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摘 要
: 【目的 1探讨钙离子拮抗剂孕期十预能否减轻生长受限仔鼠神经系统损伤

。

【方法 1将 40 只 SD 大

鼠按妊娠先后顺序随机分为 3 组
: ①A 组

:
不缩窄子宫动脉

,

不予尼莫地平治疗 ;②B 组
,

缩窄子宫动脉
,

不予尼

莫地平治疗 ;③C 组
:

缩窄子宫动脉
,

术后予尼莫地平治疗
。

通过 TU N E L法检测各组新生仔鼠皮层和海马 c AI

区神经元凋亡 ; M o1’ ir s

水迷宫法检测出生 2 1 d 后各组仔鼠学习记忆功能
。

【结果 1① 3 组仔鼠皮层神经细胞凋亡

率差异有统计学意义 ( F = 55
.

63
,

尸 < 以0 1 )
。

其中 c 组仔鼠平均为 (2
.

98士住5 4 )个 / H P
,

低于 GF R组 (5
.

0 5土 1
.

17) 个 /

H (P 尸 < .0 0 1)
,

但高于对照组 (2
.

3肚.0 6 9) 个 / H (P 尸 < .0 0 5 )
。

② 3 组仔鼠海马 c AI 区神经元凋亡率差异有统计学

意义 (万 = 3 4
.

8 5
,

尸 < 0
.

0 一)
。

其中 C 组中位数为 0
.

53 3 (0 3 32 )个 / H P
,

低于 B组 1
.

5 (0
.

7 5 )个 / H P (尸 < 0
.

0 1 )
,

高于 A

组 .0 5 ( .0 33 3) 个 / H (P p < .0 01 )
。

③M ol ir s

水迷宫学习记忆功能检测
,

3 组仔鼠 s d 的训练差异有统计学意义
,

F

(组间 )
二 4 4

.

0 5 2
,

尸 < 0
.

0 1 ; 尸(时间 ) = 7 1 5 3
.

5 4 6
,

尸 < 0
.

0 1 )
。

C组仔鼠找到平台的时间较 B 组短 (代 0
.

05 )
,

但较 A

组长 (尸
< .0 0 5 )【结论】钙离子拮抗剂尼莫地平孕期治疗能对生长受限仔鼠神经系统损伤有保护作用

。
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胎儿生长受限 ( fe t a l 脚
w th r e s t找e t i o n ,

r e R )

是常见的妊娠并发症之一
。

临床研究发现 F G R 胎

儿出生后不仅体格发育落后
,

且常伴有神经系统

损害
,

如神经运动功能异常
、

智商及学业成就较正
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常出生体重儿显著降低等远期并发症【’
,

”
。

钙超载

被普遍认为是细胞损伤的共同机制
,

孕期应用钙

离子拮抗剂治疗能否减轻 F G R 仔鼠神经系统的

损伤? 本实验通过子宫动脉缩窄法建立 F G R 大鼠

模型
,

观察钙离子拮抗剂—
尼莫地平孕期治疗

对 FG R 仔鼠神经细胞凋亡和学习记忆功能的影

响
,

为探讨 FG R 治疗新方案提供依据
。

1 材料与方法

1
.

1 对 象

成年雌性 S D 大鼠 4 0 只
,

体质量
: 18 0一 2 10 9

,

无交配史
。

成年雄性 S D 大鼠 10 只
。

以标准大鼠颗

粒喂养
。

室温 22 ℃
,

相对湿度 85 %左右
。

1
.

2 妊娠的确定及分组

将雌雄鼠按 :3 1 比例于前 l d 傍晚合笼
,

次晨

8一 9 点行阴道涂片
,

精子阳性者为妊娠第 1天
。

按

受孕先后顺序将孕鼠编号
。

再随机分为 3 组
:

① A

组
:
为对照组

,

共 10 只
,

于妊娠第 17 天行腹腔麻

醉
、

开腹
、

关腹手术
,

术后腹腔放置青霉素 巧 万单

位
,

每 日予生理盐水 .0 2 m L 腹腔注射直至分娩
。

②B 组
: 巧 只

,

于妊娠第 17 天行经腹子宫动脉缩

窄术
。

缩窄方法
: H ay as hi 改 良法 3̀J

,

游离子宫动脉

根部
,

平行放置 3/ 0 铜丝
,

丝线结扎
,

然后轻轻抽

出铜丝
。

其余处理同 A 组
。

③ C 组
:
于妊娠第 17 天

行子宫动脉缩窄术
,

方法同前
。

术后每日予尼莫地

平 (商品名尼莫同
,

德国拜尔公司生产 )0
.

