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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨氯胺酮对新生大鼠海马区 Ｇ 蛋白偶联受体 ３０（Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
３０， ＧＰＲ３０）表达的影响。 方法　 实验一：随机选取 ２０ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠作为空白对照组（Ｓ 组，ｎ
＝ ２０），在饲养 １、３、７、１４ ｄ 时各取出 ５ 只处死，采用免疫组化法检测大鼠海马区 ＧＰＲ３０ 阳性细胞数。
实验二：１０ 只出生 ７ ｄ 健康雄性 ＳＤ 大鼠随机分为两组，生理盐水组（Ｃ 组，ｎ＝ ５）和氯胺酮组（Ｋ 组，ｎ
＝ ５）。 连续 ３ ｄ 腹腔注射生理盐水 ０ １ ｍｌ（Ｃ 组）或氯胺酮 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ（Ｋ 组），在末次给药后 ２４ ｈ 处

死，采用免疫组化法检测大鼠海马区 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞数，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马区

ＧＰＲ３０ 蛋白含量。 结果　 与 １ ｄ 和 ３ ｄ 比较，７ ｄ 和 １４ ｄ Ｓ 组大鼠海马区 ＧＰＲ３０ 蛋白含量明显升高

（Ｐ＜０ ０５）；与 ７ ｄ 比较，１４ ｄ 时 Ｓ 组大鼠海马区 ＧＰＲ３０ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｃ 组比较，
Ｋ 组海马区 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞数明显增多，ＧＰＲ３０ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 氯

胺酮诱导发育期大鼠海马细胞凋亡可能与 ＧＰＲ３０ 表达下调有关。
【关键词】 　 氯胺酮；Ｇ 蛋白偶联受体 ３０；新生大鼠；发育期大脑；海马；细胞凋亡
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　 　 婴幼儿大脑处于脑生长爆发期，大量研究表明

氯胺酮可致发育期大脑神经细胞凋亡［１－３］，甚至导

致远期学习记忆功能及行为异常［４－５］。 １７β⁃雌二醇

作为神经保护作用的甾体物质，可减轻脑损伤。 我

们前期研究结果显示，氯胺酮可致发育期大鼠大脑

１７β⁃雌二醇表达下调，给予 １７β⁃雌二醇可显著改善

氯胺酮引起的发育期大鼠大脑皮层区神经细胞凋

亡［６］。 Ｇ 蛋 白 偶 联 受 体 ３０ （ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３０， ＧＰＲ３０）是雌激素膜受体，阿尔兹海默

病、帕金森病和多发性硬化症等神经疾病导致的神

经细胞损伤与 ＧＰＲ３０ 表达下调有关［７⁃９］。 氯胺酮致

海马细胞凋亡是否与 ＧＰＲ３０ 表达变化有关目前尚

无定论。 本研究观察氯胺酮对新生大鼠海马区

ＧＰＲ３０ 表达的影响，探讨氯胺酮引起发育期神经毒

性的可能机制。
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材料与方法

实 验 材 料 与 动 物 　 氯 胺 酮 （ 批 号：
Ｈ３５０２０１４８）， 兔 抗 ＧＰＲ３０ 多 克 隆 抗 体 （ 批 号：
ａｂ３９７４２）， 兔 抗 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗 体 （ 批 号：
ＡＦ７０２２）。 新生 ２４ ｈ 的健康清洁级雄性 ＳＤ 大鼠 ３０
只，由河北医科大学实验动物中心提供的清洁级雌

鼠及雄鼠交配后产生。
实验一：
分组与处理 　 随机选取 ２０ 只健康雄性 ＳＤ 大

鼠作为空白对照组（Ｓ 组，ｎ ＝ ２０），在饲养 １、３、７、１４
ｄ 时各取出 ５ 只处死，采用免疫组化法检测大鼠海

马区 ＧＰＲ３０ 阳性细胞数。
实验二：
分组与处理　 １０ 只出生 ７ ｄ 健康雄性 ＳＤ 大鼠

随机分为两组，生理盐水组（Ｃ 组，ｎ＝ ５）和氯胺酮组

（Ｋ 组，ｎ＝ ５）。 连续 ３ ｄ 腹腔注射生理盐水 ０ １ ｍｌ
（Ｃ 组）或氯胺酮 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ（Ｋ 组），在末次给药后 ２４
ｈ 处死。 每次给药后将大鼠置于恒温箱中并持续低

