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昼夜节律紊乱对大鼠颅脑损伤引起的认知衰退和神经损伤的影响

吴　健，成　刚，陈　旭，刘　平　（绵阳市中心医院神经外科，四川 绵阳６２１９００）

［摘　要］　目的　探讨昼夜节律紊乱对大鼠创伤性颅脑损伤引起的认知衰退和神经损伤的影响。方法　采用自由落体撞击
伤法用ＳＤ大鼠建立创伤性颅脑损伤模型，大鼠模型根据其生活环境昼夜的长短分为全昼组和对照组。１４ｄ后利用水迷宫试验和
跳台试验评价各组大鼠的记忆能力；采用ＨＥ染色和ＢｒｄＵ、Ｋｉ６７免疫组化评价各组大鼠脑内神经损伤的程度；采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方
法分析各组大鼠脑内凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的ｍＲＮＡ表达量。结果　全昼组大鼠的记忆能力显著弱于对
照组，而海马区细胞损伤程度及皮质病灶体积显著高于对照组；全昼组大鼠脑部细胞的增殖速率以及新生细胞的数量显著低于对

照组；全昼组大鼠脑内Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ水平显著低于对照组，而Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９和ＢａｘｍＲＮＡ水平显著高于对照组。结论　昼夜
节律紊乱能促进大鼠颅脑损伤引起的认知衰退和神经损伤。
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　　创伤性颅脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是一
种不同年龄阶段的人群共同面临的一个严峻的公共健

康问题，是最常见的脑损伤形式［１］。采用格拉斯哥昏

迷评分法通过评估语言反应、肢体运动和睁眼反应

３个方面得出的昏迷指数可以将 ＴＢＩ具体分为轻度、
中度和重度３型，其中轻度ＴＢＩ患者一般都意识清醒，
但也可能会偶尔失去意识，中度和重度 ＴＢＩ患者表现
为反复呕吐、头痛加重、昏迷不醒、瞳孔散大、言语不

清、四肢麻木无力、急躁不安、失去平衡、抽搐、恶心

等［２］。ＴＢＩ发生的最常见原因包括暴力、交通事故以
及坠物［３］。ＴＢＩ不仅表现出严重的临床症状如昏迷、
脑内血肿、致残致死，还具有长期伴随的并发症，如

ＴＢＩ引发的神经损伤和认知衰退［４５］。昼夜节律调节

着许多生理过程和行为活动，如睡眠周期、血压水平、

激素分泌、机体温度、器官活动［６１０］。研究表明，昼夜

节律在调节脑部活动如神经递质传递、学习和记忆、情

绪调节以及衰老方面也扮演着重要的角色［１１１４］。近

期越来越多的研究证实，昼夜节律具有调节海马区细

胞产生、神经元细胞成熟及存活的功能，海马区细胞夜

里的增殖速率显著强于白天［１５］。此外有研究显示，昼

夜节律可能参与脑部损伤的病理过程［１６］。但是昼夜

节律与ＴＢＩ引发的认知衰退和神经损伤之间的关系尚
不得知，本研究在大鼠创伤性颅脑损伤模型上研究昼

夜节律紊乱对 ＴＢＩ引发的认知衰退和神经损伤的
影响。
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１　材料与方法

１．１　实验动物
３０只雄性清洁级 ＳＤ大鼠购于北京维通利华公

司，体质量２５０～３００ｇ，在清洁级室温２３～２５℃条件
下饲养，进食标准饲料。

１．２　试剂和仪器
抗ＢｒｄＵ和Ｋｉ６７抗体购于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｙ公司；ＳＭＧ２水迷宫程序自动控制仪、ＳＴＴ２跳台
仪由中国医学科学院药物研究所提供；Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂｃｌ２和 ＢａｘｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司合成。

１．３　模型制备
术前对大鼠禁食１２ｈ，自由饮水，然后称每只大鼠的

体质量，腹腔注射２％戊巴比妥钠，注射剂量为５０ｍｇ／ｋｇ，
参考Ｆｅｅｎｅｙ’ｓ自由落体撞击伤方法，将大鼠俯卧固定
在脑立体定位仪上。矢状中线切开头皮后分离骨膜，

暴露前囟、冠状缝和矢状缝及顶骨，以前囟后３．０ｍｍ，
向右旁开矢状缝 ３．０ｍｍ为中心作一直径约为 ４～
５ｍｍ颅骨钻孔，保持硬脑膜不受损伤，将自由落体装
置底座置于右顶骨窗部的硬脑膜表面，以４０ｇ重物自
２５ｃｍ高沿套管下落打击致伤底座，其直径３．５ｍｍ，
最大下陷距离３．０ｍｍ。造成右顶局限性损伤，致伤力
为１０００ｇ／ｃｍ。制作模型过程中使用１００Ｗ头灯照
射，将动物肛温控制在（３７．５±０．５）℃［１７］。

