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小脑延髓池注射胆红素溶液建立 

新生大鼠胆红素脑病模型的评价 

胡 影 ，田巧红 ，华子瑜 1，徐天鹤 1 

(1．重庆医科大学附属儿童医院新生儿内科，重庆 400014；2．四川省人民医院儿科，成都 610072) 

【摘 要】目的：探讨采用小脑延髓池注射胆红素溶液建立新生足月及早产大鼠胆红素脑病模型的可行性，并检测其发生凋亡的 

高峰时间。方法：选用 7日龄新生 sD大鼠30只，随机分为生理盐水对照组 ，模型 l组，模型 2组，模型3组 ，模型 4组。新生大 

鼠在乙醚麻醉下于小脑延髓池处注射胆红素溶液(10mg／m1)，并分别于注药后 l2、24、48、72h断头取脑，生理盐水对照组注射生 

理盐水后于 24h后取脑。行 HE染色，尼氏染色，TUNEL及 Bax和 Bcl一2免疫组织化学染色法检测实验大鼠海马神经细胞凋亡 

及坏死现象。早产新生大鼠通过对孕21d的sD母鼠剖宫产术后获得，由代乳鼠喂养至7d，经小脑延髓池注射胆红素溶液，观察 

早产鼠的神经行为改变。结果：注药后，新生足月及早产大鼠皆出现不同程度的神经行为异常；HE染色示模型组海马神经细胞 

有不同程度的凋亡和坏死表现；尼氏染色可见模型组锥体细胞胞体及树突内尼氏体减少 ，甚至溶解消失；TUNEL法显示模型 

组海马神经细胞凋亡于给药后 12h明显升高，24h左右达到高峰。免疫组化检测出的Bax蛋白表达阳性率手给药后 24h左右达 

到高峰，而 Bcl一2蛋白表达阳性率于给药后 24h左右降至最低。结论 ：经小脑延髓池注射胆红素溶液建立新生大鼠胆红素脑病 

模型的方法简单可靠，胆红素引发的神经细胞凋亡高峰时间为24h。预防胆红素脑病的发生至关重要。 

【关键词】胆红素脑病；胆红素神经毒性；新生大鼠；早产大鼠；小脑延髓池注射 
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Evaluation of a new approach that inject bilirubin solution into cerebellomedullary 

cistern to establish bilirubin enCephalOpathy model in neonatal mouse 

日U Ying。et ol 

(Department of Neonatology，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To evaluate the feasihility of animal model of bilirubin encephalopathy by injecting bilirubin solution into 

cerebellomedullary cistern of neonatal full-term and premature mice，Methods：Thirty 7一day～0ld mice weTe randomly divided 

into 5 groups：control group，model group 1，model group2，model group3，and model group4．Bilirubin solution was injected into 

the cerebellomedullary cistern in model groups(bilirnbin 20 g／g bodyweight)，while equal volume of norm al saline Was 

injected into the cerebellomedullary cistern in control group．The mice in model groups were sacrificed at the time of 

12h，24h，48 and 72h after injection，respectively，and those in control group weTe sacrificed at 24h after injection．The apoptosis 

and necrosis of neurocytes，the expressions of Bcl-2 an d Bax proteins were detected by HE slain， immunohistochemical method 

and TUNEL in the hippocampus，respectively．Preterm  mice were delivered by cesarean section at 21 days gestation and fed by 

surrogate mother mouse until 7 days old．Bilirnbin solution Was injected into their cerebellomedullary cistern．Th e mice’s 

abnorm al behaviors were observed．Resu／ts：Th e mice of model groups and preterm  group appeared ab norm al behaviors in 

different degree．Under light microscope，the neurocytes in their hippocampus appear apoptosis and necrosis．Th e nissl body in 

pyramidal cell body an d dendron decreased， even dissolved to disappear．TUNEL showed that the apoptosis rate in the 

hippocam pus increased obviously at 12h post-injection，reached the peak at 24h post—injection．The positive rate of Bax protein in 

the hippocampus reached the peak at 24h post-injection，while the positive rate of Bcl一2 protein decreased to the lowest． 

Conc／s／ons：The method that injecting bilirnbin solution into neonatal mice’cerebellomedullary cistern to set up the 

animal model of bilirnbin encephalopathy is simple an d feasible．Th e peak time of neurocytes’ apoptosis in hippocampus Was 

24h post—injection．It’S crucial to prevent bilirnbin encephalopathy as early as possible． 

【Key words]Bilirnbin encephalopathy；Bilirnbin neurotoxicity；Neonatal mouse；Premature mouse；Inject into cerebellomedullary cistern 

