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烫伤对大鼠学习记忆能力与额叶皮质神经元凋亡的影响

徐佳丽!张小林!龙天霖!

"贵州省毕节地区医院烧伤整形科!贵州 毕节 55$6###

!!$摘!要%!目的!观察严重烫伤对大鼠学习记忆能力&抗氧化能力与额叶皮质神经元凋亡的影响' 方法!随机将 5# 只 /7大

鼠!分为正常对照组和烫伤组!烫伤组又分为烫伤后 8 9&% 9&$" 9和 ": 9组' 采用;<型迷宫检测大鼠学习记忆能力!于行为检测完

毕后取额叶皮质行超氧化物歧化酶"/-7#和脑组织含水量检测(然后,0+(=免疫组织化学染色!光镜下观察额叶皮质神经元凋亡

的形态变化并进行计量分析' 结果!随着烫伤后时间的延长!大鼠的学习记忆能力逐渐下降"!>#4#5#(脑组织 /-7逐渐下降!而

含水量与凋亡神经元逐渐增多"!>#4#5#' 结论!烫伤可致大鼠行为能力下降!神经元凋亡增多!这些可塑性变化可能是烫伤后的

继发性中枢损害'
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!!7(&%*-$%) 8(9#$%.:#!,22[TNPYNQ9NNRRNIQT2RTNYNPN[FPMT2M 3NCPMDMVCMU BNB2PDXDMVC[D3DQW!CMQD2EDUCQD2M C[D3DQWCMU MNFP2MC3CO<

2OQ2TDTDM RP2MQC332[N2RPCQT4;#%<'0&!,2QC33W5# BCQFPN/OPCVFN<7C\3NWPCQT\NPNPCMU2B3WUDYDUNU DMQ2M2PBC3I2MQP23VP2FO CMU [FPM

DMGFPWVP2FO4SFPM DMGFPWVP2FO \CTTF[UDYDUNU DMQ28!%!$" CMU ": 92FPTTF[VP2FOTPCMU2B3WCII2PUDMVQ2Q9N2ONPCQD2M QDBN4,9N3NCPMDMV

CMU BNB2PDXDMVC[D3DQDNT\NPNUNQNIQNU [W;<BCXN4,9NI2PQNE2RRP2MQC332[N\CT2[QCDMNU Q2U2TFONP2EDUNUDTBFQCTN"/-7# UNQNIQD2M CMU

INPN[PC3QDTTFN\CQNPI2MQNMQBNCTFPNBNMQ4/DBF3QCMN2FT3W!,0+(=DBBFM2O2TDQDYNMNFP2MT2RDM RP2MQC332[N\NPN2[TNPYNU FMUNP3DV9QBD<

IP2TI2OWCMU ]FCMQDQCQDYNCMC3WTDT\CTONPR2PBNU [WIN33B2PO92BNQPDIQNI9MD]FN4=#&),%&!,9N3NCPMDMVCMU BNB2PDXDMVC[D3DQDNT\NPNTDV<

MDRDICMQ3WUNIPNCTNU CTQ9NQDBN2RDMGFPWOP232MVNU "!>#4#5#4,9N/-7\CTUNIPNCTNU \9D3NINPN[PC3QDTTFN\CQNPI2MQNMQCMU CO2OQ2QDI

MNFP2MT\NPNDMIPNCTNU "!>#4#5#4>'+$,)&.'+!,9N[FPM DMGFPWICM DBOCDPQ9N3NCPMDMVCMU BNB2PDXDMVC[D3DQW! DMIPNCTNQ9NCO2OQ2QDI

MNFP2MT!\9DI9 BDV9Q[NQ9NTNI2MUCPW3NTD2M 2RINMQPC3MNPY2FTTWTQNB4

!!?#34'*0&) [FPMT(3NCPMDMVCMU BNB2PDXDMV(MNFP2M(CO2OQ2TDT(PCQ

!!在烧"烫#伤&感染等应激状态下!机体免疫功能

低下!机械屏障作用削弱!从而使大量内毒素侵入血循

环!通过直接或间接激活一系列活性介质的作用!导致

全身各器官损害!脑是最容易受损的器官之一$$%

' 烧

伤后早期机体发生了一系列病理生理变化!虽未直接

伤及大脑!却出现了某种程度的神经&精神异常$"<8%

'

