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血管性痴呆大鼠认知障碍的 NMDAR机制研究

姚国恩 ,王景周 ,陈曼娥　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所神经内科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　观察四血管阻断(4VO)大鼠海马 NMDA受体 NMDAR的变化规律 , 探讨其在血管性痴呆(VD)形成中的作用机
制。方法　改良的 Pulsinelli 4VO法建立大鼠血管性痴呆模型;电脑控制的穿梭箱系统和离体海马脑片诱导的 CA1区 LTP检测大鼠

学习记忆;原位杂交方法检测大鼠海马 NMDAR1 mRNA 的表达。结果　VD组大鼠的主动回避反应在 2 周时较对照组显著下降(P
<0.05), 4周和 2 月时更加明显(P<0.01),海马脑片长时程增强(LTP)的诱导出现明显障碍;VD 组 2 周时 CA1 和 CA3 区 NMDAR1
mRNA表达较对照组增高 , DG区无明显改变;4 周和 2 月时海马各区表达均减低。结论　大鼠海马区 NMDAR与学习记忆有关 , 在
脑缺血的早期表达增高介导了兴奋毒性作用;但在缺血后期 , NMDAR mRNA表达减低可能与学习记忆损害有关 , 为进一步进行
NMDAR拮抗剂和激动剂治疗 VD的研究提供了实验依据。
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Relationship between hippocampal NMDA receptor and cognitive impairment of vascu-
lar dementia rat model
YAO Guo-en , WANG Jing-zhou , CHEN Man-e(Department of Neurology , Daping Hospital ,ThirdMilitary Medical University ,Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To establish a reliable vascular dementia(VD)rat model to study the changes of the NMDAR1mRNA expression in rat' s
Hippocampus , so as to provide the theoretical basis for the mechanism of NMDAR' s effect on cognitive impairment of VD rat model.Methods　The VD
rat model was established by four-vessel occlusion(4VO).The changes of memory ability , LTP and the NMDAR1 mRNA expression in the hippocam-
pus were administered by computerized shuttle-training case , extracorporeal hippocampal slices method and in situ hybridization.Results　Compared
with the control group , the AAR in the VD model group was less in the 2nd week , the 4th week and the 2nd month(P <0.05).It was more obviously
at the later two time points(P <0.01).In the slices of extracorporeal hippocampal CA1 region , LTP detection showed that its injury had happened
clearly in VD model group at each time point of the 2nd week , the 4th week and the 2nd month.Compared with the control group , at the 2nd week the
mean optical density(OD)of NMDAR1mRNA expression in pyramidal cell layer of hippocampus in the VD model group was increased in the CA1 and
CA3 regions , but no changes were found in DG region;at the 4th week and the 2nd month , it was decreased in each region.Conclusions　The hipp-
ocampal NMDA receptor is related to the cognitive impairment of VD rat model.In the early phase of the brain ischemic-reperfusion injury , the expression
of NMDAR mRNA increase ,which mediate the exitotoxicity , but it decrease in the anaphase , which might be correlated to the learning and memory im-
pairment of VD.Therefore it supply the foundation to use antagonist or agonist of EAAs receptor in the VD therapy.
　　Key words:vascular dementia;cognition;NMDA receptor;long-term potentiation

　　在我国 ,血管性痴呆(Vascular dementia , VD)是老
年期痴呆的主要类型之一 。但确切发病机制尚不清
楚
[ 1]
。以谷氨酸受体为代表的兴奋性氨基酸受体 ,特

别是N-甲基-D-天冬氨酸受体(N-methyl-D-aspartate re-
ceptor ,NMDAR)在中枢神经系统具有重要的生理和病
理学作用。它既与短时学习记忆的形成密切相关 ,又
可以产生兴奋毒性作用导致神经元丢失

[ 2]
。但其在脑

缺血恢复期的改变及其与认知障碍关系的研究尚有待
研究。本实验对 VD模型大鼠海马 NMDAR进行了检
测 ,并利用穿梭箱和离体海马脑片长时程增强(Long-
term potentiation ,LTP)进行了学习记忆检测。初步探讨
NMDAR在VD形成中的作用机制。

1　材料与方法

1.1　动物
　　老龄Wastar 大鼠先进行 7 d 穿梭箱训练 , 选主动回避反
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应(AAR)≥80%的健康大鼠 60 只随机分为对照组(CO)和 VD

模型组 ,每组 30 只。VD组分 3 个时相点:2 、4 周 , 2 月 , 每时相
点大鼠 10只。

1.2　模型制作
　　采用改良的 Pulsinelli' s 四血管阻断(Four-vessel occlusion ,
4VO)动物模型[3] 。大鼠于术前 8 ～ 12 h 禁食 , 不禁水。 10%水

