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氯胺酮合用盐酸戊乙奎醚对新生大鼠突触素表达的影响
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$$!摘$要"$目的$观察氯胺酮合用盐酸戊乙奎醚对新生大鼠学习记忆和海马%A; 区突触素表达的影响& 方

法$9 0龄 P.21GZ,<V1f4U大鼠 :# 只'随机分为 @ 组'分别腹腔注射氯胺酮 =# -GKIG#b组$'盐酸戊乙奎醚 " -GKIG

#/组$'氯胺酮 =# -GKIGq盐酸戊乙奎醚 " -GKIG#/b组$及与 /b组相同容积的生理盐水#6P 组$& 于给药后

!@ 0 行 *̀22'W水迷宫训练%给药后 "@ &)!@ 0#水迷宫训练前$和 ": 0#水迷宫训练后$行免疫组化测定海马%A; 区

突触素的表达& 结果$

"

水迷宫训练合格率以6P组和/组最高'/b组最低%

#

给药后 "@ & 突触素表达以 6P 最

高'依次为/组)b组及/b组##_#5#=$%给药后 !@ 0时各组大鼠突触素表达均有增加'但6P组和/组较快'b组

和/b组较慢##_#5#=$%给药后 ": 0时各组大鼠突触素表达差异无显著意义## #̂5#=$& 结论$ 氯胺酮与盐酸

戊乙奎醚合用比单用氯胺酮更能抑制新生大鼠空间学习记忆能力和海马%A; 区突触素的表达'单用盐酸戊乙奎醚

无显著影响& 随着年龄的增长以及适当的学习训练'突触素表达可增加至正常水平&
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$$围术期麻醉用药是否影响发育期大脑的学习记

忆功能一直为人们所关注& 现已知学习记忆与 6<

甲基<V<天冬氨酸#6̀ VA$)脑内胆碱#`型)6型$

等递质及其受体密切相关!!<""

& 临床麻醉中'氯胺酮

是婴幼儿常用的静脉麻醉药'其麻醉作用主要与非

特异性地阻断 6̀ VA受体功能有关%此外'在临床
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麻醉剂量下能够显著抑制神经元烟碱受体功能& 盐

酸戊乙奎醚系我国自主研发的新型选择性抗胆碱

药'对外周毒蕈碱# $̀受体主要作用于 !̀) ;̀ 亚

型'而对外周 "̀ 受体的作用不明显'也不阻断神经

突触前膜 "̀ 受体调控神经末梢释放乙酰胆碱

#AS&$的功能%同时对 6!)6" 受体也有一定阻断作

用& 临床上氯胺酮与盐酸戊乙奎醚常常术前合用'

是因为氯胺酮能使唾液和呼吸道分泌物增加'同时

使心率增快%而盐酸戊乙奎醚作为抗胆碱药'既能拮

抗氯胺酮增加唾液和呼吸道分泌的作用'又不明显

加快心率!;"

& 有研究报道单独大剂量或连续长时

间腹腔注射氯胺酮会影响新生大鼠学习记忆功能的

发育!@<>"

'同时亦有报道老年患者术前使用盐酸戊乙

奎醚术后出现谵妄!9<7"

& 鉴于二者单独使用均可能

引起记忆损害'故联合使用是否会加重记忆损害-

国内有学者发现'氯胺酮与盐酸戊乙奎醚联合使用

对成年小鼠记忆的抑制呈协同作用'但不超过

@ 0

!!#"

& 两药合用对发育期鼠脑学习记忆功能的影

响国内未见报道& 本研究拟观察新生大鼠联合使用

氯胺酮和盐酸戊乙奎醚后空间辨别学习能力和海马

突触素表达的变化'为麻醉药的合理应用提供实验

依据&

!"材料与方法

!5!"实验动物与分组

9 0龄 P.21GZ,<V1f4,U#PV$大鼠 :# 只'体重 !:

M"# G& 随机分成 @ 组'即
"