作者介绍 ：胡 影(1982一 )，女，硕士， 

研究方向：新生儿黄疸。 

通讯作者：华子瑜，女，副教授 ，E—mail：ziyu_hC~ahoo．corn．cn。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一

1 78 一  重庆医科大学学报 2OO8年第33卷第2期 (Joumal of Chongqing Medical Univemity 2008．Vo1．33 No．2) 

黄疸是新生)LB,-I期常见临床现象 ，胆红素脑病 

是其严重的并发症，重者可引起死亡，幸存者常遗 

留听力损伤、学习障碍、智力低下，甚至“核黄疸四 

联症”等神经系统后遗症【l】。国内多采用新生豚鼠经 

腹腔注射胆红素溶液制作胆红素脑病模型囡。预实 

验发现该方法引出异常神经行为活动及脑组织黄 

染现象的稳定性欠佳。故本研究采用新生大鼠小脑 

延髓池注射胆红素溶液的方法制作胆红素脑病的 

动物模型。该方法受血脑屏障功能状态的影响较 

小，可更直接地研究胆红素的神经毒性。由于临床 

上发现早产儿更容易发生胆红索脑病，建立早产鼠 

胆红索脑病模型用于研究早产对胆红素神经毒性 

的影响则尤为必要。 

1 材料与方法 

1．1 新生早产及足月大鼠的获取与喂养 

SD成年大鼠，按雌雄 1：1合笼过夜，次Et晨观察发现阴 

道栓即为孕期第 0天，孕期满 21d者翻即行剖宫产取得早产 

新生大鼠(足月孕期为 22～23d)。剖腹后快速从子宫内取出 

幼仔 ，用止血钳夹闭脐带约 lOs防止出血；再用纱布吸尽幼 

仔的口鼻羊水；必要时可用拇指进行胸外按压，手法轻柔；然 

后将其转运到一个预热的(37~C)水浴内并吸氧数分钟，用柔 

软的橡皮管对大鼠的手足作轻柔的触觉刺激，直到规则的自 

主呼吸建立并且幼仔的皮肤转为粉红，即可停止复苏。于近 

Et生育的母鼠处带乳，选择性情温顺的母鼠，代乳前将母鼠 

的垫料与新生大鼠混合，使新生鼠带有代乳鼠的味道后再合 

笼(避免食仔现象)，喂养新生鼠至第 7d。 

新生足月大鼠由 sD孕鼠足月自然分娩 ，母鼠喂养至第 

7d。 

1．2 动物模型的制作 

1．2．1 配制胆红素溶液[41 避光称取晶体胆红素(sigma公司) 

