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[摘要 ]目的:评价新生豚鼠高胆红素血症时 P50抑制值 [即 T /C值(T为实验 , C为对照)]的动态变化对神经系统的毒性作

用。方法:出生 5 ～ 7天的新生豚鼠 30只 , 随机分成 5组 ,每组 6只。其中 , 第一组为正常对照组(C),其余 4组为实验组(T)。

5组新生豚鼠均在硫喷妥钠麻醉下行颅骨电极包埋术 , 待手术麻醉清醒后 ,分别测各组新生豚鼠的 T /C值。检测完毕 , 分别向

其中 2组实验组动物腹腔注入胆红素溶液 100 μg /g, 4 h、8 h后观察;另 2组实验组动物腹腔注入胆红素溶液 200 μg /g, 4 h、

8 h后观察。正常对照组动物均向腹腔注入生理盐水 0. 5 m l。各组动物在观察完行为学变化和 T /C值检测后 ,再迅速处死动

物 , 取脑组织 ,在光镜 、电镜下观察脑组织结构的变化。结果:实验豚鼠在注入胆红素溶液后 , 除 T1b组变化不明显外 (P >

0. 05), 其余各组豚鼠 T /C值的变化差异均有统计学意义(P <0. 01)。不同实验组与正常对照组的 T /C值的变化差异也均有

统计学意义(P <0. 01)。结论:P50抑制(T /C)在高胆红素血症不同时段均有明显变化 , 可以较早期地(在胆红素聚集阶段)

预测胆红素对神经系统的毒性作用 ,为临床预防和评价高胆红素血症对新生儿神经系统损伤提供一种新的方法。
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A study on the change of sensory gating in guinea p igs w ith hyperb ilirubinem ia
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[ Abstract] Objective:To evalua te the tox ic influence o f the change of T /C on the ne rvous sy stem of neona ta l guinea pigs w ith

hype rbilirub inem ia. M ethods:Th irty neonata l guinea pig s at 5 to 7 days o f age we re random ly d iv ided in to five equa l g roups:one contro l

g roup and four experiment g roups, we re embedded e lectrode in cran ium afte r anesthesia. Expe rim ent g roups w ere in jec ted w ith cry sta l

bilirubin (T1, 100 μg /g;T2, 200 μg /g) , and con tro l g roup w ith no rm al sa line(0. 5 m l), T /C w ere reco rded and ne rvous system s

inc luding their behavio rwe re observed befo re and a fte r 4 h, 8 h o f injection. Then guinea pigs w ere executed and taken the ir brain

tissue, which w ere obse rved under op tical and e lec tron m icro scope. R esu lts:T /C in experimen t g roups: the re is statistica l significance

between be fo re and afte r ce liac in jec tion of bilirubin (P <0. 01), excep t T1b group(P >0. 05). T /C in all g roups:T1(T1a, T1b)

g roups and T2(T2a, T2b) g roups respective ly com pa red w ith the contro l group and the re is statistical sign ificance between them(P <

0. 01). Conclusions:The change o f T /C in hyperbilirubinem ia a t d iffe rent concentration and tim e, w e can foreca st the inju ry o f ne rva l

toxic ity in hyperbilirubinem ia early. Senso ry gating, as am easurem en t o f cognize and a tten tion to the brain, m ay eva lua te and prevent the

inju ry of brain to neonate in c linic.

[ Keyw ords] hype rbilirub inem ia;jundice, neona ta l;P50;senso ry ga ting;guinea pig

　　新生儿高胆红素血症是新生儿时期最常见的疾

病之一 ,约半数以上出现不同程度的黄疸 ,尤其是病

情严重者 , 因其可能引起胆红素脑病 (即核黄

疸 )
[ 1]

,可造成严重的中枢神经系统病变 ,威胁新生

儿的生命和健康 ,病死率高 , 50% ～ 75%患儿死于急
性期 ,幸存者约 75% ～ 90%留有严重的神经系统后

遗症状 ,是人类听力障碍 、视觉异常 、智能发育迟缓

以及其它神经行为异常的重要原因之一
[ 2]

。因此 ,

早期预测和及时干预新生儿高胆红素血症 ,对防止

胆红素脑病及其后遗症的发生有极其重要的意义 。

作为大脑一种正常功能的感觉门控 (sensory

gating)是指大脑能抑制无关的感觉刺激输入。 P50

属于一种中潜伏期诱发电位 ,是出现在听觉刺激后

30 ～ 90 m s间的大脑皮层一个正相波 。 P50是衡量

感觉门控效率的常用指标 ,即反映中枢神经系统抑

制功能强弱的一个可靠指标
[ 3]

