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急性失血性贫血对机械通气大鼠脑功能和血气的影响

王娟红1　李玉兰1　王瑞1　贾强1　王敏1

1兰州大学第一医院麻醉科(兰州,730000)
通信作者:李玉兰,E-mail:jasm@sina.com

　　[摘要]　目的:研究不同程度急性失血对机械通气大鼠感觉、记忆功能的影响及其受损的失血极限。方法:
成年 Wistar大鼠60只,随机分为5组(每组12只):G0 组(不放血)、G2 组(放血20%)、G4 组(放血40%)、G6 组

(放血60%)、G8 组(放血80%)。大鼠麻醉后行气管插管机械通气,颈动脉插管用于放血及监测血压,股静脉插

管用于液体复苏。复苏后即刻行血气分析,计算动脉血氧含量(CaO2)。复苏结束后24h行移除黏附物实验,测
定移除黏附物时间(RAT)评价感觉功能;行水迷宫及八臂迷宫实验,测定逃避潜伏期(ELP)、穿越平台次数

(CPF)、参考记忆错误(RME)和工作记忆错误(WME),评价记忆功能并计算24h病死率。结束后取大脑海马组

织,镜下观察CA1区神经元病理改变。结果:①与 G0 组比较,G2、G4、G6、G8 组 CaO2 逐次降低(G8<G6<G4<
G2),G4、G6 组 RAT明显延长,且 G6>G4,差异均有统计学意义(P<0.05),G2 组 RAT无明显变化(P>0.05)。

②水迷宫及八臂迷宫实验:与 G0 组比较,G4、G6 组 ELP显著延长(G6>G4,P<0.05),G2 组无明显变化(P>
0.05);G6 组CPF、WME均显著增加(P<0.05),其余各组无明显差异(P>0.05)。③病理切片显示 G0、G2、G4

组CA1区神经元形态完整,排列整齐,大小均匀,G6 组和 G8 组 CA1区神经元发生了核固缩及核碎裂,G8 组较

G6 组改变明显,部分 G8 组神经元发生了核溶解。结论:急性失血40%持续24h后,感觉、短期记忆功能显著减

退,海马神经元形态无明显差异;失血60%持续24h后,感觉及短期记忆功能显著受损,部分海马神经元出现破

坏性损伤,24h病死率为41.7%;失血80%时,24h内病死率为100%,海马神经元出现不可逆损伤。引起大脑

感觉、短期记忆功能受损的急性失血极限为40%,海马神经元损伤的急性失血极限为60%。
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheeffectofvaryingdegreesofacutebloodlossonsensationandmemory
functioninmechanicallyventilatedratsandevaluatetheextremelimitofcausingcerebraldysfunction.Method:

SixtyadultWistarratswererandomlyassignedinto5groups(n=12):groupG0(shamhemorrhaged),groupG2

(20% hemorrhage),groupG4(40% hemorrhage),groupG6(60% hemorrhage),groupG8(80% hemorrhage).All
ratswereanesthetizedandmechanicallyventilated,carotidarterywascannulatedforbloodlettingandarterialpres-
suremonitoring,andfemoralvenouscannulawasusedforfluidresuscitation.Arterialbloodgasanalysiswascon-
ductedafterresuscitation,aswellascalculatedthebloodoxygencontent(CaO2).Removeadhesionexperimentwas
conductedbymeasuringremoveadhesivetime(RAT)forevaluationofsensationfunctionat24hafterresuscita-
tion.Morriswatermaze(MWM)andeight-arm mazeexperimentwereconductedbymeasuringescapelatencyperi-
od(ELP),crossplatformreference(CPF),referencememoryerrors(RME)andworkingmemoryerrors(WME)for
estimationofmemoryfunction24hafterresuscitation,and mortalityof24hwascalculated.Thepathological
changeoftheneuronsathippocampalCA1areawasexamined.Result:①ComparedwithgroupG0,theCaO2of
groupG2,G4,G6andG8 wasreducedsuccessively(G8<G6<G4<G2,P<0.01).TheRATofgroupG4andG6