本研究采用高压蒸汽烫伤制作烧伤动物模型!从行为

学&组织病理学等方面对大鼠行为能力&额叶皮质神经

元等进行观察!旨在为研究烧伤后的神经行为和生理

功能提供一定的实验依据'

@A材料与方法

$4$!动物分组和实验材料

!!选用 /.̂ 级 /7大鼠 5# 只!体质量 $?# _""# V!随机分为

正常对照组与烫伤组!烫伤组又分为烫伤后 8 9&% 9&$" 9与 ":

9组!每组 $# 只!雌雄不拘' 大鼠由贵阳医学院实验动物中心

提供!合格证号)/ZJ̀ "黔#"##"<###$' 超氧化物歧化酶"/-7#

测定试剂盒与细胞凋亡",0+(=#试剂盒均购自武汉博士德公

司' ;=/<5a型台式超级控温烫伤仪购自广州飞迪生物科技有

限公司(SL<" 型显微镜购自日本-3WBOFT公司(=(bZ*<'c"#$%

石蜡切片机购自上海莱卡仪器有限公司品(cDCT图像分析软件

购自四川大学图形图像研究所'

$4"!实验方法

$4"4$!烫伤模型构建!!单笼喂养 $ 周后制成烫伤模型!烫

伤前禁食 $" 9' 参照文献$:%的方法略做改良进行!将烫伤仪

温度设置在 $#5 d!待压力锅内压力达到 6# e.C时!多次启动

通气开关!使整个通气管道温度加热到所设定值!管出口处凝

结水减少!设定通气时间为 $# T' 所有动物烫伤前 $ U用 $#f

硫化钠"+C

"

/#脱去背部的毛!制作烫伤模型前腹腔注射 $f戊

巴比妥钠"8# BVgeV#麻醉!将烫伤仪喷射盘置于大鼠背部固

定!启动控制器开关!@ T后喷射口蒸气停止!完成致伤过程'

烫伤面积约 8#f!烫伤程度
!

度"病理切片证实#' 伤后迅速

脱离热源!保温'

*%#%*
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$4"4"!行为学检测!!所有实验大鼠采用;<型迷宫法检测学

习记忆行为能力!并记录 ": 9学习记忆正确的次数' 学习成绩

以连续 $# 次电击有 @ 次"@g$##逃避至安全区"无电击的区域#

为达标!以每组小鼠达标所需平均电刺激次数表示智力程度!

最后计算学习和记忆的正确率'

$4"48!脑组织 /-7检测!!各组随机取 " 只大鼠!采用脱颈

椎法处死取脑!置冷生理盐水中冲净血液后取出!用滤纸吸干

水分!低温环境下迅速称重!用移液管量取冷生理盐水!生理盐

水的体积总量是组织块重量的 @ 倍!在生理盐水中剪碎组织

块' 倒入匀浆管中进行匀浆!制备 $#f的组织匀浆' 将其置于

冷冻离心机中!以 8 5## PgBDM离心 $# BDM!提取上清液严格按

试剂盒说明行 /-7"比色法#的测定'

$4"4:!脑组织含水量检测!!采用干湿法测定脑组织百分含

水量!各组随机取 " 只大鼠!麻醉下取出全脑!用滤纸吸干周围

水分后分析天平称湿重!置于"$## h"#d的干燥箱内 6" 9!待

脑组织干燥至恒重后!称其干重' 用 (33D2Q公式计算脑组织百

分含水量)脑组织含水量 i$"湿质量 A干质量#% j湿质量 k

$##f'

$4"45!样品制备与观察!!各组剩余 % 只大鼠在麻醉下通过

左心室及升主动脉插管!右心房放血!86 d生理盐水冲洗后!

:f多聚甲醛.S液灌注固定!开颅取脑(:f多聚甲醛 .S液进

一步固定!每只鼠脑经脱水&石蜡包埋!进行连续冠状切片!片

厚 %

"

B!隔片 : 取 $ 片!每只鼠脑切片分成 " 套!分别进行尼氏

染色&,0+(0=免疫组织化学染色光镜观察!并对 5 组大鼠额

叶皮质凋亡神经元进行形态计量分析'

$4"4%!,0+(=免疫组织化学染色!!切片常规脱蜡入水!采

用新鲜配制的 8fL

"

-

"

室温处理 $# BDM!标本片加 #4#$ B23g=

的枸橼酸缓冲液",S/#新鲜稀释蛋白酶 8̀6 d消化 5 BDM' 每

标本片加标记缓冲液 "#

"

3!置湿盒中 " 9!每片加封闭液 5#

"

3!