。当给予受试者较

短刺激间隔的重复刺激时 ,其中第二个刺激 (S2)引

起的 P50波幅与第一个刺激 (S1)引起的 P50波幅

比值 ,即 P50的 S2 /S1波幅比值称为 P50抑制 (T /

C)。目前 P50抑制被广泛地认为是测量感觉门控
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的一种可操作性手段 。根据高胆红素血症时脑损伤

机制 , T /C会发生变化 ,本实验根据以往成功的胆红

素脑病动物模型
[ 4]

,动态观察动物在不同浓度胆红

素注射后不同时间段 P50的变化 ,以探讨 P50抑制

对胆红素神经系统损害的早期诊断和监测的价值 ,

为临床防治胆红素脑病提供更完善的理论依据 。

1　材料与方法

1. 1　实验动物与分组　取出生后 5 ～ 7天的杂色豚

鼠 30只 (由昆明医学院实验动物中心提供 ),体重
50 ～ 70 g,雌雄不限 ,外耳道清洁 ,耳廓反应灵敏 ,四

肢活动自如 ,肌张力正常 。将其随机分为 5组 ,即:

(1)生理盐水正常对照组 6只 (C);(2)高胆红素血

症实验组 12只 (T1);(3)胆红素脑病实验组 12只

(T2);T1、T2组分别随机分成 2组 ,各 6只 ,分别于

给药后 4 h(T1a, T2a)、8 h(T1b, T2b)观察其行为学

变化及指标测定 。

1. 2　实验动物的准备　取新生豚鼠 ,分别予 2%硫

喷妥钠 40 m g /kg腹腔注射麻醉 ,麻醉成功后 ,置豚

鼠于脑立体定位仪上 ,固定头部 ,剪开颅顶皮肤 ,刮

除颅骨上软组织 ,暴露颅骨 ,止血 ,待干燥后 ,参照邵

殿华
[ 5]
的方法 ,在颅骨表面标记记录电极 、参考电

极 、地线 3个点 ,用小型电钻钻穿颅骨 ,旋入小螺钉

固定 ,并按顺序焊上电极 ,连接到一个小型的 3针插

头上 ,将医用牙托水和牙托粉混匀成牙托水泥 ,用其

将整个装置固定于颅骨表面 ,待牙托水泥凝固后 ,从

脑立体定位仪上取下豚鼠 ,备用 。

1. 3　动物模型制作　
1. 3. 1　胆红素溶液的配制　避光称取晶体胆红素

20 m g,溶于 1 m l0. 5m o l /L NaOH溶液中 ,加入双蒸

水 9 m l,用 0. 5 m o l /LHC l溶液调节 pH至 8. 5,配成

胆红素溶液 。

1. 3. 2　对照组动物模型 (C )　取手术后清醒新生

豚鼠 6只 ,腹腔注入生理盐水 0. 5 m l,待测 。

1. 3. 3　高胆红素血症模型 (T1)　取手术后清醒新

生豚鼠 12只 , 腹腔注入胆红素溶液 100 μg /g,各

6只分别作 4 h(T1a)、8 h(T1b)观察 ,待测。

1. 3. 4　胆红素脑病模型(T2)　取手术后清醒新生

豚鼠 12只 ,腹腔注入胆红素溶液 200 μg /g,各 6只

分别作 4 h(T2a)、8 h(T2b)观察 ,待测。

1. 4　指标测定　

1. 4. 1　神经行为观察　包括对外界刺激反应 、四肢

运动及肌张力等情况的观察。

1. 4. 2　P50的记录　豚鼠头部的插头首先被连接

(通过一个可拔插的插座 )到一个前置放大器 ,该放

大器有助于减轻运动带来的干扰 ,所有豚鼠于腹腔

注射前及后 4 h、8 h分别在隔音室内利用扬声器发

出的相隔 500 m s的两个声音刺激 , 记录豚鼠的

EEG ,随后 , EEG信号被放大 ,滤波及数字化 ,这两个

声音刺激的强度均为 80 dB ,叠加 100次 ,每屏扫描

时间为 12 m s,取波形重复良好者。最后数据被保

存在电子表格内(M icrosoft Exce l),用 M atlab软件对

所有数据进行分析 ,计算 S2 /S1波幅比值 ,即 P50抑

制值 (T /C值 )。

1. 4. 3　形态学观察　各组动物在电生理记录完毕 ,

分别抽取腹主动脉血 1 m l检测其胆红素浓度后 ,立
即处死 ,取脑组织正中切开 ,一半置于 4%多聚甲醛

溶液中固定 ,切片 ,苏木精 -伊红 (HE)染色 ,光镜观

察脑组织胆红素沉积情况;另一半置入戊二醛中固

定 ,脱水 , 环氧树脂中包埋 , 再行超薄切片 (片厚

5 μm ),电镜观察 ,以验证模型的建立是否成功。

1. 5　统计学方法　采用 t检验和方差分析及 q检

验。

2　结果

2. 1　神经行为观察结果　正常生理盐水对照组 ,和

注射前无明显变化 ,无神经行为异常;注射胆红素后