wasobviouslyprolonged(G6>G4,P<0.05),therewasnosignificantdifferenceingroupG2.②TheMWMand
eight-arm mazetest:ComparedwithgroupG0,theELPofgroupG4andG6increasedsignificantly(G6>G4,P<
0.05),therewasnosignificantdifferenceingroupG2.TheCPFandWMEofgroupG6increasedsignificantly(P<
0.05).③Pathologicalsection:thecellularmorphologyoftheneuronsathippocampalCA1areaingroupG0,G2and
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G4 didnotchangeobviously,morphologicalchangesincludingkaryopyknosisandkaryorrhexiswasobservedinthe
neronsofgroupG6andG8,andkaryolysisofneuronscouldbeseeningroupG8.Conclusion:Thesensationand
short-term memoryfunctiondecreasedsignificantly24hafter40%ofbloodloss,butnoobviouschangesinhipp-
ocampalneurons.Thesensationandshort-term memoryfunctionsignificantlyimpairedanddestructivedamageof
thehippocampusneuronscanbeseenobviouslyat24hafter60%ofbloodloss,andthemortalityrateof24hwas
41.7%.Irreversibledamagecouldbeobservedinpartofhippocampusneuronsafter80% ofbloodloss,andthe
mortalityrateof24hwas100%.Thebloodlosslimitwhichcauseinjuryofcerebralsensationandmemoryfunc-
tionisabout40%,andthebloodlosslimitwhichcausedamagesofhippocampusneuronsisabout60%.

Keywords　 hemorrhageanemia;mechanicalventilation;sensation;memory

　　创伤及手术中大出血可导致器官损伤并增加

病死率,贫血是造成急性脑缺血患者死亡的独立危

险因素〔1〕。急性贫血是指短时间内机体红细胞数

量急剧下降,常发生于外科手术过程中,不及时纠

正可引起脑实质的缺血缺氧性损伤。外科出血影

响患者康复,特别是脑损伤意味着劳动力的永久性

丧失。那么,大脑最多可耐受何种程度的急性失

血? 感觉、记忆等基本脑功能以及脑细胞受损的贫

血极限值是多少? 这些问题尚未明确。本实验拟

采用不同程度的大鼠失血模型,探讨急性失血性贫

血引起脑功能损伤的失血量的安全界限,为早期判

断外科大量失血患者的预后提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　动物与分组

健康雄性清洁级 Wistar成年大鼠60只,体重

300~350g,由甘肃省中医药大学实验动物中心提

供,采用随机数字表法将大鼠分为5组,每组12
只。G0 组为不放血组,G2 组为放血20%组,G4 组

为放血40%组,G6 组为放血60%组,G8 组为放血

80%组。
1.2　实验材料及设备

动物呼吸机(型号:HX-100E),乳酸钠林格液

(批号:H20055488500ml/袋),琥珀酰明胶(批号:
035P2017101221,500 ml/瓶),八 臂 迷 宫 (型 号:
RM-200),迷宫用饲饵由甘肃中医药大学实验室提

