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安定-氯胺酮对烧伤小鼠肝组织糖皮质激素受体的影响
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　　提　要:目的　研究安定-氯胺酮复合麻醉对烧伤小鼠肝组织糖皮质激素受体的影响 ,初步探讨其对创伤应激的调节

作用。方法　雄性BALB c小鼠 ,随机分为正常对照组 、烧伤对照组 、麻醉对照组 、预处理组及后处理组。麻醉采用安定-氯

胺酮复合麻醉 ,背部 15%～ 20%Ⅲ度烧伤。烧伤后 4 h 测定血清皮质酮浓度 ,用Western blotting在蛋白质水平测定肝组织

糖皮质激素受体。结果　烧伤对照组血清皮质酮浓度明显升高 , 肝组织糖皮质激素受体明显降低。预处理组与后处理组

血清皮质酮浓度均低于烧伤对照组 ,肝组织糖皮质激素受体与正常对照组相差不明显 ,预处理组与后处理组相差不显著。

结论　烧伤应激引起小鼠血清皮质酮明显升高 , 其受体在蛋白质水平明显降低。安定-氯胺酮复合麻醉对其具有一定的

调节作用。
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Diazepam-ketamine combined anesthesia affects hepatic glucocorticoid receptor in

burned mice
LI Jun , SHI Zhong , SU Yong-ping , LOU Shu-fen , LIU Xiao-hong , YANG Tian-de , LIU Du-hu , WANG Jun-ping(Institute of
Combined Injury of PLA , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the effect of diazepam-ketamine combined anesthesia on hepatic glucocorti-

coid receptor(GR)in burned mice.Methods　BALB c male mice were randomly divided into five groups:control;

burn control , receiving 15%-20%thickness third degree burn injury;anesthesia control , receiving diazepam-ket-

amine combined anesthesia only;pretreatment , with diazepam-ketamine combined anesthesia initiated 15 min before

burn injury;and posttreatment , with diazepam-ketamine combined anesthesia initiated 15 min after burn injury.At 4

h after burn injury or anesthesia , serum corticosterone concentration was examined and hepatic GR was detected by

Western blotting.Results　After burn injury , serum corticosterone level increased markedly whereas hepaticGR de-

creased markedly.The increased serum corticosterone and reducedGR responses to burn injury were markedly inhib-

ited in the pretreatment group.The inhibitory effect was also found in the posttreatment.Conclusion　Diazepam-

ketamine combined anesthesia is of regulating effect on the remarkable increase of serum corticosterone level and the

remarkable decrease of glucocorticoid receptor at protein level in mice due to burn injury stress.

　　Key words:diazepam;ketamine;burn;glucocorticoid receptor

　　氯胺酮已经广泛用于循环功能衰竭病人的麻醉诱

导和镇静 ,因为它有增加交感神经系统活性的作用 ,有

利于维持血压和心血管功能。近年来研究表明 ,氯胺

酮对于内毒素血症病人的麻醉和救治也很有效 ,氯胺

酮可减缓细胞因子的产生和释放
[ 1 , 2]
。但是氯胺酮对

于创伤早期应激和炎症反应的调节目前国内外未见报

道。糖皮质激素(Glucocorticoid , GC)是应激反应的
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主要激素之一 ,其生物学效应的发挥取决于靶细胞上

的糖皮质激素受体(Glucocorticoid receptor ,GR)的介导。

GR与机体创伤后的应激和炎症反应密切相关 。本实

验以烧伤模型研究了安定-氯胺酮复合麻醉对小鼠血

清皮质酮和肝组织 GR水平的影响 ,初步探讨安定-氯

胺酮麻醉对创伤早期应激和炎症反应的调节作用 。

1　材料与方法

1.1　仪器
　　Heraeus 超速低温离心机;Beckman DU640 分光光度仪;Bio-

RAD Gel Doc2000凝胶成像分析系统。
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1.2　试剂
　　兔抗小鼠GR多克隆抗体 IgG(Santa Cruz);生物素化山羊抗