氯胺酮组#b组') H

"#$'予以氯胺酮 =# -GKIG腹腔注射%

#

盐酸戊乙奎

醚组#/组') H"#$'予以盐酸戊乙奎醚 " -GKIG腹

腔注射%

$

氨胺酮 q盐酸戊乙奎醚组#/b组') H

"#$'予以氨胺酮 =# -GKIG和盐酸戊乙奎醚 " -GKIG

联合腹腔注射& 以上 ; 组药物均以生理盐水稀释成

#5! -JKG容积%

%

生理盐水组#6P组') H"#$'以等

量体积的生理盐水腹腔注射& 氯胺酮产自江苏恒瑞

医药有限公司#批号 #:#=#@$'盐酸戊乙奎酮产自成

都力思特制药有限公司#批号 #:#;#7<!$& 接受氯

胺酮腹腔注射的新生大鼠用药后以婴儿脉搏血氧饱

和度探头贴于腹部'监测脉搏血氧饱和度#P.B

"

$与

心率#D?$'以防止麻醉过深导致脑缺氧缺血& 新

生大鼠给药后与母鼠同窝饲养&

!%#"G7**8<水迷宫训练

每组大鼠各 !# 只于给药后 !@ 0 进行水迷宫训

练& 水迷宫是一直径 !"# S-'高 =# S-的黑色水槽'

等分为
4

)

1

)

-

及
.

象限'在
-

象限中央距边缘

;# S-处放一透明站台'迷宫上方安置带有显示系

统的摄像机'同步记录大鼠运动轨迹& 迷宫外参照

物不变'水深 "= S-'水温恒定#"= L!$n'平台在第

; 个训练日淹入水面下 ! S-& 每个训练日结束后清

洗泳路侧壁以消除嗅觉提示& 在每一个训练日'每

只大鼠被连续训练 !# 次& 即由起点处#第
4

象限

的侧壁中点$将大鼠放入水中'游至终点经平台出

水为止& 每次记录潜伏期'即由入水到开始游动的

时间%运行时间'即由起点游到终点的时间%错误的

次数'即改变游泳方向或进入盲端的次数& 然后计

算平均潜伏期)平均运行时间)正确率#正确数K训

练次数$& 最后以平均潜伏期小于 = W'平均运行时

间小于 != W'正确率大于 7#]作为标准'判定是否

建立了空间辨别性学习记忆!!!'!""

& 水迷宫训练 9 0

后按照标准筛选训练合格的大鼠'继续巩固训练

9 0'即总计训练 !@ 0&

!5$"突触素免疫组化测定

分别于给药后 "@ &)!@ 0#水迷宫训练前$和给

药后 ": 0#水迷宫训练后$每组随机抽取 = 只大鼠'

快速断头取脑后置于 @]多聚甲醛中#@n'.D95@$

固定 "@ &'沿中脑前 !K; 切取厚约 ; --的脑片'再

放入 @]多聚甲醛液#@n'.D95@$固定 @: M9" &&

将固定后的脑片经 #5#! -*4KJ磷酸盐生理盐水缓

冲液#磷酸盐缓冲盐水 /NP'.D95@$充分漂洗'以

滤纸吸取残留液后行酒精脱水)二甲苯透明'石蜡包

埋组织块& 每一蜡块连续切 !# 张脑片取一张'共取

= 张'片厚 @

'

-& 切片经二甲苯脱蜡)#5#! -*4KJ

/NP漂洗后'高压修复 " -'(#修复液*#5! -*4柠檬

酸 7 -Jq#5! -*4柠檬酸钠 @! -Jq双蒸水

@=# -J$'然后室温下每张切片分别滴入 =#

'

J;]

过氧化氢水溶液#封闭内源性过氧化物酶$及 =#

'

J

的 =]鸡蛋清#抑制非特异性XGC的结合$各 ;# -'('

