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犚α甲基组胺改善异氟烷导致的发育期大鼠神经元凋亡及记忆损害
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　　［摘要］　目的　探讨犚α甲基组胺（ＲＡＭＨ）对异氟烷导致的发育期大鼠神经元凋亡及记忆损害的保护作用。

方法　将２８只６～７ｄＳＤ大鼠随机均分为４组：对照（ＣＯＮ）组腹腔注射５％葡萄糖（０．１ｍＬ／１０ｇ）；异氟烷暴露模型

（ＩＳＯ）组腹腔注射５％葡萄糖（０．１ｍＬ／１０ｇ）后，吸入１．６％的异氟烷持续６ｈ；ＲＡＭＨ组腹腔注射ＲＡＭＨ（１０ｍｇ／ｋｇ）；

异氟烷暴露联合ＲＡＭＨ处理（ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ）组，腹腔注射ＲＡＭＨ（１０ｍｇ／ｋｇ）３０ｍｉｎ后吸入１．６％的异氟烷持续６ｈ。

应用水迷宫实验观察大鼠学习记忆能力，免疫荧光技术检测大鼠海马神经细胞凋亡，蛋白质印迹法检测大鼠海马中ｐ５３

蛋白表达。结果　在水迷宫实验中，ＩＳＯ组大鼠在目标象限的时间短于ＣＯＮ组（狀＝７，犘＜０．０１）；ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ组大

鼠在目标象限的时间长于ＩＳＯ组（狀＝７，犘＜０．０５）。与ＣＯＮ组相比，ＩＳＯ组大鼠海马神经细胞凋亡增加（狀＝５，犘＜

０．０１）；而ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ组凋亡细胞数量少于ＩＳＯ组（狀＝５，犘＜０．０１）。与ＣＯＮ组相比，ＩＳＯ组大鼠海马中ｐ５３蛋白表

达增加（狀＝６，犘＜０．０１）；而ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ组ｐ５３蛋白表达低于ＩＳＯ组（狀＝６，犘＜０．０１）。结论　ＲＡＭＨ可减轻异氟

烷引起的发育期大鼠海马神经元凋亡及记忆损害。

［关键词］　异氟烷；犚α甲基组胺；生长和发育；细胞凋亡；记忆障碍
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　　临床常用的吸入麻醉药异氟烷长时间暴露可引