1 m IJ l oo

g 腹腔注射直至分娩
,

其余处理同 A 组
。

术后待其

自然分娩
。

妊娠 2 1一 23 d 分娩为足期分娩
,

其仔鼠

为本实验研究对象
。

1
.

3 F G R 的判断及标本收集

仔鼠用电子天平进行称质量
,

精确到 0
.

01 9
。

以低 于 A 组仔 鼠平均体质量的 2 个标准差为

F G R 的判断标准
,

废弃 B 组和 C 组体质量不符合

F G R 诊断标准的仔鼠
,

以下所指 B 组和 C 组仔鼠

均为 F G R仔 鼠
。

各组分别留取 10 只仔鼠由其母

鼠喂养至出生后 lZ d
。

A 组随机选取 20 只仔鼠
、

其余两组选取部分仔鼠留其脑组织
,

用于检测神

经元细胞凋亡
。

脑块 40 9 L/ 多聚甲醛固定 24 h
,

从海马平面作直径约 2 m m 冠状切片
,

常规石蜡

包埋切片
。

1
,

4 神经元原位凋亡检测

产用末端脱氧核糖核酸转移酶 d U T P 缺 口末

端标记法 ( dT t
一

m e d i a t e d d U T p 。 i e k 。 n d l a b e l i n g
,

T U N E L )
。

试剂盒购自瑞士 R o e h e :
公司

。

方法
:
参

照说明书进行
。

结果判断
:
阳性细胞为棕黄色

。

每

个部位计数左右各 3 个 x 4 00 高倍镜视野下阳性

细胞数
,

取其平均值
。

l
·

5 M o r ir s 水迷宫实验

M o irr s
水迷宫参考文献自制 l’l 。

直径 50
。 m

,

高

2 5 e m
,

水深 1 5 e m
,

水温 2 6 ℃土 l ℃
,

平 台 6 e m
,

没于水下 1 c m
,

水池 内倒入墨水
,

肉眼看不到水

下平台
。

池壁上标记 4 个与平台等距离的点作为

起始点
。

试验前 l d将大鼠放人水池中自由游泳

2 m in
,

使其熟悉环境
。

从与平台相对的象限将大

鼠面向池壁放人水中
,

记录大鼠找到平台的时间

(逃避潜伏期 )
。

若 60
5
内找不到平台 (潜伏期记

为 6 0 5
)

,

则将其拿上平台
,

在平台上休息 30
5 ,

再

进行下一次试验
。

试验历时 s d
。

每天分上
、

下午各

训练 3 次
,

共 6 次
。

1 6 统计学分析

正态分布方差的计量资料采用均数士标准差

(无土
:

)表示
,

两组间均数比较采用独立样本 t 检验
。

多组间均数比较采用单因素方差分析
,

组间比较

采用 SL D 检验
。

M O
试

s
水迷宫试验结果采用重复

测量方差分析
。

非正态分布方差不齐的计量资料

采用中位数 (四分位数间距表示
,

采用 K ur
s
ka l

-

Wall is 多个独立样本的秩和检验
,

多重比较采用近

似 Z 检验
。

2 结 果

2
.

1 各组母鼠分娩仔鼠情况

B 组有 4 只
、

c 组有 3 只母鼠
,

于术中分离子

宫动脉时
,

血管破裂出血死亡
。

另 C 组有 2 只母鼠

于术后数天死亡
,

死亡原因为感染
。

各组母鼠术后

均有一定的流产率
,

所产活仔 鼠数 目均少于术中

所见孕囊数
。

各组母鼠未见有过期妊娠
。

A 组共产

活仔鼠 7 2 只
,

B 组 5 6 只
、

C 组 5 1 只
。

.2 2 各组仔鼠体质 t

A 组仔鼠平均体质量 ( 6
.

2 6土 .0 39 ) g
,

因此以小

于 5
.

48 9 为 FG R 仔 鼠的判断标准
。

据此标准
,

B

组有 3 1 ( 5 5
.

4 % )只
、

C 组有 2 7 ( 5 2
.

9 % ) 只 F G R 仔

鼠
,

两组 F G R 仔鼠的发生率无 明显差 异 (尸 >
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0. 05 )
。

B 组 F G R 仔鼠体重中位数为 5
.

10 9
,

c 组为

5
.

1 2 9
,

经 M a n n 一

W h i t e n e y 检验差异无统计学意义
。

2
.