１．４　模型分组处理及指标检测
３０只模型大鼠随机分成全昼组和对照组。全昼

组１５只大鼠生活在模拟２４ｈ全白昼的环境中，对照
组大鼠生活在模拟１２ｈ白昼及１２ｈ黑夜的生活环境
下，２组大鼠饮食饮水生活环境等完全相同。１４ｄ后，
对２组大鼠进行水迷宫试验和跳台试验。在水迷宫试
验中，经历学习阶段后，记录大鼠进入盲端的次数（错

误次数）和游出平台的时间（潜伏期），如３ｍｉｎ内仍未
游出，潜伏期则以１８０ｓ计算。在跳台试验中，经历学
习阶段后，记录大鼠在平台上的时间（即潜伏期）和跳

下触电次数（错误次数）。取２组大鼠脑组织，对其进
行ＨＥ染色及 ＢｒｄＵ、Ｋｉ６７免疫组化实验；提取脑组织
ＲＮＡ，采用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析各组脑组织中 Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ的ｍＲＮＡ表达量。
１．５　数据处理

利用ＳＰＳＳ１７．０统计学分析软件进行统计分析，
采用单因素方差分析和 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义，Ｐ＜０．０１为差异具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　昼夜节律紊乱对创伤性颅脑损伤大鼠模型记忆
能力的影响

水迷宫试验结果显示，全昼组大鼠达到终点所需

的时间（潜伏期）和碰壁的错误次数显著高于对照组；

跳台试验结果显示，全昼组大鼠跳台上的停留时间

（潜伏期）显著少于对照组，错误次数明显多于对照组

（图１）。这些结果表明，昼夜节律紊乱加速了创伤性
颅脑损伤大鼠记忆能力的衰退。

ａ：水迷宫试验各组潜伏期；ｂ：水迷宫试验各组错误次数；ｃ：跳
台试验各组潜伏期；ｄ：跳台试验各组每５ｍｉｎ错误次数　：与
对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

图１　２组水迷宫试验和跳台试验结果

２．２　昼夜节律紊乱对创伤性颅脑损伤大鼠模型脑组
织损伤病灶体积以及海马区细胞的影响

切片 ＨＥ染色结果显示，全昼组大鼠脑组织损伤
病灶体积显著多于对照组，且海马区细胞损伤程度显

著高于对照组（图２）。这些结果表明，昼夜节律紊乱
不利于脑组织损伤部位修复，会促进海马区细胞损伤。

ａ：对照组全脑组织（ＨＥ×１０）；ｂ：全昼组全脑组织（ＨＥ×１０）；ｃ：对

照组海马区细胞（ＨＥ×４００）；ｄ：全昼组海马区细胞（ＨＥ×４００）

图２　２组大鼠脑组织以及海马区细胞ＨＥ染色结果
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２．３　昼夜节律紊乱对创伤性颅脑损伤大鼠模型脑组
织细胞的增殖速率以及新生细胞数量的影响

ＢｒｄＵ、Ｋｉ６７免疫组化结果显示，全昼组大鼠脑部
细胞的Ｋｉ６７和 ＢｒｄＵ染色的细胞数量显著低于对照
组（图３）。这些结果表明，昼夜节律紊乱抑制创伤性
颅脑损伤大鼠模型脑组织细胞的增殖以及新生细胞的

产生。

ａ：对照组脑组织 Ｋｉ６７；ｂ：全昼组脑组织 Ｋｉ６７；ｃ：对照组脑组
织ＢｒｄＵ；ｄ：全昼组脑组织ＢｒｄＵ
图３　２组大鼠脑组织Ｋｉ６７、ＢｒｄＵ免疫组化结果（×２００）

２．４　昼夜节律紊乱对创伤性颅脑损伤大鼠模型脑组
织中凋亡蛋白ｍＲＮＡ表达量的影响
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，全昼组大鼠脑组织

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９和Ｂａｘ的ｍＲＮＡ表达水平显著高
于对照组，Ｂｃｌ２的 ｍＲＮＡ表达水平显著低于对照组
（图４）。这些结果表明，昼夜节律紊乱促进创伤性颅
脑损伤大鼠模型脑组织细胞的凋亡。

ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ；ｂ：Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ；ｃ：Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ；ｄ：Ｂａｘ
ｍＲＮＡ　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与对照组比较，Ｐ＜０．０１
图４　２组大鼠脑组织 ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的

