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【摘要】 目的 探讨东莨菪碱与氯胺酮对幼鼠海马乙酰胆碱酯酶（ＡｃｈＥ）和ＮＭＤＡ受体２Ｂ亚基ｍＲ
ＮＡ（ＮＲ２ＢｍＲＮＡ）的相互影响。方法 １月龄筛选合格ＳＤ大鼠４０只随机分为正常对照组（Ｃ组）、东莨菪
碱组（Ｓ组）、氯胺酮组（Ｋ组）、东莨菪碱加氯胺酮组（ＳＫ组）。Ｓ组、ＳＫ组腹腔注射东莨菪碱０．８ｍｇ／ｋｇ；
３０ｍｉｎ后Ｋ组、ＳＫ组腹腔注射氯胺酮５０ｍｇ／ｋｇ，随后每３０ｍｉｎＫ组、ＳＫ组腹腔注射氯胺酮２５ｍｇ／ｋｇ，共追加
２次；Ｃ组腹腔注射等体积的生理盐水。采用Ｙ型迷宫进行学习能力测试，测试结束后处死大鼠分离大鼠
海马取右侧海马应用比色法测定 ＡｃｈＥ活性，取左侧海马应用 ＲＴＰＣＲ测定 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达。结果
东莨菪碱加氯胺酮组大鼠学习障碍加重，训练时间和训练次数分别为（４５．３±２．９）ｍｉｎ、（３９．４±３．２）次，高
于东莨菪碱组［（４１．３±２．９）ｍｉｎ、（３５．０±４．５）次］和氯胺酮组［（４０．５±２．３）ｍｉｎ、（３６．０±３．７）次］；东莨
菪碱加氯胺酮组ＡｃｈＥ活性测定和ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达分别为２．４６±０．３０，０．７２±０．０５，高于东莨菪碱组
（１．９８±０．２５，０．５２±０．０４）和氯胺酮组（１．９１±０．２８，０．６０±０．０４）；均差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。结论 东

莨菪碱与氯胺酮合用后对幼鼠海马ＡｃｈＥ和ＮＲ２ＢｍＲＮＡ产生相互作用，抑制学习呈协同作用。
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术后认知功能障碍（ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＯＣＤ）是指麻醉手术后出现的以精神错乱、
焦虑、人格改变和记忆受损为主要临床表现的中枢神

经系统的并发症，其确切发生机制至今不明。目前认

为诱发 ＰＯＣＤ的因素可能包括某些麻醉药物、手术类
型，如体外循环下心内直视手术、过度通气、长时间的

低血压、低氧等［１］。ＰＯＣＤ的发病机制仍不清楚，

Ｍｏｌｌｅｒ等［２］提出可能与全麻药物对中枢胆碱能、兴奋

性氨基酸信号转导系统的作用有关。东莨菪碱是常用

的麻醉前用药，是 Ｍ胆碱受体拮抗剂，可阻断大脑皮
质、隔区及海马结构中的Ｍ胆碱受体引起胆碱能系统
功能障碍，从而产生学习记忆能力减退［３］。氯胺酮是

常用的静脉麻醉药，是熟知的 ＮＭＤＡ受体非竞争性阻
断剂，可能通过阻断兴奋性氨基酸能神经通路而引起

学习记忆损害［４］。二者常联合使用，以减少呼吸道的

分泌，但能否加强遗忘作用、产生认知功能障碍尚未见

报道。本实验拟研究先后注射东莨菪碱和氯胺酮对大

鼠的脑内乙酰胆碱系统和兴奋性氨基酸系统的相互影

响，以探讨ＰＯＣＤ的可能机制。
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材料与方法

一、材料

１．实验动物及分组 动物：１月龄 ＳＤ大鼠，清洁
级，体质量１００～１３０ｇ。随机分为４组：正常对照组、
东莨菪碱组、氯胺酮组、东莨菪碱加氯胺酮组。

２．实验药品、试剂和主要仪器 氢溴酸东莨菪碱注
射液（０８０７１１），上海禾丰制药有限公司；盐酸氯胺酮
注射液（ＫＨ０８０５０１），江苏恒瑞医药公司；Ｙ型迷宫，张
家港生物医学仪器厂。

