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摘要 新生期惊厥活动可造成严重的神经后遗症，如成年期大脑对惊厥的易感和易损性提高，严重者产生认知功能损害．

对发育期惊厥性脑损伤远期预后的研究，尤其是分子机制及其干预的研究具有重要的临床意义．探讨了新生期大鼠单次长程

或反复惊厥对学习、记忆能力和海马突触后致密物质钙 /钙调素依赖性蛋白激酶域(CaMK域)表达的远期影响及运动训练的干
预作用．生后 6 天(P6)的 SD 大鼠随机分成单次长程惊厥组(SS)、反复惊厥组(RS)和对照组，每组 12 只． 3 组大鼠分别于
P27～P31、P58～P61、 P80～P82采用 Morris水迷宫检测学习、记忆功能．P51～P56对 SS组和 RS组进行踏转轮训练．最
后脑组织切片观察 CaMK域 mRNA在海马的表达．结果显示，第一次 Morris水迷宫测试 RS组第 1天～第 4天潜伏期明显
高于对照组，具有显著性差异(P<0.05)，第二次水迷宫 RS组第 1天～第 2天的逃避潜伏期较对照组仍显著延长，具有显著
性差异(P<0.05)，第三次测试各组之间差异无统计学意义．搜寻策略显示，在第一次 Morris测试时 RS组第 3天～第 4天边
缘式搜寻比例明显高于对照组，具有显著性差异(P<0.01)，同时 RS组第 3天～第 4天趋向式搜寻比例明显低于对照组，具
有显著性差异(P<0.01)，而第二次和第三次水迷宫测试 3组间趋向式和直线式搜寻策略无明显差异．在记忆实验中，原平台
象限游泳距离与总距离的比值，RS组第三次较对照组显著降低，有统计学意义(P<0.05)；另外 RS组 1～ 3天趋向式搜寻比
例均明显低于对照组，有显著性差异(P< 0.05)．CaMK域原位杂交显示，各组 CaMK域 mRNA在海马均有明显表达，但是
在齿状回和门区 RS组表达明显低于对照组，具有统计学意义(P<0.01)．研究表明，新生期反复长程惊厥能够对学习和记忆
功能产生远期的损害，可能与海马记忆分子 CaMK域表达下调有关，而单次长程惊厥对学习记忆无明显影响．早期运动训
练能够明显改善反复惊厥所致的学习能力损害，但对记忆能力效果仍较差．
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新生儿期惊厥是十分常见的临床病症．临床和

基础实验均表明，尽管未成熟大脑具有特有的抗损

伤特性，但是发育期常见的病理因素如缺氧缺血、

惊 厥 活 动 ， 能 够 通 过 功 能 活 动 依 赖

(activity-dependent)机制，不可逆地改变未成熟大脑
发育进程和突触构建方式，使成年期大脑处于惊厥

的易感和易损状态，严重者产生认知功能损害[1, 2]．因

此，对发育期惊厥后脑兴奋毒性损伤后引起远期预

后的研究，尤其是分子机制及其干预的研究具有重

要的临床意义．

在我们的前期基础研究中发现，生后6天的大
鼠采用三氟乙醚吸入建立新生大鼠长程或反复惊厥

模型，于发育中不同时间点直到成年期检测行为改

变，发现惊厥阈下降，学习记忆和活动水平受到损

害，并且与海马NMDA受体和GABA受体亚基表达
异常相关[3, 4]．然而由于NMDAR和GABAR亚单位

表达数量及种类繁多，何种亚单位组成的NMDAR
和GABAR亚型起主要作用尚不清楚，并且突触定
位困难，往往不能区别NMDAR和GABAR表达的变
化是发生在突触前膜还是突触后膜，从而制约了针