之后加入小鼠抗大鼠多克隆突触素抗体#美国 P'G<

-1公司$'@n过夜后再加入山羊抗小鼠 XGC抗体<

D?/多聚体#北京中杉公司$;9n ;# -'(& 以上各

步骤之间均以 #5#! -*4KJ/NP 充分漂洗& 最后加

新鲜配制的VAN溶液'显微镜下观察显色反应'适

时终止& 常规脱水透明)中性树胶封片&

将切片置于BJì /YP显微镜下'放大 @## 倍'

采用T'G,2"### 图象分析系统测定海马 %A; 区的始

层)辐射层和腔隙分子层的突触素免疫反应产物的

平均光密度#BV$值'同时测定该切片的胼胝体的

BV值#因为该处内突触素免疫反应产物为阴性$'

以之作为背景'用所得值减去背景 BV值得到校正

的BV值#%BV$'即突触素免疫产物的实际光密度&

("=(
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每只大鼠选取 @ 个区域完整的 = 张切片'每张切片

的每个测定部位的每个层次随机选取 " 个视野'取

平均值& 所有BV值的测量均在相同的光学条件下

完成&

!5+"统计学处理

采用 P/PP !;5# 统计软件处理'计量资料以均

数加减标准差#!L"$表示'组间比较采用单因素方

差分析#B(,<f1UA6B3A$'采用JPV检验进行样本

均数两两比较'计数资料间比较采用行 s列表资料

的
!

" 检验'以#_#5#= 为差异有显著性&

#"结果

#%!"各组大鼠水迷宫训练 U A后的合格率比较

给药后 !@ 0'每组共有 !# 只大鼠参加水迷宫训

练& 6P 组和 /组大鼠合格率最高'均为 7#]'/b

组大鼠合格率最低'为 =#]'b组居中'为 >#]'但

差异无显著性&

#%#"各组大鼠海马I&$ 区突触素的表达

突触素免疫组织化学染色特征为突触前终末特

异性'在神经毡区呈颗粒状或点状免疫标记'神经元

胞体)白质及血管不被染色& 海马)齿状回出现明显

免疫板层分布& 海马本部以始层)辐射层染色较深'

腔隙分子层次之'齿状回以分子层染色最深&

各组大鼠不同时间点海马 %A; 区突触素表达

见图 !'突触素的校正光密度值#%BV$比较见表 !&

本研究发现'给药后 "@ &'6P 组和 /组大鼠海马

%A; 区有少量棕黄色颗粒状突触素阳性产物的分

布'b组和/b组大鼠海马 %A; 区未见明显棕黄色

颗粒状突触素阳性产物的分布%对突触素%BV值比

较发现'6P组最高)/b组最低##_#5#=$& 给药后

!@ 0 时'6P 组和 /组大鼠海马 %A; 区有大量棕黄

色颗粒状突触素阳性产物的分布'同时突触素 %BV

值较给药后 "@ &有明显增加%b组大鼠海马%A; 区

有少量棕黄色颗粒状突触素阳性产物的分布'而/b

组大鼠海马 %A; 区仅有少量点状突触素阳性产物

的分布'b组和/b组突触素%BV值较前缓慢增加&

给药后 ": 0时'@ 组大鼠海马 %A; 区均可见大量棕

黄色斑块状突触素阳性产物'此时 @ 组突触素 %BV

值差异无显著性&

!"#$

%"#&

!'#&

()!)!(!*+!

$$图 !"+ 组大鼠给药后不同时间海马I&$ 区突触素的表达$ _+//%"上排为给药后 "@ &突触素的表达*6P组和/组

可见海马%A; 区少量棕黄色颗粒状突触素阳性产物'b组和 /b组未见棕黄色颗粒状突触素阳性产物& 中排为给药后 !@ 0 突触素

的表达*6P组和/组可见海马%A; 区大量棕黄色颗粒状突触素阳性产物'b组可见少量棕黄色颗粒状突触素阳性产物'/b组可见

少量点状突触素阳性产物& 下排为给药后 ": 0突触素的表达*@ 组海马%A; 区均可见大量棕黄色斑块状突触素阳性产物&

(;=(
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表 !"各组大鼠海马I&$ 区突触素表达
#!L"$

