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出生后炎症大鼠脑性瘫痪模型神经生长发育测试及脑组织

CNP、MBP的表达 *
李 楠 王雪峰△ 张 亮 胡晓丽 马贤德
（辽宁中医药大学附属医院儿科 辽宁沈阳 110032）

摘要 目的：通过制备出生后脑性瘫痪鼠模型并对鼠脑损伤进行评估，观察与人类孕期损伤导致婴儿脑组织前少突胶质细胞之间

的关联。方法：新生乳鼠在出生后第 3、4、5、6、7天，每天腹腔注射脂多糖（LPS）（n=12，30,30,60,60,120μg/kg）或生理盐水（n=11）。
新生乳鼠从生后第 1天至第 21天每天接受机能和认知发育测试。出生后第 22天对乳鼠脑组织进行免疫组织化学检测，通过对
前少突胶质细胞标志物（CNP）及髓鞘标志物（MBP）的检测评估鼠脑白质损伤。神经发育测试数据采用重复测量方差分析方法，
免疫组织化学实验数据采用方差分析方法。结果：对新生乳鼠进行神经生长发育测试后发现，LPS处理组乳鼠在平面翻正测试、悬
崖回避测试、前肢抓握测试及睁眼时间测试（P<0.05），活动力测试（P<0.01），其他几项比较无差异（P>0.05），悬吊实验（P>0.05），旷
野实验（P<0.05）。前少突胶质细胞标志物 CNP在 LPS处理乳鼠组中是增多的（P<0.01），髓鞘碱性蛋白（MBP）在 LPS处理乳鼠组
中是减少的（P<0.01）。结论：对新生乳鼠腹腔注射脂多糖可以引起鼠脑白质损伤，但是并不能出现与缺血缺氧模型一致的脑性瘫
痪表型。
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The Research on Expression of CNP and MBP in Brain Damage of Postnatal
Rats which were Treated by LPS and Nerve Growth Test*
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ABSTRACT Objective: Through the preparation of cerebral palsy rat model to evaluate damage of mouse brains, Observe postnatal
CP model to evaluate injury that would correlate with presence of Pre-OL in human pregnancy. Methods: On postnatal (P) days2, 3, 4, 5
and 6, pups were treated with (lipopolysaccharide [LPS]) (n=12; 30, 30, 60, 60, 120 ug/kg) orsaline (n=11). Neonates were tested for
motor and cognitive development. White matter damage was assessed with immunohistochemical Pre-OL markers (CNP, MBP).
Statistical analysis included repeated measurements analysis of variance (ANOVA) was used where appropriate. Results: LPS-treated
animals performed surface righting, cliff aversion, forelimb grasp and eye opening (P <0.05) and activity (P<0.01) and open field
experiment (P<0.05). No differences were observed for other neonatal tests. Pre-OL markers were altered in LPS-treated animals at both
P22 (CNP increased in LPS and MBP decreased in LPS, P<0.01). Conclusion: Neonatal exposure to LPS induce white matter damage in
the brain, but these are similar to findings from a postnatal hypoxic model suggesting that in the rodent, targeting the Pre-OL does not
result in a CP phenotype.
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前言

脑性瘫痪（Cerebral Palsy,CP）是非进行性终身失调疾病，
由于脑室周围区域白质损伤（White Matter Damage,WMD）导致
在一定程度上引起非进行性机能和认知失调[1]。
迄今为止，世界范围内对于脑性瘫痪的研究一直是神经科

医师的热点之一。通过动物实验，研究此疾病也是目前为止行
之有效的方法之一。国内外制备脑性瘫痪动物模型方法多种多
样，有手术造成缺血缺氧模型，有使用脂多糖等内毒素或是胆

红素等神经毒素制备模型等。国外有研究发现通过宫颈内注射
脂多糖（lipopolysaccharide，LPS），可以引起炎症活化作用，从而
导致脑室周围白质损伤[2]。然而与 CP相关的机能或认知表型
并未出现[3,4]。动物实验中，制备脑瘫模型选用感染或炎症模型
是最为理想的方法，因为脑瘫与这些介质有很强的相关性[5-7]。
但是，使用的模型没有表现出可以通过干预措施测试后可辨别