起发育期大鼠或小鼠的海马、大脑皮质、杏仁核等区

域神经细胞广泛凋亡［１２］，并可损害大鼠成年后学习

记忆等认知功能［３］。在中枢神经系统，犚α甲基组

胺［犚（－）αｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔａｍｉｎｅ，ＲＡＭＨ］可通过激活

组胺Ｈ３受体调节组胺、γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）等递质

释放［４］。有研究表明ＲＡＭＨ可减轻或消除谷氨酸

和甲基苯丙胺引起的发育期大鼠认知损害［５６］。但

ＲＡＭＨ是否能减轻异氟烷引起的发育期大鼠神经

元凋亡及记忆损害仍不清楚。本研究通过行为学实

验和免疫荧光技术等探讨ＲＡＭＨ是否对大鼠海马

神经元细胞凋亡及记忆损害有保护作用。

１　材料和方法

１．１　实验对象与分组　ＳＤ孕鼠购于上海斯莱克实

验动物有限责任公司，按照第二军医大学实验动物

管理规范饲养和照料。根据研究目的将２８只６～

７ｄＳＤ大鼠随机均分为４组：对照（ＣＯＮ）组腹腔注

射５％葡萄糖（０．１ｍＬ／１０ｇ）；异氟烷暴露模型

（ＩＳＯ）组腹腔注射５％葡萄糖（０．１ｍＬ／１０ｇ）后，吸

入１．６％的异氟烷持续６ｈ；ＲＡＭＨ 组腹腔注射

ＲＡＭＨ（１０ｍｇ／ｋｇ）；异氟烷暴露联合ＲＡＭＨ处理

（ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ）组腹腔注射 ＲＡＭＨ（１０ｍｇ／ｋｇ）

３０ｍｉｎ后，吸入１．６％的异氟烷持续６ｈ。整个实验

过程使用水浴锅保温。处理２８ｄ后通过水迷宫实

验观察大鼠学习记忆能力。然后对ＣＯＮ、ＩＳＯ和

ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ组大鼠海马神经元凋亡、ｐ５３蛋白的

表达进行检测。

１．２　水迷宫实验观察大鼠学习记忆能力　使用经

典的Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫装置（上海吉量公司），将其随机

分为４个象限，其中一个象限放置平台。训练时将

大鼠根据训练计划分别放置于非平台象限，让大鼠

自由寻找平台，以大鼠在平台上保持１０ｓ不再次下

水为完成一次测试。如果大鼠６０ｓ内找不到平台

则引导上台，并站立１０ｓ。每天１２：００～１７：００训练

２轮，持续训练５ｄ，第６天撤除平台，将大鼠放置于

非目标象限的固定位置，让其自由寻找平台，视频记

录其６０ｓ内的整个过程。用分析软件分析大鼠的

路线和潜伏期。测试大鼠的空间学习和记忆能力。

１．３　免疫荧光观察大鼠海马神经元凋亡情况　冰

冻切片室温放置３０ｍｉｎ后加１０％驴血清，室温孵育

９０ｍｉｎ。加入小鼠抗神经元特异性核蛋白（ＮｅｕＮ，

１∶３００，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＡＢＮ７８）、兔抗活化型

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｓｐａｓｅ３，

ＡＣ３；１∶３００，美国ＣＳＴ公司，９６６４），４℃孵育过夜；

第２天室温放置３０ｍｉｎ后，缓冲液冲洗５ｍｉｎ×

３次。然后加入荧光二抗ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ○
Ｒ

５９４驴抗兔

ＩｇＧ（１∶５００，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ａ２１２０７）和

ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ○
Ｒ

４８８ 驴抗小鼠ＩｇＧ（１∶５００，美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｒ３７１１４）室温避光孵育２ｈ（以上抗

体都用１０％驴血清稀释）。缓冲液冲洗５ｍｉｎ×

３次后封片。使用奥林巴斯ＢＸ５１荧光显微镜拍照、

计数，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件算出各区面积，以

获得单位面积的阳性细胞数。

１．４　蛋白质印迹法检测大鼠海马ｐ５３蛋白表达　大

鼠麻醉后灌流生理盐水３ｍＬ后断头取脑，冰上剥

离海马组织加入ＲＩＰＡ裂解液（上海碧云天生物技

术有限公司），磁珠振荡后１２０００×犵离心５ｍｉｎ，取

上清 液。ＢＣＡ 法 测 定 总 蛋 白 浓 度 （Ｔｈｅｒｍｏ

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｉｅｒｃｅ○
Ｒ

ＢＣＡ定量试剂盒）。ＳＤＳＰＡＧＥ

分离蛋白后转移至硝酸纤维素膜上，室温封闭２ｈ。

加入小鼠抗ｐ５３（１∶５００，美国ＣＳＴ公司，９２８４）和抗

βａｃｔｉｎ（１∶５０００，美国ＣＳＴ公司，３７００），４℃孵育

过夜。缓冲液洗膜５ｍｉｎ×３次后加入辣根过氧化

物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗，室

温放置２ｈ后洗膜５ｍｉｎ×３次。最后使用ＤＡＢ显

色试剂显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分

析。计量资料以珔狓±狊表示，组间比较采用单因素方

差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＲＡＭＨ处理能够改善异氟烷所致的幼年大鼠

记忆损害　在水迷宫实验中，通过５ｄ的训练，大鼠

到达平台的潜伏期均少于１０ｓ，表明大鼠的训练有

效。各组大鼠在５ｄ的训练中到达平台的潜伏期差

异均无统计学意义（图１Ａ）。在记忆测试中，ＩＳＯ组

大鼠在目标象限的时间短于ＣＯＮ组，距离目标点的

平均距离长于ＣＯＮ组（犘＜０．０１）；ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ组

大鼠在目标象限的时间长于ＩＳＯ组（犘＜０．０５），距

离目标点的平均距离短于ＩＳＯ组（犘＜０．０１），见图

１Ｂ～１Ｄ。

·４２０１·
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图１　犚犃犕犎处理能够改善异氟烷所致的幼年大鼠记忆损害

犉犻犵１　犚犃犕犎犪犿犲犾犻狅狉犪狋犲狊犻狊狅犳犾狌狉犪狀犲（犐犛犗）犲狓狆狅狊狌狉犲犻狀犱狌犮犲犱犿犲犿狅狉狔犻犿狆犪犻狉犿犲狀狋犻狀犱犲狏犲犾狅狆犻狀犵狉犪狋狊

