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　 　 【摘要】 　 目的　 研究远端肢体缺血预处理对氯胺酮麻醉导致的发育期大鼠海马 ＣＡ１ 区神经细胞

抗凋亡因子 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２（Ｂｃｌ⁃２）和凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）表达失衡的影响。 方法　 ＳＤ
新生大鼠 ４８ 只，５ 日龄，体重 ８～１２ ｇ，随机分为四组：对照组（Ｃ 组）于出生第 ７ 天腹腔注射生理盐水 ８
ｍｌ ／ ｋｇ，间隔 ２ ｈ 注射一次，共注射 ６ 次；远端肢体缺血预处理组（ＲＩＰＣ 组）于出生第 ５ 天行右后肢缺血

５ ｍｉｎ，再灌注 ５ ｍｉｎ 预处理，４ 个循环，４８ ｈ 后腹腔注射生理盐水 ８ ｍｌ ／ ｋｇ，方法同 Ｃ 组；氯胺酮组（Ｋ 组）
于出生第 ７ 天腹腔注射氯胺酮 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ，方法同 Ｃ 组；肢体缺血预处理＋氯胺酮组（ＲＫ 组）于出生第 ５
天行远端肢体缺血预处理，４８ ｈ 后腹腔注射氯胺酮 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ，方法同 Ｃ 组。 四组于腹腔注射完成后 １２
ｈ 经心脏灌注取脑，分别采用免疫组化法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法观察大鼠海马 ＣＡ１ 区凋亡因子 Ｂａｘ 和抗凋

亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 阳性细胞数量和蛋白含量。 结果　 与ＲＩＰＣ 组比较，Ｋ 组和 ＲＫ 组海马 ＣＡ１ 区神经细胞

Ｂａｘ 阳性细胞数量明显增多，蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｂｃｌ⁃２ 阳性细胞数量明显减少，蛋白含量明

显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｃ 组和 ＲＩＰＣ 组海马 ＣＡ１ 区神经细胞 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 阳性细胞数量和蛋白含量差异无

统计学意义。 与 Ｋ 组比较，ＲＫ 组海马 ＣＡ１ 区神经细胞 Ｂａｘ 阳性细胞数量明显减少，蛋白含量明显降

低（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｂｃｌ⁃２ 阳性细胞数量明显增多，蛋白含量明显升高（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。 结论　 远端肢体缺血预处

理可减轻氯胺酮大剂量、多次注射导致的发育期大鼠海马 ＣＡ１ 区神经细胞 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 表达失衡。
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　 　 近年来大量研究指出，早期或过量接触麻醉药

可诱导神经细胞的广泛凋亡［１－２］。 氯胺酮是一种非

竞争性的 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体拮抗药，
在动物大脑发育敏感期高剂量和 ／或多次注射氯胺

酮会导致神经毒性［３］。 目前，全麻药诱导发育期神

经毒性的机制尚不清楚且缺乏有效的防治措施。
有研究表明，远端肢体缺血预处理（ ｒｅｍｏｔｅ ｌｉｍｂ ｉｓ⁃
ｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ， ＲＩＰＣ）在不同的动物大脑损

伤模型中都具有保护作用［４－５］。 然而，ＲＩＰＣ 对氯胺

酮在大脑发育过程中诱导的神经毒性的影响尚不

明确。 本研究观察 ＲＩＰＣ 对发育期大鼠反复氯胺酮

暴露引起的抗凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 和凋亡因子 Ｂａｘ 表达

失衡的影响。

材料与方法

实验动物与分组 　 选取 ＳＤ 新生大鼠 ４８ 只，５
日龄，体重 ８～１２ ｇ，购自宁夏医科大学实验动物中

心。 将大鼠随机分为四组，每组 １２ 只。 对照组（Ｃ
组）：出生第 ７ 天腹腔注射生理盐水 ８ ｍｌ ／ ｋｇ，间隔 ２
ｈ 注射 １ 次，共注射 ６ 次。 ＲＩＰＣ 组：出生第 ５ 天用