对受体亚单位水平的新抗痫和抗损伤药物的研发．

为此，本研究在上述工作基础上进一步探讨新生期

反复惊厥对认知功能和突触后致密物质钙/钙调素
依赖性蛋白激酶域 (Ca2+/calmodulin kinase 域，
CaMK域)的远期影响．新近研究表明，运动训练、
丰富环境可以改善儿童脑可塑性．我们最近开展的
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研究表明，泡泡浴结合水中游泳操治疗小儿脑瘫的

方法对认知功能有明显的改善作用，说明运动训练

是一项有前途的康复方法．但是目前国内外在这方

面的研究还刚刚开始．本研究采用分子生物学和行

为学指标结合的方法，有关Morris水迷宫部分选用
指标全面，不仅有逃避潜伏期，还细致分析了搜寻

策略的各个指标，以突触后膜记忆分子CaMK域为
分子标记物，定位明确，并且首次将运动训练手段

运用到发育早期惊厥所致认知功能损伤的非药物干

预策略研究中来，以期为临床应用提供理论依据．

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物．日龄 6 天 Sprague-Dawley大鼠
36只，体重8.30～15.30 g，清洁级，由浙江省医学
科学院实验动物中心提供．所有大鼠在避强光、

24 h昼夜循环、避噪音、自由饮食和进水条件下
饲养．

1.1.2 主要试剂．三氟乙醚 (Aldrich Chem.Co.P.O.
Box355)密封避光保存；两端标记寡核苷酸探针干
粉、寡核苷酸探针稀释液、寡核苷酸探针预杂交

液、复合消化液(P/E) pH6.4、生物素标记的小鼠抗
地高辛、高敏过氧化物酶链亲和素复合物、DEPC、
DAB Kit、蛋白酶K、Na4·EDTA、曲拉通X-100购
自天津灏洋生物制品科技有限责任公司．

1.2 行为学训练器材

1.2.1 Morris水迷宫：包括一个盛有水的圆形水
池、隐藏在水面下的平台及一套图像自动采集和处

理系统(摄像机、录像机、显示器和分析软件等)．
水池直径1.2 m，高0.5 m，内置一高0.3 m的平台，
水池内加入牛奶，使动物在行为训练时无法看见平

台．在水池边缘上等距离设4个标记点，将水池等
分为4个象限，平台置于第3象限的中央，并隐藏于
水面下1～2 cm，水温(25依1)℃．
1.2.2 踏转轮训练仪器．包括同步低频电动机、变

频调速器和钢质转轮3部分．转轮直径21 cm、宽
26 cm、周长63 cm，可在同步低频电动机的驱动下
进行转动，转动的快慢可由变频调速器来控制．用

秒表记录转轮转动一周的时间，根据周长计算出转

轮的速度．

1.3 实验动物操作方法

1.3.1 三氟乙醚致新生期大鼠惊厥模型的建立．取

日龄6天SD大鼠，根据随机数字表法对实验动物进
行随机化区组设计，将实验动物分为对照组

(n=12)、单次惊厥组(n=12)和反复惊厥组(n=12)．
将惊厥组仔鼠放置于40 cm伊20 cm伊20 cm的实验舱
中，通过舱顶的注射孔滴入0.1 ml三氟乙醚，封闭
实验舱，从仔鼠出现惊厥开始计时，30 min后取出
仔鼠，观察仔鼠4 h．仔鼠每天诱导惊厥1次，单次
惊厥组诱导1天，反复惊厥组连续6天．对照组仔鼠
除不给予三氟乙醚外，其他处理与惊厥组完全相

同[3]．

1.3.2 Morris 水迷宫实验．Morris 水迷宫测定方
法：由圆形水池和自动录像及分析系统两部分组

成．水池内放入奶粉使之成为乳白色，平台位于水

下2 cm，将每只动物头部染黑，于象限边1/ 2弧度
处将动物头朝池壁入水，60 s未找到站台者,将其
引致站台．每次训练后大鼠停留在平台20 s，再进
行下一次训练．

