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!!"摘!要#!目的!探究盘状结构域受体!"22E!%对七氟烷麻醉诱导老年大鼠认知功能障碍的影响及作用
机制'方法!选取老年雄性)2大鼠6$只随机分为对照组&22E!抑制剂组&七氟烷麻醉组&22E!抑制剂处理
组!每组各!$只'对照组大鼠常规培养!定量吸入空气$22E!抑制剂组大鼠以22E!抑制剂7%.侧脑室注
射!?$8BD后定量吸入空气$七氟烷麻醉组大鼠经持续性吸入?\七氟烷%I构建认知功能障碍模型$22E!抑
制剂处理组大鼠以22E!抑制剂7%.侧脑室注射!?$8BD后吸入?\七氟烷%I'采用 QF,,BC水迷宫实验评
价各组大鼠认知功能!酶联免疫吸附试验检测各组大鼠海马组织炎性因子)白细胞介素1!$"e<1!$%&e<1%&肿瘤
坏死因子1'";'R1'%*水平$*U染色观察海马神经元损伤$免疫组织化学和 _0CH0,DL4FHHBD.检测22E!蛋白
表达水平'结果!与对照组比较!七氟烷麻醉组大鼠逃避潜伏期时间延长!海马神经组织e<1!$&e<1%&;'R1'
水平!神经元损伤评分和22E!蛋白表达水平均显著升高!目标象限停留时间占比降低!穿越平台次数减少!差
异均有统计学意义"!$$#$7%'与七氟烷麻醉组比较!22E!抑制剂处理组大鼠上述指标明显改善!差异有统
计学意义"!$$#$7%'结论!七氟烷麻醉诱导的老年大鼠认知功能障碍与海马组织22E!蛋白表达增加相关'
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!!术后认知功能障碍$̂a=2%是指手术麻醉后出现
的认知-学习-记忆及精神运动等方面障碍)目前研
究认为*̂a=2发病机制与神经炎症-氧化应激及神
经元凋亡密切相关+!1",)因此*抑制神经炎症已成为

â=2研究的重点机制)盘状结构域受体!$22E!%
是与炎性反应相关*且参与了脑损伤诱发的神经功能
障碍+?16,)因此*以22E!为研究靶标可能是 â=2
神经炎性反应的新机制)七氟烷$)0NF%是临床上常
用的吸入性麻醉剂*已被证实能够引起海马神经炎性
反应和神经元凋亡诱发 â=2的发生+7,)为此*本研
究拟通过七氟烷吸入麻醉构建 â=2大鼠模型*探究

22E!在海马神经元炎性反应中的作用*以期为

â=2的机制研究提供新的思路)

A!材料与方法

A#A!材料

A#A#A!动物!)̂ R级雄性)2大鼠*月龄"$!""个
月*体重7$$!%$$.*购自湖南斯莱克实验动物有限
责任公司+)=YZ$湘%"$!@1$$$%,)

A#A#B!主要试剂!七氟烷$江苏恒瑞医药股份有限
公司%*22E!抑制剂$22E!1e'17*美国 Q0MJI08UG1

+,0CC公司*货号!*[1!??%%@%*白细胞介素1!$$e<1
!$%-e<1%-肿瘤坏死因子'$;'R1'%酶联免疫吸附试
验$U<e)(%测定试剂盒$北京中杉金桥公司*货号!

;(7$6@7:-;(7$$$%7-;(7$$$%"%*苏 木 精1伊 红
$*U%染色试剂盒$碧云天生物技术*货号!=$!$7)%*
免疫组织化学$免疫组化%检测试剂盒$北京中杉金桥
公司*货号!)̂1@$$!%*22E!单克隆抗体$=044)B.D-1
4BD.;0JIDF4F.5公司*货号!(77:?%*$1-JHBD单克隆
抗体-辣根过氧化物酶标记山羊抗大鼠-辣根过氧化
物酶标记山羊抗兔e.>$碧云天生物技术*货号!