的表型。
本实验的研究目标是通过对国外制备脑性瘫痪动物模型

方法稍加改良，通过使用一种慢性亚临床炎症引起脑白质损伤
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和脑瘫表型特点来定位前少突胶质细胞的方法。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 LPS溶液的配制 称取 LPS，每 1mg LPS溶于 10 mL生理
盐水中。LPS (Lipopolysaccharides,Escherichia coli 055:B5)由
Sigma公司提供。
1.1.2 实验动物 新生第 1天（P1）SD大鼠乳鼠由辽宁中医药
大学动物实验中心提供。
1.2 方法
1.2.1 腹腔注射 乳鼠在出生后第 3、4、5、6、7天，每天腹腔注
射 LPS（30,30,60,60,120μg/kg或生理盐水），连续注射以防止产
生耐药性[8]。为了减少偏差，对观察者采用盲法的方式随机分配
每窝新生鼠接受治疗（LPS/生理盐水）。记录新生仔鼠每日体
重，并于出生后第 22天检测鼠脑白质的改变，观察鼠脑 MBP、
CNPase的表达并且对脑、肝、脾称重。
1.2.2 新生鼠发育测验 乳鼠机能和认知发育评估（第 1项至
第 11项）从出生后第 1天至第 21天进行测试。按照Wu等[9]人

先前提出的方法，每天监测新生鼠体重并对其生长发育测试进

行评估。第 12项和第 13项在出生后第 21天测试。为避免出现
选择偏倚，全部新生乳鼠均进行测试。观察者以两人为一组，采
用盲法对乳鼠进行评估。所有的反应时间限定在 30秒内，无反
应计分为 30秒。

(1)平面翻正(Surface righting)：将乳鼠翻转放置桌面上，其
背部向下，记录乳鼠由仰卧位变成俯卧位时四只爪接触平台的

时间。(2)觅食反射(Rooting)：用棉签抚摸乳鼠的脸颊，观察乳
鼠的头是否转向棉签抚摸的那一侧。(3) 悬崖回避 (Cliff aver-
sion)：将乳鼠的前爪和鼻子放置于架子的边缘后，观察乳鼠能
从架子边缘转开并能爬走所需的时间。(4)负趋地性(Negative
geotaxis)：将乳鼠头向下放置在 45度的斜板上，记录乳鼠头反
转 180度向上并能开始爬坡所需的时间。(5) 前肢放置(Fore-
limb placement)：给乳鼠一只前爪上放置木楔，观察乳鼠是否用
另一只前爪抚摸这只爪子的爪背。 (6) 前肢抓握 (Forelimb
grasp)：乳鼠用前爪抓细杆至少能保持一秒停止。(7)耳朵抽搐
(Ear twitch)：用棉签刺激乳鼠耳朵，观察是否出现耳朵抽搐表
现。(8)惊愕反射(Audio startle)：在乳鼠旁边距离实验台 10英
寸高处丢下一个小金属物体后，观察乳鼠是否出现快速非自愿

跳反应。(9)空中翻正(Air righting)：将乳鼠倒置从高约 60 cm
的地方丢下，观察乳鼠能否翻转身体用四只爪着地落入刨花床

中。(10)活动力(Activity)：记录乳鼠离开一个直径 13 cm的圆
圈需要多长时间。(11)睁眼时间(Eye opening)：记录乳鼠双眼睁
开时间。(12)悬吊试验(Hanging test)：使大鼠前腿抓住一水平的
玻璃棒（直径 0.5 cm），离开桌面 45 cm，记录大鼠掉下的时间，
并进行评分。评分标准：1分：<10 s；2分：10-30 s；3分：30 s-2
min；4 分：2-5 min；5 分：>5 min。 (13) 旷野试验 (Openfield
test)：装置为 36 cm×36 cm×36 cm无顶方盒，箱底用墨线分成
9个等分小格，将大鼠置于中央小方格内，观察 30秒内活动情
况。计分标准：大鼠 1/2以上身体从所在方格进入相邻方格记 1
分；大鼠后肢站立计 1分；二者相加为其总分。
1.2.3 免疫组织化学法 免疫组化采用 SP法。标本染色步骤：