ｍＲＮＡ表达水平

３　讨论

创伤性颅脑损伤可造成不同程度的神经功能障

碍，主要表现为运动功能下降以及认知的衰退，细胞水

平上表现为神经细胞受到破坏［１８］。近年的研究表明，

创伤性颅脑损伤与昼夜节律紊乱有相关性［７８］。人类

昼夜节律是由视交叉上核调节，睡眠 －觉醒周期是人
类最为明显的昼夜节律。大量的研究表明，昼夜节律

对认知功能的影响是普遍存在的，可以对注意力、警觉

性、语音和视觉的工作记忆、陈述性记忆、程序记忆、双

重任务处理、抑制、认知灵活性以及各种各样的执行功

能产生广泛的影响［１１１４］。本研究水迷宫试验结果显

示，经历特定时间的学习后，全昼组大鼠逃避潜伏期和

错误碰撞次数显著多于对照组；跳台试验结果显示，全

昼组大鼠在跳台上的停留时间显著少于对照组，而错

误次数却显著多于对照组。试验结果说明全昼组大鼠

经历游泳训练中学习记忆能力均显著弱于对照组。根

据本实验结果，我们发现昼夜节律紊乱能够加剧创伤

性颅脑损伤大鼠的记忆力衰退。

大脑海马区对于人类和动物的学习与记忆能力有

着至关重要的作用，创伤性颅脑损伤引起记忆功能的

衰退主要是通过破坏大脑海马区细胞的结构和功能，

产生类似衰老的学习和记忆功能衰退［１９］。本实验ＨＥ
染色结果发现，２组创伤性颅脑损伤大鼠大脑内的海
马区神经细胞出现明显细胞内水肿、增生、变性以及坏

死，但是全昼组海马区损伤程度重于对照组。此结果

表明，昼夜节律紊乱加剧创伤性颅脑损伤大鼠记忆力

衰退与促进海马区神经细胞损伤有关。此外，通过脑

部ＨＥ病理切片，我们还发现，全昼组大脑损伤病灶体
积显著多于对照组，此结果表明，昼夜节律紊乱不利于

损伤部位的修复。

神经细胞死亡是创伤性颅脑损伤引发的神经衰退

以及死亡的主要原因。研究表明，创伤性颅脑损伤通

过Ｃａｓｐａｓｅ家族、Ｂｃｌ２家族、ＪＮＫ以及自噬等机制来调
控神经细胞死亡［２０］。其中，Ｂｃｌ２基因家族和 Ｃａｓｐａｓｅ
基因家族是调控细胞凋亡的 ２个非常重要的家族，
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ基因是Ｂｃｌ２基因家族中的２个最重要成
员［２１］。Ｂｃｌ２基因具有促进细胞增殖和细胞周期的能
力，高表达Ｂｃｌ２可以特异性抑制细胞凋亡，Ｂａｘ是一
种促凋亡基因，其高表达可以特异性地促进细胞凋亡，

细胞内的 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ表达水平与细胞的损伤程度呈正
相关［２２］。研究表明，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ基因参与调控了颅
脑损伤引发的神经细胞的凋亡过程［２０］。Ｃａｓｐａｓｅ家族
介导的级联反应是细胞发生凋亡的中心环节，细胞内

的线粒体依赖的信号和死亡受体介导的信号，激活后

７局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（１）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



的下游Ｃａｓｐａｓｅ，然后通过切割其特异性底物，引发细
胞凋亡［２３］。通常情况下，Ｃａｓｐａｓｅ在细胞内以无活性
的蛋白酶原形式存在，此时的 Ｃａｓｐａｓｅ不能介导细胞
凋亡。但是当细胞发出凋亡信号时，Ｃａｓｐａｓｅ会被激
活，介导 ＤＮＡ酶的合成以及细胞修复酶的降解，引发
细胞凋亡。研究表明，颅脑损伤引发神经细胞死亡与

Ｃａｓｐａｓｅ基因的活化有关［２４２５］。本研究 Ｋｉ６７、ＢｒｄＵ免
疫组化结果发现，全昼组脑组织中细胞增殖速率以及

新生细胞数量显著低于对照组；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显
示，全昼组 Ｂｃｌ２的表达量显著低于对照组，且 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９的ｍＲＮＡ表达水平显著高于对
照组。这些结果表明，昼夜节律紊乱能够通过抑制神

经细胞的增殖以及促进神经细胞的凋亡来加剧神经损

伤程度。

综上所述，本研究发现昼夜节律紊乱加剧创伤性

颅脑损伤引发的认知衰退和神经损伤，其发生机制与

抑制神经细胞的增殖以及促进神经细胞的凋亡有关。
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