(R7$$!-($!@"-($"$:%)

A#A#C!主要仪器!多功能酶标仪$长春乐镤科技有
限公司*型号!<̂17!!&%*荧光倒置显微镜$日本奥林
巴斯a458+/C*型号!=ZY7?%*高速冷冻离心机$湖南
可成仪器设备有限公司*型号!*?1!:ZE%*凝胶成像
系统$美国WBF1E-M伯乐公司*型号!>042FJYE]%)

A#B!方法

A#B#A!动物造模与分组!将实验)2大鼠随机分为

对照组-22E!抑制剂组-七氟烷麻醉组-22E!抑制
处理组*每组各!$只)对照组大鼠常规培养*定量吸
入空气&22E!抑制剂组大鼠以22E!抑制剂7%.侧
脑室注射*?$8BD后定量吸入空气&七氟烷麻醉组大
鼠经持续性吸入?\七氟烷%I构建认知功能障碍模
型&22E!抑制剂处理组大鼠以22E!抑制剂7%.侧
脑室注射*?$8BD后吸入?\七氟烷%I)

A#B#B!QF,,BC水迷宫实验+!,!七氟烷麻醉术后!M*
行 QF,,BC水迷宫实验*将水迷宫划分为6个象限*并
随机选取一个象限放置隐蔽平台*将大鼠从6个象限
随机放入水中*记录大鼠寻找到平台的时间*即为逃
避潜伏期)大鼠经过7M平台寻找训练!6个象限入
水点*每天训练!次*每次间隔"$8BD*第7天记录各
组大鼠逃避潜伏期时间)空间探索实验!第%天撤去
隐蔽平台*将大鼠从6个象限中任一象限随机入水*
记录大鼠%$C内穿越平台的次数及目标象限停留时
间的占比)

A#B#C!U<e)(检测海马组织e<1!$-e<1%-;'R1'水
平!海马组织碾磨后经细胞裂解液裂解*于6 g下

!"$$$,"8BD$离心半径b%J8%离心!$8BD*取上清
液*蛋白定量后采用U<e)(检测试剂盒检测海马组
织e<1!$-e<1%-;'R1'水平)

A#B#D!*U染色观察海马神经元形态变化!麻醉后
将大鼠颈椎脱臼处死*摘取脑片$视交叉至漏斗柄%*
组织固定-石蜡包埋-切片*行 *U染色*并于"$$倍
镜下观察海马=(!区域形态变化)半定量评估海马

=(!区域神经元损伤)!级!海马=(!区域分散零散
损伤神经元$$"$\%&"级!海马=(!区域存在少量损
伤神经元$"$\!6$\%&?级!海马=(!区域有中等数
量损伤神经元$%6$\!%$\%&6级!海马=(!区域有
大量损伤神经元$%%$\!:$\%&7级!海马=(!区域
神经元存在广泛性损伤$%:$\!!$$\%)

A#B#F!免疫组化检测海马组织22E!表达!海马组
织切片经内源性过氧化物酶阻断剂阻断-抗原修复-
组织封闭后*滴加22E!单克隆抗体$!h7$$%*孵育
过夜*对应二抗孵育"I*滴加2(W显色液*于6$$倍
显微镜下观察22E!相对表达量)

A#B#G!_0CH0,DL4FHHBD.检测海马组织22E!蛋白
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表达!按照每孔?$%.上样*经过聚丙烯酰胺凝胶电
泳分离蛋白*22E!蛋白经湿转法转膜至聚偏二氟乙
烯膜$̂S2R%上*孵育22E!单克隆抗体*6g过夜*
对应二抗孵育"I) Ŝ2R洗膜*滴加显影液显影*并
予>042FJYE]系统拍照*最后进行定量检测)

A#C!统计学处理!采用 )̂ ))"$#$统计软件处理数
据*实验数据以7XG表示*组间比较采用单因素方差
分析和C检验*!$$#$7为差异有统计学意义)