室温下反应 8# BDM!甩去封闭液(用抗体稀释液 $

!

$## 稀释生

物素化的地高辛抗体!每片 5#

"

3!湿盒中 86 d反应 8# BDM(用

体积比为 $

!

$## 的抗体稀释液稀释 /*SZ!混匀后加至切片上!

86 d反应 8# BDM(7*S室温下显色!水洗(脱水&透明&封片!并

进行镜检!以细胞核中有棕黄色颗粒为阳性细胞!即凋亡细胞'

$4"46!图像分析!!用cDCT图像分析软件!对每个鼠脑额叶

皮质取相同间隔的 8 张切片!对每张切片额叶皮质各测 5 个视

野!在同一放大倍数"物镜k:##&同一视场面积&同一背景光强

度下!分别对凋亡神经元进行计数'

$48!统计学分析

!!采用 /.// $"4# 统计软件进行统计处理!数据用均数 h标

准差"

!

"h##表示!两样本对应参数平均值方差齐性用 $检验!

均值间比较用=/7检验' !>#4#5 为差异有统计学意义'

BA结果

"4$!行为变化

!!烫伤大鼠致伤后烫伤部位创面发白!呈皮革状(% 9后出现

发黑现象!$" 9后局部可见少量脓痂&脓液形成' 各时相点烫

伤大鼠处死前活动明显减少!主要表现为精神萎靡&自主活动

减少&嗜睡&毛发松散&摄食和饮水量减少等'

"4"!学习记忆测定结果

!!经;<型迷宫检测!随着烫伤后时间的延长!大鼠的学习和

记忆能力逐渐降低!差异有统计学意义"!>#4#5#!见表 $'

表 @A各组CD大鼠的学习记忆能力"

"

! E"!F#

组别 学习正确率 记忆正确率

正常对照组 ?@4:$ h$4$8 @#4$" h$485

烫伤后 8 9组
6%4"$ h$48@

#

?54$" h$485

#

烫伤后 % 9组
5:4"$ h$48@

#

l

%#4$" h$485

#

l

烫伤后 $" 9组
8"4"$ h$48@

#

l

$

:54$" h$485

#

l

$

烫伤后 ": 9组
"54@? h$48%

#

l

$%

8?4$" h$485

#

l

$%

#

)与正常对照组比较!!>#4#5(l)与烫伤后 8 9 组比较!

!>#4#5(

$

)与烫伤后 % 9组比较!!>#4#5(

%

)与烫伤后 $" 9

组比较!!>#4#5

"48!/-7与脑组织含水量测定结果

!!比色法与干湿法测得!随着烫伤后时间的延长!大鼠的脑

组织 /-7逐渐下降!而含水量逐渐增多!差异有统计学意义

"!>#4#5#!见表 "'

表 BA大鼠凋亡细胞计数&C8D及脑组织含水量比较"

"

! E"#

组别 /-7"

"

B23g=# 脑组织含水量"f# 凋亡细胞"个#

正常对照组 ?@4"5 h$4?8 %@4$" h#4%6 @4:$ h#456

烫伤后8 9组
654:: h$465

#

?#4$" h#46"

#

$"4": h#4:@

#

烫伤后% 9组
%"4%6 h$4%8

#

l

?"4$" h#48@

#

l

$%485 h#45%

#

l

烫伤后$" 9组
5:458 h$4@"

#

l

$

?:4$" h#45:

#

l

$

"#468 h#46"

#

l

$

烫伤后": 9组
:@4"? h$4?6

#

l

$%

?64$" h#4%"

#

l

$%

"54@% h#45?

#

l

$%

#

)与正常对照组比较!!>#4#5(l)与烫伤后 8 9 组比较!

