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氯胺酮对缺血再灌注脑组织兴奋性氨基酸递质及钙含量的影响

任 家顺 毕 敏 (第三军医大学附属西南医院麻醉科 ) 重庆
,

6 3。。 3 8

提 要 用
“

四动脉闭塞法 "( 双侧椎动脉和颈总动脉 )制成兔脑缺血再灌注损伤模型
,

测定其脑组织兴奋

性氨基酸递质
、

脑组织钙及线粒体钙含量变化
,

同时观察兴奋性氨基酸受体拮抗剂氯胺酮对上述指标的影响
。

结果提示
:

缺血 20 m in
,

脑组织兴奋性氨基酸递质谷氨酸 ( G lu) 和天门冬氨酸 ( A sP ) 明显降低
,

再灌注后其降

低更加明显
.
而脑组织钙及线粒体钙在缺血 20 m in 时无明显升高

,

再灌注后两者非常显著地高于对照及缺血

20 m in
.

抓胺酮能明显升高缺血再灌注期 lG
u
和 A sP 含量

,

并能明显降低脑组织钙及线粒体钙含量
。

文中探

讨了抓胺酮的作用机理及治疗意义
。

关键词 氛胺酮
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由于兴奋性氨基酸和钙在缺血性细胞损伤中的作

用渐被认识
,

因而其拮抗剂的应用 目前倍受重视
。

本文

就所观察到的氯胺酮对 缺血再灌注过程 中脑组织兴

奋性 氨基酸 递质 和钙 含量 方面 的影 响 加 以介绍 和

讨论
。

1 材料及方法

1
.

1 动物分组

雄性 日本大耳白兔 35

(表 1 )
.

表 1

T a b l

只
,

重 2
.

2 ~ 2
.

5 k g
,

随机分为 7 组

动物分组

A n i m a l G r o u
PS

R e s P e r f u s i o n a f r e r K e t a m i n e t r e a t i n g r e卯
r
f u s i o 「

a f t e r i s e h
e

m i a
2 0 m i n

右侧预叶
,

称重后加 10 写磺基水杨酸在冰浴中制成匀浆
,

高速

离心后取上清液用 1 21 M B 型氨基酸分析仪测其 n 种氨基酸

浓度
,

并计算出脑组织氨基酸含量
。

1
.

3
.

2 脑组织钙及线粒体钙 活取右侧顶叶在 37 ℃ L
a 卜

液 lj[ 中温浴 20 m in
,

取出脑组织超纯水冲洗后于 70 ℃烤箱烘烤

72 h
.

然后称取干脑组织加浓硝酸彻底消化后取样
,

用 l % L a -

lC
:

稀释和原子吸收分光光度计测其钙浓度
,

并计算出干脑组

织的钙含量
。

同时活取左侧颜顶叶
,

加入 4 ℃线粒体介质
,

迅速

于冰浴中制成匀浆
,

差速冷冻离心分得线粒体 2[J
.

将其分成两

份
,

一份加盐酸消化后取样测钙
,

另一份测线粒体蛋 白
,

并计算

出单位线粒体蛋白的钙含量
。

1
.

4 统计学处理

计量资料以 王 士 :
表示

,

以计算机为工具行单因素方差分

析
,

在 F 检验
“

保护
”
下用 F L S D 法行多重比较

。

G r o u P C o n t r o l

i s e h e m
l a

2 0 m i n

o m
一n 6 0 m i n 1 8 0 m i n o m i n 6 0 m i n 1 8 0 m i n 2 结果

1
.

2 模型制作

动物以 25 %乌拉坦麻醉
。

右侧股动
、

静脉切开
,

置管分别测

平均动脉压
、

中心静脉压和补液
。

气管切开放入导管并固定和

分离两侧颈总动脉及椎动脉穿线备用
。

待动物清醒后结扎双侧

椎动脉和钳夹两侧颈总动脉
,

并记录缺血时间
.

再通组按规定

时间松掉动脉夹
.

实验开始后均行控制呼吸
,

保持动脉血 p H 值

在 7
.

35 ~ 7
.

50
.

实验完毕后解剖发现未确切结扎椎动脉者不计

入组内
.

对照组除不结扎椎动脉和 钳夹颈总动脉外均同实验

组
.

治疗缺血前 10 m in 静注氛胺酮 10 m g k/ g
,

再灌注后 10 m in

补注 8 m g / k g
,

再灌 3 h 组于 l h 时再补注 6 m g / k g
,

治疗缺血

2 0 m i n
组于缺血前 1 0 m in 静注 1 8 m g / k g

。

1
.

3 取材及处理

1
.

3
.

1 脑组织氨基酸 到规定时间后迅速打开颅腔
,

活取

2
.

1 脑 组 织兴奋性 氮基酸 ( E A A )递质谷 氛酸 ( lG u)

和 天 门冬氛酸 ( A s p ) 变化

2
.

1
.

1 缺血再灌注对 E A A 递质的影响 缺血 20 m in
,

lG
u

和 A sP 明显低于对照组
,

再灌注后其降低程度随再灌注时间延

长进一步明显增大
,

且非常显著地低于缺血 20 m in 组 (表 2 )
.