供,生物信号采集处理系统(型号:ML-176),Mor-
ris水迷宫及视频分析软件(型号:XR-XM101),I-
STAT便携血气分析仪。
1.3　方法

1.3.1　失血模型制备　实验前大鼠禁食水8h,用
10%水合氯醛0.3ml/100g腹腔注射后仰卧位置

于铺有电热毯的解剖台上,并固定四肢。行气管插

管机械通气,呼吸参数:潮气量7ml/kg,频率60
次/min,呼吸比2：1。局部皮肤消毒后切开右侧

颈内动脉插管固定,连接放血装置及动脉测压装

置,监测大鼠心率(Heartrate,HR)及平均动脉压

(meanarterialpressure,MAP),开放右侧股静脉

插管,用于微量泵输液。大鼠的总血容量=体质量

(kg)×64ml·kg-1,放血量=总血容量×各组放

血百分比。放血方法采用模拟临床出血的双阶段

法:先在5min内放出拟放血总量的1/2,另1/2在

55min内放完。第二阶段放血开始即刻液体复

苏,输液采用晶体:胶体2:1的体积比,在前55min
内以1.5ml·kg-1·min-1 的速率输注,后3h内

以0.25ml·kg-1·min-1 的速率输注。输液结束

即刻行动脉血气分析,计算大鼠动脉血氧含量

(CaO2),然后等待大鼠自然苏醒,拔除气管插管,
放回动物房。待复苏结束后24h进行大鼠行为学

实验。
1.3.2　感觉、记忆功能测定　①移除黏附物实验

测定感觉功能:复苏结束后24h,将大鼠放于干净

的鼠笼,在右侧耳朵上黏贴1cm×1cm 的创可贴,
记录大鼠从耳朵上移除黏附物的时间(Removead-
hesivetime,RAT),测定大鼠的感觉功能。②水迷

宫实验测定记忆功能:a.定位航行实验(空间记忆

功能):大鼠训练前一天适应水池环境,Morris水迷

宫(Morriswatermaze,MWM)为一直径150cm
高60cm 的 圆 形 水 池,水 深 32cm,水 温 (25±
1)℃,池中放置一个藏于水下2cm 的平台,直径

10cm,高30cm,按东南西北4个方向将水池平均

划分为4个象限,站台置于西北象限,每日每只大

鼠测试2次,定向航行试验自第1天起每天上午9:
00固定时间从东南象限开始,按象限顺序将大鼠

放入水池中,记录其60s内从各入水点到爬上平

台所需的时间即逃避潜伏期(escapelatentperiod,
ELP),若大鼠在60s内找到平台则让其在平台上

停留10s,ELP记为相应的时间,若未找到平台,则
引导大鼠上平台,并停留10s,ELP记为60s,四个

象限潜伏期的平均值记为当天的ELP,造模前连续

检测5d,复苏结束后24h用同样的方法记录参数

ELP。每次训练完后,用干毛巾将小鼠擦干,以防

止低体温造成的应激。b.空间搜索实验(空间记忆

功能):空间搜索实验于定位航行实验结束后第1
天9:00进行,撤除平台,将大鼠自任一象限随机放

入水池,应用软件记录其60s内穿过原平台位置

的次数(crossplatformfrequency,CPF),造模前检

测1d,复苏结束后24h用同样的方法记录参数

CPF。c.工作记忆实验(短期记忆功能):空间搜索
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实验训练结束后,行工作记忆实验训练,造模前连

续检测4d。实验时,将水迷宫装置中的平台位置

每日依次定于4个象限。每日每只大鼠测试4次,
第1次和第4次从目标象限对侧的象限入水,第2
次和第3次采用随机法确定入水象限(不包括对侧

象限和目标象限)。测试前不进行预适应,其余实

验过程同定位航行实验。复苏结束后24h用同样

的方法记录参数ELP。d.八臂迷宫实验:造模前训

练大鼠的记忆能力:训练前2d减少大鼠饮食,使
其在整个训练期间处于饥饿状态。大鼠在迷宫中

预适应4d,1次/d。前2d在八个臂中均撒上饵片

任其自由摄食10min,后2d在固定的四臂中放置

饵片(随机选择1、4、5、7臂),任其在迷宫中寻找食

物10min。测试时,固定在1、4、5、7臂中放置饵片

不变,将大鼠放于迷宫中央区,用小桶盖住,在迷宫

中适应10s后转动小桶放出大鼠,任其在八个臂

中自由摄食。大鼠进入放饵片的臂并摄取食物为

1次正确的选择不做记录,重复进入无食物臂的次

数或吃完食物后重复进入有食物臂的次数为工作

记忆错误(workingmemoryerror,WME),进入不

放饵片的臂称为参考记忆错误(referencememory
error,RME)。记录参数 WME 和 RME。复苏后

24h对每组大鼠用同样的方法行八臂迷宫测试,记

录参数 WME和RME。
1.3.3　海马细胞形态观察　完成行为学实验后,
每组随机取5只大鼠断头打开颅腔,取出脑组织于

冰上迅速分离大脑海马,用4%甲醛固定24h,经
脱水、透明、浸蜡、包埋后,沿视交叉后4mm 行连

续冠状切片,切片行苏木精-伊红染色后观察海马

CA1区锥体细胞形态。
1.4　统计学方法

采用SPSS22.0统计学软件进行分析,计量资

料以■x±s 表示,组间比较采用单因素方差分析

LSD检验进行样本均数间比较,以P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　大鼠放血后血氧含量、HR、MAP及血气指标