石蜡切片，常规脱蜡至水。蒸馏水冲洗，PBS浸泡 5分钟。3%
H2O2去离子水孵育 15-20分钟，以消除内源性过氧化物酶活
性。滴加封闭用正常山羊血清工作液，室温孵育 15-20分钟，倾
去，勿洗。滴加一抗即髓鞘碱性蛋白（MBP；1:100，北京博奥森
生物技术有限公司）和抗 -2'，3'-环核苷酸磷酸二酯酶（CNPase；
1:100，北京博奥森生物技术有限公司），37℃孵育 2-3 小时。
PBS冲洗，3分钟×3次。滴加生物素化二抗工作液（IgG/Bio），
37℃孵育 15-20分钟。PBS冲洗，3分钟×3次。滴加辣根酶标
记链霉卵白素工作液（S-A/HRP），室温孵育 15-20分钟。PBS冲
洗，3分钟×3次。显色剂显色（DAB）3-5分钟。自来水充分冲
洗。复染，分化（1%盐酸酒精），自来水充分冲洗。封片。
1.2.4 数据分析 采用 SPSS16.0统计软件包，新生鼠神经发育
测试中每一种行为学变量数据均采用重复测量方差分析方法

（ANOVA）。新生乳鼠体重比较采用均数±标准差（x±s）表
示，使用重复测量方差分析方法，并在不同时间点上进行比较。
免疫组织化学实验数据采用均数±标准差（x±s）表示平均光
密度值(mean optical density,OD)，用方差分析方法（ANOVA）比
较两组间的差异，以 P<0.05表示有差异，P<0.01表示有显著性

差异。

2 结果

2.1 新生乳鼠体重及脑、肝、脾称重
此实验从新生三窝 SD仔鼠中随机选出 23只，随机分为

LPS实验组（n=12）和盐水对照组（n=11）。所有仔鼠于生后第 3
天至第 7天腹腔注射 LPS或生理盐水。在每次注射前后所有仔
鼠均未出现临床炎症迹象或疾病。LPS实验组和盐水对照组仔
鼠从出生后第 3天、第 4天、第 7天、第 8天、第 9天体重存在
非常显著差异（P<0.001）。出生后第 10天两者体重存在显著差
异（P<0.01）。出生后第 11天至第 21天两者体重无差异（P>0.
05）。到生后第 21天为止，LPS实验组死亡 3只仔鼠，盐水对照
组无一只死亡（表 1）。
通过对出生后第 21天两组乳鼠脑、肝、脾称重进行比较，发

现脾的重量在 LPS组与生理盐水对照组比较存在差异（P<0.05）。
2.2 新生鼠发育测验结果

LPS处理组乳鼠在完成平面翻正、觅食反射、悬崖回避、前
肢抓握几项测试均晚于盐水处理组。但是在前肢放置、惊愕反
射、空中翻正、活动力及睁眼时间都早于盐水处理组（表 3）。对
新生乳鼠进行神经生长发育测试后发现，平面翻正测试、悬崖
回避测试、前肢抓握测试及睁眼时间测试几项，两组之间比较
有差异（P<0.05），活动力测试两组之间比较有显著性差异（P<0.
01），其他几项比较无差异（P>0.05）（表 4）。悬吊实验两组比较
无差异（P>0.05），旷野实验两组比较有差异（P<0.05）（表 5）。
然而，负趋地性测试和耳朵抽搐测试两项未测出结果。

2.3 免疫组织化学结果
前少突胶质细胞标志物 CNP在 LPS处理乳鼠组中是增多

的（P<0.01），髓鞘碱性蛋白（MBP）在 LPS处理乳鼠组中是减少
的（P<0.01）。LPS处理组 CNP平均光密度值为 0.272±0.0099，
盐水处理组 CNP平均光密度值为 0.221±0.0086。LPS处理组
MBP平均光密度值为 0.207±0.0077，盐水处理组MBP平均光
密度值为 0.283±0.0083（图 1、2）。
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表 1 给乳鼠注射 LPS成生理盐水后体重比较
Table 1 Weight gain in pups from LPS-or saline-exposed

P1

P3

P4

P7

P8

P9

P10

P14

P21

6.62±0.527

10.31±0.533

12.19±0.756

15.82±1.167

17.36±1.571

19.01±2.016

20.20±2.713

24.19±1.358

31.06±4.306

6.59±0.949

8.85±0.911***

10.21±1.095***

13.33±1.405***

14.64±1.419***

15.72±1.405***

16.94±1.443**

22.92±2.206

31.24±3.137

Number Control (mean weight(g)±S.E.M.) LPS (mean weight(g)±S.E.M.)