合氯醛(0.5 ml 100 g 体重)腹腔麻醉。将大鼠伏卧固定于立体
定向仪 , 行背侧颈正中切口 , 逐层钝性分离暴露双侧第一颈椎

横突翼小孔 ,用直径 0.5 mm 的电凝针烧灼双侧翼小孔内的椎

动脉 ,造成永久性闭塞。再将大鼠仰卧固定 , 行腹侧颈正中切
口 ,钝性分离双侧颈总动脉 , 以“4”号丝线穿线备用。 24 h 后乙

醚麻醉 ,用微动脉夹夹闭双侧颈总动脉 5 min , 间隔 1 h 后再夹
闭5 min , 共夹闭 3次。局部伤口缝合前 , 均以庆大霉素处理防

止感染。对照组处理步骤同上 ,但不进行椎动脉烧灼和颈总动

脉夹闭。

1.3　穿梭箱检查
　　于术后 2 、4 周 , 2 月两组大鼠分别进行穿梭箱检查。电脑
控制的穿梭箱系统由第三军医大学附属大坪医院野战外科研

究所第五研究室研制[ 4] 。以灯光为条件刺激 ,电击为非条件刺

激。先将动物放入箱内暗适应 5 min , 使其熟悉环境。 开始时
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给予持续灯光刺激 5 s , 如大鼠不逃至另一端(穿梭), 则给予电

击(给箱底通电流 3 mA、频率 15 Hz 的电刺激), 使动物逃至箱
底不通电的另一端 ,此时电击停止 ,否则持续受电击 5 s。间隔

60 s后再给予光刺激 , 开始下一轮训练。每次试验进行 20 次
光 、电刺激。如大鼠在灯光刺激后即能完成穿梭动作称主动回

避反应(Active avoidance response , AAR);而经电刺激后才能完成
穿梭动作称被动回避反应(ER);不能完成穿梭动作则认为失败

(Fail)。本实验中大鼠的学习记忆能力以完成AAR的次数与测

试总次数(20 次)的比值即 AAR比率代表。

1.4　LTP 细胞模型检测
　　采用离体海马脑片进行长时程增强(Long term potentiation ,
LTP)细胞模型检测。 LTP 检测系统由第三军医大学基础医学部

生理学教研室提供。穿梭箱检测后迅速将清醒的大鼠每组每
时相点各 5 只断头 , 取出全脑放入约 4 ℃的人工脑脊液中 , 沿

大脑正中裂切成左右两半。游离海马 , 在脑片切片机上连续切
片 ,共 6～ 8片 , 片厚450～ 500μm。将脑片平铺于浴槽尼龙网上

孵育。1 h 后开始刺激和记录。 在解剖显微镜直视下 , 借助微
电极推进器将供记录用的玻璃电极插入海马脑片 CA1 区锥体

细胞层。将钨丝双极刺激电极置于海马脑片 CA2 或 CA1 区的

Schaffer侧支处。初始测试刺激(Test stimulation , TS)5 ～ 10 min ,
待场兴奋性突触后电位(Field excitatory postsynaptic potential , fEP-

SP)稳定后 ,调整 TS 强度使 fEPSP幅值为最大幅值的 70%, 进行
条件刺激(Conditioning stimulation , CS), CS 参数为 100 Hz , 1 s。

CS 后 10 ～ 15 min 再施以相同 TS。顺向刺激诱发的生物电信
号 ,经阴极跟随器和微电极放大器 , 输入到记忆示波器。 LTP变

化的测量:负波波谷至扫描基线之间的幅值与所需时程 t的比
值为 fEPSP斜率(mv ms)[ 5] 。在离体脑片上 , 以 CS 前后 fEPSP

斜率变化的百分数(%)超过 20%为诱发 LTP成功。

1.5　大鼠海马NMDAR1 mRNA表达的检测
　　采用原位杂交方法进行检测 , NMDAR1寡核苷酸探针由武
汉博士德公司提供。实验步骤参照试剂盒说明书。每组每时

相点大鼠各 5 只。 采用 MIG2000 图文分析系统对切片进行半

定量图像分析。

1.6　统计学分析
　　数据以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

2.1　穿梭箱检查结果
　　对照组AAR与手术前比较无明显差别(P >0.05)。 VD 模

型组 2 、4 周 , 2 月的 AAR与对照组比较均有差别(P <0.05), 4
周 、2 月更加明显(P <0.01);4 周与 2 周比较则无显著性差别

(P>0.05),见表 1。

表 1　两组大鼠穿梭箱 AAR 结果(%, x±s)