Morris水迷宫测试程序主要包括定位航行试验
和空间探索试验2个部分．其中定位航行试验(place
navigation)历时数天．空间探索试验(spatial probe)
是在定位航行试验后去除平台，然后任选一个入水

点将大鼠放入水池中，记录其在一定时间内的游泳

轨迹，考察大鼠对原平台的记忆．

观察指标：以搜索策略为观测指标．搜寻策略

(Search strategy)：大鼠搜寻站台的策略分直线式
(straight)、趋向式(taxis)、随机式(random)和边缘式
（marginal)．直线式指以入水点与站台中点连线为
中轴线，大鼠沿近似于直线的运动轨迹搜寻站台；

趋向式类似于直线式，只是偏离上述的中轴线较

多；边缘式是以大鼠运动区域的中点为圆心，取一

定半径作圆，大鼠的大部分运动轨迹均落在圆以

外，近似于大鼠沿池内壁做环绕站台的边缘运动；

随机式指不符合以上任何一种搜寻策略的运动方

式．从搜寻站台的效率看，直线式>趋向式>随机
式>边缘式．

3组大鼠在P27始行第一次Morris水迷宫实验，
每天2次,训练大鼠寻找水下平台，每次随机选择入
水象限，连续5天．最后一天去除平台再进行一次
空间探索试验[5]．

1.3.3 踏转轮运动训练．在P51～P56时，将单次
长程惊厥组和反复惊厥组动物置于转轮中，转轮速

度为 8～9 m/min，每天训练一次，每次训练
30 min，连续6天；将对照组动物同样置于转轮中，
速度为0，即转轮不转动，放置时间与次数同上面
两组[5]．

1.3.4 第二、三次水迷宫实验．在 P58～P61、
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P80～P82再进行第二、三次水迷宫学习记忆实验，
操作方法同第一次水迷宫．

1.3.5 石蜡标本制作．在生后 P82大鼠用复合麻醉
剂腹腔注射(3 ml/kg)麻醉2 h后，经左心室插管至
主动脉，用血管钳固定，用小剪刀剪开右心室．先

灌流生理盐水50 ml，再用4℃ 4% 多聚甲醛灌注
50 ml缓慢灌流．然后立即断头取脑．脑组织在4%
多聚甲醛灌注固定24 h，20%蔗糖溶液24 h，取海
马部分组织块．室温下进行梯度乙醇脱水：70%乙
醇120 min，80%乙醇180 min， 95%乙醇180 min，
95%乙醇840 min(过夜)，100%乙醇60 min，100%
乙醇60 min．二甲苯透明，石蜡包埋．轮转式切片
机切片，切片厚度3 滋m．
1.3.6 切片 mRNA原位杂交步骤．Dig- 标记的单
核苷酸CaMK域探针序列为 5' AACCA GCAAG
ATATA CAGGA TGACG CCACA GG 3'，采用
TBD的原位杂交试剂盒．具体步骤为：石蜡切片脱
蜡至水，置打孔液中室温10 min以改变组织细胞的
通透性使探针快速顺利地穿透细胞膜，置过氧化氢

封闭液室温20 min，以封闭内源性过氧化氢酶，滴
加复合消化工作液，覆盖组织表面，室温10 min，
滴加预杂交工作液覆盖组织37℃湿盒孵育2 h，揭
去盖玻片以0.2伊SSC室温洗3次，每次洗涤5 min，
滴加杂交工作液覆盖组织37℃湿盒孵育4 h；揭去
盖玻片以 2 伊 SSC 37℃洗3次，每次洗涤5 min，
0.2伊SSC 37℃洗3次，每次洗涤5 min，0.1 mol TBS
37℃洗3～5次每次洗涤5 min，滴加小鼠抗地高辛
生物素标记的抗体工作液(现用现配)，滴加高敏过
氧化物酶链亲和素复合物工作液 (现用现配)，DAB
显色，光学显微镜下观察至细胞内胞浆阳性颜色与

