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黄芪总苷防治氯胺酮麻醉致幼鼠

记忆损伤的作用及其机制研究

杨　飞　钮峥嵘　李瑞轩　徐桂萍

摘　要　目的　探讨黄芪总苷防治氯胺酮麻醉致幼鼠记忆损伤的作用及机制。方法　ＳＤ幼年大鼠（幼鼠）５０只，随机分为

正常对照组、氯胺酮组、氯胺酮 ＋黄芪总苷高剂量（８０ｍｇ／ｋｇ）组，氯胺酮 ＋黄芪总苷中剂量（４０ｍｇ／ｋｇ）组、氯胺酮 ＋黄芪总苷低剂

量（２０ｍｇ／ｋｇ）组，每组 １０只。采用腹腔注射氯胺酮（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉并行剖腹探查术，制造记忆损伤模型；造模后，氯胺酮 ＋黄芪

总苷各剂量组分别灌胃给药相应剂量黄芪总苷，正常对照组和氯胺酮组灌胃等体积的 ０．９％氯化钠溶液；末次给药后，进行定向

航行实验和空间探索实验，并检测血清超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）水平，同时取大鼠脑组织，分别用于 ＨＥ染色观察

病理变化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂｃｌ－２蛋白表达水平。结果　成功复制幼鼠记忆损伤模型；与正常对照组比较，氯胺

酮组幼鼠血清 ＳＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ含量显著提升（Ｐ＜０．０５）；与氯胺酮组比较，氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂量组幼鼠血清 ＳＯＤ

活性显著提升，ＭＤＡ含量显著降低（Ｐ＜０．０５）；病理组织学检查结果显示，氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂量组幼鼠大脑组织海马区神经

元细胞形态明显改善；与氯胺酮组比较，氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂量组幼鼠脑组织 ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜

００５），而 Ｂｃｌ－２表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　黄芪总苷对氯胺酮麻醉致幼鼠记忆损伤具有显著的防治作用，其机制

可能与调节脑组织海马区 ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂｃｌ－２等凋亡蛋白表达、抑制氧化应激反应有关。
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　　氯胺酮（ｋｅｔａｍｉｎｅ，ＫＴＭ）是常用麻醉类药物，临
床多用于婴幼儿麻醉

［１，２］
。近年来，随着国家计划生

育政策的调整，新生儿数量不断增加，临床应用氯胺

酮对婴幼儿实施检查和手术麻醉的病例亦不断增加。

但有研究表明，氯胺酮在麻醉时可引发神经毒性和记

忆损害等不良反应，并可引起认知功能减退
［３，４］
。因

此，氯胺酮对发育中大脑的神经毒性作用越来越引起

医学界的广泛重视
［５］
。

黄芪来源于豆科植物蒙古黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍ
ｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．ｖａｒ．ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ（Ｂｇｅ．）Ｈｓｉａｏ
或膜荚黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．的
干燥根，被《中国药典》２０１５年版收载，其性微温，味
甘，具有补气升阳、固表止汗、利水消肿、生津养血、行

滞通痹、托毒排脓、敛疮生肌之功效
［６］
。黄芪总苷是

黄芪中的主要药效成分，属于皂苷类化合物，具有抗

炎、抗氧化、抗缺血性脑损伤、抗衰老和改善记忆等多

种药理作用
［７～９］

。但有关黄芪总苷对氯胺酮麻醉致

幼鼠记忆损伤的防治作用及其机制研究尚未见报道。

为此，本研究中以氯胺酮麻醉幼鼠复制记忆损伤模

型，研究黄芪总苷对其治疗作用，并探讨其可能的作

用机制。

材料与方法

１．实验动物：ＳＤ大鼠，５０只，清洁级，２１日龄幼
鼠，雌雄各半，体质量 ５０±２ｇ，由新疆医科大学动物
实验中心提供。

２．药物与试剂：黄芪总苷（含量：９８％，批号：
ＥＹ－（ＵＳＰ）－０２０２，上海远慕生物科技有限公司），
盐酸氯胺酮注射液（江苏恒瑞医药股份有限公司）；

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒，南京
建成生物工程研究所。ｃａｓｐａｓｅ－３抗体、Ｂｃｌ－２抗
体、ＧＡＰＤＨ抗体、辣根过氧化物酶标记二抗（北京中
杉金桥生物技术有限公司），ＢＣＡ蛋白测定试剂盒
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＥＣＬ发光液和硝酸纤维素膜
（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｅｒ公司）。

３．仪器：Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（上海基尔顿生物科技有
限公司）；ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＳＥ８０ｉ正置显微镜；Ｈ１６５０台
式高速离心机（湖南湘仪离心机仪器有限公司）；

