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氯胺酮对 SD 幼鼠海马 GAP鄄43 蛋白表达的影响

应迪琪,严海雅 (宁波市妇女儿童医院,浙江宁波摇 315012)

作者简介:应迪琪(1982. 01 ~ ),男,硕士在读,主治医师,主要从事麻醉临床与基础研究,E鄄mail: nbyingdiqi@ 163. com。

[摘要] 目的:分析氯胺酮对 SD 幼鼠海马 GAP鄄43 蛋白表达的影响。 方法:取 7 ~ 10 日龄的 SD 幼鼠 36 只,随机分为 A、B、C 三

组各 12 只。 A 组注射生理盐水 50 mg / kg,B 组注射氯胺酮 25 mg / kg,C 组注射氯胺酮 50 mg / kg。 24 h 后处死小鼠取海马组织,
分别采用免疫组化与 Western Blotting 检测海马 GAP鄄43 蛋白的表达情况。 结果:经图像分析软件处理后得知,A 组、B 组、C 组

条带灰度值分别为 187. 43依7. 98、164. 87依8. 35、154. 31依6. 98,组间比较差异均有统计学意义(P<0. 01)。 A 组、B 组、C 组 GAP鄄
43 阳性细胞计数分别为(87. 45依14. 98)个 / mm2、(66. 48依12. 36)个 / mm2、(35. 32依9. 93)个 / mm2,组间比较差异均有统计学意

义(P<0郾 01)。结论:氯胺酮可明显降低 SD 幼鼠海马 GAP鄄43 蛋白的表达水平,这可能与其影响幼鼠神经系统发育有关。
[关键词] 氯胺酮;SD 幼鼠;海马组织;GAP鄄43 蛋白
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Effect of Ketamine on GAP鄄43 Protein Expression in Hippocampus of SD Rats

Ying Diqi, Yan Haiya (Ningbo Women and Children爷 s Hospital, Zhejiang Ningbo摇 315012, China)

[Abstract] Objective: To study the effect of ketamine on the expression of GAP鄄43 protein in hippocampus of SD rats. Methods:
Thirty six SD rats who were 7 to 10 days old, were randomly divided into three groups. Group A of 12 rats were injected with saline
50 mg / kg, group B of 12 rats were injected with ketamine 25 mg / kg, group C of 12 rats were injected with ketamine 50 mg / kg. All rats
were sacrificed and the hippocampuses were drawn out after 24 hours. Immunohistochemistry and Western Blotting were used to detect
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the expressions of hippocampal GAP鄄43 protein. Results: Then we analyzed the results by image analysis software, gray stripe value of
group A was 187. 43依7. 98, striped gray value of group B was 164. 87依8. 35, striped gray value of group C was 154. 31依6. 98, there
were statistical differences between three groups (P<0. 01). The GAP鄄43 positive cell count in group A was (87. 45依14. 98) / mm2,
group B was (66. 48依12. 36) / mm2, group C was (35. 32依9. 93) / mm2, there were statistical differences between three groups (P<
0郾 01). Conclusion: Ketamine can significantly reduce the expression level of GAP鄄43 protein in the hippocampus of SD rats, which
may be related to the development of the nervous system in young rats.
[Keywords] ketamine; SD rats; hippocampus; GAP鄄43 protein

