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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨海马程序性坏死在心肺转流（ＣＰＢ）诱发大鼠认知功能障碍中的作用。
方法　 选取健康雄性 ＳＤ 大鼠 ４５ 只，６ 月龄，体重 ４００～４５０ ｇ，采用随机数字表法将大鼠分为三组：对
照组（Ｃ 组）、ＣＰＢ 组和 ＣＰＢ＋程序性坏死抑制剂 Ｎｅｃ⁃１ 组（Ｎ 组），每组 １５ 只。 建立 ＣＰＢ 模型前，Ｎ 组

腹腔注射 Ｎｅｃ⁃１ ６􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，Ｃ 组和 ＣＰＢ 组腹腔注射等容量生理盐水。 ＣＰＢ 组和 Ｎ 组建立无血预充

心脏不停跳 ＣＰＢ 模型 ６０ ｍｉｎ。 于 ＣＰＢ 结束后 ２ ｄ 采用旷场试验评估自主运动能力。 于 ＣＰＢ 结束后

３ ｄ 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验评估认知功能。 水迷宫实验结束后处死大鼠，分离海马组织，采用流式细

胞术检测海马神经元程序性坏死数量，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白含

量，通过透射电镜观察海马神经元的超微结构。 结果　 三组旷场试验运动速度、路程及中心停留时

间差异无统计学意义。 与 Ｃ 组比较，ＣＰＢ 组和 Ｎ 组逃避潜伏期明显延长，穿越原平台次数明显减少，
原平台象限停留时间明显缩短，海马神经元程序性坏死率明显升高，ｐ⁃ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白

含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），海马神经元细胞器肿胀，溶酶体破裂，部分细胞核发生染色质溶解。 与

ＣＰＢ 组比较，Ｎ 组逃避潜伏期明显缩短，穿越原平台次数明显增多，原平台象限停留时间明显延长

（Ｐ＜０􀆰 ０５），海马神经元程序性坏死率明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ｐ⁃ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白含量明显

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），海马神经元细胞器肿胀程度、溶酶体破裂程度及细胞核染色质溶解程度明显减轻。
结论　 心肺转流可能通过增加海马程序性坏死程度诱发大鼠认知功能障碍。
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ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｂｙｐａｓｓ， ＣＰＢ）患者术后常见的并发症之

一，表现为精神错乱、记忆受损，严重影响患者的术

后生活质量，增加额外的医疗费用，致病机制尚未

阐明［１－２］。 程序性坏死是一种非凋亡性细胞死亡方

式，在神经退行性疾病的发生发展中发挥重要作

用［３］。 目前，海马程序性坏死是否参与 ＣＰＢ 诱发认

知功能障碍的过程尚未明确。 本研究通过探讨海

马程序性坏死在 ＣＰＢ 诱发大鼠认知功能障碍中的

作用，为 ＣＰＢ 患者术后脑保护策略提供参考。

材料与方法

实验动物 　 本研究经医院动物实验伦理委员

会批准（科 ２０２１－００６－１），操作人员均具备实验动

物从业人员资质证书，相关操作严格按照实验动物

操作规范进行。 选择清洁级健康成年雄性 ＳＤ 大鼠

４５ 只，６ 月龄，体重 ４００～４５０ ｇ，购自河北医科大学动

物实验动物中心［许可证编号：ＳＣＸＫ（冀）２０２０－１－
００３］。

实验分组与处理 　 采用随机数字表法将大鼠

分为三组：对照组（Ｃ 组）、ＣＰＢ 组和 ＣＰＢ＋程序性坏

死抑制剂 Ｎｅｃ⁃１ 组（Ｎ 组），每组 １５ 只。 参考本课题

组前期研究［５］，Ｎ 组于模型制备前 １ ｈ 腹腔注射

Ｎｅｃ⁃１（批号：ａｂ１４１０５３６）２５ ｍｇ ／ ｋｇ。 Ｃ 组和 ＣＰＢ 组

腹腔注射等容量的生理盐水。 ＣＰＢ 组和 Ｎ 组建立

无血预充心脏不停跳 ＣＰＢ 模型 ６０ ｍｉｎ；Ｃ 组仅接受

气管插管及动静脉穿刺置管操作，不建立 ＣＰＢ。
ＣＰＢ 模型制备　 根据文献［４］的方法制备大鼠

ＣＰＢ 模型。 ＣＰＢ 前所有大鼠禁食 ６ ｈ，不禁饮。 腹

腔注射 １０％水合氯醛 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 进行深麻醉处理。
采用透光法对大鼠进行气管插管后连接小动物呼

