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亚低温对心肺复苏大鼠大脑海马神经元内 

N一甲基一D一天门冬氨酸受体 1表达的影响 

孙志扬 李光 孙庆文 黄兴华 刘娜 

【摘要】 目的 探讨亚低温对心肺复苏模型大鼠大脑海马神经元内N一甲基一D一天门冬氨酸受体 1 

(NMDAR1)表达的影响。方法 24只雄性 SD大鼠随机分为正常对照组、常温组和亚低温组，每组 8只。常温 

组和亚低温组大鼠用水封瓶密闭法制备心肺复苏后脑水肿动物模型，常温组制模后置于室温环境，亚低温组 

制模后立即给予亚低温治疗。应用半定量逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法检测各组大鼠大脑海马神经 

元内NMDAR1表达。结果 亚低温组大鼠脑组织水肿明显减轻，大脑海马神经元内 NMDAR1 mRNA和蛋白 

表达明显降低，与常温组比较差异有显著性 (NMDAR1 mRNA：8O．48土0．03比 8O．64土0．18，P<0．05)。 

结论 亚低温能够减轻心肺复苏后脑水肿，其机制可能为：亚低温通过减少 NMDARl在 mRNA和蛋白水平 

的表达，降低阳离子通道通透性的作用，而减轻脑水肿的形成 ，起到治疗心肺复苏后脑水肿的作用。 
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Effects of mild hypothermia on expression of N ——methyl——D ——aspartate receptor——1 in hippocampus neurons 

after cardiopulmonary resuscitation in rats SUN Zhi—yang ，LI Guang，SUN Qing—wen，HUANG 

Xing—hua，LIU Na． Department of Emergency Traumatic Center，The Affiliated Dongfang Hospital o， 

Tong知University，Shanghai 200120，China 

[Abstract] Objective To explore the effects of mild hypothermia on expression of N——methyl——D—— 

aspartate receptor一1 (NMDAR1)in hippocampus neurons after cardiopulmonary resuscitation (CPR)in 

rats． M ethods Twenty—four male SD rats were randomly divided into normal control group．normal 

temperature group，and mild hypothermia group，with 8 rats in each group．The cerebral edema model after 

CPR was replicated by the sealed bottle method in rats in both normal temperature group and mild 

hypothermia group．The rats in the mild hypothermia group were treated with mild hypothermia after the 

model was established．The change in expression of NMDAR1 in hippocampus neurons in rat was determined 

with semi—quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT —PCR)，and pathologic changes 

in brain tissue were observed in both groups． Results The cerebral edema was ameliorated．NMDAR1 

mRNA and protein in cerebral hippocampus neurons were significantly lower in hypothermia group than 

control group with significant difference (NM DAR1 mRNA：8O．48土 O．03 VS．8O．64土 O．18，P< O．05)． 

Conclusion Mild hypothermia can down—regulate the expression of NMDAR1 mRNA and protein level， 

lower positive ion concentration and thus decrease cerebral edema．SO mild hypothermia can serve as a 

treatment measure for cerebral edema after CPR． 

[Key words] mild hypothermia； cardiopulmonary resuscitation； hippocampus neuron； 

N —methyl—D—aspartate receptor一1 

亚低温技术对脑细胞保护作用已引起人们的关 

注。对心肺复苏后脑复苏一直没有有效的方法，完整 

的心、肺、脑复苏成功率很低。本实验中通过观察亚 

低温对心搏骤停 、心肺复 苏成功后大鼠大脑额叶皮 

质和海马神经元内N一甲基一D一天门冬氨酸受体 1 

(NMDAR1)表达的影响，进一步探讨亚低温减轻心 

肺复苏后脑水肿 的机制 。 
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· 论 著 · 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及材料：健康雄性 SD大鼠(第二军 