Ａ：Ｂａｒｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓｐａｔｉａｌｎａｖｉｇａｔｉｏｎｌｅａｒｎｉｎｇ；Ｂ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｔｒａｃｋｉｎｇｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐｆｒｏｍａｓｉｎｇｌｅｔｒａｉｎｉｎｇ

ｓｅｓｓｉｏｎ；Ｃ，Ｄ：Ｂａｒｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｔｉｍｅｓｐｅｎｔｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔ（Ｃ）ａｎｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｄｉｓｔａｎｃｅｔｏｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ（Ｄ）．ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；

ＲＡＭＨ：犚（－）αｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔａｍｉｎｅ．犘＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓＩＳＯｇｒｏｕｐ．狀＝７，珔狓±狊

２．２　ＲＡＭＨ处理可改善异氟烷引起的幼年大鼠海

马神经元凋亡情况　本实验采用免疫荧光技术检测

大鼠海马区ＡＣ３观察细胞凋亡情况。由图２可见，

ＣＯＮ组大鼠海马ＣＡ１、ＣＡ３和 ＤＧ区几乎没有

ＡＣ３阳性细胞。ＩＳＯ组大鼠海马ＣＡ１、ＣＡ３和ＤＧ

区见大量ＡＣ３阳性细胞，且与ＣＯＮ组差异有统计

学意义（犘＜０．０１），表明ＩＳＯ可使大鼠海马ＣＡ１、

ＣＡ３和 ＤＧ 区发生细胞凋亡。与ＩＳＯ 组相比，

ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ组大鼠ＣＡ１、ＣＡ３和ＤＧ区ＡＣ３阳

性细胞均减少（犘＜０．０１）。

图２　犚犃犕犎处理改善异氟烷引起的幼年大鼠海马神经元凋亡

犉犻犵２　犚犃犕犎犪犿犲犾犻狅狉犪狋犲狊犻狊狅犳犾狌狉犪狀犲（犐犛犗）犲狓狆狅狊狌狉犲犻狀犱狌犮犲犱狀犲狌狉狅狀犪犾犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犺犻狆狆狅犮犪犿狆狌狊狅犳犱犲狏犲犾狅狆犻狀犵狉犪狋狊

ＡＣ３：Ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｓｐａｓｅ３；ＣＡ１／３：Ｃｏｒｎｕａｍｍｏｎｉｓ１／３；ＤＧ：Ｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓ；ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＲＡＭＨ：犚（－）αｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔａｍｉｎｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０．犘＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＩＳＯｇｒｏｕｐ．狀＝５，珔狓±狊

２．３　ＲＡＭＨ及异氟烷处理后幼年大鼠海马ｐ５３蛋

白的表达　与ＣＯＮ组相比，ＩＳＯ组大鼠海马中ｐ５３

蛋白表达增加 （犘＜０．０１）。ＲＡＭＨ 处理后

（ＲＡＭＨ＋ＩＳＯ组）大鼠海马ｐ５３蛋白表达较ＩＳＯ组

降低（犘＜０．０１）。见图３。
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图３　蛋白质印迹法检测犚犃犕犎对异氟烷暴露

大鼠海马狆５３表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犚犃犕犎狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狆５３狆狉狅狋犲犻狀

犻狀狉犪狋狊’犺犻狆狆狅犮犪犿狆狌狊犪犳狋犲狉犻狊狅犳犾狌狉犪狀犲（犐犛犗）

犲狓狆狅狊狌狉犲犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＲＡＭＨ：犚（－）αｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔａｍｉｎｅ．犘＜０．０１ｖｓ