分组 例数 给药后 "@ & 给药后 !@ 0 给药后 ": 0

6P组 = =5"# L#5:7 9579 L#599 !"5>@ L#5=;

/组 = =5!7 L#59! 95:! L#59# !"59" L#5>>

b组 =

@5@; L#5=:

1

=5:> L#5="

1

!"5>7 L#5=:

/b组 =

@5#7 L#5=9

1'E

=5!! L#5=@

1'E

!"5>; L#5=7

.值 @5!; @75#9 #5#==

#值 #5#!; #5### #57:;
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$"讨论

神经元之间#包括神经元和肌细胞之间'神经

元和腺细胞之间$的信息传递是由突触来完成的&

突触素是突触囊泡的特异性整合糖蛋白'主要定位

于突触前终末内'是突触前终末有效而特异的标记

物& 突触素免疫反应产物的定位和定量反映了突触

的分布和密度& 海马是内侧颞叶系统中与学习记忆

最密切相关的结构'其中海马%A; 区被认为与空间

学习记忆密切相关!!;"

& 6̀ VA受体对发育中大脑

有营养作用'可促进神经元细胞的增殖)分化)迁移

能力'对突触的可塑性有重要作用& 在啮齿类动物

大脑的快速发育期'6̀ VA受体有一个高度敏感期'

大约在出生到生后 " 周'这个时期给予 6̀ VA受体

拮抗剂可引起神经毒性和神经元细胞的凋亡和K或

坏死& 陈志斌等!>"研究发现注射氯胺酮后 "@ &'9 0

龄 PV大鼠海马神经元细胞大量凋亡'突触素表达

减少可能和氯胺酮神经毒性有关& d1(G等!!@"亦发

现'6̀ VA受体拮抗剂 /%/引发的凋亡'对随后的

神经发生和突触构建产生消极影响'并导致突触素

表达的下降'说明 6̀ VA受体拮抗剂也是影响突触

素表达的一个因素& 本实验结果显示单用氯胺酮

#b组$在给药后 "@ &突触素表达受抑制'这与上述

结果吻合& 但是'6̀ VA受体引发凋亡的具体机制

尚未明了'突触素表达的下降究竟是 6̀ VA受体拮

抗的直接后果还是继发于神经元细胞的凋亡'目前

还不能作出结论& 本实验研究亦发现两药合用组

#/b组$给药后 "@ &比b组更加抑制了突触素的表

达'考虑系在大鼠脑发育的关键阶段'胆碱能受体和

6̀ VA受体联合抑制影响了发育期脑的神经网络的

构建!!="

& 盐酸戊乙奎醚是新型选择性抗胆碱药物'

目前有临床研究报道老年患者术前使用盐酸戊乙奎

醚术后出现谵妄!:"

'考虑是因为年龄增长'`受体

数量减少'麻醉因素使 `受体 "C蛋白复合体功能

失调所致'其对婴幼儿及青壮年患者的影响未见报

道& 同时'动物行为学实验发现单用盐酸戊乙奎醚

不会抑制成年及老年鼠的学习记忆功能'但联合使

用咪达唑仑或氯胺酮均对学习记忆功能抑制产生短

期的协同作用!!>'!9"

& 具体机制及对幼年鼠的影响

也未见报道& 本实验中单用盐酸戊乙奎醚组#/组$

在给药后 "@ &突触素表达与生理盐水组#6P 组$无

明显差异'考虑对 "̀ 受体作用的缺失以及术前用

药量较小可能是其未影响新生大鼠学习记忆功能的

主要原因&

有实验研究表明'大鼠海马 %A; 区突触素表达

呈增龄性改变'青年组最高%幼年组次之%从中年开

始突触素的丢失大于突触素的合成%老年组突触素

显著减少!!:"