与 G0 组比较,G2、G4、G6、G8 组 CaO2 及 Hb
值依次降低,且 G8<G6<G4<G2,差异有统计学

意义(P<0.01);G4、G6、G8 组pH 值显著下降,且
G8<G6<G4,差异有统计学意义(P<0.05);G4、
G6、G8 组乳酸值升高,且G8>G6>G4,差异有统计

学意义(P<0.05),G2 组乳酸值差异无统计学意

义(P>0.05);各组间PaCO2 及PaO2 差异无统计

学意义(P>0.05),见表1。

表1　各组大鼠放血后血氧含量及血气指标比较 ■x±s

组别 Hb/(g·L-1) PaO2/mmHg CaO2/(ml·dl-1) pH 乳酸/(mmol·L-1) PaCO2/mmHg
G0 141.5±7.2 156±6 19.10±1.06 7.33±0.05 2.0±0.4 37.6±3.1
G2 108.7±5.61) 160±3 14.80±0.771) 7.34±0.07 2.0±0.3 38.4±3.3
G4 75.3±4.81)2) 159±4 10.30±0.591)2) 7.25±0.061)2) 2.8±0.41)2) 37.7±3.1
G6 55.7±2.81)2)3) 159±3 7.80±0.381)2)3) 7.17±0.051)2)3) 3.7±0.41)2)3) 37.6±3.1
G8 42.8±4.21)2)3)4) 160±3 6.10±0.541)2)3)4)7.02±0.061)2)3)4) 4.6±0.61)2)3)4) 39.1±2.9

　　注:1mmHg=0.133kPa。与 G0 组比较,1)P<0.05;与 G2 组比较,2)P<0.05;与 G4 组比较,3)P<0.05;与 G6 组比

较,4)P<0.05。

　　与 G0 组比较,G4、G6、G8 组 HR 值在 T5min、
T55min 及 T4h 依次升高,且 G8>G6>G4,差异有统

计学意义(P <0.05);G4、G6、G8 组 MAP 值在

T5min、T55min 及 T4h 依次降低,且 G8<G6<G4,差
异有统计学意义(P<0.05),G2 组 HR值及 MAP

值在各时间点无明显差异(P>0.05);与 T0min 比

较,在 T5min、T55min 及 T4h 时 HR 均升高,差异有

统计学意义(P<0.05);MAP均降低,差异有统计

学意义(P<0.05),T5min、T55min 及 T4h 各时间点

HR值及 MAP值无明显差异(P>0.05),见表2。

表2　各组大鼠HR及 MAP比较 ■x±s

组别
HR/(次·min-1)

0min 5min 55min 4h
MAP/mmHg

0min 5min 55min 4h
G0 343±14 345±39 347±26 350±26 120±10 115±14 110±14 120±13
G2 351±15 344±30 344±30 360±23 124±9　 111±11 119±14 114±13
G4 326±17 　　386±271)2)　　394±261)2)　　385±251)2) 118±13 　104±91)2) 　　88±131)2) 　103±91)2)

G6 337±16 　　393±261)2)　　404±291)2)　　407±261)2) 121±12 　100±81)2) 　　90±121)2) 　　94±91)2)

G8 320±15 　　410±271)2)　　481±291)2)　　446±261)2) 126±12 　106±91)2) 　　82±111)2) 　　83±81)2)

　　与 G0 组比较,1)P<0.05;与同组0min比较,2)P<0.05。
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2.2　感觉、记忆功能

2.2.1　感觉功能　与 G0 组比较,G4、G6 组 RAT
值高于 G0、G2 组,且 G6>G4,差异有统计学意义

(P<0.05),G2 组RAT值差异无统计学意义(P>
0.05),见表3。
2.2.2　参考记忆测定　与 G0 组比较,G4、G6 组

ELP显著延长,且 G6 >G4,差异有统计学意义

(P<0.05),G2 组ELP无明显差异(P>0.05);G6

组CPF显著增加,差异有统计学意义(P<0.05),
G2、G4 组CPF无明显差异(P>0.05);各组 RME
均无明显差异(P>0.05),见表4。

表3　各组大鼠感觉、工作记忆监测指标的比较

■x±s

组别 RAT/s ELP/s
WME/

(次·10min-1)