细胞外背景颜色对比度反差明显时蒸馏水洗终止反

应．细胞浆显棕黄色颗粒为阳性反应．苏木素复

染，胞核为蓝色，80%乙醇→90%乙醇→二甲苯脱
水，每步须3～5 min，中性树胶封片保留．
1.3.7 图像分析．采用德国产 LEICA QWin 图像
处理与分析系统对标本图像进行分析，分别于每只

大鼠切片中选取呈典型反应的2张切片，检测其海
马结构及海马齿状回区CaMK域 mRNA阳性反应的
灰度值，另外再测其周边背景灰度值，2值相减后
的平均值为其最终灰度值．

1.3.8 统计学处理．数据以(x依s)表示，原位杂交灰
度数值用SAS软件按完全随机成组设计资料进行方
差分析，多个样本均数间两两比较采用t检验，搜
寻策略数值采用RIDIT分析．P < 0.05表示差异具

有统计学意义．

2 结 果

2.1 第一次水迷宫 (P27~P31)
各组潜伏期均有逐渐缩短趋势，但RS组第1

天～第4天潜伏期明显高于对照组，具有显著性差
异，说明学习能力受损比较明显．但第5天就已接
近正常水平，说明通过学习训练，可以有所进步

(图1)．

从5天的搜寻策略来看，第1、2天各组以边缘
式和随机式搜寻为主 (尽管SS组第1、2天边缘式较
RS组和对照组少，但随机式较2组高，3组之间边
缘式和随机式总的比例并无显著性差异，图2～3)，
之后随着边缘式和随机式搜寻比例均逐渐减少，趋

向式和直线式逐渐增多，在最后一天(d5)各组均以
直线式为主(图2～5)．RS组第3天～第4天边缘式搜
寻比例明显高于对照组，具有统计学意义(P<0.01，
图 2)，到第 5天接近正常水平；RS组第 3天～第4
天趋向式搜寻比例仍明显低于对照组，具有统计学

意义(P<0.01，图 4)．各组直线式搜寻比例在第1～
3天有波动，但第4～5天趋向一致，无显著性差异
(图5)．

The latencies of the RS group were significantly longer than those of
control and SS groups in d1～d4. *P < 0.05; **P < 0.01. ◆ ◆ :
Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.
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Fig. 1 The latency for rats finding the platform in the first
Morris water maze test
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There was a decreasing trend of marginal strategy in three groups, but
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strategy was lower in RS group than that in SS and control group in the
third and fourth day. **P<0.01．◆ ◆ : Control; 姻 姻 :SS;▲—▲ :
RS.

Fig. 2 Marginal searching strategy in the first Morris
water-maze test
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2.2 第二次水迷宫 (P58耀P61)
本次各组潜伏期均较第一次明显缩短．但RS

组第1天～第2天潜伏期明显高于对照组，具有显著
性差异(图6)．从搜寻策略来看，基本以趋向式和
直线式2种策略为主，3组趋向式和直线式搜寻比例
无统计学意义(图7，8)．

2.3 第三次水迷宫 (P80耀P82)
3组的逃避潜伏期和搜寻策略无显著性差异，

但是从数值来看，各组直线式搜寻比例有增多趋势

(图9～12)．
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Fig. 3 Random searching strategy in the first Morris
water-maze test
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groups. Although the frequency of random strategy of SS group in d1～

d3 were higher than that of RS and control, but the total frequency of

marginal plus random among three groups were not significantly

different (P > 0.05). ◆ ◆ : Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.
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There was an increasing trend of taxis strategy in three groups, but the

frequency of taxis strategy was lower in RS group than that in SS and

control group in the third and fourth day. **P < 0.01.◆ ◆ : Control;

姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 4 Taxis searching strategy in the first Morris
water-maze test
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Although there was a fluctuation of straight strategy in SS and control

groups in d1～d3, the straight strategy in all three groups showed an

increasing tendency in d4～d5. ◆ ◆ : Control; 姻 姻 : SS; ▲—▲ :

RS.