流量给氧 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，严格观察大鼠呼吸频率及皮肤

黏膜颜色，待翻正反射恢复后，放回母鼠身边（与母

鼠分离时间不超过 ５ ｈ）。 采用免疫组化法检测大

鼠海 马 区 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳 性 细 胞 数， 采 用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马区 ＧＰＲ３０ 蛋白含量。
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＧＰＲ３０ 阳性细胞计数　 腹

腔注射 １％戊巴比妥钠 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉 ＳＤ 大鼠，４％
多聚甲醛心脏灌注后立即断头，于冰上分离整个脑

组织并立即置于 ４％多聚甲醛溶液中固定 ４８ ｈ，常
规石蜡切片。 将切片常规脱蜡水化，枸橼酸盐修复

液高压修复 ５０ ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２ 甲醇避光孵育 １０ ｍｉｎ，
１０％山羊血清 ３７ ℃ 孵育 ４０ ｍｉｎ，然后加入兔抗

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 一抗（１：１００）和兔抗 ＧＰＲ３０ 一抗

（１ ∶４００），于 ４ ℃孵育过夜。 辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔二抗 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色。 待细

胞着色而背底颜色较淡时，蒸馏水终止显色。 苏木

素染色 １ ｍｉｎ，盐酸乙醇分化 １ ～ ２ ｓ，脱水封片。
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性表达的判断标准：海马细胞的

细胞核染成棕色。 ＧＰＲ３０ 阳性表达的判断标准：海
马细胞的细胞膜染成棕色。 高倍镜下随机观察 ５ 个

视野，采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ ０ 图像分析软件进行阳

性细胞计数并取平均值。
ＧＰＲ３０ 蛋白含量检测 　 Ｃ 组和 Ｋ 组在末次给

药 ２４ ｈ 后，腹腔注射 １％戊巴比妥钠 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉

后断头并立即于冰上取两侧海马组织，放于液氮

中，称重后使用相应剂量的细胞裂解液裂解细胞以

提取蛋白，ＢＣＡ 法检测样品蛋白含量。 取待测蛋白

质 ５０ μｇ 加上样缓冲液煮沸变性，配胶上样后，１００
Ｖ 电压电泳约 ３０ ｍｉｎ，待 Ｍａｒｋｅｒ 条带跑开后 １２０ Ｖ
电压继续电泳约 １ ｈ。 转膜后，５％脱脂牛奶 ＴＢＳＴ 液

封闭 ３ ｈ，加入兔抗 ＧＰＲ３０ 一抗（１ ∶１ ０００），４ ℃孵

育过夜，ＴＢＳＴ 清洗后加入羊抗兔二抗（１ ∶１ ０００），室
温孵育 １ ５ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤后暗室发光。 通过图像处

理软件对蛋白条带进行分析，以 ＧＰＲ３０ 蛋白条带灰

度值与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带灰度值的比值反映 ＧＰＲ３０ 蛋白

含量。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２１ ０ 统计学软件进行分

析。 组间比较采用成组 ｔ 检验，不同时点比较采用

重复测量方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

ＧＰＲ３０ 阳性细胞数　 Ｓ 组大鼠 １ ｄ 和 ３ ｄ 海马

区 ＧＰＲ３０ 阳性细胞数差异无统计学意义。 与 １ ｄ
和 ３ ｄ 比较，７ ｄ 和 １４ ｄ 时 Ｓ 组大鼠海马区 ＧＰＲ３０
阳性细胞数明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 ７ ｄ 比较，１４ ｄ
时 Ｓ 组大鼠海马区 ＧＰＲ３０ 阳性细胞数明显增多（Ｐ
＜０ ０５）（图 １）。

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞数　 与 Ｃ 组比较，Ｋ
组海马区 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞数明显增多（Ｐ
＜０ ０５）（图 ２）。