摇 摇 N鄄甲基鄄D鄄天冬氨酸(NMDA)受体是兴奋性谷氨酸

受体的一个亚型,与记忆、学习、神经系统发育等过程密

切相关[1鄄2]。 氯胺酮是一种 NMDA 受体拮抗剂,广泛应

用于临床麻醉中[3鄄4]。 GAP鄄43 是一种神经生长相关蛋

白,分子量为 24 kD,是神经生长、神经再生、突触形成、
突触重建、神经元发育的标志性蛋白[5鄄6]。 本研究选取

7 ~ 10 日龄的 SD 幼鼠 36 只作为临床研究对象,通过比

较氯胺酮不同浓度下的海马 GAP鄄43 蛋白表达情况,探
讨氯胺酮对神经系统发育的影响,现报道如下。

1摇 资料和方法

1. 1摇 仪器与试剂

盐酸氯胺酮(山西金源通制药有限公司,国药准字

H14021800);免疫组织化学试剂盒及二抗(北京索莱宝

科技有限公司);GAP鄄43 蛋白单抗(美国圣克鲁斯公

司);PVDF 膜(瑞士豪夫迈·罗氏公司);DAB 试剂盒

(中山生物公司);RIPA 缓冲液(上海远慕生物科技有限

公司)。

1. 2摇 分组

选取 7 ~ 10 日龄的 SD 幼鼠 36 只,雌雄不限,体质

量为 8 ~ 15 g。 随机分为 A、B、C 三组各 12 只。 A 组注

射生理盐水 50 mg / kg,B 组注射氯胺酮 25 mg / kg,C 组

注射氯胺酮 50 mg / kg。 三组 SD 幼鼠于注射完成后 24 h
处死取材。 每组幼鼠随机挑选 6 只剥离海马组织,匀浆

后进行 Western Blotting 检测;每组剩余 6 只幼鼠行全脑

中后 1 / 3 的连续冠状冰冻切片,进行免疫组织化学染

色。

1. 3摇 检测方法

1. 3. 1摇 Western Blotting 检测摇 三组幼鼠随机选择 6 只

进行 Western Blotting 检测。 SD 幼鼠在注射完成 24 h 后

断头处死,在冰台上剥离海马组织并称重。 在海马组织

中加入 10 mg / mL 苯甲基磺酰氟与 RIPA 缓冲液(每克组

织 10 滋L),冰浴充分匀浆后移入离心管(20 000 r / min,
4 益),离心 30 min 后取上层清液置于-70 益冰箱中备

用。 采用 Bladford 比色试剂盒测定其蛋白浓度,取等质

量的细胞裂解液与 2 倍体积的电泳缓冲液煮沸5 min 后

取上层清液,在 120 mV 15%分离胶与 80 mV 5%浓缩胶

下电泳,将蛋白半干转至 PVDF 膜上,丽春红染膜证明

存在蛋白条带。 将 0. 125 mL / cm2 封闭液与 PVDF 膜置

入塑料袋中密封,缓慢水平摇动 1 h 后弃除封闭液,加入

1 颐 500 稀释兔抗鼠 GAP43 单抗,4 益过夜后用 TBST 缓

冲液洗涤 4 次,再用双蒸水洗涤 3 次后置入 DAB 显色液

中轻轻摇晃直至染色条带出现。 利用图像分析软件(德
国莱卡公司)扫描成像,测量条带灰度值,衡量染色程

度。
1. 3. 2摇 免疫组织化学检测摇 每组剩余 6 只幼鼠用于免

疫组织化学检测。 注射完成后 24 h 处死,行全脑中后

1 / 3 的连续冠状冰冻切片,每个标本选取 3 张切片。 将

切片置于 0. 01 mol / L 磷酸盐缓冲液中漂洗 3 次,3% 双

氧水中孵育 0. 5 h 后再用 0. 01 mol / L 磷酸盐缓冲液漂

洗 3 次,加入 1 颐 250 稀释兔抗鼠 GAP鄄43 蛋白单抗,在
37 益环境下孵育 1 h 后 4 益过夜。 在 0. 01 mol / L 磷酸

盐缓冲液中漂洗3 次,正常山羊血清工作液封闭 0. 5 h
后滴加生物素标记的羊抗鼠 IgG,在 37 益环境下孵育

1 h 后再用 0. 01 mol / L 磷酸盐缓冲液漂洗 3 次,滴加过

氧化物酶标记链霉卵白素,在 37 益环境下孵育 30 min
后用 0. 01 mol / L 磷酸盐缓冲液漂洗 3 次,加入 DAB 显

色液 3 min 后终止反应。 利用图像分析系统(德国莱卡

公司)计数显微镜下阳性细胞数。 光镜下 GAP鄄43 蛋白

阳性表达细胞呈深棕色,细胞核不染色。

1. 4摇 统计学方法

应用 Excel 2013、SPSS19郾 0 软件,计量资料用均数依
标准差表示,采用 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 Western Blotting 检测结果