二、方法

１．实验分组：１月龄筛选合格 ＳＤ大鼠４０只分为
正常对照组、东莨菪碱组、氯胺酮组、东莨菪碱加氯胺

酮组。东莨菪碱组、东莨菪碱加氯胺酮组腹腔注射东

莨菪碱０．８ｍｇ／ｋｇ；３０ｍｉｎ后氯胺酮组、东莨菪碱加氯
胺酮组腹腔注射氯胺酮５０ｍｇ／ｋｇ，随后每３０ｍｉｎ氯胺
酮组、东莨菪碱加氯胺酮组腹腔注射氯胺酮２５ｍｇ／ｋｇ，
共追加两次；生理盐水组腹腔注射等体积的生理盐水。

２．Ｙ型迷宫试验：在安静的暗室内用 Ｙ型迷宫测
定。迷宫箱底为铜栅间隔，每臂末端有信号灯，灯亮的

一臂箱底铜栅无电流，无光源的两臂及三臂连接处通

电。测试前在迷宫中适应５ｍｉｎ，测试时调节刺激电压
以保证大鼠在１０ｓ内逃避跑动。大鼠受电击后直接跑
到安全区为正确反应，否则为错误反应。每次大鼠跑

至安全区后持续光亮１５ｓ，继而熄灯４５ｓ后行下一次
测试。灯光出现的方位按照 ＩⅡⅢＩ次序变换，直至
连续１０次中有９次正确反应即为达到学会标准。观
察指标如下：（１）达到学会标准时总学习次数；（２）达
到学会标准时总训练时间［５］。

３．ＡｃｈＥ活性的测定：Ｙ迷宫试验测试结束后大鼠
直接断头处死，冰盘上快速取脑，将右侧脑组织用冰生

理盐水冲洗，分离右侧海马，加人预冷的生理盐水，用

匀浆器按 １∶９的比例制成 １０％的组织匀浆，于４℃在
３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，提取上清液 －２０℃冻存待测。
检测方法为比色法，严格按试剂说明书操作，结合匀浆

液的蛋白浓度计算出每毫克组织蛋白水解产物胆碱的

数量可反应ＡｃｈＥ的活力。
４．ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达的检测：采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总

ＲＮＡ：取海马１００ｍｇ，液氮冷冻后碾碎组织置于１．５ｍｌ
ＥＰ管，加入１ｍｌ的 Ｔｒｉｚｏｌ，２６号注射器反复抽吸充分
匀浆后，室温放置５ｍｉｎ，加入０．２ｍｌ氯仿混匀，４℃下
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液加入等体积异丙醇
混匀，－２０℃放置 １ｈ，于 ４℃下 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，加入预冷的 ７０％乙醇 １ｍｌ于 ４℃下
７５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，超净工作台上干燥
１０ｍｉｎ，用２０μｌ的ＤＥＰＣ水溶解，并用分光光度计测定
ＲＮＡ的浓度，－８０℃保存。反转录合成 ｃＤＮＡ：２０μｌ
的反应体系中加入 ＲＮＡ５μｇ、０．５μｇ／Ｌ的 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
１８Ｐｒｉｍｅｒ１μｌ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ７μｌ，混匀静置５ｓ后