医大学实验动物中心提供)24只，体重 200~250 g。 

Trizol、反转 录酶、RNA酶抑制剂 、Taq酶、dNTP等 

试剂均购自华美生物试剂公司；PTC一200型聚合 

酶链反应(PCR)扩增仪由美国MJ Research公司生 

产；紫外监测仪由上海复 日公司生产；GDS一800型 

凝胶成像 系统 由美 国 Bio—Rad公司生产 ；PCR扩 

增引物 由博彩生物公司合成 。 

1．2 实验分组 ：24只大鼠随机分为 3组 ，每组8只： 

①正常对照组；②常温组，制备心肺复苏动物模型并 

置留于室温环境中；⑧亚低温组，制备心肺复苏动物 

模型并立即给予亚低温治疗 。 
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1．3 心肺复苏后晌水舯动物楼 的制备：采用水封 

瓶 街闭法 。用 1个托盘盛 自米 水一再 1个1 7,i1 ml 

的玻璃瓶将大鼠倒扣于其·[1_为防止大鼠溺水砭亡． 

玻 璃罩 内加垫一个小玻 璃缸 将大鼠 水隔开 lfj：实 

验 中为防止 _j：l压造 成大 鼠脑损伤 ．采取瓶 外补加 水 

的方法保 证错封瓶内外的水 等高 ．凶玻璃 瓶密 ， 

大 鼠任瓶 中逐渐 缺氧 ， mii1 II,nH』冤意识 模荆 ．黼 

后 出现抽 泣样 呼吸．数秒钟岳 大鼠呼吸运 动停止 ；立 

即行胸 外按哮．10 s 大鼠恢 复黻爿目呼吸运 动 

1．4 弧低温预处理 ：取 一∞ ['111 c'nl池淋塑料 

盒 ．盛 碎冰 ：将大鼠朋体 积 ’数为 8 的水合氯醛 

I．5 ml／kg腹腔注射麻醉 后．埋 人碎冰盒中 ，覆 盖冰 

厚 度为 2 c·n1．不影响呼吸 ．室 度 l( ～37 rain 

唇大鼠肛温可 降刮(03．0±I 5)L ， 持、 低温状态 

I 50 rain．然后 将 大鼠 L̂冰盘 中取 ．置 于(2I．1I士 

2．5)(’室温 叶1逐 渐复温 平均 ~15 min后火鼠尚 ． 

活动 自如 。本实验 中采用深 酃lHT滩 c以距肛 f J 7 C111 

深处为标准 )测定f℃替脑温测定 

1．5 腑组织 含水 墁测定：大 鼠断 头处死后 ，取 i{全 

脯 ．于大 鼠右侧 额叶 、海 马各取 一块 嘀组织 ，用￡乜于 

分析天平测脑-glg'湿重 ．然 后放 于 1lt (烤 衔烘烤 

24 1]至衡重．取出称干重．用干湿法iI算其含水 

1．6 脑组织病 理学观察 

1．6．1 肉胀观察 ：大 鼠直接 断头处 此，立即 tl。颅 ．观 

察晒膜 、脑表面段剖面脑组 5的形态结 钶蹙化 

1．6．2 光镜观察：取心肺复苏 2o rain蔚存 m太 

鼠，以 8 水 合氯醛 ‘1．5 ïI／kg){ 愎腔麻 成 功 

后 ，刚 3 7 (’肝 素化 生理 盐 水 (50；1 U，kg)垃 4 L、 

4 多氯 甲醛 (pit 7．1)经心灌 注 4o mm 后 定 ．升 

颅取牖 ．置人 同一网定液 内继续 I剖定 24 h 根批 

懵 ．冠状 切取一块 海 组 ．哪片J 度 i n1．fi蜡 也 

埋圃定 ．苏_术素一伊红(HE)染色 ．、坨镜 下观察 

1．7 半定 齄逆转录 聚 合脯链反 RT ～PCR)打 

法检测 脏低 温时心肺 复 苏大 鼠大脯海 马神 经 内 

NMDAR1表达变化 ：按引 物设汁原 !l{lj没计 I物 ． 

由上海复旦大学遗传 I：程实骑窒完成 上游引物： 

ACGT【’CAGCAGAA【一r(；CGA(； r(；TG(’ALIf i 

(’G-I’(’rr 1’GA cTCL：AC【5 ～ 3。)．下 游 引 物 ： 