橡皮筋套住右后肢根部，用拉力器拉伸 ２􀆰 ５ Ｎ 后肉

眼观察到肢体远端颜色发绀即为阻断股动脉的标

志，持续 ５ ｍｉｎ 后减压，皮肤潮红为下肢再灌注标

志，再持续 ５ ｍｉｎ，整个过程循环进行，共 ４ 次。 ４８ ｈ
后腹腔注射生理盐水 ８ ｍｌ ／ ｋｇ，间隔 ２ ｈ 注射一次，
共注射 ６ 次。 氯胺酮组（Ｋ 组）：出生第 ７ 天腹腔注

射氯胺酮 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ，间隔 ２ ｈ 注射一次，共注射 ６
次，用药后仔细观察乳鼠的皮肤颜色，有无缺氧表

现。 ＲＩＰＣ＋氨胺酮组（ＲＫ 组）：出生 ５ ｄ 乳鼠行远端

肢体缺血预处理， ４８ ｈ 后腹腔注射氯胺酮 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ，间隔 ２ ｈ 注射一次，共注射 ６ 次。 实验中动

物置于纯氧恒温保温箱中。 直至动物的翻正反射

复原，大鼠完全苏醒后，返回母鼠身边喂养。
免疫组化法检测海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 阳性

细胞　 腹腔注射完成后 １２ ｈ 每组选取 ６ 只大鼠，经
心脏灌注取脑，具体操作步骤参考文献［６］。 采用

计算机图像分析系统 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析软件分别统计各

视野 ＩＯＤ ／ Ａｒｅａ 比值（平均光密度值）反映海马 ＣＡ１
区 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 阳性细胞数量。

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋

白含量　 每组取 ６ 只大鼠，断头处死，冰上迅速分离

海马组织，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃
２、Ｂａｘ 蛋白含量。 采用 ＢＣＡ 法提取总蛋白，测定蛋白

浓度。 取已定量的蛋白 ４０ μｇ，在 １５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 聚

丙烯酰胺凝胶电泳 ８０ Ｖ，３０ ｍｉｎ 后改为 １２０ Ｖ，然后

转至 ０􀆰 ４５ μｍ 的硝酸纤维素滤膜上，转膜结束后用

５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 １０ ｍｉｎ，重复 ３
次后，加入兔抗 Ｂａｘ 抗体（１ ∶５００）、兔抗 Ｂｃｌ⁃２ 抗体

（１ ∶１００）兔抗、ＧＡＰＤＨ（１ ∶５００）４ ℃封闭过夜。 ＴＢＳＴ
洗膜 １０ ｍｉｎ，重复 ３ 次，分别加入相对应的辣根过氧

化物酶标记的抗体（１ ∶５００），室温摇床孵育 ２ ｈ，洗膜

后用 ＥＣＬ 显影。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 定量分析软件测定条

带灰度值，以 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 条带灰度值与 ＧＡＰＤＨ 条带

灰度值的比值反映 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 蛋白含量。
统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件分析数

据。 正态分布计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析，两两比较用 ＬＳＤ
法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 阳性细胞　 与 ＲＩＰＣ 组

比较，Ｋ 组和 ＲＫ 组 Ｂａｘ 阳性细胞数量明显增多（Ｐ＜
０􀆰 ０５），Ｂｃｌ⁃２ 阳性细胞数量明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｃ
组和 ＲＩＰＣ 组 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 蛋白阳性细胞数量差异无

统计学意义。 与 Ｋ 组比较，ＲＫ 组 Ｂａｘ 阳性细胞数

量明显减少（Ｐ ＜０􀆰 ０５），Ｂｃｌ⁃２ 阳性细胞数量明显增

多（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １—２）。
海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 蛋白含量　 与 ＲＩＰＣ 组

