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麻醉期间低体温对新生大鼠学习记忆能力的影响

刘文博 杨剑 熊兴龙 高鸿 刘婉玲 王礼鑫

  【摘要】 目的 探讨麻醉期间低体温状态对新生大鼠学习记忆能力的影响及其可能的作用机

制。方法 出生7d的SD新生大鼠40只,按随机数字表法分为四组(n=10):对照组(C组)、麻醉保温

组(A组)、麻醉低温组(AH组)、物理低温组(H组)。C组腹腔注射0.1ml生理盐水并配备加热垫保

持直肠温度在38~39℃;A组以25mg/kg腹腔注射丙泊酚0.1ml,每20分钟追加初始剂量的1/2,麻
醉维持2h,同C组方法保持直肠温度在38~39℃;AH组麻醉方式和时间与A组相同,大鼠在麻醉过

程中不保温,控制室温为23℃,允许体温自然下降;H组大鼠腹腔注射0.1ml生理盐水,同样控制室温

为23℃,使体温自然下降。麻醉过程中持续吸氧,2h内每20分钟监测记录一次体温。清醒后即刻,每
组随机取5只大鼠采用 Westernblot法检测海马磷酸化-细胞外信号调节激酶(p-ERK)、磷酸化-环磷酸

腺苷应答元件结合蛋白(p-CREB)相对表达量。每组剩余5只大鼠继续饲养至30日龄进行水迷宫实

验检测其空间学习记忆能力和海马p-ERK、p-CREB相对表达量。结果 降温60min,AH、H组大鼠的

直肠温度分别下降至(25.38±0.22)℃、(25.54±0.20)℃,明显低于C组(38.36±0.24)℃和A组(37.40±
0.29)℃(P<0.05)。清醒后即刻,AH、H组p-ERK和p-CREB蛋白相对表达量明显低于C组和A组(P<
0.05)。30d四组大鼠逃避潜伏期、穿越平台次数和原平台象限逗留时间差异无统计学意义。水迷宫测试

结束时,四组大鼠p-ERK和p-CREB蛋白相对表达量差异无统计学意义。结论 麻醉期间体温降至25℃
时可短期抑制新生大鼠海马p-ERK、p-CREB表达,而对其远期学习记忆能力无明显影响。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofhypothermiaonthelearningandmemorya-
bilityofneonatalratsduringanesthesiaanditspossiblemechanism.Methods FortySDratsaged7d
wererandomlydividedinto4groups(n=10):controlgroup(groupC),anesthesiagroup(group
A),anesthesiaandhypothermiagroup(groupAH),hypothermiagroup(groupH).GroupCwasin-
jectedintraperitoneallywith0.1mlofsalineandequippedwithheatingpadtokeeptherectaltemper-
atureat38-39℃.GroupAwasinjectedwithpropofol0.1mlat25mg/kgintraperitoneallywith1/2
oftheinitialdose,andanesthesiawasmaintainedfor2h.Thesamemethodtomaintaintherectal
temperatureat38-39℃;GroupAHofanesthesiaandtimeandGroupAofthesame,ratsintheanes-
thesiaprocessisnotinsulation,controlroomtemperatureof23℃,allowingthebodytemperaturede-
creased;GroupHratsintraperitonealinjectionof0.1mlsaline,thesamecontrolroomtemperature
of23℃,sothatthenaturaltemperaturedrop.Anesthesiaintheprocessofcontinuousoxygen,inter-
mittentmonitoringofbodytemperature.Immediatelyafterawake,5ratsineachgroup were
randomlyselectedtodetectthecontentofp-ERKandp-CREBinhippocampusbyWesternblot.The
spatiallearningandmemoryabilityandp-ERKandp-CREBcontentsinhippocampusweremeasured
bywatermazetest.Results TherectaltemperatureingroupAHandgroupHdecreasedto(25.38±
0.22)℃and(25.54±0.20)℃in1hrespectively,andthebodytemperaturedecreasedsignificantly
comparedwithgroupC(38.36±0.24)℃andgroupA(37.40±0.29)℃ (P<0.05).Comparedwith
groupCandgroupA,theexpressionofgroupAHandgroupHwasdecreased(P<0.05).Atthe
endofthewatermazetest,theexpressionofproteininthefourgroupswasnotstatisticallysignifi-
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cant.Therewasnosignificantdifferencebetweenthefourgroupsintheescapelatency,thenumberof
crossingtheplatformandthequadrantoftheoriginalplatformquadrant.Conclusion Theexpression
ofp-ERKandp-CREBinneonatalratshippocampuscanbeshort-terminhibitionintheperiodofhy-
pothermiaat25℃,butnosignificanteffectonthelong-termlearningandmemoryability.