G0 12.83±2.48　 18.50±3.65 1.91±0.79
G2 16.33±2.80 19.08±2.06 2.00±0.85
G4 31.33±4.271) 26.08±1.501) 2.41±1.16
G6 64.57±11.291)2)41.71±1.491)2) 3.71±0.951)

　　与 G0 组比较,1)P<0.05;与 G4 组比较,2)P<0.05。

2.2.3　工作记忆　与 G0 组比较,G4、G6 组 ELP
升高,且 G6>G4,差异有统计学意义(P<0.05),

G2 组 ELP差异无统计学意义(P>0.05);G6 组

WME显著增加,差异有统计学意义(P<0.05),
G2、G4 组 WME差异有统计学意义(P<0.05),见
表3。

表4　各组大鼠参考记忆监测指标的比较 ■x±s

组别 ELP/s
CPF/

(次·min-1)
RME/

(次·10min-1)

G0 22.50±2.57 2.75±0.96 3.33±0.88
G2 20.91±4.96 3.00±0.85 3.00±1.20
G4 28.83±6.721) 3.50±0.79 2.66±0.65
G6 38.00±2.081)2)5.00±1.411) 3.14±0.69

　　与 G0 组比较,1)P<0.05;与 G4 组比较,2)P<0.05。

2.3　海马组织病理形态

冠状切面苏木精伊红染色,切片观察海马CA1
区锥体神经元。G0 组、G2 组和 G4 组细胞形态完

整,排列整齐紧密,神经细胞大小较均匀。G6 组神

经元排列疏松、细胞核深染,细胞核固缩,染色质凝

集,核变小,部分细胞核膜破裂,染色质崩解为小碎

片散布于细胞质内;G8 组细胞除上述变化外,还可

见明显的核固缩及核碎裂,部分 G8 组细胞发生了

核溶解(图1)。

a:G0;b:G2;c:G4;d:G6;e:G8。
图1　大鼠海马CA1区苏木精-伊红染色(×400)

3　讨论

不同程度急性失血性贫血可对大鼠血气及脑

功能造成不同程度的影响,本研究结果显示:①各

组大鼠 Hb值及 CaO2 值随着放血量的增加而降

低,失血达40%及以上时,大鼠感觉功能开始减

退,空间记忆及工作记忆功能出现减退,短期记忆

受损,同时动脉血乳酸升高,pH 降至正常值以下;
其原因在于组织灌注不足,血氧含量下降,无氧代

谢增加,组织内的酸性物质进入血液导致血乳酸增

高,pH 下降,说明大鼠处于代谢性酸中毒状态。②
失血达60%及以上时,短期记忆损伤加重,海马

CA1区神经元出现了明显的形态学改变,长期记忆

无变化,24h病死率可达41.7%;失血80%时,24
h内病死率为100%,海马神经元出现不可逆损伤。

感觉和记忆属于大脑的高级功能,大脑顶叶参

与躯体感觉、味觉形成,颞叶参与动物的听觉和记

忆功能。英国心理学家 Morris创建了水迷宫实验

以评估啮齿类动物空间学习和记忆的能力。八臂

迷宫于1979年由 Olton等研制,用于测定啮齿类

动物的空间辨识能力,被广泛用于学习记忆研究,
上述两项实验是目前公认测试大鼠学习记忆的最

佳实验方法。ELP及CPF主要用于测量大鼠的空

间学习记忆功能。WME主要用于测量短期记忆,
RME主要用于测量长期记忆〔2〕。工作记忆是主要

认知功能,主要负责对短期信息的储存及加工〔3〕。
大鼠在造模前水迷宫及八臂迷宫训练结束后,
ELP、CPF、RME及 WME值保持稳定,说明大鼠

已经建立了良好的记忆过程。当机体严重缺氧时,
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大脑最基本的新陈代谢无法满足,其高级功能受