T1a、T1b组及 T2a组 ,逃避反应佳 ,后肢有力 ,个别

有不同程度的精神萎靡;T2b出现明显神经行为异

常 ,逃避反应差 ,其中 3例俯伏 。

2. 2　光镜观察结果　取各组动物脑组织 HE染色

后 ,在光镜下检查:T1、T2组在注射胆红素 4 h后 ,

即可见不同程度的胆红素沉积 ,但生理盐水对照组

与实验组比较神经元未见明显异常改变 ,神经元细
胞核大而圆 ,位于细胞中央 (见图 1);T2组在注射

胆红素 8 h后可见细胞排列散乱 ,大小不一 ,胞质深

浅不等 ,核着色较深 ,部分浓染(见图 2)。
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2. 3　电镜观察结果　注射胆红素后 ,取各组动物脑

组织超薄切片在电镜下观察:T1a、T1b、T2a的线粒

体 、核等超微结构未见明显异常改变 ,仅见部分神经

纤维水肿(见图 3);T2b可见线粒体较正常组变圆 ,

着色深 ,嵴模糊 ,粗面内质网弯曲扩张 ,增多 ,糖原颗

粒散在堆积 ,核染色质有浓缩 、边集现象 ,可见残体

(见图 4)。

2. 4　实验结果　除 T1b组豚鼠注射胆红素溶液后

T /C变化不明显外 (P >0. 05),其余各实验组豚鼠

在注入胆红素溶液后 T /C值均有影响 (P <0. 01)

(见表 1)。不同动物间实验组与正常对照组的 T /C

值比较差异均有统计学意义 (P <0. 01)。而实验组

间差异均无统计学意义(P >0. 05)(见表 2)。

表 1　实验各组实验前后 T /C值比较(n i =6;x ±s)

分组 用药前 用药后(d ±s
d
) t P

T1a 0. 516 ±0. 102 -0. 090 ±0. 040 5. 51 <0. 01

T1b 0. 761 ±0. 228 -0. 030 ±0. 114 0. 64 >0. 05

T2a 0. 715 ±0. 140 -0. 378 ±0. 106 8. 73 <0. 01

T2b 0. 616 ±0. 092 -0. 348 ±0. 058 14. 70 <0. 01

　　自身对照配对 t检验 ,均 P <0. 01

3　讨论

　　新生儿时期 ,由于胆红素产生较多 ,肝脏对胆红

素摄取与转化能力较低 ,以及胆红素肠肝循环等诸
多因素 ,导致新生儿高胆红素血症的发生;特别在病

理状态下 ,由于胆红素白蛋白结合度降低 ,过量胆红

表 2　各组 T /C值变化比较(x ±s)

分组 n 4 h☆ 8 h☆☆ t p

C 6 0. 824 ±0. 128　 0. 696 ±0. 151　 1. 58 >0. 05

T1 6 0. 426 ±0. 107** 0. 429 ±0. 176** 0. 04 >0. 05

T2 6 0. 310 ±0. 101** 0. 268 ±0. 098** 0. 73 >0. 05

F — 34. 39 13. 27 — —

P — <0. 01 <0. 01 — —

MS组内 — 0. 013 0. 021 — —

　　 q检验:与正常组比较**P <0. 01;☆示实验 T1a、T2a组, ☆☆

示实验 T1b、T2b组

素可通过开放的血脑屏障沉积于脑组织 ,抑制神经

元能量代谢 ,致脑细胞水肿 ,造成神经细胞毒性损

伤。本研究 T2b组动物脑组织标本在电镜下可见

线粒体肿胀 、嵴断裂 、神经元破坏等损伤 ,与文献报

道一致
[ 6]

,且在 T2b组的神经元内看到明显的残体

形成 ,该残体证实为胆红素在神经元内沉积所致 ,故

从形态学上直接证明了胆红素对神经细胞的毒性作

用。 Rod rigues等
[ 7]
研究发现: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 C aspase,

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 ,因此 ,胆红素对神经细胞的毒性作用

通过线粒体的 ATP产生受抑制和由线粒体介导的

神经细胞凋亡共同体现 。董淑兰等
[ 8]
研究发现:在

新生儿 ,尤其是早产儿 ,血清胆红素在较低水平时即

引起脑神经通道功能的改变 ,在新生儿期 ,胆红素的

神经毒性作用可以在临床上未有表现 ,因此 ,仅凭血

清胆红素水平并不能确定其预后 。通过临床和实验

研究发现 ,在胆红素聚集 、结合阶段 ,其病变是可逆

的 ,临床上常应用脑干听觉诱发电位 (BAEP)
[ 9, 10]