注 *P＜0.05，与对照组比较：**P＜0.01，与对照组比较；***P＜0.001，与对照组比较。
Note: *P＜0.05, compared with control group; **P＜0.01, compared with control group; ***P＜0.001, compared with control group.

表 2 给乳鼠注射 LPS或生理盐水后 21天脑、肝、脾比较
Table 2 Weight gain of brain and liver and spleen in pups from LPS-or saline-exposed

LPS Control P

脑 Brain

肝 Liver

脾 Spleen*

1.27±0.018

1.45±0.055

0.17±0.015

1.33±0.023

1.28±0.072

0.13±0.007

0.053

0.085

0.031

注 *P＜0.05，与对照组比较：**P＜0.01，与对照组比较。
Note: *P＜0.05, compared with control group; **P＜0.01, compared with control group.

表 3 新生行为学测试观察时间
Table 3 Days of obvonation for noonstal bchnional lests

行为 Behavior

Surface nighting

Rooting

Cliff aversion

Negative geotaxis

Forelimb placement

Forelimb grasp

Ear twitch

Audio startle

Air righting

Activity

Eye opening

Hanging test

Openfield test

◆ ◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

C

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

C

◆

◆

◆

L

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

L

◆

C

L

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

C

L

◆

◆

◆

◆

◆

C

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

L

◆

◆

◆

L

◆

◆

◆

◆

◆

C

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

L

◆

◆

◆

◆

◆

◆

L

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

L

C

◆

C

◆

◆

◆

◆

C

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

观察日期 Day of obvonation

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

注: C, 50%生理盐水组乳鼠第一天出现行为表现的时间；L, 50%LPS组乳鼠第一天出现行为表现的时间；◆,变量测试的时间。
Note: C, the behaviors the pups of 50%-saline group performed at the first day; L, the behaviors the pups of 50%-LPS group performed at the first day;

◆, test time for variables; *Mean difference P＜0.05.
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3 讨论

在发达国家，由于围产期护理的进步发展，近 90%的早产
新生儿存活。然而，这些婴儿由于围产期脑损伤导致终身运动、
认知和行为障碍[13,14]。这种过多的神经功能缺损导致脑性瘫痪
[15]。CP是一种非进步的特征条件，主要通过来自幕上皮质脊髓

束和基底神经节的损害导致广泛的运动障碍[16,17]。这些对发育
中的大脑的损害，可能会导致大脑不同发育阶段、不同模式的
伤害，如脑室周围白质软化和极早产婴儿选择性的神经元凋亡

或在足月和接近足月的婴儿矢状窦旁新皮层神经元损伤坏死。
梓本实验通过对新生乳鼠使用脂多糖造成其脑白质损伤，

从而模拟人类妊娠期的慢性感染模型。尽管此炎症刺激成功诱

图 1 乳鼠出生后第 22天，CNP和MBP染色后平均光密度值。组 1均为生理盐水对照组，组 2均为 LPS处理组，两组比较 P<0.01。
Fig.1 Mean optical density of anti-CNP and anti-MBP staining in rat pups at PND22.Bar represents mean absolute staining±SE.Group 1 is saline group

and group 2 is LPS group.P<0.01 in LPS pups as compared with control pups.

表 4 新生乳鼠神经生长发育测试结果
Table 4 Summary of neonatal rat behavior test results

Test

Surface nighting *

Rooting

Cliff aversion *

Negative geotaxis

Forelimb placement

Forelimb grasp *

Ear twitch

Audio startle

Air righting

Activity§

Eye opening *

Start day

Control (n=11)

1st yes day

Median (range)

LPS (n=9)

1st yes day

Median (range)

P

Vahie

1

2

2

2

2

4

7

7

8

12

9

4(2-13)

10(6-12)

6(4-14)

0

9(8-14)

8(8-14)

0

12(12-18)

17(15-21)

16(12-21)

16(15-19)

7(7-13)

12(6-12)

8(7-14)

0

8(7-14)

9(7-14)

0

11(11-18)

14(12-21)

16(12-21)

13(12-19)

0.00

0.5

0.00

0.54

0.00

0.86

0.16

0.005

0.00

Note: * Mean difference P＜0.05.