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉＤ５－多功能酶标仪（中国上海美谷分子
仪器有限公司）；ＢＴ１２５Ｄ型万分之一电子天平（Ｓａｒ
ｔｏｒｉｕｓ公司）；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫及视频分析软件。

４．动物分组及给药：５０只 ＳＤ幼鼠适应性喂养 １
周后，随机分为 ５组，即正常对照组、氯胺酮组、氯胺
酮 ＋黄芪总苷高剂量（８０ｍｇ／ｋｇ）组，氯胺酮 ＋黄芪总

苷中剂量（４０ｍｇ／ｋｇ）组、氯胺酮 ＋黄芪总苷低剂量
（２０ｍｇ／ｋｇ）组，每组各 １０只。氯胺酮组及氯胺酮 ＋
黄芪总苷组腹腔注射氯胺酮（５０ｍｇ／ｋｇ），空白对照组
腹腔注射等体积 ０．９％氯化钠溶液。除正常对照组
外，其余各组麻醉至翻正反射消失后，行假手术处理，

无菌操作，于上腹部正中线做一长约 １．５ｃｍ切口，探
查腹部 ５ｍｉｎ，关腹，缝合伤口。术后，氯胺酮 ＋黄芪
总苷各组分别灌胃相应剂量黄芪总苷，１次／天，连续
１周，正常对照组、氯胺酮组灌胃等体积０．９％氯化钠
溶液。

５．学习记忆实验：采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫，末次给药
后，将各组动物禁食不禁水 １２ｈ，进行定向航行实验
和空间探索实验。将各组幼鼠放入水槽自由游泳

２ｍｉｎ，适应迷宫内、外环境及游泳状态，持续训练 ３
天，２次／天；第 ４天起，开始定位巡航实验，幼鼠从 ４
个不同的标记点分别入水，记录其自入水到爬上平台

所需要的时间（逃避潜伏期），如果幼鼠在９０ｓ内未找
到平台，则将其引导至平台休息 １０ｓ，逃避潜伏期记
为９０ｓ。定位巡航结束后进行 １天的空间探索实验，
撤出平台，将幼鼠放入水中自由游泳，记录各鼠首次

穿过平台所在象限需要的时间以及在 ９０ｓ内穿过平
台的次数。采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫图像自动监视处理系
统完成数据的采集和处理。

６．血清 ＳＯＤ、ＭＤＡ水平测定：学习记忆实验结束
后，以 １０％水合氯醛（３．５ｍｌ／ｋｇ）对各组幼鼠进行麻
醉，腹主动脉取血５ｍｌ，室温静置２ｈ，４℃下３０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ５ｍｉｎ，分离血清，迅速至 －８０℃冰箱保存，用于
检测血清 ＳＯＤ活性及 ＭＤＡ含量。

７．脑组织病理学检查：取血完毕后，立即断头取
幼鼠大脑海马组织，一部分置液氮中冻存，另一部分

以４％多聚甲醛溶液固定，４℃过夜，梯度乙醇脱水、
石蜡包埋、制成 ４μｍ切片，用于苏木精 －伊红（ＨＥ）
染色检测病理变化。

８．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测脑组织中 Ｂｃｌ－２、ｃａｓｐａｓｅ－
３蛋白的表达：处死动物后，取冻存海马区脑组织
５０ｍｇ，液氮中研磨，加入组织裂解液裂解后，ＢＣＡ法
进行蛋白定量，加 ５×上样缓冲液煮沸 １０ｍｉｎ，进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，电泳结束后经 ＰＶＤＦ膜转膜，
５％脱脂奶粉封闭过夜，Ｂｃｌ－２、ｃａｓｐａｓｅ－３一抗（１∶
１０００）稀释液室温孵育 ２ｈ，继以辣根酶标记的二抗
（１∶５０００）稀释液室温孵育 １ｈ，按照 ＥＣＬ试剂盒说明
书进行操作，将发光液均匀地滴在ＰＶＤＦ膜上，反应１
ｍｉｎ，最后将膜放入暗室压片成像。结果用目的蛋白
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的灰度值与内参（ＧＡＰＤＨ）的灰度值的比值表示，用
ＩｍａｇｅＪ软件对成像结果进行定量。

９．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组间差异使用方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），两组
间比较采用ＬＳＤ法，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．黄芪总苷对氯胺酮麻醉致记忆损伤幼鼠脑组

织病理形态学影响：正常对照组幼鼠大脑组织海马区

神经元细胞密集，数量多，椭圆形或圆形，排列整齐，

神经元胞质丰满，核仁明显；氯胺酮组海马区神经元

细胞排列疏松，细胞体积缩小，细胞核紧缩，神经元细

胞数量较少，提示氯胺酮麻醉可导致幼鼠海马区神经

元细胞损伤；氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂量组神经细胞排
列较为紧密，细胞核仁清晰，数量较多，提示黄芪总苷