经图像分析软件处理后得知,A 组条带灰度值为

187. 43依7. 98,B 组条带灰度值为 164. 87依8. 35,C 组条

带灰度值为 154. 31依6. 98,组间比较差异均有统计学意

义(P<0. 01)。 见表 1。

表 1摇 Western Blotting检测结果

项目 A 组 B 组 C 组

条带灰度值 187. 43依7. 98 164. 87依8. 35 154. 31依6. 98
t tAB =6. 767 tBC =4. 241 tAC =10. 822
P PAB<0. 01 PBC<0. 01 PAC<0. 01

2. 2摇 免疫组织化学检测结果

经图像分析软件处理后得知,A 组 GAP鄄43 阳性细

胞计数为(87郾 45依14郾 98)个 / mm2,B 组 GAP鄄43 阳性细
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胞计数为(66郾 48依12郾 36)个 / mm2,C 组 GAP鄄43 阳性细

胞计数为(35郾 32依9郾 93)个 / mm2,组间比较差异均有统

计学意义(P<0. 01)。 见表 2。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 免疫组织化学检测结果 个 / mm2

项目 A 组 B 组 C 组

GAP鄄43 阳性细胞计数 87. 45依8. 98 66. 48依6. 36 35. 32依5. 93

t tAB =6. 601 tBC =12. 413 tAC =17. 781

P PAB<0. 01 PBC<0. 01 PAC<0. 01

3摇 讨论

GAP鄄43 蛋白与突触可塑性、轴突生长及再生有关,
主要位于突触前膜。 在突触形成与轴突外生时,GAP鄄43
高度表达,且这种高表达会维持在整个大脑发育阶

段[7]。 GAP鄄43 高表达可见于神经损伤再生与突触发生

过程中。 NMDA 受体有促进神经细胞分化、增殖、迁移

的功能,同时对处在发育阶段的大脑具有营养作用,对
突触形成至关重要[8鄄9]。 目前国内外对 NMDA 受体与

GAP鄄43 蛋白之间的关系没有定论。 但已有报道显示,
阻断 NMDA 受体可明显降低海马中颗粒细胞 GAP鄄43
蛋白 mRNA 的表达水平[10]。

氯胺酮是 NMDA 受体的非竞争拮抗剂之一,主要作

用于 NMDA 受体苯环哌啶位点,大量的谷氨酸与 NMDA
均无法逆转氯胺酮的结合,目前广泛应用于人体和其他

动物中。 已有证据表明,人类的大脑快速发育阶段是胚

胎晚期至出生后 2 年,而 SD 大鼠出生至出生后 14 d 是

NMDA 受体的高度敏感期,在这个阶段大脑发育迅速,
树突出芽、轴突延伸迅速,突触大量形成,若在这个时期

抑制 NMDA 受体会严重阻碍大脑发育,导致大量神经细

胞死亡;还将在大脑快速发育阶段改变细胞死亡模式,
影响神经回路形成[11鄄13]。 使用氯胺酮对大脑发育完全

的机体是否有影响尚无定论,但有证据表明,使用氯胺

酮作为麻醉药可能导致潜在精神行为缺陷。
本研究 Western Blotting 与免疫组化检测结果显示,

A 组的 GAP鄄43 表达均明显高于 B 组与 C 组,差异有统

计学意义(P<0. 01),且 B 组的 GAP鄄43 表达均明显高于

C 组,差异有统计学意义(P<0. 01)。 这说明注射氯胺

酮会下调海马颗粒细胞中 GAP鄄43 蛋白的表达,且这种

下调作用与氯胺酮的浓度呈正相关,注射浓度越高,
GAP鄄43 蛋白表达下调越显著。 氯胺酮的作用机制为激

活 NMDA 受体后组织谷氨酸的离子通道,从而减少 Ca2+

的内流;同时 GAP鄄43 蛋白的激活与释放需要一定浓度

的 Ca2+,因而氯胺酮主要是通过减少 Ca2+ 的内流下调

GAP鄄43 蛋白的表达,故无法说明氯胺酮注射对 GAP鄄43
蛋白远期表达的影响。

综上所述,氯胺酮可明显降低 SD 幼鼠海马 GAP鄄43
蛋白的表达,这可能与其影响幼鼠神经系统发育有关。
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