ＧＰＲ３０ 蛋白含量 　 与 Ｃ 组比较，Ｋ 组海马区

ＧＰＲ３０ 蛋白含量明显减少（Ｐ＜０ ０５）（图 ３）。

讨　 　 论

７ 日龄大鼠脑发育阶段相当于人类的婴幼儿

期，是中枢神经系统发育和突触形成的关键时期。
氯胺酮作为 ＮＭＤＡ 受体非竞争性拮抗药，因起效

快、作用时间短、镇痛作用强而普遍应用于小儿麻

醉。 研究表明，氯胺酮可抑制神经元树突或轴突的

生长导致大量神经细胞凋亡［１０－１３］，因此氯胺酮在婴

幼儿中的临床作用引起了广泛关注。 参考相关文

献［６］，本实验选择饲养至 ７ ｄ 大鼠给予氯胺酮，采用

连续 ３ ｄ 腹腔注射氯胺酮 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ，制备出在快速

发育期大剂量反复使用氯胺酮的实验动物模型，研
究其对新生大鼠海马细胞凋亡的影响。 整个实验

过程中严格监测幼鼠的呼吸情况，同时给予低流量

氧气（２ Ｌ ／ ｍｉｎ）供应避免了因缺血、缺氧引起的神

经细胞凋亡。
ＮＭＤＡ 受体是存在于中枢神经系统的正常兴奋
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注：与 ３ ｄ 比较，ａＰ＜０ ０５；与 ７ ｄ 比较，ｂＰ＜０ ０５

图 １　 Ｓ 组大鼠不同发育期海马 ＧＰＲ３０ 阳性细胞数的比较（×４００）

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 ２　 Ｃ 组和 Ｋ 组大鼠海马区 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３阳性细胞数的比较（×４００）

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 ３　 Ｃ 组和 Ｋ 组大鼠海马区 ＧＰＲ３０ 蛋白相对含量的比较

性神经递质的谷氨酸受体，参与兴奋性突触传递、
学习记忆及神经系统发育等多种生理过程。 ＮＭＤＡ
受体活性调节的失衡可导致发育期大鼠神经元细

胞发生广泛凋亡［１４］。 氯胺酮作为 ＮＭＤＡ 受体拮抗

剂，通过抑制兴奋性神经递质 （包括乙酰胆碱、Ｌ⁃谷
氨酸）发挥麻醉作用。 在 Ｆéｌｉｘ 等［１５］ 研究的斑马鱼

胚胎模型中，实验结果显示氯胺酮可造成发育期大

脑神经细胞凋亡。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是细胞凋亡过程的最

终执行者，剪切后被激活，激活后的 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 可切

割多种细胞内底物，引起超微结构的改变，导致细

胞凋亡［１６］。 本研究结果表明，氯胺酮可引起新生大

鼠海马 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达上调，即导致海马细

胞凋亡，与以往的研究结果一致［１７］。
雌二醇作为一种内源性神经活性甾体，在大脑

发育过程中发挥着重要的调节作用，可促进神经元

存活以及功能维护。 雌二醇可通过与膜受体结合，
快速激活下游信号通路，在大脑发育过程中发挥重

要的调节作用，促进神经元存活以及功能维护。
ＧＰＲ３０ 作为雌激素膜受体，通过介导 １７β 雌二醇参

与神经元的分化与成熟以及突触的形成。 有研究

表明，ＧＰＲ３０ 不仅表达于海马 ＣＡ２ 区，并且在 ＣＡ１、
ＣＡ３ 和 齿 状 回 细 胞 内 也 检 测 到 了 ＧＰＲ３０ 的

表达［１８］。
雌二醇通过 ＧＰＲ３０ 在体内病理生理效应中起

决定性作用。 有研究表明在去卵巢雌性大鼠模型

中，ＧＰＲ３０ 通过介导雌二醇促进大鼠的空间记忆能

力［１９］。 Ｇｉｂｂｓ 等［２０］ 研究显示膜受体 ＧＰＲ３０ 在基底

前脑胆碱能神经元上高表达，ＧＰＲ３０ 的激活可增强

·０２２１· 临床麻醉学杂志 ２０１９ 年 １２ 月第 ３５ 卷第 １２ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１９，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２