CTTGATTCTAA【；r 【1【’rAt，C’T【 (、T( AA(、TAA 

GA F'I’CAA( AFCGACGA(5 ～ )；NM I)ARI 片 

段 托度 5c．4 tip。笫 1链增 反应体 系：L ’ 】寡核 苷 

酸 DT．i．0 I 10 mmol／I dl＼TP混 合物 ，组 织 总 

RNA1．0 ．焦 碳 酸 己 酯 (DEI’L’)H ()9． t． 

65 L’孵育 5 min；迅速置冰 } 5 min．离心 1 5 ；加入 

5 反 转 录 缓 冲 液 4．0 】． 1 mo[二 硫 苏 糖 醇 

([)TT)2．i’p-I．混 匀．42(’孵育 2 rain：每管 内加入 

反转录 晦 1．cI) 】，42 C孵育 5nrain；迅速在 72 C下 

灭活 1 5 min．完成 反转录 第 2链 反应 ：取第 1链 反 

转 产物 Ⅲ．0 1．加入上 、下游引物各 0．5 u1．dNTP 

1．0 ．1、 I酶 (11．2 1．10 x 缓 冲 澉 2．0 ．H2O 

i4 8 t】．滟 匀 后 离 心 ：94 ( 5 m[n预 蹙性 ．94 C 

∞ ．j 6( 50 s．72．( 5[)s；35个 循 环 ．置 72 C 

10 min充舒延伸 扩增产 物用质量分 数为 1．2 的 

琼脂牿凝 校电泳．溴 化乙锭染 色．紫外透射分析仪观 

察 ．有 54 bl】扩增条 带为 NMDAR1 DNA 阳性， 

反之 ̂JI~J]fl~ 每批 实验设阳性质粒对照及无摸板 阴 

性对照 ．， 

1．8 统i J学分析：数据以均值±标准差fIr土5)表 

．采J书Excel软件进 行数据 处理 ，两样本均数间 比 

较 用 ，椅骑 ．多样 本均 数间 比较 用 方差 讣 析．，】< 

o．05为差 青统 计学 意义 

2 结 果 

2 1 腑组织病理学观察： 常对照绀切片显示正常 

腑组 !c彩色插页图 1A) 常温组脑组织 水肿明显 

结构疏橙 ．婀织 隙增宽 ．井有红细胞溢}n及 l胥噬细 

胞浸润 叭～小动脉壁外膜可见半月形或不规则形 

lh】隙 ．其 充满水肿液 f彩色插页图 1B)。亚低温组 

脑组 I，k忡 明显减轻 (彩色插 页图 1C)， 

2．2 、 定 量 RT —PCR检测 亚低温 对大 鼠大 脑海 

马神经 7LI～NMDAR1 mRNA表达 的影响 ：正常对 

照组 大 鼠大 脯海 马神经 元 内 NMDAR1 mRNA 表 

达量匀0 3．5士0．【I6．常温组为 ．64=0．18．亚低温 

组为 ．48土1)一J3．皿低潞组 叫显低于常 温组 (P< 

L II}j) KT PCR蛋 白电泳结 果见图 2。 

TI。：M 灯 IiNA M．rk1．r 1)】 2II!)lI； ¨ bp勺 NM1)ARI阳忭 蕞骷 ； 

．1． 非道 ll 带对照蛆 NM1)AR1 mRNA；2、j、 诛谴 低温蛆 

＼M【nKi mRN^{3、 、q 道 为常 I＼MDAR1 riRNA 

围 2 半定■ RT PcR幢测 大鼠太脑 海马神 经元 内 

NMI)̂ RI mRN^表选 

Fil!~re 2 Fxpr ssiI⋯ ’I’NM DAR，m RNA in hlpp~：ampus 

~ urons 0t rats deteeled by semi—qu~nlilalive RT —PCR 
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2．3 大鼠大脑海马含水量变化 ：正常对照组脑组织 