& 另有研究表明新生大鼠脑神经细胞

损伤后具有修复的可塑性'其时间持续至损伤后

!@ 0'突触素检测能较好地反映神经元和轴突的代

偿再生情况!!7"

& 本实验发现'各组大鼠随着年龄增

长突触素表达均有增加'但在水迷宫训练前 6P 组

和/组增长较快'b组和 /b组较慢& 运动训练亦

可以促进脑损伤后某些基因及其产物的表达'有利

于神经元结构和功能的修复& 脑损伤后给予复杂的

运动技巧训练'损伤周围及对侧运动皮质的不同亚

型突触数目全面增加!"#"

& %&,( 等!"!"报道'中等强

度体育训练可以增强海马区突触可塑性'并改善由

于年龄增长造成的突触素水平的降低& 空间辨别性

学习记忆属于联合型学习中的操作式条件反射'目

前建立空间辨别性学习记忆的行为模型的方法有很

多'其中水迷宫法是利用动物的求生欲这一本能作

为刺激'它对动物所引起的反应小'且操作方便'设

施简易& 而且N,SI,2等!"""的损毁法)Bcb,,[,等!";"

的电生理记录及大量的实验证据均显示大鼠的空间

学习记忆的中枢定位在海马'所以在以观察海马为

实验对象的实验'水迷宫法要比其他法优越得多&

国内亦有学者研究证实水迷宫法可以建立空间辨别

性学习记忆的动物模型'同时发现获得空间辨别性

学习记忆功能的模型大鼠海马内突触素的表达比对

照组大鼠强'并有新的突触生成!!!"

& 本实验利用水

迷宫法一方面观察给药后对大鼠空间辨别性学习记

忆的影响'另一方面将空间辨别性学习训练当做康

复训练'观察康复训练对大鼠海马 %A; 区突触素表

达的影响& 发现氯胺酮合用盐酸戊乙奎醚比单用氯

胺酮更能抑制新生 9 0 龄大鼠#相当于人类的婴儿

期$空间学习记忆能力和海马 %A; 区突触素的表

达'但随着年龄的增长以及适当的学习训练'到出生

后 ;= 0#即水迷宫训练后 ": 0'相当于人类的青春

期$突触素的表达可增加至正常水平&

(@=(
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(消息(

#/!/ 年湘雅儿科国际论坛征文通知

中南大学湘雅医院)湘雅二医院)湘雅三医院及中国当代儿科杂志社将于 "#!# 年 @ 月 !> M!: 日在湖南长沙联合

举办+"#!# 年湘雅儿科国际论坛,& 本次论坛将邀请国际知名大学专家及国内各专业知名教授 !# 余名'围绕目前儿科

专业研究进展及热点问题进行专题讨论& 本次论坛为与会者提供一个相互学习切磋的平台'是一次极好的同行专家

交流的机会'特向全国征文& 热忱欢迎全国同仁积极投稿& 适宜刊登的稿件优先在中国当代儿科杂志上发表& 现将

征文的有关注意事项通知如下*

征文内容*包括儿科各个专业临床与基础方面的最新研究成果)研究动向%新技术)新进展以及临床治疗方面的经

验与改进&

征文要求*文章要求为未公开发表过的学术论文%内容具有科学性)先进性'数据准确无误%来稿须有 :## 字以内

的摘要#包括目的)方法)结果)结论$'以d*20格式保存%稿件上务必注明作者姓名)单位)地址)邮编)电话和传真&

投稿方式*请将稿件以O-1'4形式发送到\Z,W&1'S&1l!>;5S*-'邮件主题写+"#!# 湘雅儿科国际论坛征文,&

截稿日期*"#!# 年 ; 月 ;! 日&

联系人*中南大学湘雅医院儿科教研室及研究室$李清香老师

手机*!;79=::;!>=% 电话*#9;!<:@;"9"#:% 传真*#9;!<:@;"97""&

(==(