【Keywords】  Hypothermia;Extracellularsignalregulatedkinase;CyclicAMPresponseele-
mentbindingprotein;Neonatalrats;Hippocampus

  长时间的冷暴露可以引起大鼠学习记忆损

伤[1],并可能导致海马区域的功能损害[2]。目前国

内外有关低体温的研究集中于探讨缺血-再灌注损

伤及其他颅脑损伤的保护作用与机制;而麻醉期间

低体温是否对发育高峰期脑神经有损害作用,是否

造成新生大鼠远期学习记忆能力下降尚未可知。
本研究观察麻醉期间低体温状态对新生大鼠远期

学习记忆能力的影响,并探讨可能的作用机制。

材料与方法

实验动物与分组 出生7d的SD新生大鼠40
只,由贵州医科大学动物实验中心提供,体重12~
16g,雌雄不限,按随机数字表法分为四组:对照组

(C组)、麻醉保温组(A组)、麻醉低温组(AH 组)、
物理低温组(H组),每组10只。

实验方法 C组腹腔注射0.1ml生理盐水并配

备加热垫保持直肠温度在38~39℃;A组以25mg/

kg腹腔注射丙泊酚(批号:16KK5643)0.1ml,每20
分钟追加初始剂量的1/2,麻醉2h,同C组方法保持

直肠温度在38~39℃;AH组麻醉方式及时间与A
组相同,大鼠在麻醉过程中不保温,控制室温条件为

23℃,允许体温自然地下降;H组大鼠腹腔注射0.1
ml生理盐水,同样控制室温为23℃,使体温自然下

降。麻醉过程中持续吸氧,观察大鼠呼吸、皮肤颜色,
大鼠腹部固定带状婴儿脉搏血氧饱和度探头,并维持

SpO2 在95%~99%,从麻醉开始即刻至麻醉结束时,
每20分钟记录1次,防止大鼠脑缺氧。间断监测大

鼠体温变化,注药后每20分钟记录1次。
行为学测试 每组随机选取5只大鼠饲养至

30d,采用 Morris水迷宫检测实验动物的空间学习

记忆能力,历时5d。行定位航行实验时,令实验动

物在水迷宫内自由游泳2min寻找水下平台(1.5
cm),并记录找到平台所需时间(逃避潜伏期),若

120s内未找到平台记录为120s,实验连续进行4
d,每天训练4次。第5天行空间探索实验,拆掉水

下平台,同样令动物自由游泳2min,记录2min内

穿越平台次数及原平台象限逗留时间。测试过程

中保持实验室内灯光、物品等空间参照物摆放位置

不变,水温保持在(25.0±1.0)℃,以排除干扰因素。

p-ERK和p-CREB蛋白相对表达量测定 分别

于大鼠麻醉清醒后即刻和 Morris水迷宫测试结束

时,每组随机选取5只大鼠处死,于冰上断头取大脑

海马组织。海马组织称重后按每20mg组织加入

150μl裂解液进行匀浆,匀浆后冰上静置裂解1h,待
组织充分裂解后以12000r/min离心10~15min,上
清液即为蛋白原液,采用BCA法进行蛋白定量。取

50μg蛋白在10%SDS-PAGE胶上电泳,后转移至硝

酸纤维素滤膜,封闭液封闭2h,加入兔抗鼠p-ERK
抗体(1∶700)或兔抗鼠p-CREB抗体(1∶300),4℃孵育

12h;加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG抗体

(1∶10000),室温孵育1h,运用Tanon5200Multi多

功能成像系统曝光成像。应用ImageJ软件进行分

析,以磷酸化-细胞外信号调节激酶(p-ERK)和磷酸

化-环磷酸腺苷应答元件结合蛋白(p-CREB)条带灰

度值与内参GAPDH灰度值的比值反映p-ERK蛋白

和p-CREB蛋白相对表达量。
统计分析 采用SPSS20.0统计学软件进行

分析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)
表示,组间比较采用双因素方差分析,组内不同时

点比较采用重复测量设计的方差分析。P<0.05
为差异有统计学意义。

结  果

降温60min,AH组和H组大鼠的直肠温度明

显低于C组和A组(P<0.05)(图1)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与A组比较,bP<0.05