§Mean difference P＜0.01.

表 5 新生乳鼠神经生长发育测试结果
Table 5 Summary of neonatal rat behavior test results

Test Control (n=11) LPS (n=9) P Vatue

Hanging test

Openfield test

30.91±12.175

4.55±0.779

4.89±0.992

8.67±1.453*

0.059

0.017

Note: *Mean difference P＜0.05,§Mean difference P＜0.01.

CNP出生后第 22天(PND22) MBP出生后第 22天(PND22)
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发了组织学的改变，但是却没能引起长期机能表型的改变。
脑室周围白质软化发病机制可能与少突胶质细胞前体细

胞损伤有直接相关性。少突胶质细胞是从其前体细胞发育而来
的，经过增殖、迁移、分化和存活几个阶段，最后发育成为成熟
的少突胶质细胞，成熟的少突胶质细胞是构成髓鞘的主要成

分。由于少突胶质细胞前体细胞对缺血、感染等损伤敏感极易
发生凋亡，加之胎龄 23--32周是脑室周围白质软化症的高发阶
段，少突胶质细胞前体细胞在此阶段占绝对优势，是脑白质受

损的主要靶细胞。
越来越多的临床证据表明，脑白质损伤可能发生在第二和

第三期亚临床绒毛膜炎[10,11]或产妇炎症。在这一发展阶段，胎儿
炎症反应可以引起前少突胶质细胞凋亡。在啮齿类动物中，前
少突胶质细胞存在于产后第一周[12]，相当于人类的第二、三孕
期。
少突胶质细胞标志物 CNP和髓鞘碱性蛋白 MBP，在本研

究中整个鼠发育过程中呈现明显的差异。CNP是少突胶质细胞
标志物主要分布在未成熟少突胶质细胞中，MBP是新生大鼠
脑内脑室周围髓鞘的标记物。乳鼠出生后 22天 CNP平均光密
度值结果显示 LPS处理组明显高于盐水对照组，而 MBP平均
光密度值结果却表现为 LPS处理组明显低于盐水对照组。由此
可以证明通过使用脂多糖，可以刺激乳鼠鼠脑在早期发育过程

中 pre-OLs的变化，从而破坏鼠脑中髓鞘的形成，引起脑室周

围白质软化。
此实验首次采用国外对于脑瘫乳鼠机能和认知发育评估

使用的神经生长发育测试项目，对新生乳鼠从出生后第 1天至
第 21天每天进行系统检测。新生乳鼠从生后第 3天开始，每天
对其腹腔注射 LPS并逐渐增加剂量以防止出现耐药性。在整个
神经发育测试中，LPS处理组并没有全部表现为发育延迟现
象，仅在平面翻正、觅食反射、悬崖回避、前肢抓握、几项测试中
表现为反应延迟。此现象也许可以归结为对乳鼠连续使用 LPS
导致产生耐药性的关系。尽管通过增加 LPS使用剂量来避免这
个问题的产生，但是可能新生乳鼠在首次注射后就已经产生耐

药性了，此问题还需要进一步证实。另外负趋地性测试和耳朵
抽搐测试两项未测出结果，与国外报道不一致，猜测原因可能

与实验动物品系的选择有关系。
对孕鼠宫内注射 LPS后，导致出生后乳鼠生长发育过程中
体重减少相似的是，本实验通过生后给予新生乳鼠腹腔注射

LPS亦可导致体重的下降，说明 LPS在乳鼠体内引起了慢性炎
症反应。
本动物实验设计的目的是，研究通过慢性刺激的炎症反应

引起未成熟少突胶质细胞损伤增加。但是由于研究的时间过
短，并没有观察到 LPS处理组老鼠表现出脑性瘫痪的表型特
点。今后进一步的研究将重新设定 LPS使用时间和剂量，以及
神经行为学观测时间，以观察 LPS处理组老鼠从幼年期到成年

图 2 乳鼠出生后第 22天，CNP和MBP 40X免疫组化染色的照片
Fig.2 Postnatal day22.Original magnification for CNP and MBP×40

CNP
LPS Control

MBP
LPS Control
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期的变化。
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