胆碱能神经元中乙酰胆碱的释放，提示膜受体

ＧＰＲ３０ 能通过对海马树突棘和突触功能的直接或

间接作用来调节海马区学习记忆能力和认知功能。
有研究显示神经退行性变疾病（如阿尔兹海默症、
帕金森病）导致的神经细胞凋亡与 ＧＰＲ３０ 表达下调

有关［７，１０］，表明 ＧＰＲ３０ 水平下降或缺乏会引起学习

记忆功能障碍。 本实验通过免疫组化法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测了氯胺酮对雌激素膜受体 ＧＰＲ３０ 的表

达变化，结果显示氯胺酮能显著下调新生大鼠海马

区 ＧＰＲ３０ 的表达。 因此，ＧＰＲ３０ 表达水平的降低可

能与氯胺酮诱导的海马细胞损伤有关。
综上所述，氯胺酮致发育期大鼠海马细胞凋亡

的机制可能与 ＧＰＲ３０ 表达下调有关。 本研究为氯

胺酮诱导发育期大脑细胞凋亡的机制研究提供了

实验参考依据。
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［１４］ 　 Ｓｉｎｎｅｒ Ｂ， Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈ Ｏ， Ｌｉｎｄｎｅｒ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ＮＭＤＡ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ＮＭＤＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｌｔｅｒｓ
ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ．
Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２０１５， ３３３： １４７⁃１５５．

［１５］ 　 Ｆéｌｉｘ ＬＭ， Ｖｉｄａｌ ＡＭ， Ｓｅｒａｆｉｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｋｅｔａｍｉｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｐ５３⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ （Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ） ｅｍｂｒｙｏｓ． Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅ， ２０１８， ２０１： ７３０⁃７３９．

［１６］ 　 Ｅｒｆａｎｉ Ｓ， Ｋｈａｋｓａｒｉ Ｍ， Ｏｒｙａｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｍｐｔ ／ ＰＢＥＦ ／ ｖｉｓｆａｔｉｎ ｅｘ⁃
ｅｒｔｓ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ
ｖｉａ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｃ⁃
ｔｉｖａｔｉｏｎ． Ｊ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１５， ５６（１）： ２３７⁃２４３．

［１７］ 　 Ｏｎａｏｌａｐｏ Ａ， Ａｙｅｎｉ Ｏ， Ｏｇｕｎｄｅｊｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｂｃｈｒｏｎｉｃ ｋｅｔａｍｉｎｅ
ａｌｔｅｒｓ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ， ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｄｉｃｅｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ａｄｏ⁃
ｌｅｓｃｅｎｔ ｒａｔｓ： ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ
ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｊ Ｃｈｅｍ Ｎｅｕｒｏａｎａｔ， ２０１９，
９６： ２２⁃３３．

［１８］ 　 Ｔａｎｇ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｙａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＧＰＲ３０ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒａｐｉｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０１４，
３８７（１⁃２）： ５２⁃５８．

［１９］ 　 Ｘｕ Ｗ， Ｃａｏ Ｊ， Ｚｈｏｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＧＰＲ３０ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｍｅｍｏｒｙ
ａｎｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ＤＨＰＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＬＴＤ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ３ ｏｆ
ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｍｉｃｅ． Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ｌｅａｒｎ Ｍｅｍ， ２０１８， １４９： １０⁃１９．

［２０］ 　 Ｇｉｂｂｓ ＲＢ， Ｎｅｌｓｏｎ Ｄ， Ｈａｍｍｏｎｄ Ｒ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＧＰＲ３０ ｉｎ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ
ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ．
Ｈｏｒｍ Ｂｅｈａｖ， ２０１４， ６６（２）： ３３９⁃３４５．

（收稿日期：２０１８ １２ ２３）

·１２２１·临床麻醉学杂志 ２０１９ 年 １２ 月第 ３５ 卷第 １２ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１９，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２