置于７０℃（ＰＣＲ仪器上加热）５ｍｉｎ，冰上冷却３０ｓ，再
加入５×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ４μｌ，２０Ｕ／μｌ的 ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ１μｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ｄＮＴＰＭｉｘ２μｌ。混匀，４２℃
５ｍｉｎ，加１０Ｕ／μｌ的ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ２μｌ，４２
℃加热 ６０ｍｉｎ，后 ７０℃加热 １０ｍｉｎ，储存于 －２０℃。
引物设计合成：按照已报道的大鼠 ＮＲ２Ｂ的 ｍＲＮＡ序
列，设计合成相应的特异性引物，同时合成 βａｃｔｉｎ的
引物作为ＰＣＲ反应的内对照。引物序列如下：ＮＲ２Ｂ：
５’ＧＴＧＧＧＣＡＣＴＧＡＧＧＡＣＴＴＧＴＴ３’和 ５’ＴＧＴＡＣＧＡ
ＣＡＴＣＡＧＣＧＡＧＧＡＣ３’，βａｃｔｉｎ：５’ＡＧＧＧＴＧＴＧＡＴＧ
ＧＴＧＧＧＴＡＴＧ３’和 ５’ＣＡＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＧＡＧ
３’。根据各引物推导的 ＰＣＲ产物的大小分别为
ＮＲ２Ｂ：３１９ｂｐ，βａｃｔｉｎ：５９９ｂｐ。ＰＣＲ扩增：１０×Ｔａｑ缓
冲液 ２μｌ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２１．２μｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ的
ｄＮＴＰ０．５μｌ，上下游引物各１０ｐｍｏｌ（各１μｌ），ＤＮＡ模
板２５ｎｇ（４μｌ），Ｔａｑ聚合酶 ０．５μｌ，ｄｄＨ２Ｏ９．８μｌ。热
循环条件：９３℃１ｍｉｎ，１个循环；９３℃ ３０ｓ，５６℃３０ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；最后于７２℃延伸８ｍｉｎ，取６μｌ
ＰＣＲ扩增产物，经２％的琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭显
色，用Ｔａｎｏｎ凝胶系统进行观察，以 Ｃｉｓｉｓ软件系统对
各条阳性条带的密度进行分析。

５．统计学处理：采用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行
分析，计量资料以均数±标准差表示，组间比较采用单
因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结 果

一、各组大鼠学习记忆能力测试结果

与Ｃ组相比Ｓ组达标时间延长，训练次数增加（Ｐ＜
０．０５），与Ｓ组相比ＳＫ组达标时间延长，训练次数增加（Ｐ＜
０．０５），Ｋ组与Ｓ组差异无统计学意义。见表１。

表１ 各组大鼠认知功能指标的比较（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

指标 鼠数 训练时间（ｍｉｎ） 训练次数（次）

Ｃ组 １０ ３３．６±２．２ ２８．６±２．２
Ｓ组 １０ ４１．３±２．９ａ ３５．０±４．５ａ

Ｋ组 １０ ４０．５±２．３ ３６．０±３．７
ＳＫ组 １０ ４５．３±２．９ｂ ３９．４±３．２ｂ

注：与Ｃ组相比较，ａＰ＜０．０５；与Ｓ组相比较，ｂＰ＜０．０５

二、各组大鼠海马ＡｃｈＥ活性的比较
与Ｃ组相比Ｓ组 ＡｃｈＥ活性增加（Ｐ＜０．０５），与 Ｓ

组相比ＳＫ组ＡｃｈＥ活性增加（Ｐ＜０．０５），Ｋ组与 Ｓ组
差异无统计学意义。见表２。

表２ 各组大鼠海马ＡｃｈＥ活性的比较（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

指标 ＡｃｈＥ活性（Ｕ／ｍｇ）

Ｃ组 １．４８±０．２２
Ｓ组 １．９８±０．２５ａ

Ｋ组 １．９１±０．２８
ＳＫ组 ２．４６±０．３０ｂ

注：与Ｃ组相比较，ａＰ＜０．０５．与Ｓ组相比较，ｂＰ＜０．０５

三、各组大鼠海马ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达
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对照组ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达为０．４５±０．０３，氯胺
酮组ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达（０．６０±０．０４）高于对照组（Ｐ
＜０．０５），与氯胺酮组相比东莨菪碱加氯胺酮组
ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达（０．７２±０．０５）进一步增多（Ｐ＜
０．０５）。东莨菪碱组 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达为 ０．５２±
０．０４，相比对照组也是增多的（Ｐ＜０．０５）。

