对照组 １０ １４０．８０±５２．６４ ２５．２０±７．６４
ＣＰＺ处理组 ９ １１９．１１±４５．８１ ２１．８９±６．６８

２．２．５　探孔实验　　ＣＰＺ处理组和空白对照组在３、４、５ｍｉｎ
时探孔的次数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表２）。

表２　２组小鼠探孔实验结果（珋ｘ±ｓ）

观察时间点
组别 ｎ

３ｍｉｎ ４ｍｉｎ ５ｍｉｎ
空白对照组 １０ １９．３０±１４．２３ ２４．１０±１８．２２ ２８．３０±２１．０２
ＣＰＺ处理组 ９ １５．１１±１２．０１ １８．２２±１５．２９ ２０．２２±１６．８０

２．３　免疫组化观察
　　ＣＰＺ处理组小鼠胼胝体的染色较空白对照组浅，而且ＣＰＺ处
理组从胼胝体向皮质发出的神经纤维也较空白对照组浅（图５）。
２．４　电镜观察
　　空白对照组小鼠胼胝体有髓神经纤维髓鞘均匀致密（图
６Ａ），ＣＰＺ处理组小鼠胼胝体有髓神经纤维出现明显的脱髓鞘
改变（图６Ｂ～Ｄ）。
２．５　体视学分析
　　ＣＰＺ处理组小鼠胼胝体体积与空白对照组小鼠胼胝体体
积之间的差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。但是 ＣＰＺ处理
组小鼠胼胝体内有髓神经纤维长度密度以及有髓神经纤维的

总长度都要小于空白对照组小鼠（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　小鼠胼胝体体视学分析结果（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
胼胝体体积

（ｍｍ３）

有髓神经纤维

长度密度（ｋｍ／ｍｍ３）

有髓神经纤维

总长度（ｋｍ）

空白对照组 １０ １３．５３±２．７９ １．４７±０．１７ １９．７５±３．７０
ＣＰＺ处理组 ９ １２．６６±１．０７ ０．７０±０．１７ａ ９．０６±２．５６ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

３　讨论

　　Ｘｕ等［１３］研究发现ＣＰＺ处理６周的小鼠并没有表
现出旷场实验中央区活动的增加，但是高架十字迷宫

实验开臂活动增加；ＦｒａｎｃｏＰｏｎｓ等［１６］发现虽然在ＣＰＺ
处理６周后并未表现出旷场实验中央区活动增加，但
是ＣＰＺ处理组小鼠的排泄整理行为较空白对照组减
少，这些都提示ＣＰＺ处理组小鼠的焦虑降低。在本实
验中，经ＣＰＺ处理６周后小鼠较空白对照组表现出旷
场实验中央区活动和高架十字迷宫实验开臂活动增

加，更进一步地表明 ＣＰＺ处理组小鼠焦虑行为减少。
以前的实验和本实验都表明，ＣＰＺ模型小鼠能在一定
程度上模拟精神分裂症样症状。

　　研究表明精神分裂症可能是由于不同脑区之间的
连接，即连接不同脑区的白质纤维束异常所致。比如

言语性幻听是精神分裂症最主要的一个阳性症状，有研
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Ａ：空白对照组小鼠胼胝体；Ｂ：ＣＰＺ处理组小鼠胼胝体；Ｃ：空白对照组小鼠胼胝体向皮质发出的神经纤维；Ｄ：ＣＰＺ处理组小鼠向皮质发出的神经纤维
图５　２组小鼠胼胝体免疫组化染色观察　（ＳＰ×１００）
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Ａ：空白对照组小鼠胼胝体有髓神经纤维断面；Ｂ～Ｄ：ＣＰＺ处理组小鼠胼胝体有髓神经纤维断面不同病理表现，分别为髓鞘板层分
离、破坏（），髓鞘与轴突分离（△），髓鞘空泡样改变（）

图６　２组小鼠胼胝体有髓神经纤维透射电镜观察

究认为言语性幻听的发病机制除了与双侧大脑语言中

枢有关外，还与大脑弓状束（连接额叶和颞顶叶语言

中枢的主要白质纤维束）的神经纤维完整性异常有

关［４］。胼胝体作为大脑中最大的白质纤维束，是精神

分裂症的研究热点之一。胼胝体从前到后分为５个亚
区：膝部、前体部、后体部、峡部及压部，连接双侧的前
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额叶、顶叶、颞叶及枕叶的脑区［５］，对双侧大脑半球的

信号传递和信息处理起着十分重要的作用。临床影像

学研究发现精神分裂症患者的胼胝体各个亚区都出现

ＦＡ值的降低［９－１０］，提示胼胝体各个亚区出现了有髓

神经纤维完整性的异常。ＦｒａｎｃｏＰｏｎｓ等［１６］在 ＣＰＺ诱
导的精神分裂症模型小鼠上也发现胼胝体脱髓鞘的改

变。本实验发现 ＣＰＺ处理 ６周后小鼠胼胝体 ａｎｔｉ
ＭＢＰ染色变浅，透射电镜观察也发现ＣＰＺ处理６周后
小鼠胼胝体有髓神经纤维出现髓鞘板层分离破坏、髓

鞘与轴突分离及髓鞘空泡样改变等脱髓鞘改变，这些

结果与之前的研究［１６］一致。但是之前对精神分裂症

胼胝体的研究主要停留在影像学和光镜定性观察的层

面，影像学手段无法观察到胼胝体内有髓神经纤维的

具体改变，因为精神分裂症患者胼胝体内纤维完整性

破坏导致的 ＦＡ值的降低可能是由于轴突的死亡、轴
突膜破坏或是髓鞘的破坏引起［１７－１８］，而定性观察无法

对胼胝体内有髓神经纤维的改变得出客观、准确的结

论。体视学方法是一系列新的定量研究的手段，相较

于以往的研究手段具有以下的优势：在研究区域内随

机抽样，避免了研究人员选择“理想区域”进行研究，

而“理想区域”并不能代表所要研究的整个区域的特

征；三维空间内的随机抽样保证了在每个走向上的神

经纤维都有相同的概率被抽中；所得的数据是绝对值

而非密度值，避免了参照空间陷阱。本实验在光镜水

平和电镜水平定性研究胼胝体内有髓神经纤维改变的

基础上，将透射电镜技术和体视学方法结合定量研究

ＣＰＺ模型鼠胼胝体内有髓神经纤维的改变。本研究发
现，０．２％ ＣＰＺ处理６周后，ＣＰＺ组和对照组小鼠胼胝
体体积不存在显著性差异，但是 ＣＰＺ处理组小鼠胼胝
体内有髓神经纤维长度密度和总长度出现了显著性下

降，这一结果更准确、客观的表明了精神分裂症存在胼

胝体脱髓鞘改变。

　　本实验将透射电镜技术和体视学方法相结合，定
量研究了０．２％ＣＰＺ处理小鼠胼胝体内有髓神经纤维
的改变，发现精神分裂症模型鼠胼胝体存在显著脱髓

鞘改变。本研究运用的方法为将来运用该模型研究精

神分裂症的病理机制提供了有用的手段，本研究结果

为精神分裂症脱髓鞘假说提供了进一步的理论依据。

但是导致精神分裂症胼胝体有髓神经纤维总长度下降

的机制是什么，精神分裂症胼胝体有髓神经纤维髓鞘

的超微结构发生了哪些改变，还有待进一步研究。
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