兔 IgG、辣根过氧化物酶标记抗体(博士德);皮质酮放免试剂盒

(天津)。

1.3　方法
1.3.1　实验动物分组及烧伤处理　　50 只 BALB c小鼠 , 20 ～

25 g , 雄性 ,均背部去毛 , 随机分为正常对照组 、烧伤对照组 、麻

醉对照组 、麻醉后(15 min)烧伤预处理组及烧伤后(15 min)麻醉

后处理组 ,每组 10 只。麻醉均采用安定-氯胺酮复合麻醉 , 安定

0.4 mg kg ,氯胺酮 10 mg kg ,左股部肌肉注射。使用凝固汽油制

作烧伤模型 , 约 15%～ 20%Ⅲ度烧伤。分别于烧伤及麻醉后

4 h 取血和肝脏。

1.3.2　血清皮质酮浓度测定　　采用皮质酮放免试剂盒 , 按

操作说明检测。

1.3.3　肝组织总蛋白提取　　取肝组织 100 mg 加入裂解缓冲

液(50 mmol L Tris 、150 mmol L NaCl、0.02% NaN3 、0.1% SDS 、100

μg ml PMSF、1 μg ml Aprotinin、1%NP40)1 ml匀浆 , 冰上裂解 30

min , 4℃12 000×g 离心 20 min ,吸上清 , -70℃保存。

1.3.4　肝组织总蛋白 SDS-PAGE 及GR的Western blotting　　采

用 Bradford法测定总蛋白浓度。取总蛋白 40 μg 行 SDS-PAGE ,

电泳结束后电转印 4 h 至 PVDF膜。 PVDF 膜封闭液(1%BSA、

0.02 mol L PBS)内封闭 , 4℃过夜。加入兔抗小鼠 GR多克隆抗

体(1∶500), 37℃孵育 1 h , PBST(0.02 mol L PBS 、0.02%吐温)洗

膜5 min×3 , 再加入山羊抗兔 IgG(1∶700),杂交袋内 37℃孵育 1

h , PBST洗膜 5 min×3 ,然后加入辣根过氧化物酶标记抗体(1∶

500), 同样 37℃孵育 1 h 及 PBST 洗膜 5 min×3。最后硫酸镍铵

增强法(0.06%DAB、2.5% 硫酸镍铵 、0.1 mol L 乙酸钠 、0.1%

H2O2)显色。

1.3.5　统计学处理　　实验数据用 x±s表示 ,用 t 检验。

2　结果

2.1　小鼠血清皮质酮浓度变化
　　烧伤对照组血清皮质酮浓度明显高于正常对照组 ,而麻醉

对照组也引起血清皮质酮水平升高 , 但是明显低于烧伤对照

组。预处理组与后处理组皮质酮水平相差不显著 , 但都高于正

常对照组 ,低于烧伤对照组。结果见表 1。

表 1　小鼠血清皮质酮浓度变化( x±s)

Tab 1　Alteration of serum corticosterone concentration of mice( x±s)

Group n GC(nmol L)

Contro l 10 51.41±2.41

Burn control 10 134.80±4.72＊

Anesthesia control 10 69.82±3.21＊■

Pretreatment 10 84.10±3.24＊■

Posttreatment 10 87.15±3.42＊■

＊:P<0.01 vs Contro l;■:P<0.01 vs Burn control

2.2　小鼠肝组织GR Western blotting 结果
　　凝胶成像分析系统扫描测定各条带 A 值×面积(Int×

mm2),结果见表 2。结果表明烧伤后 4 h肝组织 GR在蛋白水平

明显降低 ,安定-氯胺酮复合麻醉同样也造成肝组织 GR 下调 ,

但下调幅度低于烧伤对照组;安定-氯胺酮麻醉后 15 min 烧伤

的预处理组肝组织GR降低不明显 , 而烧伤后 15 min 安定-氯胺

酮麻醉的后处理组肝组织 GR也明显高于烧伤对照组;预处理

组与后处理组相差不显著 ,见图 1。

表 2　烧伤小鼠肝组织 GR表达水平( x±s)

Tab 1　Expression of hepatic glucocortcoid receptor in burned mice( x±s)

