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模拟航天特因环境下大鼠认知功能的影响
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【摘要】目的 采用行为学方法研究拟航天复合特因环境对大鼠认知功能的影响。方法 以尾吊、隔离、孤养和昼夜节律改变等复合应激为建模条件，分别于14、28 d，采用奖励性条件反射和水迷宫检测认知功能。结果 奖励性条件反射中，14 d时，与正常组相比，复合环境组鼻触次数减少（P<0.05）；28 d时，复合环境与正常组和尾平组间形成显著性差异（P<0.01）。水迷宫测试中，14 d时，复合环境组与正常组和尾平组相比，逃避潜伏期和总游程均有不同程度的增加（P<0.01，P<0.05）； 28d时，差异进一步增大（P<0.01）。正常组与尾平组间无差异。结论 航天复合环境模型可致大鼠认知功能严重损伤，28 d时，认知功能损伤模型较为稳定。
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【Abstract】Objective Using behavioral testing to study the influence of simulated spaceflight environment on cognitive function in rats. Methods Tail suspension, separation, isolation and circadian rhythm changes were used to simulate the spaceflight environment. Reward conditioning test and Morris water maze (MWM) test were used to determine the cognitive function of rats after 14 days and 28 days in the simulated compound spaceflight environment. Results Upon reward conditioning test, compared with the control (Con) group, the rats of the compound environment (CE) group showed lower number of nose pokes (P<0.05) at 14 days. The number of nose pokes in the CE group at 28 d was significantly less than that in the control group and tail restraint (TR) group (P<0.01). Upon the Morris water maze (MWM) test, compared with the control group and TR group, the CE group exhibited longer escaping latency and total distance at 14 d (P<0.01，P<0.05). At 28 d, the difference became larger (P<0.01). The control group and TR group were not significantly different in reward conditioning test and MWM test. Conclusions Simulated compound spaceflight environment can induce serious cognitive deficit, and the models of cognitive deficit are more stable at 28 days.
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随着我国在载人航天工程事业取得重大成功，空间站工程也正式启动。空间站工程要求航天员必须具备较长时间的连续在轨驻留能力，必须克服长时间航天飞行因受到失重、昼夜节律改变、狭小密闭环境等多种因素影响所导致的一系列诸如心血管功能障碍、失重骨丢失、肌肉萎缩、免疫功能下降等失重生理效应。同时，航天环境可造成认知功能及反应判断能力下降，直接影响航天员对信息处理可靠性，甚至造成重大操作失误，对航天工作带来的危害则难以估量[1-3]。目前，对在失重状态下，心血管功能障碍、失重骨丢失、肌肉萎缩等方面的研究较多，但在认知功能障碍方面的研究报道则较少。为此，本实验对航天下复杂环境（微重力、幽闭狭小环境、睡眠节律紊乱等）进行模拟，在传统单因素尾吊模型基础进行改进，构建航天复合应激动物模型，对航天复合应激环境对认知功能的影响进行全面而系统的评价，为航天认知功能的研究和防护药物开发提供稳定的参考模型。
1材料和方法

1.1实验动物与分组

SD雄性大鼠，SPF级，体重（180~200）g，6~8周龄，来源于北京维通利华实验动物技术有限公司【SCXK(京)2012-0001】。动物随机分为6组：14 d、28 d的正常组、尾平组、复合环境组，每组7只，共42只。
1.2模型建立

1.2.1尾部束缚模型（尾平组）：将大鼠固定于尾吊笼中，尾部吊起，身体未离开地面；自由进食给水，实验室安静，温度（24±2）℃，明暗周期12 h/12 h。
1.2.2航天复合应激模型（复合环境组）：以尾吊+隔离+孤养为基本环境，复合昼夜节律改变，建立航天应激动物模型。将大鼠固定于尾吊笼中，尾部吊起，身体与地面约成30°，四周用黑色材料将每笼隔离不可见；模拟飞行器绕地球一周时间，明暗交替，24 h不间断[5-6]。自由进食给水，实验室安静，温度（24±2）℃。