讨 论

研究表明，Ａｃｈ是记忆痕迹形成的必要神经递质
和长期记忆的生理基础，Ａｃｈ含量的变化可通过其水
解酶ＡｃｈＥ的活性反映出来。ＡｃｈＥ作为胆碱能系统
的关键酶，其活力直接反映该系统的功能状态，ＡｃｈＥ
活性增加可导致学习记忆活动障碍［６］。脑内乙酰胆

碱及突触前胆碱受体数目减少、ＣｈＡＴ活性降低及
ＡｃｈＥ活性升高，作为ＰＯＣＤ和老年生理性退变的共同
的发病机制，可引起大脑皮质胆碱神经元递质功能紊

乱。大量研究发现抗胆碱药可明显影响学习记忆，将

东莨菪碱注入大鼠双侧海马腹侧、丘脑中间背侧可损

害空间记忆，给予Ｍ胆碱能受体激动剂可改善东莨菪
碱引起的遗忘［７］。Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体
是兴奋性氨基酸中谷氨酸受体的一种重要亚型，在认

知中的作用日益受到重视，脑突触的长时程增强

（ＬＴＰ）现象主要由其诱导和维持，而 ＬＴＰ是海马和其
他脑区形成记忆的重要神经生理机制。ＮＭＤＡ受体至
少存在七个亚单位，即 ＮＲ１亚单位，４种 ＮＲ２亚单位
（包括ＮＲ２Ａ，ＮＲ２Ｂ，ＮＲ２Ｃ和ＮＲ２Ｄ）以及两种ＮＲ３亚
单位（ＮＲ３Ａ和ＮＲ３Ｂ）。Ｂｌｉｓｓ将ＮＲ２Ｂ命名为聪明基
因，提出该基因和学习记忆密切相关［８］。氯胺酮是

ＮＭＤＡ受体的非竞争性拮抗剂，通过阻断 ＮＭＤＡ受体
抑制学习记忆能力；此外，其低剂量就能抑制 Ｍ受体
的作用而产生遗忘作用［９］。研究发现，Ｍ受体与多种
神经递质系统之间存在着广泛的关系。实验表明，Ｍ
受体的激活可增强 ＧＡＢＡ能神经元的活性，易化
ＮＭＤＡ受体的神经传导。除了谷氨酸，其他神经递质
如去甲肾上腺素、Ａｃｈ、５ＨＴ等均可影响细胞膜电位而
间接影响ＮＭＤＡ受体通道的开放［１０］。

本实验所用东莨菪碱和氯胺酮的剂量均在常用剂

量范围内，由人鼠剂量换算求得。结果发现，使用东莨

菪碱后幼鼠海马胆碱脂酶活性高于对照组并有显著差

异，加用氯胺酮后幼鼠海马胆碱脂酶活性进一步增高，

高于单独使用东莨菪碱组并有显著差异。本实验观察

到在大鼠生长发育时期注射氯胺酮会导致海马组织中

的ＮＲ２ＢｍＲＮＡ出现表达上调，以往研究结果也证实
氯胺酮能够导致生长发育期大鼠 ＮＭＤＡ受体表达增

强，从而降低大鼠认知功能［１１］。在同时使用氯胺酮和

东莨菪碱后，ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达进一步增多高于单独
使用氯胺酮组并有显著差异。研究表明，ＮＭＤＡ受体
功能具有双面性，其正常表达为神经系统发育和功能

重塑所必需，但是ＮＭＤＡ受体的过度表达却会引起兴
奋性神经毒性，从而影响学习和记忆功能［１２］。以上结

果显示二药合用对幼鼠海马 ＡｃｈＥ和 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ产
生相互作用，比单用更能使幼鼠学习功能减退，说明二

药在造成认知功能障碍上有一定的协同作用，其机制

可能是通过Ｍ受体和 ＮＭＤＡ受体这两条途径的协同
而加重了学习障碍，东莨菪碱组 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达
相比对照组增多也证实了这一点。实验结果进一步提

示ＰＯＣＤ可能与全麻药物对中枢胆碱能、兴奋性氨基
酸系统的作用有关，两个系统之间可能通过某些神经

递质相互作用。
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