3 各组仔鼠脑重及神经元细胞凋亡率

B 组和 c 组仔鼠脑重均明显低于 A 组
,

但 C

组仔鼠脑重明显高于 B 组 (尸 < 0
.

0 1 )
。

T U N E L 法

细胞凋亡检测的结果
:
各组皮层细胞凋亡数目均

有极显著差异 (尸< .0 0 1 )
。

C 组海马神经细胞的凋

亡率显著低于 B 组
,

但高于 A 组 (尸< .0 05 )见表 l
。

2
.

4 M o r ir 水迷宫学习记忆功能测试

所有大鼠随着 M o irr 、
水迷宫测试训练累积

,

找

到平台的时间均有缩短
,

说明各组大鼠都在习得
。

在空间探索过程中
,

B 组仔鼠找到平台的时间较

A 组及 C 组长
,

且在第 2 天开始即表现明显 (P<
.0 01 )

,

至第 5 天其成绩是 A 组 的 2 倍多
。

尼莫地

平治疗组仔鼠与 A 组差别逐渐缩小
,

从第 4 天开

始已无明显差异
。

见表 2
。

表 1 各组仔鼠脑质量和皮层及海马 C IA 区神经细胞凋亡率

T a b le 1 W
e

ig h tS o f b r a i n s a n d e h a n g e s o f a p o p一o t i e n e u or l一s

i
n rh e e o rt e x a n d C A I h i POP

e a n 1 Pal

Gor u P n

We
ihg st o f bar i

n s

(g)
, ’ ^ p o p t o [ i e n e u

or
n s

(牙幻 ) e o rt e x , ,
(牙七 ) e人一1

1

婴脚 pal M(p )
’ ,

A 2 0 0
.

2 35士0
.

0 1 7 2
.

3土0
.

69 0
.

5 0 ( 0
.

3 3 3 )

B 2 1 0
.

196土0
.

0 18 4 ) 5
.

0 5士 1
.

17
4 ,

1
.

50 ( 0刀 5 0 )
4 ,

C 1 7 0
.

2 16功
.

0 2 3
5 )

·
6 ) 2

.

9 8士0 j 4 礴 )
,

6 ,
0

.

8 3 3 ( 0
.

33 2 )
铸 ,

S ta l i s t ie n` e t hde : l ) o n e 一 w a y A N o v A ; 户
’
二 2 8 2 0 8

,

+
, < 0

.

0 1
.

2 )

o n e
一

w a y A N O V A
,

F 二 5 5
.

6 3 1
,

P < 0刀 1
.

3 ) M ; m e d ia n
,

U
: q u

art
e r

in t e vr al ; K ru s k al
一

W al l i s t e s t .

H 二 3 4
.

8 8
,

P< 0刀1 ; 2 t e s t ,

Z心二 5
.

8 1
,

P < 0
.

0 1 ;

纵
二 2刀 8

,

P < 0刀 5 :
歇

二 3
.

4 6
,

P < 0刀 l ; 4 ) Co n甲are d w i一11

脚
u P A

,

P< 0刀 1
.

5 ) C o m P a re d w i t h 脚
u p A

,

P < 0刀 5
.

6 ) C o m p ar e d

w i t h g or u P B
,

P< 0
·

0 1
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3 讨 论

胎儿生长受限
,

既往称之为胎儿宫内发育迟

缓 ( i n t ar u t e r i n e g or w th er ta dr a ti o n ,

IU G R )是神经系

统异常的高危因素之一
。

据报道 UI G R 儿生长到 l

岁时
,

神经学异常和神经运动异常的发生率分别

为 27 %和 32 %
,

B ay ley
’ s
测试

,

其智力和精神运动

障碍的发生率分别为 22 %及 33 %
,

均较对正常儿

明显增加 I, ]
。

aF t t a l
一

V a l e v s k i 等16]对 8 5 例 IU G R 的儿

童随访到 3 岁
,

发现 uI G R 儿童神经系统发育评分

明显低于正常出生体重儿
。

玫 it en :
等 7̀] 对 81 例

IU G R 和 41 例正常对照的儿童随访到 6一 7 岁
,

发

现 IU G R 组儿童生长发育指数
、

神经系统发育评

分
、

lQ 均明显对于正常对照组儿童
。

CF R 引起神经系统异常的原因尚不完全清

楚
。

根据临床观察
,

60 %的非遗传因素引起的 F G R

是由于胎盘功能不全所致
,

推测 FG R 胎儿神经系

统损害
,

与胎盘血流灌注不足
,

宫内慢性缺血缺氧

有关 lsoj

迄今关于 F G R 胎儿神经系统损伤的研究不

多
。

本研究采用的子宫动脉缩窄法成功地制备了

F G R 大鼠模型
,

此种建模方法能够很好的模拟临

床 F G R 的病理生理改变— 子宫
一

胎盘血流灌注

不足
。

此法于 19 8 8 年由H ay as hit 3] 提出
,

在国外较

为普遍采用
,

迄今国内尚未见报道
,

可能与手术要

求精细
,

技术难度高有关
。

本研究发现
,

F G R 仔鼠脑质量较对照组明显

降低
,

但没有体质量降低程度明显
,

可能与缺血引

起的
“

脑保护效应
”