对氯胺酮导致幼鼠海马区损伤的神经元细胞具有一

定的修复作用（图１）。

图 １　各组幼鼠脑组织病理形态学比较（ＨＥ，×４００）
Ａ．正常对照组；Ｂ．氯胺酮组；Ｃ．氯胺酮 ＋黄芪总苷高剂量组；Ｄ．氯胺酮 ＋黄芪总苷中剂量组；Ｅ．氯胺酮 ＋黄芪总苷低剂量组

　

　　２．黄芪总苷对氯胺酮麻醉致幼鼠记忆损伤的影
响：定位巡航阶段第 １天和第 ２天，氯胺酮组、氯胺
酮 ＋黄芪总苷各剂量组的潜伏期均显著高于正常对
照组（Ｐ＜０．０５），氯胺酮组与氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂
量组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示氯
胺酮麻醉可造成幼鼠记忆损伤。第 ３天氯胺酮 ＋黄
芪总苷各剂量组与正常对照组幼鼠逃避潜伏期比较，

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），显著低于氯胺酮组
（Ｐ＜０．０５），详见表１。空间探索实验中，氯胺酮组首
次穿过平台所在象限需要的时间显著长于正常对照

组，穿台次数显著少于正常对照组，氯胺酮 ＋黄芪总
苷各剂量组首次穿过平台所在象限需要的时间显著

短于氯胺酮组（Ｐ＜０．０５），穿台次数显著多于氯胺酮
组（Ｐ＜０．０５），详见表２。

３．黄芪总苷对氯胺酮麻醉致幼鼠记忆损伤幼鼠
血清 ＳＯＤ、ＭＤＡ水平的影响：与正常对照组比较，氯
胺酮组幼鼠血清 ＳＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ含量显著
提升（Ｐ＜０．０５）；与氯胺酮组比较，氯胺酮 ＋黄芪总
苷各剂量组幼鼠血清 ＳＯＤ活性显著提升，ＭＤＡ含量
显著降低（Ｐ＜０．０５），详见表３。

表 １　黄芪总苷对氯胺酮麻醉致记忆损伤幼鼠定位巡航实验结果的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） 第１天 第２天 第３天 第４天
正常对照组 － ３４．２１±３．３５ ３６．７５±４．０８ ３３．２３±３．０８ ３４．０５±３．１７
氯胺酮组 － ５８．６２±５．６１ ６０．１４±５．９２ ６６．２５±６．２４ ６７．３１±６．６５

８０ ５４．６２±５．５６ ５２．２１±５．４５ ４０．１６±４．２５＃ ３６．４０±３．５４＃

氯胺酮 ＋黄芪总苷组 ４０ ５３．９８±５．３５ ５１．１８±５．５０ ４１．１７±４．２４＃ ３５．３５±３．２５＃

２０ ５５．２１±５．５６ ５２．０２±５．５５ ４０．２５±４．１３＃ ３６．３１±３．１４＃

　　与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与氯胺酮组比较，＃Ｐ＜０．０５

表 ２　黄芪总苷对氯胺酮麻醉致记忆损伤幼鼠空间

探索实验结果的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ）
首次穿过平台

时间（ｓ）

９０ｓ内穿过平台

次数（次）

正常对照组 － １８．２１±１．３４ ５．９６±０．６８
氯胺酮组 － ３０．６２±３．５２ １．１４±０．１５

８０ ２２．９８±３．０１＃ ５．１８±０．２５＃
氯胺酮 ＋

黄芪总苷组
４０ ２３．１４±２．４２＃ ５．１３±０．５０＃

２０ ２３．０１±２．１８＃ ５．０４±０．５２＃

　　与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与氯胺酮组比较，＃Ｐ＜０．０５

表 ３　黄芪总苷对氯胺酮麻醉致幼鼠记忆损伤幼鼠

血清中 ＳＯＤ、ＭＤＡ水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量／（ｍｇ／ｋｇ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／Ｌ）

正常对照组 － ３０８．２８±３１．５６ ５．０９±０．５３

氯胺酮组 － ２０４．１０±１８．１９ ７．９８±０．８１

８０ ２９７．５５±３１．８８＃ ５．１４±０．４４＃
氯胺酮 ＋

黄芪总苷组
４０ ２９５．１４±２８．０５＃ ５．０５±０．５１＃

２０ ３０１．０１±３２．５４＃ ５．０９±０．４８＃

　　与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与氯胺酮组比较，＃Ｐ＜０．０５
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　　４．黄芪总苷对氯胺酮麻醉致记忆损伤幼鼠脑组
织中 Ｂｃｌ－２、ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白水平的影响：与正常对
照组比较，氯胺酮组幼鼠脑组织 ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达
水平显著升高，而 Ｂｃｌ－２表达水平显著降低（Ｐ＜
００５）；与氯胺酮组比较，氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂量组
幼鼠脑组织 ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达水平均显著降低（Ｐ
＜０．０５），而 Ｂｃｌ－２表达水平均显著升高（Ｐ＜
００５），详见图２。