2
.

1
.

2 氯胺酮对 E A A 递质的影响 抓胺酮能增加缺血期

E A A 递质
,

且能明显提高再灌注期 lG
u
和 A sP 含量 (表 2)

.

2
.

2 脑组织 钙 ( T e a )及线拉体钙 ( M e a )含全的变化

2
.

2
.

1 缺血再淮注对钙含量的影响 缺血 20 m in
,

T ca 及

M ca 增加
,

但与对照比较无显著升高
.

再灌注后 T ca 及 M ca 均

非常显 著地高于对照和缺血 20 m in 组
,

且其增高幅度随再灌

注时间延长而明显增大 (表 2 )
.

2
.

2
.

2 氛胺酮对 T ca 及 M ca 的影响 抓胺酮治疗后
,

缺血

20 m in 组与未治疗组 比较 T
c a
及 M

c a
差别不显著

,

再灌注后

治疗组 T
c a

及 M
c a

均非常显著地低于未治疗组 (表 2)
.
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表 z 抓胺酮对缺血再灌注期脑组织 E ^ ^ ( u m o 一/ 9 w e t wt ) T e . ( 。 g / 9 d r g wt )及 M ca (。g / , 0 0 m g p r o )含 t 的影响仕士 s )

T a b 2 ht e e f f e e t o f k e t a m i n e o n t h e e o n t e n
st o f ht

e E A A 叨 d C a i n is e h e m i e b r ia n t is s u e i n r a b b i st 。 士 s )

P e P e r
f u s io n a f t e r ics h

e
m i a

2 0 m i n K e t a
m i n e t r e a t i n g r e

伴 d u s 一o n a t t e r ls e h e m
l a 乙

Vm
l n

C o n t r o l
0 m i n 6 0 m i n 1 8 0 m i n 6 0 m i n 1 8 0 m i n

4
.

9 2士 0
.

5 1 4
.

1 6士 0
.

5 5 3
.

1 5士 0
.

7 8 2
.

55士 0
.

3 9 4
.

5 8士 0
.

8 0

1 2
.

9 0士 0
.

4 1 1 1
.

6 3士 0
.

79 9
.

1 9士 0
.

9 1 8
.

0 6士 0
.

7 7 1 2
.

1 8士 0
.

9 1

1 0 7
.

7 8士 2
.

9 1 1 1 2
.

1 1士 4
.

72 1 7 1
.

3 2士 9
.

2 4 1 9 8
.

3 8士 6
.

8 7 1 10
.

2 3士 3
.

6 5

3 4
.

8 5士 1
.

7 5 3 6
.

3 1士 1
.

75 4 7
.

3 5士 4
.

75 5 4
.

8 0士 4
.

6 9 35
.

8 0士 2
.

6 3

3
.

9 3士 0
.

2 6减 3
,

7 4士 0
.

4 7 拭 x

1 0
.

5 9生 1
.

06 炭 拭 9
.

8 5士 0
.

7 3 减城

1 2 0
.

5 9士 7
.

2 0 减洲 1 2 1
.

6 8士 9
.

3 6 狱 x

3 7
.

3 2士 3
.

0 6 x 减 4 0
.

1 1士 2
.

9 4 岌 拭

sAPluGcaTMca

淡
:

P < 0
.

0 5 ,
谈试

:

P < 0
.

0 1 v s N o t r e a t i n g g r o u p

3 讨论

3
.

1 E A A 递质诱发细胞内钙增加

缺血期 lG
u 和 A sP 降低可能与能量供应障碍使

其生成减少
,

以及由于缺血缺氧大量 lG
u
及 A s p 由神

经细胞释放到细胞外间隙继而通过血
一

脑屏障和脑
一

脑

脊液屏障流入血 液及脑脊液有关
,

再灌注 时 lG
u 和

A s p 的进一步降低主要由后一原因所致
。

lG
u
等大量

释放到细胞外间隙
,

可通过多种途径引发钙内流
,

且其

内流主要发生在再灌注期
。

目前认为经 N
一

甲基
一

D 型

天门冬氨酸 ( N M D A ) 受体启动的钙通道 和经膜去极

化打开的电压敏感性钙通道在钙 内流过程中起着主要

作用
,

而再灌注期血液可以补充大量 内流钙源
〔 3〕 。

我们

实验发现
,

缺血再灌注时间越长 ( 6
’

h 内 )
,

脑组织 E A A

递质越低
,

钙含量就越高
,

超微结构改变也越严重
,

从

而证明 E A A 递质的脑外释放和 C a ’ 十
的脑内贮积在缺

血再灌注脑损伤 中具有重要作用 [’. ’ 〕 。

3
.