吸机，设定 ＶＴ ３ ｍｌ ／ １００ ｇ，ＲＲ ７５ 次 ／分，Ｉ ∶ Ｅ １ ∶ １。
间断给予水合氯醛和 １％罗库溴铵用于术中的麻醉

维持。 穿刺部位备皮，碘伏消毒，左股动脉穿刺置

管连接动脉压力转换器监测动脉血压和血气，右股

静脉穿刺置管用于给药和补液。 右颈内静脉置管

于右心房水平作为引流端，尾动脉置管为灌注端，
连接大鼠专用膜式氧合器和恒流蠕动泵建立 ＣＰＢ。

静脉注射肝素 ２００ ＩＵ ／ ｋｇ 进行全身肝素化，待激活

全血凝固时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｌｏｔｔｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ，
ＡＣＴ）达 ４００ ～ ５００ ｓ 时，进行无血预充，ＣＰＢ 即刻采

用膜式氧合器供氧并停止机械通气。 ＣＰＢ 期间将

大鼠置于温毯上，维持直肠温度 ３６􀆰 ５ ～ ３７􀆰 ５ ℃；酌
情进行补液和给予血管活性药物，维持 ＭＡＰ ＞ ６０
ｍｍＨｇ，灌注量 ４０ ｍｌ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１。 于 ＣＰＢ ５０ ｍｉｎ
时逐渐减少转流灌注量，并恢复机械通气。 ＣＰＢ ６０
ｍｉｎ 时停止转流，依次拔除各血管内置管、结扎，局
麻下缝合。 待大鼠自主脱管，将其单独放入笼中观

察饲养。
旷场试验　 于 ＣＰＢ 结束后 ２ ｄ 时，采用旷场实

验评估大鼠自发活动能力。 九宫格旷场箱 ８０ ｃｍ×
８０ ｃｍ×４０ ｃｍ，旷场箱底部及四壁均为黑色，在安静

弱光环境中进行检测。 在旷场箱中央放入大鼠，任
其自由活动，采集活动轨迹 ５ ｍｉｎ，采用视频分析系

统记录运动速度、路程及中心停留时间。 每只大鼠

测试结束后，用 ７５％酒精擦拭旷场箱，以避免行为

踪迹和气味对其他大鼠造成影响。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫评估大

鼠认知功能。 参考文献［５］的方法，于 ＣＰＢ 前 ５ ｄ
开始对大鼠进行 ５ ｄ 适应性训练。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实

验装置为一圆形水池，池壁上以 ４ 个等距点将水池

平均分为四个象限：Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ，在第Ⅳ象限中

央放置一圆形隐藏平台。 水池周围设有参照物且

保持不变，水池及平台为黑色，在水中倒入墨水，使
平台在肉眼下不可见。 维持水温 ２１ ～ ２３ ℃，房间内

光照恒定。 每次将大鼠从不同象限（除平台放置象

限）面向池壁放入池中，如果 １２０ ｓ 内未找到平台，
则将其引导至平台上停留 １５ ｓ。 每天训练 ４ 次，在
每个训练日结束后，清洗水迷宫以消除嗅觉提示。
于 ＣＰＢ 结束后第 ３ 天，首先进行定位航行实验：将
大鼠面向池壁放入池中，记录其登上平台的时间，
即逃避潜伏期。 再进行空间探索实验：撤除平台，
于第Ⅱ象限中点将大鼠面向池壁放入池中，记录大

鼠 ６０ ｓ 内穿越原平台次数及原平台象限停留时间。
流式细胞术　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结束后每组随

机取大鼠 １０ 只，腹腔注射 １０％水合氯醛 ２ ｍｌ ／ ｋｇ 深
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麻醉下处死大鼠，断头取脑，冰上分离海马组织。
称取海马组织约 １ ｇ，置于 １００ 目铜网上剪碎并用镊

子轻搓过滤，３００ 目尼龙网过滤细胞悬液除去大的

团块，收集细胞悬液，１ ３１０×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，
加入 ５００ μｌ １× Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 制备浓度为 １×１０５ ～
５×１０５ 个 ／ Ｌ 单细胞悬液，５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 １０ μｌ ＰＩ
标记，避光孵育 ５ ｍｉｎ，应用 Ｅｐｉｃｓ２ＸＬⅡ型流式细胞

仪测定海马神经元程序性坏死数量，并计算程度性

坏死率 （神经元程序性坏死数量 ／神经元总数量

×１００％）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠

海马组织磷酸化受体相互作用蛋白激酶 １（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｒｙｌａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １，ｐ⁃ＲＩＰＫ１）、
磷酸化受体相互作用蛋白激酶 ３（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ３， ｐ⁃ＲＩＰＫ３）和磷酸化

混合系列蛋白激酶样结构域（ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｍｉｘｅｄ
ｓｅｒｉｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ， ｐ⁃ＭＬＫＬ）的含量。
取海马组织约 １００ ｍｇ，加入单去污剂蛋白质裂解缓

