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　　【摘要】　目的：探究大鼠深低温停循环（ＤＨＣＡ）术后脑损伤情况及作用机制。　方

法：建立大鼠深低温停循环模型，１６只ＳＤ大鼠随机分成假手术组和ＤＨＣＡ组。再灌注

４ｈ后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测海马组织丝氨酸／苏氨酸激酶（Ａｋｔ）、磷酸化丝氨酸／苏氨酸激

酶（ｐＡｋｔ）、Ｂ淋巴细胞瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）和活化胱天蛋白

酸３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）表达水平。ＨＥ染色及尼氏染色评估术后第７天海马ＣＡ１区神

经元损伤情况。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫评价大鼠学习记忆、空间感知及运动能力。　结果：与假

手术组相比，ＤＨＣＡ组海马ＣＡ１区ｐＡｋｔ、Ｂｃｌ２的蛋白表达水平降低，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平升高（犘均＜０．０５），两组Ａｋｔ的蛋白表达水平无统计学差异。

ＤＨＣＡ组病理评分明显高于假手术组，正常神经细胞数量均明显低于假手术组，大鼠逃

避潜伏期、跨越原平台次数及运动速度均明显弱于假手术组（犘均＜０．０５）。　结论：

ＤＨＣＡ通过抑制Ａｋｔ信号通路介导神经细胞凋亡，对大鼠认知等功能造成损伤。
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　　深低温停循环（ＤＨＣＡ）作为心脏外科手术中