Tab 1　Results of AAR of rats at different time points

in 2 groups(%, x±s)

Post-operation
n Pre-operation

2 weeks 4 weeks 2 months

CO 30 91.2±5.2 90.0±5.0 91.5±5.5 91.0±6.0

VD 30 91.0±5.2 59.5±4.6＊ 39.5±8.5＊＊ 41.0±8.2＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs CO group

2.2　大鼠离体海马脑片 CA1区 LTP 的变化
　　各组间及组内海马脑片 CS 前后潜伏期变化无明显差异。

比较 CS前后 fEPSP斜率变化的百分率 , 见表 2 , VD 模型组各时

相点与对照组比较均有显著差别(P<0.01), LTP 几乎诱导不

出;另外 , VD模型组 AAR 与 CS 前后 fEPSP 斜率百分率变化呈

正相关(r=0.919 , P<0.01)。

表 2　各实验组大鼠脑片 CS前后 fEPSP斜率变化(%,  x±s)

Tab 2　Changes of the fEPSP slope by CS in each group(%, x±s)

n Changes of fEPSP slope

CO　　 15 84.41±10.43

VD 2 weeks 5 11.66±4.65＊＊

　　4 weeks 5 18.57±4.39＊＊

　　2 months 5 17.09±2.07＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs CO group

2.3　大鼠海马区 NMDAR1的表达
　　光镜观察 NMDAR1 在大鼠海马的分布:各组均可见

NMDAR1mRNA 阳性细胞在海马主要分布于海马回锥体细胞层

及齿状回颗粒细胞层 ,以 CA3 区锥体细胞层的平均光密度为最

高 ,以齿状回颗粒细胞层最低 , 阳性细胞胞浆中出现棕黄色颗

粒状物质。 RNA酶 A预处理切片和无探针的预杂交液杂交切
片未见任何特异性着色。 VD 模型组大鼠海马锥体细胞层

NMDAR1 mRNA 表达的平均光密度与对照组相比 2 周时 CA1

区 、CA3 区分别增加 18.75%和 13.2%, 而在齿状回颗粒细胞层
表达无明显变化(P>0.05);在 4周 、2月时 CA1 区降低 6.34%、

10.65%, CA3区降低了10.67%、17.84%,见表3。

表 3　各组大鼠海马各区NMDAR1mRNA表达的光密度( x±s)

Tab 3　OD of the hippocampal NMDAR1mRNA expression in each

group( x±s)

n CA1 CA2 CA3 DG

CO　　 15 0.33±0.01 0.33±0.02 0.40±0.01 0.29±0.03

VD 2 weeks 5 0.38±0.05＊＊ 0.34±0.03 0.44±0.03＊ 0.29±0.01

　　4 weeks 5 0.31±0.01＊ 0.33±0.01 0.36±0.03＊ 0.27±0.02＊

　　2 months 5 0.30±0.02＊＊ 0.33±0.02 0.35±0.02＊＊ 0.28±0.05

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs CO group;CA1～ CA3:pyramidal cell

layer of hippocampal CA1 ～ CA3 region , DG:granular cell layer of gyrus

regions

3　讨论

　　脑血管病是引发 VD的主要原因 ,以缺血性脑血
管病居于首位。目前认为反复缺血再灌注和长期慢性
脑灌注不足是VD的主要原因 ,4VO为国际公认的 VD
造模方法 ,它可高度模拟 VD 的发病特点

[ 6]
。目前大

鼠学习记忆的检查包括行为学检测(水迷宫 、穿梭箱
等)和细胞模型检测(LTP 、长时程抑制)。本实验造型
2周后即出现明显 AAR下降 ,4周和 2月时进一步下
降以及海马脑片上 LTP 的诱发明显障碍等 ,证实了该
模型的可操作性和明确的不可逆的学习记忆损害 。
　　已知 NMDAR 包含 NMDAR1与 NMDAR2两个亚
基
[ 7]
,其中 NMDAR1 是必需功能亚基

[ 8]
, 而 NMDAR2

对整个受体通道的功能起修饰作用
[ 9]
。由于 NMDAR1

的分布可以代表整个 NMDAR的分布情况 ,本实验仅
对NMDAR1 mRNA的表达进行检测 。
　　脑缺血急性期 ,EAAs及其NMDAR的兴奋毒性作用
已被人们所公认

[ 10]
,并认为脑缺血后 NMDAR活化是导
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致脑缺血后学习和记忆障碍的一种重要因素
[ 11]
。但有