损,感觉及记忆功能会发生明显减退。
本实验模拟外科麻醉状态下的手术出血过程,

全程采用机械通气,所有大鼠的PaO2 及PaCO2 均

可保持基本正常,当失血量达60%持续24h时,虽
然PaO2 处于正常状态,但 CaO2(7.8ml/dl)明显

下降,已经不能满足大脑氧供。有研究表明,学习

诱导型蛋白在短期记忆的形成及改变过程中起至

关重要的作用〔4〕,说明此时大脑在严重缺氧的情况

下,参与短期记忆形成的蛋白合成产生障碍,表现

为短期记忆功能受损。
记忆是脑的认知功能的重要组成部分。研究

表明,系统性缺氧会严重损伤机体认知功能〔5〕。但

各组大鼠RME变化均不明显,说明大鼠的长期记

忆始终未受到损伤。由于长期记忆的建立及改变

完全依赖于新的 mRNA转录及翻译〔6-8〕,细胞质聚

腺苷酸化装订蛋白从可溶性的单聚体状态转变为

维持永久突触可塑性的稳定翻译活化状态来维持

已形成的长期记忆,除此之外,长期记忆的改变还

依赖于其他 RNA 装订蛋白在神经元翻译水平的

调控〔9〕,所有这些过程不可能在短时间内完成,所
以本实验过程中大鼠的长期记忆未受到损伤。缺

氧多长时间会对人类长期记忆产生影响有待进一

步研究。
对脑缺血损伤产生严重认知功能障碍的患者,

MRI结果显示认知功能障碍与海马组织破坏有

关〔10〕。海马是主要负责记忆和学习的功能区域,
研究表明,海马是大脑组织中对缺血缺氧最敏感的

区域,尤其在缺血过程中,CA1区神经元对低氧及

低糖导致的损伤最为敏感〔11〕。病理切片显示,失
血量达60%时,海马区细胞形态发生了改变;失血

量达80%时细胞出现了不可逆的损伤。说明60%
以上的失血量持续24h后,海马区细胞形态开始

变化。而此时大鼠 CaO2 为7.8ml/dl,严重低于

正常值(18~20ml/dl),已无法提供神经细胞维持

其形态和活动的基本能源,造成细胞损伤。当失血

量达80%时,缺氧进一步加重(CaO2 =6.1 ml/
dl),损伤愈趋明显。研究表明,大鼠急性脑损伤可

减弱海马神经元同步脑电活动、降低神经元兴奋

性〔12〕,神经元的破坏可降低其同步脑电活动,从而

对认知功能产生损害〔13〕。这与大鼠此时严重的感

觉、记忆功能损伤结果相符合。
有研究表明〔14〕,在急性失血或者血液稀释导

致中到重度贫血(Hb<70g/L)时,虽然血流可优

先保证重要器官的灌注,但在细胞水平,组织缺氧

可激活一系列适应性反应,产生缺氧诱导因子

(HIF)、促红细胞生成素(EPO)、血管内皮生长因

子(VEGF)等,说明此时机体大部分脏器已经处于

缺氧状态。严重贫血(50g/L)可激活大脑缺氧诱

导因子a(HIF-a)的表达〔15〕,说明此时大脑已经处

于严重缺氧状态,而 CA1区神经元对低氧及糖供

应不足导致的损伤极其敏感,此损伤由 Ca2+ 依赖

的神经元兴奋性中毒引起,会导致迟发性的细胞

死亡〔11〕。
综上所述,当失血量达到40%持续24h后,大

鼠感觉功能减退,空间记忆功能出现障碍,但神经

细胞无明显损伤;当失血量达到60%持续24h后,
除上述感觉、空间记忆损伤外,短期记忆功能有明

显损害,海马神经细胞出现形态学损伤,24h病死

率达41.7%;当失血量达到80%时,脑神经元出现

不可逆损伤,24h病死率达100%;急性失血性贫

血大脑感觉、短期记忆受损的失血极限约为40%,
海马神经元损伤的失血极限约为60%。
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