冲液 ３００ ｍｌ 匀浆，４ ℃下 １ ３１０×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ，取上

清液，获得细胞总蛋白。 制备 １５％的 ＳＤＳ⁃聚丙烯凝

胶，加样（蛋白 ８０ μｇ）电泳分离，电转移至 ＰＶＤＦ
膜。 印迹膜封闭 １ ｈ 后，分别加入 ５％脱脂奶粉稀释

的鼠抗小鼠 ｐ⁃ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３、ｐ⁃ＭＬＫＬ 抗体（稀释度：
１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过夜。 次日复温 ３０ ｍｉｎ 后，ＴＢＳ
洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，分别加入相应的山羊抗兔二

抗工作液（稀释度 １ ∶ ５００），室温避光缓慢摇动 ６０
ｍｉｎ。 ＴＢＳ 洗膜 ３ 次，暗室内加入显色发光液曝光、
扫描，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参。 采用 ＩｍａｇｅＪ 图像分析软

件进行分析，以目的蛋白条带灰度值与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带

灰度值的比值反映目的蛋白的相对含量。
透射电子显微镜法　 取每组剩余大鼠 ５ 只，腹

腔注射 １０％水合氯醛 ４ ｍｌ ／ ｋｇ 充分麻醉后，固定于

操作台上，将灌注针快速插入左心室，剪开右心耳，
快速灌注 ４ ℃ ＰＢＳ 至肝脏变成白色，再灌注电镜固

定液（２􀆰 ５％戊二醛与 ２％多聚甲醛混合液）１００ ｍｌ，
待灌注结束后，取海马组织，在电镜固定液中固定 ２
ｈ，室温下丙酮包埋 ４ ｈ，制备超薄切片，常温下醋酸

双氧釉和柠檬酸双染 ３０ ｍｉｎ，每个网状铜片随机选

择 １５ 个视野，ＪＥＭ⁃１２００Ｘ 透射电镜下观察海马神经

元的超微结构。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行分析。 正

态分布计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）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

运动速度、路程及中心停留时间　 三组旷场实

验运动速度、路程及中心停留时间差异无统计学意

义（表 １）。

表 １　 三组大鼠旷场实验结果的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数
运动速度

（ｍｍ ／ ｓ）
运动路程

（ｍｍ）
中心停留时间

（ｓ）

Ｃ 组 １５ １５􀆰 ４４±３􀆰 ８３ ３ ９８４􀆰 ６５±３３１􀆰 ２１ １５􀆰 ６５±３􀆰 ３７

ＣＰＢ 组 １５ １５􀆰 ０６±３􀆰 ５４ ４ ０２７􀆰 ３４±３１３􀆰 ５５ １６􀆰 ２０±３􀆰 ６８

Ｎ 组 １５ １６􀆰 １３±３􀆰 ７５ ４ １９９􀆰 ２５±２９９􀆰 ４５ １５􀆰 ９４±３􀆰 ９５

　 　 逃避潜伏期、穿越原平台次数及原平台象限停

留时间　 与 Ｃ 组比较，ＣＰＢ 组和 Ｎ 组逃避潜伏期明

显延长，穿越原平台次数明显减少，原平台象限停

留时间明显缩短（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＣＰＢ 组比较，Ｎ 组

逃避潜伏期明显缩短，穿越原平台次数明显增多，
原平台象限停留时间明显延长（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 三组游

泳速度差异无统计学意义（表 ２）。

表 ２　 三组大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数
逃避潜伏期

（ｓ）
穿越原平台

次数（次）
原平台象限

停留时间（ｓ）
游泳速度

（ｍｍ ／ ｓ）

Ｃ 组 １５ １１􀆰 ３５±４􀆰 １４ ３􀆰 ９±１􀆰 ０ ２６􀆰 ７４±６􀆰 ２６ １６􀆰 ３９±３􀆰 ７６

ＣＰＢ 组 １５ ２７􀆰 ７９±６􀆰 ４７ａ １􀆰 ３±０􀆰 ６ａ １０􀆰 ２５±４􀆰 ２７ａ １７􀆰 ０３±３􀆰 ８９

Ｎ 组 １５ １８􀆰 ８４±５􀆰 ０３ａｂ ２􀆰 ４±０􀆰 ８ａｂ １８􀆰 ８１±５􀆰 ３３ａｂ１６􀆰 ５５±３􀆰 ８４

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＰＢ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

　 　 海马神经元程序性坏死率 　 Ｃ 组、ＣＰＢ 组和 Ｎ
组海 马 神 经 元 程 序 性 坏 死 率 分 别 为 （ ２􀆰 １７ ±
０􀆰 ６１）％、（１０􀆰 ２５±２􀆰 ９７）％和（６􀆰 ２０±１􀆰 ７５）％。 与 Ｃ
组比较，ＣＰＢ 组和 Ｎ 组海马神经元程序性坏死率明