Fig. 5 Straight searching strategy in the first Morris
water-maze test
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The latencies of the RS group were significantly longer than those of
control and SS groups in d1～d2. *P < 0.05; **P < 0.01. ◆ ◆ :
Control; 姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 6 The latency for rats finding the platform in the
second Morris water-maze test
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The frequency of taxis strategy among three groups in d1～d3 was not
significantly different.◆ ◆ : Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 7 Taxis searching strategy in the second Morris
water-maze test
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The frequency of straight strategy among three groups in d1～d3 was not
significantly different. ◆ ◆ : Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 8 Straight searching strategy in the second Morris
water-maze test
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The latencies among three groups in d1 ～d3 were not significantly
different in the third maze test.◆ ◆ : Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 怨 The latency for rats finding the platform in the
third Morris water-maze test
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Fig. 15 The four kinds of searching strategy
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The frequency of random strategy among three groups in d1～d3 was

not significantly different.◆ ◆ : Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 员园 Random searching strategy in the third Morris
water-maze test
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The frequency of taxis strategy among three groups in d1～d3 was not

significantly different.◆ ◆ : Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 员员 Taxis searching strategy in the third Morris
water-maze test
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The frequency of straight strategy among three groups in d1～d3 was

not significantly different.◆ ◆ : Control; 姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 员圆 Straight searching strategy in the third Morris
water-maze test
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In the three memory tests, as for the distance ratio in between the origin
platform quadrant to total distance, the ratio of RS group in the third test
was significantly lower than that of control. *P < 0.05.◆ ◆ : Control;

姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 13 Spatial probe test
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The frequency of taxis strategy was much lower in RS group than that in
control and SS groups in the three memory tests. *P < 0.05; **P < 0.01.
◆ ◆ : Control;姻 姻: SS;▲—▲: RS.

Fig. 14 Spatial probe test
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2.4 3次记忆实验的比较
从原平台象限游泳距离与总距离的比值看，第

一和第二次迷宫实验3组之间差异无显著性，第三
次RS组明显低，差异具有显著性(图13)．从趋向式
搜寻策略来看，RS组的搜寻策略最差，1～3天趋
向式搜寻比例均明显低于对照组，有统计学意义

(P < 0.05，图 14，15)．
以上说明，通过学习干预训练，最后RS组的

学习能力好转了．但是记忆能力还是较差，说明对

记忆干预较差．

2.5 CaMK 域 原位杂交结果
CaMK域 mRNA阳性神经元呈棕黄色，分布于

海马各区．灰度分析显示，RS组在齿状回和门区
表达明显低于对照组，有统计学意义(P < 0.05)，而
在CA3未见明显差异(图16，17)．
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The gray values of CaMK域 mRNA in CA3, Hilus and dentate subfields
by in situ hybridization showed significantly lower level of CaMK域
mRNA in Hilus and dentate of RS group than that of control. *P < 0.05.
◆—◆ : CA3; 姻 姻: Hilus+dentate.

Fig. 16 The gray values of CaMKII mRNA
in hippocampus
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In situ hybridization showing the changes of CaMK域 mRNA in CA3,
Hilus and dentate subfields of hippocampus. (a) Control group. (b) SS
group. (c) RS group. Calibration bars: 200 滋m.

Fig. 17 Photomicrographs of coronal hippocampal
sections

3 讨 论

本研究的主要发现：a.发育期反复惊厥能造成
学习和记忆功能的远期不良影响；b.新生期单次长
程惊厥对学习和记忆功能无明显影响；c.运动训练
能明显改善反复惊厥组的学习能力，但对记忆能力