1.3实验安排

实验动物适应性喂养3 d后，随机分组并进行实验，分别给予各种应激刺激14 d、28 d，期间进行蔗糖水适应性喂养7 d。在应激刺激结束后进行奖励性条件反射测试和水迷宫测试的行为学检测。具体见图1：
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图1：实验安排
Fig. 1 Arragement of the experiment
1.4行为学测试
1.4.1奖励性条件反射实验：利用奖励性条件反射测试仪[4]，对造模14 d、28 d实验动物进行检测。应用自由适应模式，此模式为信号灯亮，奖赏物质给出。以动物探头次数（NP）为评价指标。动物探头喝水反应了动物对饮水盒的位置记忆与探索兴趣程度，此阶段训练的目的使动物得到奖赏物质可在饮水盒内获得的信息；使动物将信号灯亮与奖赏物质之间形成经典条件反射。 
1.4.2水迷宫实验：Morris水迷宫计算机自动控制和图像分析处理系统在本实验室原有仪器基础上开发。空间定航实验[5]：实验期间， 保持水温在（23~25）ºC，实验室物品及人员位置固定作为大鼠空间参照物。大鼠先放在位于第三象限内的平台上适应15 s,然后分别从第一、二两个象限放入迷宫中，每次实验时间为90 s，后适应15 s。训练动物找到藏于水面的平台并爬上平台。将动物入水到寻台成功所需时间记作潜伏期。寻台失败潜伏期与实验设定时间相同。用潜伏期评价动物空间定位学习能力。
空间探索实验：定位航行实验结束次日，拆除平台，选择第一象限作为入水象限，通过动物在90 s内穿过原平台位置的次数、原平台象限游程比率及时间比率(即动物在原平台象限的游程及时间占总游程及总时间的比率)来评价动物的空间记忆能力。
1.5统计学方法
实验结果以均数±标准误(
[image: image2.wmf]s
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)表示，使用SPSS 19.0统计软件进行分析，组内比较采用t检验方法，各组间比较采用单因素方差分析（ANOVA）。对相应指标进行统计分析，差异显著水平P<0.05。
2 结果

2.1不同时间航天复合应激模型对大鼠奖励性条件反射的影响
造模14 d后从第1天起，与正常组相比，复合环境组鼻触次数减少（P<0.05），尾平组在第2天与正常组形成差异（P<0.01），尾平组与复合环境组在第3天差异出现显著性（P<0.01）；28 d时，与正常组和尾平组相比，复合环境组的鼻触次数显著性的减少(P<0.01)，尾平组与正常组间无差异。如图2：
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注：与正常组比较*P<0.05，**P<0.01；与尾平组比较$ P<0.05，$$P<0.01。
图2  航天复合应激环境对大鼠奖励性条射鼻触次数的影响
Note: Compared with the control group, *P<0.05, **P<0.01；Compared with the tail restraint group, $ P<0.05, $$P<0.01。
Fig. 2 Effect of simulated compound spaceflight environment on the nose pokes of reward condition
2.2不同时间航天复合应激模型对大鼠定航能力的影响

2.2.1对逃避潜伏期的影响：14 d时，与正常组和尾平组相比，复合环境组的逃避潜伏期明显增加，从第2天开始出现差异（P<0.01），尾平组与正常组无差异；28 d时，复合环境组与正常组和尾平组相比，逃避潜伏期显著增加，从第1天起，复合环境组与正常组和尾平组一直形成显著性差异（P<0.01），形成较稳定的显著性差异，尾平组与正常组无差异。如图3：
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注：与正常组比较, * P<0.05，** P<0.01；与尾平组比较, $ P<0.05，$$P<0.01。

图3  航天复合应激模型对大鼠水迷宫逃避潜伏期的影响
Note: Cmpared with the control group, * P<0.05, **P<0.01；Compared with the tail restraint group, $ P<0.05, $$P<0.01.

Fig. 3 Effect of simulated compound spaceflight environment on escape latency of MWM test in the rats

2.2.2对总游程的影响：14 d时，复合环境组与正常组相比，总游程有明显的增加，从第3天起差异形成显著性（P<0.01），与尾平组相比，从第3天开始出现差异（P<0.05）并与第4、5天差异形成显著性（P<0.01），尾平组与正常组无差异；28 d时，复合环境组与正常组和尾平组相比，总游程显著增加，从第3天起差异出现显著性（P＜0.01），并形成较稳定的差异，尾平组与正常组无差异。如图4：
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注：与正常组比较, *P<0.05，** P<0.01；与尾平组比较, $ P<0.05，$$P<0.01。
图4  航天复合应激模型对大鼠水迷宫总游程的影响
Note: Compared with the control group, * P<0.05，** P<0.01；Compared with the tail restraint group, $ P<0.05，$$P<0.01.
Fig. 4 Effect of simulated compound space flight environment on the total distance of MWM test in rats

2.3不同时间航天复合应激模型对大鼠空间探索的影响
2个时间点大鼠穿越平台位置的次数，与正常组、尾平组相比有明显减少趋势，但并无统计学差异（P>0.05）。如图5：
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注：与正常组比较,* P<0.05，** P<0.01；与尾平组比较, $ P<0.05，$$P<0.01。
图5  航天复合应激模型对大鼠空间探索的影响
Note: Compared with the control group, *P<0.05，**P<0.01；Compared with the tail restraint group, $ P<0.05，$$P<0.01.