研究证实 EAAs过多释放活化NMDAR引起学习和记忆

障碍发生于缺血再灌注早期
[ 12]
。在脑缺血恢复期和 VD

形成阶段其作用机制尚有待研究。而在阿尔茨海默氏
病等变性疾病引起的智能损害中 ,已证明海马 CA1区
NMDAR是减少的 ,且这些变化与 LTP 的减弱呈正相
关
[ 13]
。应用适当的 NMDAR 激动剂可以改善智能障

碍
[ 14]
,能明显增加 NMDA受体的密度 ,促进突触体 Glu

释放 ,加强海马脑片上 LTP的幅度 ,脑皮层厚度及海马
CA1区突触数增加 ,对学习记忆过程有促进作用。
　　本实验证实 , 在脑缺血后 2 周 , 海马 CA1 区

NMDAR mRNA的表达仍高于对照组 ,提示 EAAs及其
NMDAR 的兴奋毒性可能仍然存在 , 在早期应用
NMDAR拮抗剂基础上 ,似可继续使用以避免神经元损
伤。但在缺血后4周 ,海马CA1区NMDARmRNA的表
达低于对照组 , 至 2 月时这一趋势更加明显 。提示
NMDAR的兴奋毒性作用已不存在 ,学习记忆的进一步
损害可能与 EAAs及 NMDAR减少致神经传递功能障

碍有关。此时NMDAR的作用可能与在阿尔茨海默氏
病中类似 ,能否应用 NMDAR激动剂

[ 15]
(如黄皮叶中提

取的有效成分黄皮酰胺)以改善智能障碍有必要进一
步研究 。血管性痴呆后 NMDAR表达减低的机制 ,可
能与海马缺血 、缺氧致神经元死亡或结构受损有关 ,也
可能与神经元长期低代谢影响神经传递有关 。但是否
与早期 EAAS过度兴奋致 NMDAR消耗过多有关也需

进一步深入研究 。另外 ,本实验中 NMDAR1 mRNA的
表达与 LTP损害不能用直线回归方程进行相关分析 ,
亦可以NMDAR存在正反两方面的作用解释 。
　　当然 ,本实验NMDAR mRNA的检测只是提供了该
受体变化的可能趋势 ,如若证实 ,需进一步在蛋白水平
上进行NMDAR活性的测定。
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　　(上接 1407页)
和肠系膜上动脉的夹角变小 , 肠系膜上动脉嵌压十二指肠 , 而

发生梗阻症状 ,其发病率为 1%,本症多发生于伤后 3 周以后 ,

体重下降 10%以上的病人 ,该患者伤后第 8 天即发病 , 原因如

下:①患者先天性肠系膜上动脉与腹主动脉夹角小(仅为 12°),

4 周后 B 超复查夹角无明显改变证实。 ②烧伤后早期低蛋白 ,

胃肠道水肿 ,胶体摄入量不足。 ③烧伤后胃肠道功能下降 、胃

潴留及急性胃扩张。 ④原有“胃下垂” 。 ⑤烧伤时正处于哺乳

期 ,休克后一直禁食 , 长期卧床 ,超高代谢及负氮平衡致肠系膜

及腹膜后脂肪垫减少。因此当大面积烧伤患者 , 尤其是年轻消

瘦女性 , 烧伤早期出现无痛性腹胀及剧烈呕吐 , 排除其他腹胀

原因 ,要考虑该病。

　　护理方面主要是禁食 ,持续胃肠减压 , 观察胃液量及性质 ,

如平均每小时小于 30 ml即可停胃肠减压 , 逐渐试进餐。延长

俯卧时间 ,俯卧时症状可缓解。加强静脉营养 , 补足热量 ,使日

热卡量基本达到第三军医大学营养公式要求即[(身高-0.6)
×1.5×1000+烧伤面积×25] , 该病人身高 1.55 m ,日热卡量应

达到 3 000～ 3 500千卡 , 增加蛋白质摄入 , 否则 ,原因未除 , 极易

复发。做好各项生化检查 ,防电解质紊乱。禁食期间静脉补钾

9 g d , 进食后 6 g d , 并口服果味钾 4 g d。做好心理护理 , 消除

病人紧张情绪 ,力求配合治疗。 保持床单位清洁 , 创造一个舒

适的休养环境。观察大便次数 ,排气情况 , 听诊肠鸣音 , 有无腹

胀及胃型。

　　关键词:肠系膜上动脉压迫综合征

　　中图法分类号:R572.3　　　文献标识码:B
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