的一项重要辅助方式，于１９５３年最早应用于成人心

脏外科领域［１］。ＤＨＣＡ可为术者提供清晰视野，降

低患者机体代谢率，延长缺血缺氧耐受时间，在主

动脉弓部手术及复杂先天性心脏病的矫治手术中

成为必不可少的辅助措施。近年来，随着ＤＨＣＡ技

术的迅猛发展以及术者手术操作水平的提高，

ＤＨＣＡ相关并发症的发生率及术后患者的死亡率

明显下降。然而，脑神经系统并发症仍然是ＤＨＣＡ

的严重并发症，ＤＨＣＡ辅助下半弓置换术新发脑血

管事件的发生率为５．４％
［２］，ＤＨＣＡ术后患者暂时

性神经功能障碍的发生率高达２５％
［３］。ＤＨＣＡ心

脏手术后１２周内神经心理功能障碍的发生率更可

高达５５％
［４］。本文通过建立大鼠ＤＨＣＡ模型，探

究大鼠ＤＨＣＡ术后脑组织病理及认知功能等变化

情况及可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物

成年雄性清洁级ＳＤ大鼠１６只，体质量３５０～

４５０ｇ。随机分为假手术组及ＤＨＣＡ组，每组８只。

１．２　ＤＨＣＡ模型构建　

ＳＤ大鼠术前禁食１２ｈ，应用１％戊巴比妥钠

（５０ｍｇ／ｋｇ）通过腹腔注射麻醉。取颈部正中切口，

用１４Ｇ套管针经气管穿刺插管，连接呼吸机，调整

呼吸频率在６０～７０次／ｍｉｎ，潮气量２ｍＬ／１００ｇ，根

据血 气 分 析 结 果 调 整 参 数 以 维 持 ＰａＯ２ ＞

６０ｍｍＨｇ，ＰａＣＯ２３０～５０ｍｍＨｇ，停循环期间暂停

机械通气。左侧股部切开暴露股浅动脉，用２４Ｇ静

脉留置针穿刺置管，注射１５０ＩＵ肝素抗凝，连接体

外循环动脉灌注端。暴露右侧颈外静脉，用自制多

孔１４Ｇ套管针穿刺置管，连接体外循环静脉回流

端。暴露右侧颈外动脉，用２４Ｇ静脉留置针穿刺置

管，连接多导生理监护仪监测生命体征，温度计润

滑后插入大鼠肛门监测体温。

体外循环由储血器、小动物膜肺、蠕动泵、氧气

源、硅胶管道、输液管、变温水箱组成。管道预充

液：６％羟乙基淀粉８ｍＬ、５％碳酸氢钠１ｍＬ、肝素

１ｍＬ（１００ＩＵ／ｍＬ）
［５］。管路自循环排气。体外循

环３０ｍｉｎ降温至１８℃，停循环１ｈ，再灌注复温

３０ｍｉｎ使体温达到３４℃，逐渐减少流量，停机撤除体

外循环。继续机械通气至大鼠基本恢复正常自主呼

吸，拔除气管插管，缝合各切口，置于富氧环境中观

察。假手术组只进行插管操作，不进行体外循环及

ＤＨＣＡ。于体外循环前、降温２０ｍｉｎ时、复温２０ｍｉｎ

时、停止体外循环前采集动脉血行血气分析。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测海马组织相关蛋白表达

再灌注４ｈ后，每组取４只ＳＤ大鼠处死，取脑

组织保存于－８０℃冰箱。分离出海马组织匀浆，采

用ＢＣＡ法进行蛋白定量，十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后，转膜，孵育一抗过

夜，孵育荧光二抗后分别检测两组海马组织中丝氨

酸／苏氨酸激酶（Ａｋｔ）、磷酸化Ａｋｔ（ｐＡｋｔ）、Ｂ淋巴

细胞瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、

活化胱天蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）的蛋白表达

水平，以ＧＡＰＤＨ为内参。

１．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验

每组取４只ＳＤ大鼠于术后第１天开始行

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，以评估空间学习记忆及运动功

能。水迷宫由直径１５０ｃｍ、高６０ｃｍ的圆形水池及

相应摄像机和数据分析软件组成，向水池中注入适

当清水，并加入墨汁使其呈不透明状态，将水池平

均分为４个象限，每个象限内壁画有固定参照物，选

择其中１个象限中央放入直径１２ｃｍ、高５０ｃｍ的

黑色圆形平台，低于水面约２ｃｍ，且保持位置不

变［６］。水迷宫实验由两部分组成，术后第１天为预

实验，选择一固定位置将大鼠放入水中，自由游泳

１２０ｓ，使其适应环境并初步检验运动能力。术后第

２～５天为定位航行实验，每天将大鼠面向池壁分别

从４个不同象限参照物位置放入水中，记录大鼠找

到隐藏平台的时间，该时间称为逃避潜伏期。如果

找到平台，让其在平台上停留４ｓ，如果在１２０ｓ内

未找到平台，则逃避潜伏期记为１２０ｓ，并由实验人

员将其牵引至平台位置停留４ｓ。术后第６天为空

间探索实验，撤去隐藏平台，任选同一象限，将大鼠

面向池壁放入水中，记录其在１２０ｓ内跨越平台位

置的次数及运动速度。

１．５　形态学检测海马组织病理损伤

每组取４只ＳＤ大鼠于术后第７天处死，经主

动脉灌流后取完整脑组织于４％多聚甲醛中固定

２４ｈ，沿冠状面切取海马组织，经梯度乙醇脱水、二

甲苯透明后石蜡包埋。制备成５μｍ厚的石蜡切片

用于ＨＥ染色及尼氏染色，光学显微镜下观察海马

组织ＣＡ１区的病理形态学变化。ＨＥ染色后于

４００倍放大视野下观察异常细胞占总体的比例，病

理学评分：０分＝无损伤；１分＝０％～１２．５％损伤；

２分＝１２．５％～２５％损伤；３分＝２５％～５０％损伤；
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４分＝５０％以上损伤
［７］。尼氏染色后于４００倍放大