显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＣＰＢ 组比较，Ｎ 组海马神经

元程序性坏死率明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １）。
海马组织 ｐ⁃ＲＩＰ１、ｐ⁃ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白含量

与 Ｃ 组比较，ＣＰＢ 组和 Ｎ 组海马组织 ｐ⁃ＲＩＰ１、 ｐ⁃
ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与

ＣＰＢ 组比较，Ｎ 组海马组织 ｐ⁃ＲＩＰ１、 ｐ⁃ＲＩＰ３ 和 ｐ⁃
ＭＬＫＬ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２—４）。

海马神经元超微结构　 Ｃ 组海马神经元细胞无

明显改变。 ＣＰＢ 组和 Ｎ 组海马神经元细胞器肿胀，
溶酶体破裂，部分细胞核发生染色质溶解。 与 ＣＰＢ
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图 １　 三组大鼠海马神经元程序性坏死率的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＰＢ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 三组大鼠海马组织 ｐ⁃ＲＩＰ１ 蛋白含量的比较

组比较，Ｎ 组海马神经元细胞器肿胀程度、溶酶体破

裂程度及细胞核染色质溶解程度有所减轻（图 ５）。

讨　 　 论

认知功能障碍是 ＣＰＢ 后常见的中枢神经并发

症之一，但具体机制尚未阐明。 本实验研究结果显

示，大鼠接受 ＣＰＢ 后认知功能显著降低，同时伴有

海马程序性坏死率的升高及程序性坏死特异性蛋

白表达水平的上调；应用程序性坏死抑制剂 Ｎｅｃ⁃１
后可明显降低海马程序性坏死程度，并改善 ＣＰＢ 后

的认知功能障碍。
本研究参照文献［４］的方法制备大鼠 ＣＰＢ 后认

知功能障碍模型。 旷场实验是评价实验动物自发

运动功能的经典方法，简单易行，结果可靠［６］。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验是评价啮齿类动物空间认知功能

的经典方法，分为定位航行实验和空间探索实验。
定位航行实验反映动物的空间学习能力，空间探索

实验反映动物的空间记忆能力［７］。 本研究旷场试

验结果显示，大鼠运动速度、路程及中心停留时间

无差异，因此可排除 ＣＰＢ 对大鼠运动能力的影响。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果显示，接受 ＣＰＢ 的大鼠逃避

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＰＢ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 三组大鼠海马组织 ｐ⁃ＲＩＰ３ 蛋白含量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＰＢ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 三组大鼠海马组织 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白含量的比较

潜伏期延长，穿越原平台次数减少，原平台象限停

留缩短，提示大鼠认知功能障碍模型制备成功。
程序性坏死是一种非凋亡性细胞死亡的新途

径，受到基因的严格控制和调节。 程序性坏死依赖

于 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３，二者结合称为死亡小体，当神

经元受到刺激时，ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 发生磷酸化并激

活下游分子 ＭＬＫＬ，无活性的 ＭＬＫＬ 被激活后发生

磷酸化，与细胞膜和细胞器上的膜磷酸肌醇和心磷
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　 　 注：红色箭头，细胞核；绿色箭头，线粒体；蓝色箭头，溶酶体

图 ５　 三组大鼠海马神经元超微结构的醋酸双氧釉－柠檬酸染色图（×７ ０００）

脂结合，形成通透性孔道，最终诱导神经元程序性

坏死的发生［８－９］。 Ｎｅｃ⁃１ 是程序性坏死的特异性抑

制剂，能够通过抑制 ＲＩＰＫ１ 的表达，阻止坏死小体

的形成，减少程序性坏死的发生［１０－１１］。 海马是大脑

在学习、记忆巩固以及情感行为调节中必不可少的

一部分，但海马神经元程序性坏死是否参与 ＣＰＢ 导

致认知功能障碍的过程目前鲜有研究。 本实验研

究结果显示，ＣＰＢ 后大鼠海马程序性坏死率明显升

高，ｐ⁃ＲＩＰＫ１、ｐ⁃ＲＩＰＫ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白含量明显升

高。 应用 Ｎｅｃ⁃１ 后，大鼠海马程序性坏死率显著降

低，ｐ⁃ＲＩＰＫ１、ｐ⁃ＲＩＰＫ３ 和 ｐ⁃ＭＬＫＬ 蛋白含量明显降

低，提示海马程序性坏死可能参与 ＣＰＢ 所致认知功

能障碍的形成。
本实验研究尚存在以下不足：本研究仅初步探

讨程序性坏死在 ＣＰＢ 诱发大鼠认知功能障碍中的

作用，具体的保护性机制有待进一步探索。
综上所述，ＣＰＢ 可能是通过增加海马神经元程

序性坏死从而诱发大鼠发生认知功能障碍。
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