、

闪光视觉诱发电位 (F-VEP)
[ 11]
来评价听觉 、视觉传

导神经通道功能状态 ,预测胆红素所致的脑损害。

在新生儿高胆红素血症期 ,体感诱发电位 (SEP)也

有助于监视胆红素对中枢神经系统的影响。但它们

的敏感性还受到一定的限制 。

感觉门控作为一种保护机制在多种哺乳动物种

系中存在
[ 12]

。 P50抑制是反映大脑抑制功能 ,即测

量感觉门控的一种直观的脑电生理学新指标 , P50

属中潜伏期电位 ,是近年来研究的热点之一。它具

有跨种属存在 ,多种感觉形式和多种刺激参数下稳

定广泛的出现 ,以及可以精确定量描述等特点。所

以 , P50用来反映感觉门控障碍所造成的认知 、感

觉 、运动异常的神经精神疾病 ,对它的研究也有了长

足的发展 ,特别是在精神分裂症 、癫疒间 、亨亭顿舞蹈

病 、抽动 -秽语综合征等神经精神疾病的研究。有
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研究
[ 13]
表明 ,损毁出生 7天的大鼠腹侧海马 ,有感

觉门控的变化 ,在其成年后有神经精神等异常症状 ,

推测感觉门控对神经系统损害的远期评价有一定的

价值 ,因此 ,它可能成为评价胆红素对新生儿神经系

统远期损害的一个指标。

脑损伤能影响听觉 P50的改变 ,使 P50波幅降

低 。用深部电极能从人的海马部位记录到较小的

P50波 。推测动物和人类 P50的产生依赖于海马部

位 ,尤其是 CA 3区 ,故这个部位的损伤能改变 P50

波 。在新生儿胆红素脑病的病理切片可以发现某些

区域被非结合胆红素染成黄色 ,特别是丘脑下小体 、

海马回区 、嗅周围 、纹状体 、丘脑 、苍白球 、豆状核 、下

斜坡 、小脑核和颅神经核
[ 14]

。所以新生儿高胆红素

血症时应该可以检测到 P50波的变化。

根据胆红素进入脑组织对神经元毒性作用的机

制 ,胆红素在脑内聚集阶段 ,出现突触递质的磷酸化

作用受抑制 ,导致酪氨酸吸收减少 ,随之多巴胺的合

成量也减少 。有研究表明 ,感觉门控的变化有赖于

突触前多巴胺(DA )释放的变化。而听觉诱发电位

P50作为感觉门控的一个衡量指标 ,反映这种变化 ,

它的变化应该是抑制增强 ,即 S2 /S1(T /C)应该减

小 。我们的实验证明了这一点 ,在 T1、T2各个实验

组 ,分别于腹腔注射胆红素前和后测同一动物的

T /C作自身对照 ,分析表明 ,除 T1b组差异无统计学

意义(P >0. 05),其余各实验组差异均有统计学意

义 (P <0. 01),说明这种 S2 /S1值的减小有实际意

义 。各实验组与对照组以及各实验组之间比较发

现 ,各实验组与对照组差异均有统计学意义 (P <

0. 01),而在实验组间差异均无统计学意义 (P >

0. 05)。说明胆红素对新生豚鼠神经元的毒性作用

引起了 P50的变化 ,即感觉门控的变化。本实验未

对听觉诱发电位 P50 BAEP、F-VEP作比较。

本实验以 1周内的新生豚鼠作为动物模型 ,主

要有以下原因:(1)新生豚鼠肝脏酶系统功能不健

全 ,与新生儿高胆红素血症发生条件有相似之处;

(2)豚鼠中枢发育相对成熟 ,个体较大 ,监测胆红素

神经毒性作用较可靠 , 且在包埋电极时较易成功 。

在实验中采用 50 ～ 70 g的新生豚鼠 ,与文献报道比

较稍大 ,其原因是:在预实验中发现 ,新生豚鼠太小 ,

难以耐受包埋电极手术 ,术后死亡率较高 。

综上所述 ,高胆红素血症可以引起新生儿脑损

害 ,甚至发展成为胆红素脑病 ,是危害公共健康的疾

病之一 ,因此 ,早期发现 、早期干预是防止严重并发

症发生的关键
[ 15]

。由于脑内胆红素与血清胆红素

水平不呈正相关 ,所以 ,目前无法为临床提供最低的

胆红素干预标准。听觉诱发电位 P50是感觉门控的

测量指标 ,它可以较早期地 (在胆红素聚集阶段)预

测胆红素对神经系统的毒性作用 ,而且 ,感觉门控作

为一种反映大脑认知及注意力的一个指标
[ 16]

,使它

可能成为评价胆红素对神经系统损伤的远期影响。

P50是一种无创的电生理检查 ,操作简便 ,有望成为

动态监测新生儿高胆红素血症的一种新手段 。
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