2 氛胺酮对缺血再灌注期脑 组 织 E A A 递质和 钙

含童的影响

随着 E A A 神经毒性作用的发现及其毒性机理的

不断阐明
,

其拮抗剂的研究和应用倍受重视
。

实验表明

氯胺酮作为一种非竞争性 N M D A 受体拮抗剂
,

能有

效地阻断脑内 N M D A 兴奋性氨基酸受体
,

保护离体

海马和皮质的缺氧性损伤和阻断 N M D A 所介导的兴

奋性效应
。

我们实验发现
,

与未治疗组 比较
,

氯胺酮能明显提

高缺血再灌注期脑组织 E A A 递质含量和降低 T aC 和

M c a 含量
。

超微结构观察也提示
,

氯胺酮治疗组其病

理改变明显轻于未治疗组
。

证明氯胺酮能够减少再灌

注期脑细胞钙 内流和 E A A 递质释放
,

防止细胞 内钙

超载
,

减轻脑细胞的延迟性损害
。

提示在缺血性脑复苏

过程中
,

应用氯胺酮对防止脑损害有益
。

其作用机理可

能是氯胺酮与 N M D A 受体结合
,

阻碍了 由 E A A 递质

通过 N M D A 受体所介导的钙 内流
,

防止 了钙的细胞

毒性作用
,

同时也减少了由神经末梢内钙增加所诱导

的 E A A 递质的继发释放
。
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用 。 一

互补法筛选 H P V D N A 重组质粒

S e l e c t i n g H P V
一

D N A r e c o m b i n a n t s b y a
一 e o m P l e m e n t a t i o n

孙仁山 谭 驻
`

李文维 .. (第三军医大学附属西南医院皮肤科 ) 重庆
,

6 3。。 3 8

由于人乳头瘤病毒 ( H
u m a n P

a p ill
o m a v ir u s ,

H P v )与性病

及宫颈癌的密切关系
,

使得有关 H P V 的研究不断增多
,

至今已

分离鉴定 了 60 多个 H P V 型别
.

我们在分离鉴定 H P V
一

C A

D N A 时〔’ 〕 ,

为了获得 H p v D N A 重组质粒
,

成功地应用了
Q一

互

补原理 a(
一

oC m p le m en at it on )进行筛选
,

该方法比快速破碎法有

省时
、

简单
、

直观等优点
,

现报道如下
:

材料与方法

1
.

1 菌种
、

质拉及主 要试剂

大肠杆菌 JM 10 3 系本校遗传室保存菌种
;
载体 P U C

,。

及

X
一

ga l ( 5
一

澳
一

4
一

氛
一

3
一

叫噪
一

卜D
一

半乳糖昔 )与 IP T G (异丙基
一

卜仆

硫代半乳糖昔 )均购自华美生物工程公司
.

1
.

2 方法与步骤 2j[

1
.

2
.

1 常规制作含氨节青霉素 (0
.

1 m g /m l) 的 L B 平板
,

待其

凝固后
,

滴加 2 0 m g / m l 的 X
一

g a
l 0

.

0 4 m l 与 0
.

2 5 m o
l / L 的

I P T G 0
.

0 1 6 m l
.

平板直径为 1 1 e m
。

1
.

2
.

2 用涂布棒将上 述溶液均匀地涂布于培养基表面
,

在

37 ℃孵箱里放置 4 h
,

使 X
一

ga l 的溶剂二 甲基甲酞胺挥发干净
。

1
.

2
.

3 接种 。
.

1 m l转化菌至 X
一

ga l 平板
,

待接种液被培养基

吸收后
,

平板倒置
,

37 ℃条件下孵育 12 ~ 16 h
。

1
.

2
.

4 保存平板于 4 ℃环境下数小时
,

使颜色显示 充分
。

1
.

2
.

5 观察结果
、

蓝白色菌落计数并以快速破碎法验证
.

2 结果与讨论

大肠 杆菌 J M 1 03 的 L ac Z 基因系一缺陷基因
,

因此它不能

表达有活性的 卜半乳糖昔酶
.

P U C
I ,

含有部分 L ac Z 基因
,

它所

产生的
a 一

肤 ( a 一 p e p t i d e )可与 JM l o 3 的 L
a e

Z 基因表达产物互

补
,

产生有活性的 卜半乳糖普酶
,

该酶在 IP T G 诱导下
,

可代谢

x
一

ga l产生蓝色
。

当目的基因插入 P U C
I ,

的多克隆位点时
,

将不

能产生
Q一

互补
,

最后呈现的将是白色或无色菌落
。

本实验菌落计数
,

得到 比较清晰的蓝色菌落为 2 84 个
;
白

色菌落为 67 个
,

二者之 比大约为 4
:

1
。

经快速破碎法验证
,

大

部分白色菌落的质粒载体含有插入片段
,
而蓝色菌落的质粒均

为空载体
.

少部分 白色菌落携带空 的质粒载体
,

我们考虑与

IP T G 或 /和 x
一

ga l涂布不均匀有关系
.

Q 一

互补法对比快速细胞破碎法
,

省去了细菌扩增
、

细菌破

碎液电泳
、

紫外灯下观察等步骤
.
比插入失活法 (I ns er it on al I

n -

ac it va it on )也有简单
、

直观等优点
.

因此
,

在进行 目的基因亚克

隆时
, a 一

互补法是一种值得推荐的重组子筛选方法
。

关键词
。 一
互补

. D N A 重组
;

质粒
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