5mg溶于 50 l 0．5mol／L NaOH中，加入双蒸水 450 l，用 

0．5mol／L HCI调节 pH至 8．5。 

1．2．2 实验动物的分组 Et龄 7d的新生足月大鼠 30只，完 

全随机分为 5组，每组 6只。其中 1组为生理盐水对照组，其 

余 4组为模型组。分别于注射胆红素后 12、24、48、72h断头 

取脑。 

1．2．3 动物模型制作 于乙醚吸入麻醉后 ，向早产及模型组 

足月新生大鼠小脑延髓池内注射胆红素溶液(20 g胆红素 

／g体重)。早产鼠注射后观察神经行为改变 ，模型组足月新生 

大鼠分别于注射后 12、24、48、72h断头取脑。对照组经小脑 

延髓池注射生理盐水 O．02ml，于注射后 24h断头取脑。 

1．3 动物模型 的鉴定 

1．3．1 观察实验动物的一般情况和神经行为变化 主要观 

察新生大鼠的呼吸、心率、体重变化以及神经行为改变，如是 

否出现俯伏 、侧卧、爬行不稳、转圈、四肢颤动、活动减少 、吃 

奶困难。大体解剖证实大脑 、小脑及延髓皆有胆红素黄染现 

象且无明显损伤出血灶。 

1．3．2 光镜观察脑组织石蜡切片病理变化 脑组织立即固 

定于 10％的甲醛溶液中，从视交叉处连续冠状位切取厚约 

2mm的脑组织。常规石蜡包埋，切片(片厚约 5—7 m)，HE 

染色及尼氏染色观察海马神经细胞的病理变化。 

1．3．3 TUNEL法染色检测海马凋亡神经细胞 原位细胞凋 

亡检测试剂盒购于德国Roche公司。具体操作详见说明书， 

以细胞核内有棕色颗粒者为阳性细胞。每张切片在 10 X 40 

倍显微镜下随机 5个视野观察海马细胞 ，计数其阳性细胞 

数，求其均值。 

1．3．4 免疫组织化学染色检测海马神经细胞 Bax与 Bcl一2 

蛋白的表达(SABC法) 具体操作详见说明书，以细胞浆内 

出现棕黄色为阳性反应细胞 ，每张切片在 10 X40倍显微镜 

下随机 5个视野观察海马细胞 ，计数其阳性细胞光密度值， 

求其均值。 

1．4 统计学处理 

实验结果以x-4-s表示，应用 SPSSIO．0软件进行分析，多 

组间采用方差分析，用 q检验进行两两比较。不同变量间的 

相互关系用直线相关分析。以P<O．05作为显著性标准。 

2 结 果 

2．1 实验大鼠的一般情况 

模型组大鼠共 30只，于给药后 24h内密切观 

察，皆出现不同程度的神经行为异常 ：10例症状较 

轻者出现俯伏、活动减少、对外界刺激反应迟钝；6 

例症状较重者出现步态不稳、转圈；6例症状更重者 

出现四肢颤动、呼吸节律欠规则；8例最重者出现翻 

滚、呼吸节律欠规则 、对外界刺激无明显逃避反应。 

模型组大鼠断头解剖证实大脑、小脑、延髓均有不 

同程度的胆红素黄染且无明显损伤出血灶。早产新 

生大鼠出现与足月模型组大鼠相似的神经行为改 

变。 

2．2 光镜观察脑组织石蜡切片病理变化 

2．2．1 HE染色 模型组大鼠脑组织可见黄染，海马 

神经细胞发生不同程度的凋亡和坏死，细胞和血管 

周围间隙变大，其中以模型二组为甚。400倍下观 

察，坏死神经细胞表现为细胞肿胀 、胞浆空化、核溶 

解消失。凋亡神经细胞表现为细胞体积变小，核染 

色质浓缩，边集，碎裂。对照组大鼠海马神经细胞形 

态结构基本正常，仅偶见凋亡神经细胞。 

2．2．2 尼氏染色 对照组大鼠海马结构完整，细胞 

层次清晰，神经细胞胞浆内有均匀蓝染的尼氏体颗 
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图 1 对 照 组 H E 染 色 ( x 4 0 0 )

图 3 模 型 组 脑 组 织 可 见 黄 染 ( H E ×4 0 0 )

图 5 模 型 2 组 尼 氏 染 色 ( x 4 0 0 )

粒 ～ 模 刑 组 海 马 可 见 不 同 程 度 的 病 变 ， 表 现 为 锥 体

细 胞 胞 体 及 树 突 内尼 氏体减 少 ， 溶 解 消 失 ，、

2 ． 3 T U N E I ． 法 染 色检 测 海 马 凋 亡 神 经 细 胞

结 果 见 衣 l ， 冈 10 ～ 1 2 ， 与对 照 组 相 比 较 ， 胆 红 素

脯 病 新 生 大 鼠模 型 海 马 神 经 细 胞 T U N E L 阳 件 数 丁

给药 后 12 h 明 硅 丌高 ， 2 4 h 左 右 达 剑高峰 ， 之 后 逐 渐

降低 ， f f f于 7 2 h Ji 仍 nj 】,hA高 丁 对 照 组 。

图 2 模 型 2 组 H 卜 染 色 ( x 4 0 0 )

P

图 4 对 照 组 尼 氏染 色 ( x 4 0 0 )

图 6 对 照 组
’

F U N E l 。 荧 光 ( x 4 0 0 )

2 _4 免 疫 组 化 染 色检 测 海 马 神 经 细 胞 B d x 和 B 。
． 卜 2

蛋 白 的 表 达

结 果 见 表 2 ， 俐 9 ～ 1 3 ， 与埘 照 组 卡【I 比 较 ， 胆 红 素

腑 病 模 型 新 生 人 鼠 海 马 神 经 细 胞 B a x 赁 ㈠ 表 达 阳

忡 率 丁 给 约 后 1 2 }1 叫 {115_升高 ， 2 4 1� 达 刮 高 峰 ， 以 J舌逐

渐 降低 ， 至 给 约 后 7 2 h 仍 明 娃 高 于 l×lf 照 组 i 勺对 照

纰 十甘比 ， 胆 红 素 呐 病 模 州 新 牛 大 鼠 海 马 神 绛 细 胞

表 1 T t IN H ． 法 检 N ll _

a ~ 素 脑 病 模 型 新 生 大 鼠 注 射 胆 红 素 后 不 同 时 点 海 马 神 经 细 胞 T 【】N 乩 阳 性 数 ( ． ± 。 ” 二 6 )