含水 量为 (864．32±0．13) ，常 温组为 (880．55± 

0．37) ，亚低温组为(876．21±0．56) ；亚低温组 

脑组织含水量明显低于常温组(P<O．05)。 

3 讨 论 

研究表明 ，亚低温技术保护脑细胞 和改善脑功 

能预后的机制可能为：①抑制谷氨酰胺的“瀑布效 

应”；②阻止钙离子内流；③抑制谷氨酰胺受体活性； 

④阻止过氧化反应；⑤促进小胶质神经细胞的恢 

复。 ；⑥保护血脑屏障“ ；⑦抑制脑损伤缺血、缺氧 

后的炎症反应 ；⑧降低颅内压、改善脑代谢，抑制 

酶促反应 ，从而减少氧 自由基产生 。此外 ，亚低温 

脑保护的分子生物学机制研究热点还包括：亚低温 

对热休克蛋 白基因表达的影响 ；p53及相关基 

因 ；增 殖细胞核抗原基 因。 ；神经营养因子及其 受 

体基因“∞；Bcl一2蛋白家族与亚低温“̈ 等。但是，亚 

低温对心肺复苏后脑水肿的影响未见报道。本实验 

中通过建立心肺复苏后 大鼠脑水肿模型，对 大鼠行 

亚低温处理，同时建立对照组和常温组作对照。病理 

切片显示：心肺复苏后 20 min大鼠脑组织水肿明 

显 ，亚低温处理后 ，脑组织水肿明显减轻 ，由此推测 ， 

亚低温对临床心肺复苏后脑水肿患者有治疗作用， 

对神经功能恢复具有积极意义，有一定的推广应用 

价值 。 

谷氨酸作为中枢神经系统一种主要的兴奋性神 

经递质，在神经元发生和神经元毒性作用中起着重 

要作用 ，其多样性功能通过不同的受体体现出来 。谷 

氨酸受体分为 NMDA受体、海人藻酸(KA)受体、 

使 君 子 酸盐 (QA)受体 、L一2一氨基 一4一磷 丁 酸 

(L—AP4)受体和亲代谢型受体 5类n 。NMDA受 

体分为 NMDAR1、NMDAR2两型 。本实验中以半 

定量 RT—PCR方法检测心肺 复苏后 NMDAR1表 

达，发现心肺复苏后常温组 NMDAR1在 mRNA与 

蛋 白水平 表达 上调 ，亚低温处理后 NMDAR1表 达 

下降，与常温组比较差异有显著性 。当NMDAR1在 

mRNA与蛋 白水平 表达上调 时，大 鼠脑水肿明显 ； 

当 NMDAR1表达下调时，脑水肿减轻 。由此可以推 

测，心肺复苏后大鼠脑水肿形成与 NMDAR1表达 

上调有关 。 

心肺复苏后脑水肿发生机制为：心肺复苏后大 

鼠脑 内 NMDAR1表 达上调 ，谷 氨酸 与 NMDAR1 

结合，使 NMDAR1活化。而 NMDAR1是一种直接 

与阳离子通道相耦联的受体一离子一通道复合体， 

·277 · 

NMDAR1活化 后 ，Ca抖、Mg抖、Na 、K 通透 性增 

加，就会引起细胞内 Na 浓度增加，而导致细胞内 

渗 透压增大 ，从 而引起 细胞 毒性脑水肿 ，Ca。 通过 

NMDAR1受体 内流入 细胞 内引起“钙超 载”，而钙 

超载是多种因素引起神经细胞水肿甚至死亡的共同 

途径。经亚低温处理后，心肺复苏后大鼠脑水肿减 

轻，其机制可能为亚低温使大 鼠脑 内 NMDAR1下 

调所致 。 

综上所述 ：亚低温对心肺复苏后脑水肿的减轻 

作用可能涉及到级联反应 中的各个事件 ，从各个环 

节影响基 因表达以及转录因子活性 。本实验 中通过 

对 NMDAR1在 mRNA 及蛋 白水平 表达变化的研 

究，推测亚低温减轻脑水肿机制与 NMDAR1表达 

下调有关 ，具体机制 尚需进一步研究 。 
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脑缺血后体感诱发电位和脑电图波谱特征变化及其与细胞凋亡的关系 
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