有关 191 。

海马与学习记忆功能

密切相关
,

且对缺氧极为敏感
。

临床上 FC R 胎儿

出生后智商
、

学业成就等较正常出生体重儿低
,

究

其原因
,

可能与宫内慢性缺血缺氧致海马神经元

损伤有关
。

凋亡是脑组织缺血缺氧后神经元损伤的一个

重要机制
。

严重的急性缺氧导致细胞坏死
,

而慢性

缺氧主要导致细胞调亡
。

宫内生长受限对胎儿神

经细胞凋亡率的影响
,

国内外尚未见报道
。

本研究

结果显示 F G R胎鼠皮层
、

海马 C IA 区神经元凋亡

率明显高于对照组
,

提示神经元细胞凋亡是引起

F G R 胎儿神经系统损伤的机制之一
。

钙超载与神经元细胞凋亡 正常情况下
,

细胞
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等
.

尼莫地平孕期干预对生长受限仔鼠神经系统损伤的保护作用 1 5 9

内外钙保持着内低外高的动态平衡
。

缺血缺氧时

脑组织氧供不足
,

能量代谢发生障碍
,

电压依赖性

钙通道被激活
,

引起钙内流 ;同时能量依赖性钙泵

失活
,

导致细胞内钙不能泵出
。

胞内钙急剧增高
,

细胞内浓度过高的钙离子激活多种蛋白水解酶和

磷脂酶
,

并产生氧 自由基
,

攻击细胞膜
,

引起细胞

损伤
。

细胞内钙超载
,

被普遍认为是细胞死亡的
“

最后共同途径
” l , 0 1

。

研究报道钙离子拮抗剂如尼莫地平能够减轻

脑血管痉挛
,

抑制钙离子内流
,

减轻缺血缺氧后神

经元细胞的损伤程度
。

有学者用尼莫地平治疗新

生儿缺血缺氧性脑病
,

取得 良好效果 11 ’ l
。

本研究发

现
,

经尼莫地平治疗的 F G R 仔鼠神经元细胞的凋

亡率明显低于未经治疗的 F G R 组
,

水迷宫试验的

结果显示经尼莫地平治疗后的 F G R 仔鼠
,

其学习

记忆功能较未治疗组有明显改善
,

接近正常对照

组
,

提示 孕期尼莫地平治疗
,

能够改善 F G R 胎儿

神经系统的预后
。

同时
,

本研究亦发现
:
虽然经尼

莫地平治疗后
,

F G R 仔 鼠的神经元细胞凋亡率依

然明显高于对照组
,

但长大后水迷宫测试学习记

忆功能却于对照组无显著差别
,

提示胎儿期神经

系统的损害
,

在后天的成长过程中
,

存在一定自愈

倾向
,

与 R ot h 等 lz[] 的研究结论相符
。

尼莫地平有组织特异性
,

能选择性地扩张脑血

管
,

对外周血管的影响小
。

因此尼莫地平对神经系

统的保护作用
,

其机制除了抑制细胞凋亡外
,

还可

能与其选择性地扩张脑血管有关
。

由于客观原因
,

本实验未研究尼莫地平对胎鼠脑血流量的影响
。

尼莫地平治疗 F G R 的有效药物浓度及疗程
。

已有研究证实
,

尼莫地平能够通过胎盘屏障
,

胎鼠

组织内平均当量浓度比母体内的相应浓度低 3一 4

倍
,

母体与胎儿血药浓度比为 2
.

:4 11
’ 3]

。

尼莫地平

孕期用药
,

用于防治 F G R 胎 )七神经系统损伤
,

目

前尚未见临床研究报道
,

其有效剂量及疗程尚需

进一步探讨
。

至于尼莫地平的用药安全性问题
。

该药用于

治疗重度妊高征引起的脑血管病变已有数十年历

史
,

迄今为止
,

尚未见对胎儿有不良影响的报道
。
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