视野下计数存活神经元的个数。

１．６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２３．０软件对数据进行统计学分析。

计量资料以均数±标准差表示，符合正态分布的计

量资料两组间比较采用狋检验，多组间比较采用单

因素方差分析，偏态分布的计量资料采用秩和检

验。逃避潜伏期组间比较采用两因素重复测量的

方差分析。ＨＥ染色病理学评分采用曼惠特尼犝

检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组生理指标比较

ＤＨＣＡ组８只大鼠均顺利脱离体外循环，并恢

复自主呼吸。各组生理指标如表１所示。两组大鼠

术前体质量、平均动脉压、心率、体温、ｐＨ值、ＰａＯ２、

ＰａＣＯ２的差异无统计学意义。在降温及复温期间，

ＤＨＣＡ组的平均动脉压及心率低于假手术组（犘均＜

０．０５），在停机前，ＤＨＣＡ组平均动脉压及心率仍低

于假手术组（犘均＜０．０５），可能因停循环对心功能

产生影响，导致术后心率、血压未能立刻恢复至术

前状态。在反映大鼠机体酸碱平衡的指标中，

ＤＨＣＡ组的ｐＨ值在降温及复温过程中均低于假

手术组（犘＜０．０５），呈现一定程度的酸中毒。

ＤＨＣＡ组ＰａＣＯ２ 在体外循环期间低于假手术组

（犘均＜０．０５），停机前与假手术组无统计学差异。

表１　假手术组与犇犎犆犃组大鼠生理指标比较

项目 假手术组
ＤＨＣＡ组

体外循环前 降温２０ｍｉｎ 复温２０ｍｉｎ 停机前

体质量／ｇ ３７３．７５±９．８２ ３７８．６２±９．７５

平均动脉压／ｍｍＨｇ ７６．００±４．０４ ７６．２５±４．０６ ４３．００±３．０７（１） ５０．５０±２．９３（１） ６５．１３±３．３１（１）

心率／次·ｍｉｎ－１ ３４７．００±３．０２ ３４６．５０±３．１６ ８４．５０±２．５６（１） ２５８．５０±６．８２（１） ３３５．５０±４．５（１）

体温／℃ ３４．８８±０．３２ ３４．８１±０．４２ ２１．５９±０．４５（１） ２８．６９±０．３５（１） ３４．４４±０．１８（１）

ｐＨ值 ７．４４±０．０４ ７．４５±０．０４ ７．３２±０．０２（１） ７．２９±０．０２（１） ７．３９±０．０４（１）

ＰａＯ２／ｍｍＨｇ １３５．２５±８．０１ １３４．００±８．２８ ２６２．７５±２１．２８（１） １８７．００±９．２９（１） １６９．８８±１１．８３（１）

ＰａＣＯ２／ｍｍＨｇ ４０．７５±３．９６ ３９．８８±３．０４ ３３．５０±２．６７（１） ３５．８８±２．５３（１） ３９．７５±３．７７

　　注：与假手术组比较，（１）犘＜０．０５

２．２　两组海马组织相关蛋白表达水平的比较

在大鼠海马组织中，ＤＨＣＡ组与假手术组Ａｋｔ

的蛋白表达水平无统计学差异，ＤＨＣＡ组ｐＡｋｔ蛋

白表达水平、ｐＡｋｔ／Ａｋｔ的比值较假手术组明显降

低（犘均＜０．０５）。ＤＨＣＡ组抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表

达水平明显低于假手术组，促凋亡蛋白Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平明显高于假手术组（犘均＜

０．０５）。见图１、表２。

２．３　两组Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫结果比较

在定位航行实验的第１、２、４天，假手术组的逃

避潜伏期均小于ＤＨＣＡ组（犘均＜０．０５），第３天两

组的逃避潜伏期无统计学差异。经过４ｄ的训练，

两组第４天的逃避潜伏期均小于第１天（犘均＜

０．０５），假手术组第４天与第１天的差异较ＤＨＣＡ

组更明显。空间探索实验中，ＤＨＣＡ组大鼠跨越原

有平台位置的次数较假手术组明显减少，运动速度

明显低于假手术组（犘均＜０．０５）。见表３。

图１　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测两组大鼠海马组织相关蛋白表达情况

表２　两组大鼠海马组织相关蛋白表达水平比较

蛋白 假手术组（狀＝４） ＤＨＣＡ组（狀＝４）

ｐＡｋｔ／Ａｋｔ ０．６４±０．０７ ０．４２±０．０３（１）

Ｂｃｌ２ ０．７９±０．０８ ０．４８±０．０５（１）

Ｂａｘ ０．４６±０．０９ ０．８１±０．０８（１）

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ ０．３２±０．０７ ０．６０±０．１３（１）

　　注：与假手术组组相比，（１）犘＜０．０５
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表３　两组大鼠犕狅狉狉犻狊水迷宫结果比较