注 ：小 与对 照 组 l卡【J比较 ：
‘

P < O ． 0 5 ，

“
P < O． 0 1 ；② 与模 型 2 组 相 比较 ：中 < 0 ． 0 5 ，

i ~
p < 0 ． 0 1 ；⑧ 每绀 动 物 ：6 只
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图 7 模 型 2 组 _r U N E I 。 荧 光 ( x 4 0 0 )
图 1 0 模 型 2 组 海 马 的 B 一 蛋 白表 达 ( S A B C ×4 0 0 】

图 8 胆 红 素 脑 病 模 型 新 生 大 鼠 海 马 神 经 细 胞 T U N E I 。 阳 性
图 I 1 正 常组 海 马 的 B c l 一 2 蛋 白表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

数 的动 态 变 化

图 9 对 照 组 海 马 的 阢 x 蛋 白表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

B c
� 1— 2 蛋 白表 达 阳 性 率 于 给 药 后 1 2 h 明 显 降 低 ， 2 4

小 时 左 介 达 到 最 低 水 甲 ， 以 后 逐 渐 升 高 ， 至 给 药 后

7 2 h 仍 明 显 低 于 埘 照 组 。

图 12 模 型 2 组 海 马 的 m l 一 2 蛋 白表 达 ( S A B C x 4 0 0 )

3 讨 论

对 胆 红 素 啮 病 的 实验 研 究 ， 罔 外学 者 多 以 体

表 2 免 疫 组 化 染 色 检 测 胆 红 素 脑 病 模 型 新 生 大 鼠 给 药 后 不 同 时 点 海马 神 经 细 胞 I{ a 、 和 l 州 一 2 蛋 白表 达 变 化 ( 、 ± ， 川 ： 6 )

注 ：① B a x 蛋 白表 达 阳 性 ， 与 埘 照 组 卡u 比 ：
‘

P < O． 0 1 ；
’
j 模 型 2 组 卡u 比

P < O ． 0 1 ，

A
p < 0 ． 0 5 ；与模 型 2 组 相 比 ，

~ A
p < 0 ． 【) 1 ． 中 < 0 ． 0 5 ；③ 每组 动物 ：6 只

耀
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图 l3 胆红素脑病模型新生大鼠海马神经细胞 Bax和 Bcl一2 