影响不明显；d.发育期反复惊厥后海马齿状回和门
区记忆分子CaMK域表达下调．
新生期三氟乙醚吸入性惊厥具有惊厥诱发迅速

明确、死亡率低等特点，是研究临床新生儿期惊厥

的理想动物模型．Liu等[6]发现发育期反复三氟乙醚

惊厥导致成年时学习记忆受损和惊厥阈降低．

Sogawa等[7]通过生后9天内一连串三氟乙醚惊厥后
的研究也发现，数周后大鼠的视觉-空间学习记忆
能力受损和惊厥阈的下降．我们在国内率先开展了

新生期三氟乙醚诱发惊厥的系列基础研究，结果表

明，在一系列新生期惊厥后，成年期发生了认知缺

损并且伴有脑内形态学和NABA/GABA受体基因表
达的改变[3, 4]．本实验的结果与以往的国内外研究相

一致,但是我们增加了学习记忆的多个测量时间，
对发育期惊厥造成的认知损害进行了动态观察，弥

补了国内外研究的空白．本实验表明，发育期反复

惊厥可造成严重的远期学习记忆损害，并且早在发

育期27天(P27)就已出现了认知损害．
以往研究认为，单次长程惊厥对学习记忆无影

响，这与本研究结果相一致，也进一步说明我们模

型建立的成功．

干预模型较多的都是药物干预，有复方丹参、

川芎嗪、鱼肝油或抗癫痫药戊巴比妥、妥泰等[8, 9]，

这些只针对减少惊厥的发生，保护急性期发作的脑

损伤，而对发育期反复惊厥所致认知功能损害，目

前仍无理想的非药物干预手段．但是近年来在成年

期动物研究中发现，运动训练可以影响脑的可塑

性，改善脑损伤引起的认知缺陷．江山等[10]报道行

为训练能够显著增强成年大鼠海马梗死后齿状回区

多聚唾液酸神经细胞粘附分子(PSANCAM)表达，
增强神经干细胞的迁移能力，促进神经功能恢复．

谭来勋等[11]报道，运动训练可促进脑梗死成年大鼠

梗死周遍区域突触重建及功能恢复，使星形胶质细

胞活性增强并促进胆固醇分泌．杜厚伟等[12]发现，

运动训练可刺激脑缺血成年大鼠脑组织中IL-10生
成，并促进功能康复．Arida等[13]发现，剧烈运动

训练，包括主动的和被动的，都能增加癫痫大鼠的

海马可塑性改变，只是这些变化只发生在癫痫的早
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期阶段．Setkowicz等[14]通过大鼠踏转轮和游泳训练

的研究，发现运动训练能降低惊厥易感性．他们的

运动干预训练先于惊厥模型的制作，转轮的转速达

12～18 m/min，持续14～20 min，连续45天．由于
我们进行的是发育期惊厥的早期干预，运动训练时

大鼠仍处于发育期，因而我们采取较小的转速，以

减少运动应激造成的脑损伤．本研究踏转轮训练转

速8～9 m/min，每天持续30 min，连续6天．研究
表明，运动训练对发育中惊厥所产生的学习损害有

一定的干预效果，但对记忆能力的效果不明显．

为了进一步探讨运动训练对发育期惊厥所致学

习记忆损害的分子机制，我们研究了海马部分的

CaMK域表达情况．CaMK域即钙/钙调素依赖性蛋
白激酶域(Ca2+/calmodulin kinase域，CaMK域)，位
于突触后致密斑 (postsynaptic density，PSD)，为
PSD的主要成分．CaMK域是脑内含量最丰富的激
酶之一，尤其在海马中表达丰富．它占脑内总蛋白

的0.5%～1.0%，海马蛋白的2%，在调节神经兴奋
性和神经功能方面起重要作用．海马内CaMK域与
学习记忆功能关系密切，它在神经递质的合成与释

放、骨架蛋白磷酸化、突触可塑性、基因表达、脑

内葡萄糖代谢等方面有着重要的生物学作用，是神

经信息传导通路中的重要因子[15～18]．在Ca2+、CaM
作用下自身磷酸化激活后能较长时间保持不依赖

Ca2+的激酶活性，在细胞内Ca2+水平恢复正常后仍

自动维持磷酸化状态，从而记住曾发生过的强直刺

激及其所引起的短暂的细胞内Ca2+升高，海马LTP
产生后，CaMK域大量增加，因而被称为记忆分
子．根据CaMK域灰度测定结果，我们发现，反复
惊厥组海马齿状回和门区CaMK域灰度较对照组明
显减低，具有统计学意义．结合行为学测定结果，