项目 假手术组（狀＝４） ＤＨＣＡ组（狀＝４）

逃避潜伏期／ｓ

　第１天 ８９．９１±２．９１ １１５．６８±２．２０（１）

　第２天 ８０．５２±２．１８ １０２．９３±１１．５７（１）

　第３天 ６０．５３±４．５７ ８５．８９±２０．４９

　第４天 ３８．５４±３．７１ ７０．６５±９．４８（１）

跨越原平台次数／次 １０．２５±１．５０ ３．００±０．８２（１）

运动速度／ｃｍ·ｓ－１ １８．９４±２．７７ １２．７２±２．７８（１）

　　注：与假手术组相比，（１）犘＜０．０５

２．４　两组形态学结果比较　

术后第７天对两组大鼠的脑组织海马ＣＡ１区

进行组织病理学评估。ＨＥ染色可见假手术组的神

经细胞形态正常，细胞核形态清晰，细胞膜及胞浆

结构完整；ＤＨＣＡ组部分神经元胞体肿胀，海马

ＣＡ１区神经细胞呈现病理改变，主要包括核固缩、

三角形核形态、神经细胞皱缩、嗜酸细胞浆变化等，

正常神经细胞比例低于假手术组，病理评分明显高

于假手术组［（２．５０±０．５８）分对（０．５０±０．５８）分，

犘＜０．０５］。两组大鼠海马ＣＡ１区尼氏染色结果显

示，假手术组海马神经细胞排列整齐，细胞形态及

层次清晰，尼氏体染色较深、分布均匀；ＤＨＣＡ组细

胞排列紊乱，尼氏体淡染，正常神经细胞数目明显少

于假手术组［（４８．２５±３．５０）个对（６８．２５±２．６３）个，

犘＜０．０５］。见图２。

图２　两组大鼠海马犆犃１区犎犈染色、尼氏染色结果

３　讨论

本研究通过建立大鼠ＤＨＣＡ模型评估术后脑

损伤，在大鼠损伤程度最轻的情况下还原手术中

ＤＨＣＡ的降温、停循环、复温过程，以减少其他因素

对大鼠脑组织的影响。ＤＨＣＡ脑损伤本质上是一

种全脑的缺血再灌注损伤，海马是对缺血较敏感的

区域［８］。本研究发现，在ＤＨＣＡ组大鼠中，显微镜

下可见海马ＣＡ１区部分神经细胞出现病理形态学

改变，正常神经细胞数目少于假手术组，提示

ＤＨＣＡ对大鼠脑组织造成了损伤。

研究表明，低温可降低脑组织的氧消耗，相对

减轻脑组织的能量消耗，ＤＨＣＡ后脑神经元坏死并

非主要病理改变，线粒体功能障碍和其触发的神经

元凋亡才是脑缺血再灌注损伤的主要机制［９］。凋亡

是细胞为维持内环境稳定而发生的程序性死亡，但

凋亡过多则是病理现象，可引起持续性脑损伤，海

马回、齿状回神经元凋亡与创伤后的认知缺陷、行

为改变关系密切［１０］。Ｂｃｌ２家族在细胞凋亡中起重

要作用［１１］，其成员包括抗凋亡因子Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ和

促凋亡因子Ｂａｘ、Ｂａｄ、Ｂｉｄ
［１２］，Ｂｃｌ２与Ｂａｘ的相对

平衡与细胞的凋亡和存活密切相关［１３］，Ｂｃｌ２通过

抑制细胞凋亡促进细胞存活，Ｂａｘ则诱导细胞凋亡。

下调Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值可以抑制脑缺血所致海马神

经元损失，并提高认知功能［１４］。Ｂａｘ可能是Ｂｃｌ２

家族中最重要的促凋亡因子，Ｂａｘ与Ｂｃｌ２结合后形

成的异二聚体是发挥Ｂｃｌ２抗凋亡作用的关键。