!>#4#5(

$

)与烫伤后 % 9组比较!!>#4#5(

%

)与烫伤后 $" 9

组比较!!>#4#5

"4:!尼氏染色结果

!!正常对照组大鼠额叶皮质神经元排列整齐&规则!神经元

结构完整' 神经元胞体体积较大!成椭圆形或锥体形!胞浆丰

富!胞质呈蓝色!尼氏体粗大&染色深!均匀分布于核周!胞核居

中!着色淡!核仁明显' 烫伤组皮质神经元排列紊乱!不规则'

神经元肿胀!胞浆淡染!体积增大' % 9 组神经元胞体开始缩

小!呈三角形!可见核固缩&核溶解' 尼氏体溶解&消失!以 $" 9

组最严重'

"45!,0+(=免疫组织化学染色结果

!!正常对照组大鼠额叶皮质见少量凋亡神经元!即细胞呈圆

形或椭圆形!胞核较周围正常神经元明显缩小!胞核固缩呈棕

黄色!不规则形或圆形!部分胞核裂解呈深棕色"图 $C#' 在烫

伤组可见大量 ,0+(=染色阳性神经元"图 $[&I#' ,0+(=阳

性神经元计数见表 "' 随着烫伤后时间的延长!凋亡神经元逐

渐增多!差异有统计学意义"!>#4#5#'

*6#%*
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C)正常对照组([)烫伤 % 9组(I)烫伤 ": 9组

图 @A凋亡神经元GHI!免疫组织化学染色" JKLL#

MA讨论

!!临床流行病学资料显示严重烫伤多器官功能不全

综合征"BFQDO3N2PVCM UWTRFMIQD2M TWMUP2BN!c-7/#患

者病死率为 6#f

$:%

!c-7/已成为烫伤后最严重&最主

要的死因' 研究发现!当人或动物处于强烈的急性应

激或长期慢性应激的状态时!其学习和记忆能力会受

到明显的影响$5%

' 在中枢神经系统中!海马是与学习&

记忆和情绪行为功能密切相关的重要脑区!也是应激

易累及损伤的主要靶区' 从 ;迷宫实验可以看出!烫

伤刺激对学习能力的影响主要是降低学习记忆能力!

烧伤组大鼠空间学习能力明显低于正常对照组大鼠'

提示可能与烧伤造成大鼠脊柱弓形!影响了烫伤大鼠

的活动能力有关'

!!烫伤早期脏器损害的发生机制有)

#

缺血再灌注

损伤引起的组织细胞坏死' 以往认为在这种情况下细

胞以坏死为主!但最近研究显示!凋亡亦参与这一过

程!而且占相当大的比例$"%

' 本实验观察到!烫伤后伴

随大量的细胞凋亡' 烫伤后微血管通透性增加!体液

外渗!有效循环血量降低!导致微循环灌注不足!组织

器官及细胞发生缺血&缺氧&能量代谢障碍!成为可能

引起细胞凋亡的因素之一' 烫伤后细胞凋亡很可能是

由严重烫伤引起细胞的神经体液微环境的紊乱所诱导

的' 这种紊乱包括烧&创伤后糖皮质激素水平的急剧

升高!内毒素血症或败血症&氧化应激产物的大量产

生&各种细胞因子的大量释放!以及由此引起的细胞内

离子的变化&各种酶活性的改变'

$

血管内皮细胞损

伤致脑水肿' 严重烫伤后脑水肿是烫伤后主要内脏并

发症之一' 本实验结果证实烫伤后脑组织水肿随着时

间延长而加重' 烫伤后脑水肿发生的病因复杂!目前

认为严重烫伤后由于体液的大量丢失导致全身有效循

环血量锐减' 为保证重要脏器的血液供应!机体进行

血液重新分配!血脑屏障因缺血缺氧而破坏!通透性增

加!导致脑水肿的发生'

%

过度炎症反应!自由基的产

生' 细胞内产生的氧自由基通过不同途径诱导细胞发

生凋亡$%%

)直接损伤 7+*!诱导细胞凋亡(攻击蛋白

质!导致许多蛋白质尤其具有酶活性蛋白质功能的丧

失(影响核基因转录!改变细胞的表型特征!诱导细胞

发生凋亡(作用于细胞膜!诱发脂质过氧化!从而影响

信号传递系统!激发有关调控基因!导致细胞凋亡$6%

'

!!本实验结果表明!在远离大脑致伤!非颅脑直接损

伤特定条件下!中枢神经系统确有不同范围&不同程度

的应激受损!不同的应激强度对中枢神经系统产生不

同的影响!导致不同的应变效应' 这可能与大鼠遭受

严重的大面积烫伤的强烈刺激后!机体及脑缺氧&内毒

素&酸中毒&多器官功能衰竭及全身炎症反应等多种因

素有关'
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