蛋白表达的动态变化 

外培养的神经细胞和先天性 G一6一PD缺陷的 Gunn 

大鼠作为对象来研究胆红素神经毒性作用 ；而国内 

侧重于患儿的血、脑脊液中各相关生化指标及各种 

临床治疗措施的对比研究。1997年，国内学者【4l建立 

了新生豚鼠经腹腔注射胆红素溶液制作胆红素脑 

病模型的方法。因为受血脑屏障功能状态的影响， 

此方法引出异常神经行为活动及脑组织黄染现象 

的稳定性欠佳。因此，本研究采用经新生大鼠小脑 

延髓池注射胆红素溶液的方法制作胆红素脑病的 

动物模型。该方法受血脑屏障功能状态的影响较 

小，可更直接地研究胆红素的神经毒性。既往研究 

证实：基底核、海马回、小脑皆为胆红素神经毒性作 

用的敏感部位[51。海马是边缘系统的重要组成部分， 

与学习和记忆功能又有非常密切的关系[61。因此本 

实验中，以海马为研究对象。预实验中，设计了注射 

胆红素溶液的 4个剂量组：5、l0、20、30 g／g体重。 

结果发现当注射剂量为 20 g，g体重时，新生大鼠 

既出现较明显的神经行为异常，又具有一定的存活 

时间，因此确定为正式实验的注射量。由于在临床 

工作中，早产新生儿往往更容易发生胆红素脑病， 

因此建立早产鼠的胆红素脑病模型对深入研究胆 

红素神经毒性机制也极其重要。 

本实验发现，对照组大鼠一般情况好且无明显 

神经行为异常。光镜下海马神经细胞形态结构基本 

正常。模型组足月新生鼠和早产新生鼠均出现不同 

程度的神经行为异常，如呼吸不规则、进食少 、反应 

差、甚至抽搐，与临床胆红素脑病的表现类似。大体 

解剖证实无明显出血损伤灶 ，光镜下可见脑组织胆 

红素黄染 ，海马神经细胞发生不同程度的凋亡和坏 

死。说明足月新生大鼠和早产鼠的胆红素脑病模型 

制作成功，可用于实验研究。 

在高胆红素血症的神经元损伤中同时存在着 

坏死和凋亡。在损伤的早期，凋亡是胆红素诱发细 

胞死亡的一个重要方式，而后期的神经病理改变是 

以突出的神经元缺失，反应性星形细胞增多以及坏 

死为特征171。在本实验中，通过 HE染色，尼氏染色， 

光镜观察也进一步证实了该现象。 

程序性细胞死亡取决于一系列因素的联合作 

用。与体外暴露于 UCB的细胞株不同，用体内实验 

证明胆红素诱发凋亡情况的一个最大挑战是组织 

中凋亡细胞极迅速的清除率，只有极少数的凋亡细 

胞可以在某个时刻被观察到。因此，检测多个时间 

点对于探测体内程序性细胞死亡十分重要[81。本实 

验 TUNEL法I91检测凋亡其结果显示，新生大鼠海马 

神经细胞凋亡数于注射胆红素后 12h明显升高 ， 

24h左右达到高峰，以后逐渐降低，至 72h仍与对照 

组有显著性差异。该结果提示，经小脑延髓池注射 

胆红素溶液后 12h，模型新生大鼠海马区已存在明 

显的神经细胞凋亡现象，凋亡率的逐渐升高也提示 

胆红素在逐渐侵润过程中不断导致更多的神经细 

胞发生凋亡。故胆红素脑病一旦发生，尤其是在已 

经出现了较明显的神经系统症状时，海马已经出现 

明显的神经细胞凋亡及坏死现象 ，此时治疗效果则 

相当有限。 

线粒体是多种细胞凋亡过程中的重要角色，胆 

红素通过影响线粒体的通透性而释放细胞色素 c， 

再作用于 Caspase，产生一系列瀑布式级联放大反 

应，从而导致神经细胞凋亡的发生【10l。Bcl一2家族蛋 

白在细胞凋亡过程中具有重要的调控作用，是一个 

重要的凋亡决定子。其抗凋亡蛋 白成员(Bcl一2、 

Bcl—xl、Mcl一1、A1、Boo和 Bcl—w)和促凋亡蛋白成员 

(Bax、Bcl—XS、Bak、Bad、Bik、Bim、Bid、Hrk和 Bok)之 

间协同作用共同决定细胞是否进入凋亡程序。 

Bax和 Bcl一2蛋白在细胞凋亡中起着重要作用。其 

比值决定着细胞受到凋亡因素刺激后的生存与死 

亡⋯1。本实验结果显示 Bax和 Bcl一2蛋白阳性表达 

早在小脑延髓池注射胆红素溶液后 12h已有显著 

变化，其比值于24h达到高峰。随即，细胞进入不可 

逆的凋亡过程。提示凋亡相关蛋白 Bax和 Bcl一2蛋 

白参与介导了胆红素神经毒性的发生，并进一步说 

明了预防胆红素脑病发生的重要性。 

因此，临床工作中积极防止胆红素脑病的发生 

极为重要，尤其是早产、低出生体重儿、严重感染等 

(下转第244页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 244 一  重庆医科大学学报2008年第33卷第 2期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．2) 

物质的特性，选用合适的栓塞物质及术式并充分栓 

塞病变区域的血管是避免复发和并发症发生的主 

要措施。 

3-3 应用0号手术线段栓塞意义 

0号手术线段栓塞可用于实体性肿瘤、动脉出 

血及术前的栓塞治疗等方面，具有良好的生物相容 

性，无毒、无抗原性，注射容易，栓塞作用持久，栓塞 

后不引起化学免疫作用，且不吸收，在出血局部机 

化 ，对靶血管产生栓塞效果持久 ，同时也降低了患 

者治疗费用。 

综上所述，支气管动脉栓塞治疗大咯血止血率 

为 76．7％～96．0％同，是一种可靠有效的急症止血方 

法，支气管动脉造影及栓塞治疗难治性大咯血，是一 

种有效的检查及治疗手段。本方法损伤小、并发症 

少、恢复快，对于部分病例可达到根治的效果，治疗 

后可有效地控制出血，也可为病情稳定后采取进一 

步的根治性治疗措施争取时间、创造条件。对于咯 

血反复发作、内科治疗效果不佳、不适合外科手术 

的患者是一个较好的选择。 
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高危险新生儿更要密切观察，积极诊治。早期针对 

凋亡进行干预治疗可望抑制神经细胞凋亡进一步 

发展，从而减轻胆红素的神经毒性作用。由于实验 

结果提示凋亡持续时间较长，故在临床治疗时应注 

意保证疗程足够、长期随访和康复训练，以利于改 

善预后。在今后的研究中，我们将利用该模型继续 

探讨早产、缺氧等危险因素影响胆红素神经毒性的 

途径，以期为胆红素脑病的合理防治提供更为有效 

的措施。 
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