Fig. 5 The effect of simulated compound spave flight environment on the target quadrant cross time of the spatial probe MWM test in rats

3 讨论

本研究结果显示，在失重、 孤养、隔离和昼夜节律变化等复合因素作用下，大鼠的认知功能受到损伤，且随着造模时间的延长，认知功能损伤逐渐加重。
目前，大鼠尾部悬吊法是国际上常用的模拟航天环境的模型之一[6]。但航天员在太空中，除失重外，还面临交流缺乏、昼夜节律改变等更为复杂的环境，这些因素均可不同程度对认知功能产生影响。如长期孤养可引起脑的发育异常并引起持久的精神障碍。孤养动物由于缺少感官刺激，认知神经通路的发育受到影响，空间记忆、被动回避、迷宫学习等多种学习记忆能力受损[7-9]；还会影响奖赏和奖赏相关刺激的敏感性，对奖赏相关物质产生降低的反应[10-12]。有报道，在尾吊情况下附加隔离环境，能够加重应激反应[13]。昼夜节律与人类的活动关系密切，节律的紊乱，会引起失眠等疾病，并且导致工作效率降低，还可以直接抑制动物的活动性[14-15]。研究显示，昼夜节律的改变能够影响学习记忆的过程，显著降低注意力及敏捷性[16]。由此，我们选择以上3种因素，以模拟失重的尾吊模型作为基础，建立模拟航天复合模型。同时实验设置尾部束缚模型（尾平组）旨在证明大鼠认知功能受损是否与尾部的束缚有关，以排除其尾部束缚的干扰因素。并且采用奖励性条件反射和Morris水迷宫实验对大鼠认知功能进行了评价。 
奖励性条件反射旨在通过利用大鼠本身对蔗糖水的偏好，经过训练使其形成信号灯亮与奖赏物质之间条件反射，属于巴普洛夫经典条件反射，反应学习、理解、推理等方面的认知功能。我们的研究结果显示，复合环境下28 d时，复合环境组与正常组出现显著性差异，在第1天检测时，复合环境组的平均触鼻次数比正常组下降了73.5%。同时，水迷宫空间定航能力结果表明，复合环境组在14 d和28 d时的逃避潜伏期和总游程显著增加，14 d时复合环境组与对照组在第4天最大增加比率为65.2%、60.2%；28d时复合环境组与对照组在第3天最大增加比率为76.3%、73.6%。
载人航天的发展将由短期飞行迈入中长期在轨驻留。因此，长时间的太空驻留对认知功能影响的程度、哪方面的认知影响更为严重，是航天医学研究中需明确的问题重点。我们的结果显示，随着时间的延长，复合环境下动物认知功能损伤程度明显加重。14 d时，复合环境组与正常组间在水迷宫逃避潜伏期和总游程两个指标上均出现差异。与以往研究相似，吴大蔚等[17]发现尾吊12 d后的小鼠水迷宫实验中，正确分数减少，错误次数增加。

造模28 d时，与正常组相比，复合环境组在奖励性条件反射实验和水迷宫定航实验中形成较稳定的显著性差异。鼻触次数从第1天检测起，复合环境组与正常组形成显著性差异，并一直持续到结束；在水迷宫定航实验中逃避潜伏期和总游程一直与正常组形成显著性差异，并且成较稳定趋势。水迷宫探索实验中，虽然各组间在穿台次数方面没有出现显著性差异，但是随着时间的延长，出现明显的趋势。
根据实验结果我们还发现，尾平组与正常组并无显著性差异，说明大鼠认知功能受损与尾部的束缚无关，而与失重及复合条件相关。进一步说明模拟航天特因环境下大鼠可致认知功能受损。
同时，本研究结果显示，航天复合环境对不同认知行为影响不同。14 d时，奖励性条件反射检测中复合环境组与正常组的鼻触次数差异不明显，水迷宫定航实验检测时复合环境组与正常组的潜伏期和总游程形成显著差异。这主要与奖励性条件反射实验与水迷宫实验反映了不同方面的认知功能有关。奖励性条件反射反应了大鼠对刺激信号的辨识学习能力[18-20]，主要与皮层脑区中伏隔核[21-22]损伤有关；水迷宫测试反应了空间定航及探索方面（空间辨别学习记忆能力）的认知功能损伤，主要与海马[23-25]依赖性学习记忆功能受损有关。可见，复合环境下，对海马依赖性的学习记忆功能损伤更为更重。
由此说明，航天复合环境对大鼠认知功能有明显的影响。而且，随着造模时间的延长，认知功能损伤逐渐进入平台期。本研究最终表明，复合环境下，28 d可建立稳定的航天应激认知功能损伤动物模型。该模型可为航天等特因军事环境下，认知功能损伤机理研究、防护和药物研究提供实验基础。
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