Ｃａｓｐａｓｅ是导致细胞凋亡的蛋白酶家族，作为凋亡

的执行者发挥重要作用［１５］。脑缺血后，ｃａｓｐａｓｅ９

可激活线粒体介导的神经细胞凋亡［１６］，在死亡受体

介导的凋亡通路中，ｃａｓｐａｓｅ８被激活
［１７］。二者均可

使ｃａｓｐａｓｅ３前体裂解，产生具有活性的ｃａｓｐａｓｅ３

片段，进而促进ＤＮＡ修复蛋白、细胞骨架蛋白等裂

解，最终导致细胞凋亡。本研究中，ＤＨＣＡ组大鼠

经过脑缺血再灌注损伤，海马中的Ｂｃｌ２蛋白表达

减少，Ｂａｘ及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达增加，提示

ＤＨＣＡ组大鼠抗凋亡能力下降，ＤＨＣＡ通过诱导细
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胞凋亡引发脑损伤。

磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ信号通路与脑缺

血再灌注损伤中的神经细胞凋亡密切相关。Ａｋｔ处

于该信号通路的核心位置，介导多种生物学效应，

是重要的抗凋亡调节因子［１８］。Ａｋｔ磷酸化后成为

ｐＡｋｔ，通过多条信号通路抑制细胞凋亡，促进细胞

存活［１９］。在脑神经系统中，ｐＡｋｔ可作用于下游的

Ｂｃｌ２家族
［２０２１］、ｃａｓｐａｓｅ家族

［２２２３］等与凋亡直接相

关的因子，使其磷酸化并失去活性，进而促使抗凋

亡基因转录和表达，促进细胞存活。本研究中，

ＤＨＣＡ组海马组织中ｐＡｋｔ／Ａｋｔ减少，提示大鼠经

过ＤＨＣＡ后，抗凋亡调节因子ｐＡｋｔ表达减少，抗

凋亡能力下降，进而加重术后神经细胞凋亡，引起

脑损伤。ｐＡｋｔ表达的变化趋势与上述Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的变化趋势相对应，进

一步说明ＤＨＣＡ通过Ａｋｔ信号通路影响下游相关

靶蛋白的表达，促使神经细胞凋亡，引起脑损伤。

记忆学习功能是大脑的高级功能之一，认知及

学习能力下降是脑损伤的重要标志，而海马组织在

学习、记忆、空间感知中发挥着极其重要的作用［２４］。

本研究利用ＤＨＣＡ对海马组织造成缺血再灌注损

伤，采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试大鼠在ＤＨＣＡ术后的

学习记忆及空间感知功能。研究发现，ＤＨＣＡ组大

鼠的逃避潜伏期延长，说明ＤＨＣＡ组大鼠在学习记

忆方面存在缺陷，有一定程度的损伤。在最后一天

的空间探索实验中，ＤＨＣＡ组大鼠经过原有平台的

次数明显减少，运动速度下降，说明ＤＨＣＡ对大鼠

的空间感知能力、运动能力有一定影响。

综上所述，本研究证实神经细胞凋亡是ＤＨＣＡ

缺血再灌注后脑损伤的主要机制，ＤＨＣＡ可能通过

抑制ｐＡｋｔ，影响下游凋亡相关因子的表达，从而对

大鼠的学习记忆、空间感知、运动能力造成损伤。

增加ｐＡｋｔ的表达可能抑制神经细胞凋亡，对

ＤＨＣＡ的脑损伤产生保护作用。
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