图 ２　各组幼鼠脑组织中 Ｂｃｌ－２、ｃａｓｐａｓｅ－３

蛋白相对表达量比较

与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与氯胺酮组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
全身麻醉药的主要不良反应表现为学习记忆功

能障碍。越来越多的研究表明，氯胺酮可影响幼年幼

鼠学习和记忆功能
［１０］
。研究发现，多次使用氯胺酮

可损伤动物海马神经元，影响其学习记忆功能，其机

制与氯胺酮影响动物脑内 ５－羟色胺（５－ＨＴ）和乙
酰胆碱（Ａｃｈ）水平有关［１１］

。水迷宫实验是一种强迫

大鼠、小鼠等实验动物游泳，经过训练对环境和平台

有空间记忆，判断并寻找隐藏在水中平台的一种实验

方法，主要用于测试实验动物对空间位置感和方向感

的学习记忆能力，当水下平台被撤回时，通过平台位

置的插入频率来确定动物的记忆。该实验方法广泛

应用于学习记忆、阿尔茨海默病、智力与衰老等方面

的研究，是目前公认的用于研究学习和记忆能力的方

法
［１２，１３］

。本研究通过水迷宫实验证实，应用氯胺酮

麻醉后，幼鼠逃避潜伏期显著延长，提示复制氯胺酮

致幼鼠记忆功能损伤模型成功。

细胞凋亡反映细胞损伤的表现形式之一，其形成

过程涉及到多种影响因素和作用机制所介导的细胞

死亡过程。但无论哪种作用因素诱导细胞凋亡，其信

号通路中均存在共同的调控靶点。凋亡蛋白酶

ｃａｓｐａｓｅ－３的激活是细胞凋亡的指示剂，属于 ｃａｓｐａｓｅ
级联反应中最关键的凋亡执行蛋白酶，其在细胞凋亡

程序中起枢纽作用。Ｂｃｌ－２是一种抑制凋亡基因，
在细胞凋亡过程中，Ｂｃｌ－２亦发挥关键作用，其可通
过与其他凋亡蛋白的协同作用，调节细胞内线粒体膜

通透性，从而调节细胞凋亡信号转导
［１４～１６］

。

氧化应激损伤是由于机体内的抗氧化系统遭到

破坏致使自由基在体内发生负反应，生成超氧阴离

子、羟自由基、过氧化氢、过氧化亚硝基等自由基和非

自由基活性产物，积累堆积造成机体组织细胞受损，

从而导致细胞凋亡和坏死。因此，研究记忆损伤动物

脑组织细胞凋亡时，并行研究氧化应激损伤，有助于

分析记忆损伤机制
［１７，１８］

。ＳＯＤ是机体内重要的氧自
由基清除酶之一，可有效清除细胞内各种自由基和非

自由基活性产物，同时可以抑制过多的羟自由基的产

生，从而抑制氧化应激反应，减少ＭＤＡ等脂质过氧化
产物生成

［１９，２０］
。

本研究结果显示，黄芪总苷具有防治氯胺酮麻醉

致幼鼠记忆损伤的作用。氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂量
组的潜伏期均显著低于氯胺酮组，首次穿过平台所在

象限需要的时间显著短于氯胺酮组，穿台次数显著多

于氯胺酮组。氯胺酮组幼鼠血清中 ＳＯＤ活性下调、
ＭＤＡ含量升高，脑组织中 Ｂｃｌ－２表达减少、ｃａｓｐａｓｅ－
３表达量增高。给予不同剂量的黄芪总苷治疗后，该
情况出现改善，氯胺酮 ＋黄芪总苷各剂量组幼鼠血清
ＳＯＤ活性显著提高，ＭＤＡ表达显著降低，脑组织
Ｂｃｌ－２表达显著增加，ｃａｓｐａｓｅ－３表达减少。此研究
结果表明，黄芪总苷能在一定程度上提高氯胺酮麻醉

致记忆损伤幼鼠体内 ＳＯＤ活性，并有效清除氧自由
基，增强机体的抗氧化损伤能力。此外，可促进抗凋

亡蛋白 Ｂｃｌ－２的表达，降低凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ－３
表达量。上述作用机制可能仅是一方面，有关黄芪总

苷防治氯胺酮麻醉致幼鼠记忆损伤具体的作用机制，

尚需进一步研究探讨。
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