比较，Ｋ 组和 ＲＫ 组 Ｂａｘ 蛋白含量明显升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｃ 组和

ＲＩＰＣ 组海马 ＣＡ１ 区 Ｂａｘ 蛋白含量差异无统计学意

义。 与 Ｋ 组比较，ＲＫ 组 Ｂａｘ 的蛋白含量明显降低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（图 ３—４）。

讨　 　 论

啮齿类动物出生后 ０ ～ １０ ｄ 是大脑的快速发育

期，在此期间，大脑经历了显著的增值、分化、突触

的形成［７］。 因此，发育中的大脑极易受到神经毒性

物质的危害从而影响大脑的生长发育。 早在 １９９９
年就有学者证实：给出生 ７ ｄ 的大鼠多次注射

ＮＭＤＡ 受体的拮抗剂会造成大鼠广泛的神经细胞凋
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｋ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；箭头示 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达阳性细胞

图 １　 四组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｂｃｌ⁃２蛋白免疫组织化学染色图（×４００）和 Ｂｃｌ⁃２阳性细胞数量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｋ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；箭头示 Ｂａｘ 蛋白表达阳性细胞

图 ２　 四组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｂａｘ 蛋白免疫组织化学染色图（×４００）和阳性细胞数量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｋ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 四组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｂａｌ⁃２蛋白含量的比较

亡［８］。 随后，越来越多的动物以及临床研究提示，
全麻药物的极端使用会造成大脑的形态学和功能

改变［９－１０］。 本研究使用出生 ７ ｄ 的大鼠，因为此时

神经元具有高度的可塑性，易受内外环境的影响。
有研究表明，氯胺酮可呈剂量及时间依赖性诱

导发育期动物神经细胞凋亡，且剂量和时间作用具

有协同性，高剂量重复注射可导致神经细胞退行性

变［１１］。 Ｂａｘ 基因是人体重要的凋亡基因，Ｂｃｌ⁃２ 是

抗凋亡基因，编码的 Ｂａｘ 蛋白可与 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白形成

异二聚体，对 Ｂｃｌ⁃２ 产生阻抑作用。 Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ⁃２ 的

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｋ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 四组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｂａｘ 蛋白含量的比较

相互作用调控细胞凋亡。 本实验参照 Ｍａ 等［６］ 选用

氯胺酮 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 多次腹腔注射观察凋亡和抗凋亡

蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的表达情况。 结果显示，新生大

鼠多次注射大剂量的氯胺酮可致大脑海马 ＣＡ１ 区

神经细胞 Ｂａｘ 表达增加而 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低。
ＲＩＰＣ 是指通过间断的非致死量的远端肢体缺血

刺激来诱导大脑的缺血耐受从而在后期脑缺血事件

中保护神经元、改善预后的一种干预措施。 有关

ＲＩＰＣ 的研究使用了不同的方法，如单侧上肢、单侧下

肢及双侧肢体，但是各方法的有效性是否存在差异，
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尚未得到证实［１２－１３］。 ＲＩＰＣ 每个周期的缺血持续时

间和周期数以及压迫肢体的数量，在以往研究中也有

所不同。 但有动物研究表明，３ 个周期的肢体预处理

对神经细胞的保护作用优于 ２ 个周期［１４］，多数动物

研究采用 ４ 个周期的缺血－再灌注处理，每个周期缺

血 ５ ｍｉｎ，再灌注 ５ ｍｉｎ，因此本实验选用对出生 ５ ｄ
的大鼠行单侧肢体 ４ 个周期 ＲＩＰＣ 的方法。 且 ＲＩＰＣ
存在两个保护时相：快速期保护和延迟期保护，快速