图1 四组大鼠直肠温度变化的比较

水迷宫训练阶段,四组大鼠组间逃避潜伏期差

异无统计学意义(图2)。
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图2 四组大鼠不同时点逃避潜伏期的比较

在空间探索试验中,四组大鼠2min内穿越平

台次数和原平台象限逗留时间差异无统计学意义

(图3,4)。

图3 四组大鼠穿越平台次数的比较

图4 四组大鼠原平台象限逗留时间的比较

清醒后即刻,AH、H 组p-ERK和p-CREB蛋

白相对表达量均明显低于C组和 A组(P<0.05)
(图5,6)。

水迷宫结束时,四组大鼠p-ERK和p-CREB蛋

白相对表达量差异无统计学意义(图7,8)。

讨  论

ERK是丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)家族的

重要成员,该家族的信号转导通路对调节神经细胞

的生长、增殖、分化和存活起重要作用。ERK作为

重要的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,其在学习和记忆

中具有非常重要的作用[3,4]。进一步的研究显示,

ERK信号转导通路的激活参与了短时记忆向长时

记忆的转化,也就是记忆的巩固过程[5]。环磷腺苷

  注:与C组比较,aP<0.05;与A组比较,bP<0.05

图5 清醒后即刻四组大鼠海马p-ERK蛋白相对

表达量的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与A组比较,bP<0.05

图6 清醒后即刻四组大鼠海马p-CREB蛋白相对

表达量的比较

图7 水迷宫结束时四组大鼠海马p-ERK蛋白相对

表达量的比较

效 应 元 件 结 合 蛋 白 (cAMP-responseelement
bindingprotein,CREB)是一种调节基因转录的蛋

白,在记忆形成过程中发挥重要作用[6]。研究显示,
其磷酸化蛋白与神经元发育及长时程增强作用
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图8 水迷宫结束时四组大鼠海马p-CREB蛋白相对

表达量的比较

(LTP)关系密切[7]。而作为CREB的上游信号分

子,ERK可直接磷酸化转录因子CREB[8]。
依据已有文献[9]并结合本研究预实验结果,当

丙泊酚的麻醉剂量为25mg/kg时,即可使新生大

鼠翻正反射消失,达到麻醉效果,因此选择该剂量

进行麻醉,持续2h。而大鼠属于晚成性哺乳动物,
刚出生的幼体只有微弱的体温调节能力,幼体被单

独隔离后体温将随环境温度的下降而降低,并达到

接近环境温度的水平[10],因此结合预实验并参照

Whittington等[11]的研究方法,调控实验室环境温

度为23℃,在不保温的条件下,使新生大鼠体温随

环境温度而下降,最低降至25℃左右。根据文献,

30日龄的SD大鼠神经系统发育程度相当于6~7
岁学龄期儿童[12],因此本研究将干预过的新生大鼠

喂养至30日龄,进行 Morris水迷宫测试,以检测麻

醉期间低体温对其远期学习记忆能力的影响。
国外有文献报道低体温可抑制大鼠海马组织

中ERK的表达[11],本研究清醒后即刻的结果与其

一致。在寒冷应激状态下 Akt(蛋白激酶B)-ERK
信号通路表达下调,大鼠海马 ATP含量下降[13]。
而ATP对ERK的激活关系密切,因此p-ERK蛋

白相对表达量的下调可能也与在低体温状态下,

ATP的含量下降有关。CREB作为ERK的下游蛋

白,当ERK表达受抑制时,其激活同样受到抑制。
且CREB受多种通路调节,ATP通过调控cAMP/

PKA通路影响CREB的表达;另有研究显示 Akt/

CREB通路也是CREB磷酸化的主要途径之一[14],
而在低温状态下前两者活性的降低可能同样造成

p-CREB下调。本研究结果显示,低体温可能是造

成蛋白含量下调的主要原因。但短时间低体温对

机体的影响会在体温恢复后逐渐消失,其对神经系

统的损害是可逆的。国外也有类似文献报道[15]。
综上所述,麻醉期间体温降至25℃时可短期抑

制新生大鼠海马p-ERK、p-CREB表达,而对其远期

学习记忆能力无明显影响。
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