Group n Int×mm2

Contro l 6 1 736.668±27.049

Burn control 6 1 193.537±30.973＊

Anesthesia control 6 1 454.088±28.847＊

Pretreatment 6 1 794.677±44.517■

posttreatment 6 1 713.985±24.596■

＊:P<0.01 vs Control;■:P<0.01 vs Burn contro l

1:Cont rol;2:Burn control;3:Anesthesia;4:Pretreatment;5:Posttreatment

图 1　Western blotting分析结果

Fig 1　Results of Western blotting analysis

3　讨论

　　GC效应是机体最为重要的应激反应之一 ,其中GR

是GC效应发挥的关键环节。近年来研究发现 ,严重创

伤引起机体GR的表达下调 。GR的表达降低引起其功

能受抑 ,尤其是抗炎作用显著减弱 ,从而促进过度炎症

反应的形成和引发全身炎症反应综合征(SIRS)、多器官

功能障碍综合征(MODS)等全身继发性损害 。严重创伤

后多器官功能衰竭的发生与外周血白细胞GR的降低

有着明显的相关性 ,GR越低 ,病情越重 ,器官衰竭增多 ,

病死率增加
[ 3]
。大鼠严重烫伤后GR的减少与血浆和脏

器组织匀浆中磷脂酶A2 活性的升高 、血浆 TNF-α和丙

二醛的含量增加有显著的相关性
[ 4]
。徐仁宝等

[ 5]
提出

应激时GR减少 ,引起受体水平上的肾上腺皮质功能不

全 ,是休克发生发展的一个重要环节。

　　安定-氯胺酮复合麻醉作为基本的麻醉方式 ,近年

来已经广泛用于内毒素血症病人的麻醉和救治。研究

表明氯胺酮具有抗炎效应 ,对细胞因子的产生和释放

有抑制作用
[ 1 ,2]
,其机制还不清楚。氯胺酮对 LPS诱导

的TNF-α有潜在的抑制效应 ,它显著降低 TNF-α活性 ,
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提高 PaO2 ,改善代谢性酸中毒和低血糖 ,减轻肝损伤 ,

降低内毒素休克的死亡率
[ 6]
。Kawasaki等

[ 7 , 8]
的研究

表明氯胺酮在人全血中直接抑制致炎因子的生成 ,不

仅抑制 LPS诱导的 TNF-α、IL-6 、IL-8生成 ,还抑制 TNF-

α诱导的 IL-6 、IL-8生成。IL-6浓度是炎症级联反应激

活的指示剂 ,它持续增高与手术创伤后器官功能衰竭

的发生和死亡率密切相关 ,氯胺酮可以有效的抑制手

术创伤后 IL-6的升高
[ 9]
。

　　本实验结果显示烧伤后 4 h小鼠血清皮质酮明显

升高 ,肝组织 GR显著降低 ,在烧伤前给予安定-氯胺

酮复合麻醉预处理 ,可以明显缓解这个反应 ,甚至烧伤

后给予安定-氯胺酮复合麻醉 ,也同样具有抑制作用 ,

表明安定-氯胺酮复合麻醉对烧伤后早期应激反应和

炎症反应具有调节作用 ,可抑制GR的表达下调 ,避免

SIRS 、MODS 等全身继发性损害的发生。对于严重创

伤后(如烧伤),早期审慎地使用安定-氯胺酮复合麻醉

可能有助于机体的恢复 ,提高生存率。以往的研究证

实 ,GC对 GR具有反向调节 ,血浆 GC 浓度提高是 GR

减少的一个原因
[ 10]
。烧伤应激后机体下丘脑-垂体-肾

上腺(HPA)轴过度兴奋 ,引起 GC的升高与 GR下调有

关。另外 ,还与此时海马GR表达降低 ,使得其对 HPA

轴的负反馈作用减弱有关 。GC在海马介导应激性刺

激的适应性反应 ,应激后 1 h海马 GR mRNA 显著下

降 ,这个下降可能被 N-甲基-D-门冬氨酸(N-methyl-D-

aspartate ,NMDA)受体 、苯二氮卓受体等介导
[ 11]
。安定-

氯胺酮复合麻醉抑制烧伤后GR表达下调的机制尚不

清楚 ,可能是抑制了烧伤后 HPA 轴的过度兴奋或 和

通过 NMDA 受体 、苯二氮卓受体等抑制了海马 GR的

表达下调 。实验结果可见麻醉后烧伤小鼠血清皮质酮

仍高于正常 ,而肝组织GR与正常组相差不显著 ,提示

安定-氯胺酮复合麻醉对 GR的调节可能是多环节的 ,

这有待进一步研究证实。

　　另外 ,本实验结果还表明 ,单纯使用安定-氯胺酮

复合麻醉 ,可以引起血清皮质酮升高 ,肝组织 GR下

调。这可能是由于氯胺酮有明显的类固醇反应 ,刺激

垂体细胞增加 ACTH 分泌 ,从而引起皮质醇显著升高

所造成的
[ 12 ,13]

。
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　　(上接 140页)
患者多数患者有明确的病因 ,根据病史和查体结果做出初步诊

断应不困难 。然而 , 本组患者都曾在多家医院多次就诊 , 未能

及时明确诊断。分析延误诊治的主要原因是由于临床医师对

于本病的认识不足 ,引起的教训值得重视。
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