期保护始于缺血预处理后持续 ３ ｈ，而延迟期可持续

至 ４８ ｈ 后［１５－１６］。 故本研究在 ＲＩＰＣ ４８ ｈ 后行多次注

射氯胺酮处理。 有研究认为短暂的缺血预处理具有

减轻继发性脑缺血－再灌注损伤的作用，且肢体的

ＲＩＰＣ 对脑缺血具有耐受性［５，１６］。 Ｍｅｎｇ 等［１２］证实双侧

上臂短暂反复缺血预处理可改善颅内动脉狭窄的脑灌

注，减少卒中复发。 然而，ＲＩＰＣ 对氯胺酮引起的神经

细胞凋亡因子和抗凋亡因子表达改变的影响鲜有报

道。 本研究结果显示，氯胺酮可增加凋亡蛋白 Ｂａｘ 同

时降低抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 的表达，而 ＲＩＰＣ 可减轻由氯

胺酮诱导的 Ｂｃｌ⁃２和 Ｂａｘ 的变化，提示 ＲＩＰＣ 可通过调

节 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２的表达从而发挥保护作用，这一结果与

ＲＩＰＣ 可保护其他脑损伤模型结论一致。
综上所述，将发育期大鼠暴露于大剂量的氯胺酮

中会引起大脑海马 ＣＡ１ 区神经细胞 Ｂａｘ 表达增高而

Ｂｃｌ⁃２ 表达下降， ＲＩＰＣ 可减轻氯胺酮导致的发育期

大鼠海马 ＣＡ１ 区神经细胞 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 的表达失衡。
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ｃａｍｐｕｓ． Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０１８， ５５（１）： １６４⁃１７２．

［１１］ 　 Ｙａｎ Ｊ， Ｈｕａｎｇ Ｙ， Ｌｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｔ⁃
ａｍｉｎｅ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｖｉａ ｔｈｅ ＲＯＳ ／ ＨＩＦ⁃１α ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ
ｒａｔｓ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１４， ３３（６）： １７１５⁃１７３２．

［１２］ 　 Ｍｅｎｇ Ｒ， Ａｓｍａｒｏ Ｋ， Ｍｅｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｕｐｐｅｒ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎ⁃
ｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎ ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ｓｔｅｎｏｓｉｓ．
Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， ２０１２， ７９（１８）： １８５３⁃１８６１．

［１３］ 　 Ａｙｏｄｅｌｅ Ｍ， Ｋｏｃｈ Ｓ． Ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ
ｃａｒｅ ｕｎｉｔ． Ｃｕｒｒ Ｔｒｅａｔ Ｏｐｔｉｏｎｓ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０１７， １９（６）： ２４．

［１４］ 　 Ｒｅｎ Ｃ， Ｇａｏ Ｘ， Ｓｔｅｉｎｂｅｒｇ ＧＫ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｍｂ ｒｅｍｏｔｅ⁃
ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｆｏｃａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａ⁃
ｄｉｃｔｓ ｔｈｅ ｄｏｇｍａ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔｉｍｅ ｗｉｎｄｏｗｓ ｆｏｒ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ．
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２００８， １５１（４）： １０９９⁃１１０３．

［１５］ 　 Ｐａｎ Ｊ， Ｌｉ Ｘ， Ｐｅｎｇ Ｙ． Ｒｅｍｏｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ａｃｕｔｅ ｉｓ⁃
ｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ： ｄａｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋｎｅｓｓ． Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１６， ２７
（５）： ５０１⁃５１０．

［１６］ 　 Ｈｅｓｓ ＤＣ， Ｈｏｄａ ＭＮ， Ｂｈａｔｉａ Ｋ． Ｒｅｍｏｔｅ ｌｉｍｂ ｐｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ａｎｄ
ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ： ｗｉｌｌ ｉｔ ｔｒａｎｓｌａｔｅ ｉｎｔｏ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ
ａｃｕｔｅ ｓｔｒｏｋｅ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２０１３， ４４（４）： １１９１⁃１１９７．

（收稿日期：２０１８ １２ ２３）

·２７１· 临床麻醉学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３６ 卷第 ２ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２