ＣＯＮｇｒｏｕｐ，△△犘＜０．０１ｖｓＩＳＯｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

３　讨　论

本研究利用１．６％异氟烷暴露６ｈ引起的大鼠

发育神经毒性模型，观察ＲＡＭＨ对大鼠学习记忆

能力的影响，结果显示ＲＡＭＨ可改善异氟烷暴露

引起的记忆能力损害，减少异氟烷暴露引起的大鼠

海马区神经元凋亡和ｐ５３表达增加。表明ＲＡＭＨ

可改善异氟烷暴露引起的神经元凋亡及记忆能力

损害。

ＲＡＭＨ减轻异氟烷暴露引起的神经元凋亡和

记忆损害可能与其调节递质释放和影响凋亡信号通

路有关。有研究表明异氟烷可激活未成熟的发育期

神经元上ＧＡＢＡ受体，使神经元发生去极化
［７８］，从

而导致神经元内钙异常增加［９］，胞内钙浓度异常升

高可激活ｃａｓｐａｓｅ３等介导的凋亡途径。因此，调节

ＧＡＢＡ神经系统可能是干预异氟烷发育期神经毒性

的途径之一。在中枢神经系统中，组胺Ｈ３受体是

一种自身调节性受体，发挥稳定神经递质系统平衡

的作用，主要表达于突触前，通过作用于电压依赖性

钙通道引起的钙内流调节突触前递质释放［４，１０］。这

些递质包括组胺以及ＧＡＢＡ、乙酰胆碱、多巴胺、去

甲肾上腺素等神经递质［４］。我们前期研究发现

ＲＡＭＨ可抑制成年大鼠海马ＣＡ１区ＧＡＢＡ能突

触传递，在未成年大鼠ＲＡＭＨ也可能通过类似的

作用减弱异氟烷增强ＧＡＢＡ能的作用，从而改善神

经元凋亡和记忆损害［３］。除了调节递质释放，

ＲＡＭＨ也可影响凋亡相关的信号通路。例如，在皮

质神经元中，ＲＡＭＨ可激活ＭＡＰＫ及ＡｋｔＧＳＫ３β

通路，从而抑制促凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３活性，增加抑

制凋亡蛋白ｂｃｌ２的表达
［６］。

异氟烷（１．６％）暴露６ｈ是研究全麻药发育神

经毒性的最常用模型之一［１１］。在本实验中，大鼠异

氟烷（１．６％）暴露６ｈ后，海马以及其他脑区均发生

明显凋亡。该结果与以往研究结果基本一致。不仅

在动物实验中发现幼年动物全麻药暴露可导致学习

记忆能力的损害，在回顾性临床研究中还发现３岁

前接受手术的患儿在１０岁时发生语言和推理能力

缺陷的风险显著高于未手术患儿［１２］。因此，本研究

中选择出生后７ｄ的ＳＤ大鼠接受麻醉药暴露，５周

龄时应用水迷宫实验检测学习记忆能力。该时间点

与临床研究的时间点相似。尽管有研究表明

ＲＡＭＨ可增强成年大鼠的学习记忆能力
［１３］，但是

在本实验中由于给药时间不同，ＲＡＭＨ对正常幼年

大鼠的记忆无明显影响，但可减轻异氟烷暴露对幼

年大鼠的记忆损害。该结果表明ＲＡＭＨ减轻异氟

烷记忆损害的作用不是简单的相互抵消，而是可能

与其减轻神经元细胞凋亡或阻断发育神经毒性的发

生机制有关。

Ｐ５３蛋白是一种肿瘤抑制蛋白，但是也表达于

正常中枢神经组织中。其激活可使细胞增殖停止，

ＤＮＡ损伤和凋亡
［１０］。研究表明ｐ５３信号通路是介

导细胞凋亡的重要通路之一［１４］。本实验结果显示，

ＩＳＯ组大鼠海马ｐ５３蛋白表达增加，表明异氟烷暴

露后发育中神经元可能发生了ＤＮＡ损伤，从而凋

亡。而ＲＡＭＨ处理后ｐ５３表达低于ＩＳＯ组。该结

果提示抑制ｐ５３的表达可能是ＲＡＭＨ减轻异氟烷

暴露引起的发育中神经元细胞凋亡的可能途径之

一。本实验中仅初步观察了ＲＡＭＨ对ｐ５３表达的

影响，但是ＲＡＭＨ如何抑制ｐ５３的表达以及对ｐ５３

下游的信号通路的影响仍需进一步研究。

尽管有研究发现一些药物（如氯化锂、氙气）和

方法（如异氟烷预处理、异丙酚预处理）可减轻全麻

药对发育中神经元的促凋亡作用［１５１６］，但这些药物

和方法对认知功能的影响仍不清楚，并且存在使用

不便、机制不明等不足。本研究从神经元细胞凋亡

·６２０１·
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和记忆行为２个方面考察了ＲＡＭＨ的保护作用，

发现ＲＡＭＨ是全麻药发育神经毒性的有效干预方

法，但是其具体的作用机制仍需进一步研究。
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