说明发育期反复惊厥可造成海马齿状回和门区

CaMK域表达下调，并可能与行为学的变化有关．
综上所述，本研究表明，新生期反复长程惊厥

能够对学习和记忆功能产生远期的损害，可能与海

马记忆分子CaMK域表达下调有关，而单次长程惊
厥对学习记忆无明显影响．早期运动训练能够明显

改善反复惊厥所致的学习能力损害，但对记忆能力

效果仍较差．

致谢 本研究得到苏州大学神经生物学教研室蒋星
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Long鄄term Effects of Neonatal Seizures and Exercise on Learning, Memory
and CaMK域 Expression in Hippocampus*

NI Hong1) **, JIANG Yu-Wu2), TAO Lu-Yang1), LOU Jiang-Yan1), WANG Zhe-Dong1), WU Xi-Ru2)

(1)Neurology Laboratory, The Children Hospital A ffiliated to Suzhou University; Laboratory of Aging and Nervous Diseases, Suzhou University,
Suzhou 215003, China; 2) Department of Pediatrics袁 First Hospital A ffiliated to Peking University. Beijing 100034, China)

Abstract Despite the clinical and experimental concerns about the deleterious effects of neonatal seizures on
brain development, the underlying mechanism of seizure-induced brain damage is still not clear. Moreover, early
therapeutic intervention studies are also less available. For this reason, the study was performed to explore the
long-term effects of neonatal seizures and physical exercise on learning, memory and the expression of
calcium/calmodulin- dependent protein kinase域 (CaMK域). Twelve neonatal rats for each group were assigned:
the single- seizure group (SS), the recurrent-seizure group (RS) and the control group. The volatile agent flurothyl
was used to induce 30 min seizure attack. At postnatal day 6(P6), the single seizures induced only once and
recurrent seizures induced once per day for consecutive 6 days. Control rats were placed into the container for an
equal amount of time to their counterpart without exposure to flurothyl. Morris water-maze test were performed at
P27～P31, P58～P61 and P80～P82, meanwhile at P51～P56, the RS and SS groups were submitted to forced
running exercise. In situ hybridization method was used to detect the expression of CaMK域 mRNA in
hippocampus. The results are as follows: (1) Escape latency. In the first two Morris water-maze tests, there was a
decreasing trend of escape latency in three groups, and the escape latency of RS group was much longer than that
of control group. After physical exercise,in the last Morris water-maze tests, the diference of escape latency in
three groups is not significant. (2) Searching strategy. In the first Morris water-maze test, there was a decreasing
trend of marginal strategy and an increasing trend of taxis strategy in three groups, but the frequency of marginal
strategy was higher and the frequency of taxis strategy was lower in RS group than that in SS and control group in
the third and fourth day 渊P < 0.01冤 . However, there were no significant differences among three groups in the
second and third Morris water-maze test. (3) Memory test. In the three memory tests, as for the distance ratioin
between the origin platform quadrant to total distance, the RS group was the worst. The frequency of taxis strategy
was much lower in RS group than that in SS and control groups in the first to third day(P < 0.01). (4) In situ
hybridization detection showed that the expression of CaMK域 mRNA in dentate gyrus and hilus was much lower
in RS group than that in SS and control groups (P < 0.01). It was concluded that recurrent but not single prolonged
seizures could cause long-term effects on learning and memory, which may be associated with the down-regulated
expression of CaMK域 mRNA in hippocampus. Physical exercise improved the learning capacity of RS group but
with no effect on memory capacity of RS group.
Key words seizure, Morris water-maze, physical exercise, CaMK域
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