B!结!!果

B#A!各组大鼠认知功能障碍情况比较!与对照组比
较*七氟烷麻醉组大鼠逃避潜伏期时间延长*目标象
限停留时间占比降低*穿越平台次数减少*差异均有
统计学意义$Cb!?#:@-:#"!-%#6%*!$$#$$!-$
$#$$!-$$#$$!%)与七氟烷麻醉组比较*22E!抑制
剂处理组大鼠逃避潜伏期时间降低*目标象限停留时
间占比升高*穿越平台次数增加*差异均有统计学意
义$Cb7#&&-7#%!-?#%&*! $$#$$!-$$#$$!-b
$#$$"%)见表!)
表!!!各组大鼠认知功能障碍情况比较%7XG&0b!$'

组别
逃避潜伏期

$C%

穿越平台次数

$次"分%

目标象限停留

时间占比$\%

对照组 "$#%:X?#:& 6#&:X$#:$ ?"#6!X7#$"

22E!抑制剂组 ""#?%X6#7" 6#%%X$#&% ??#"&X7#%%

七氟烷麻醉组 7@#?$X&#:@- "#??X$#7$- !:#&7X6#6"-

22E!抑制剂处理组 6$#"!X%#::L ?#7%X$#6:L "7#?!X?#7?L

Q !"@#7$ ":#!" "?#!6

! $$#$$! $$#$$! $$#$$!

!!注!与对照组比较*-!$$#$7&与七氟烷麻醉组比较*L!$$#$7)

B#B!各组大鼠海马组织炎症因子水平比较!与对照
组比较*七氟烷麻醉组大鼠海马组织e<1!$-e<1%-

;'R1'水平显著升高*差异均有统计学意义$Cb
"$#%&-!?#&?-?7#!7*!$$#$$!-$$#$$!-$$#$$!%)
与七氟烷麻醉组比较*22E!抑制剂处理组大鼠海马

组织e<1!$-e<1%-;'R1'水平显著降低*差异均有统
计学意义$Cb!$#:6-&#""-!%#?:*! $$#$$!-$
$#$$!-$$#$$!%)见表")

B#C!各组大鼠海马 =(!区域神经元损伤情况比
较!对照组和22E!抑制剂组大鼠海马=(!区域神
经元排列整齐*结构完整)七氟烷麻醉组大鼠海马

=(!区域神经元排列紊乱*部分神经元细胞核固缩*
嗜酸性粒细胞数目明显增多*海马神经元损伤评分较
对照组增加*差异均有统计学意义$Cb!!#@!*!$
$#$$!%)与七氟烷麻醉组比较*22E!抑制剂处理组
大鼠海马=(!区域神经元损伤减轻*评分降低*差异
有统计学意义$Cb6#@"*!$$#$$!%*大部分神经元结
构正常*酸性粒细胞数目明显减少)见图!-表?)

表"!!各组大鼠海马组织炎症因子水平比较

!!!%7XG&+.)8<&0b!$'

组别 e<1!$ e<1% ;'R1'
对照组 "&$#%7X!:#@$ %:#""X:#?? 67@#7!X"?#6:

22E!抑制剂组 ":"#?!X""#$% &!#::X@#%& 6%$#!"X"%#&%
七氟烷麻醉组 6:@#"6X"&#7@- !?7#6:X!?#$%- :@$#&7X?$#::-

22E!抑制剂处理组 ?6@#":X?$#!"L @:#?&X@#%:L %:&#!!X"6#?"L

Q !"6#:$ :6#$@ 6"%#"$

! $$#$$! $$#$$! $$#$$!

!!注!与对照组比较*-!$$#$7&与七氟烷麻醉组比较*L!$$#$7)

表?!!各组大鼠海马=(!区域神经元损伤评分比较

!!!%7XG&0b!$'

组别 评分$分%

对照组 !#!&X$#6!

22E!抑制剂组 !#??X$#7"
七氟烷麻醉组 6#$$X$#%?-

22E!抑制剂处理组 "#:?X$#6!L

Q 6?#!!

! $$#$$!

!!注!与对照组比较*-!$$#$7&与七氟烷麻醉组比较*L!$$#$7)

!!注!(#对照组&W#22E!抑制剂组&=#七氟烷麻醉组&2#22E!抑制剂处理组)

图!!!各组大鼠海马=(!区域形态学变化%*U染色&"$$̀ '

B#D!各组大鼠海马组织 22E!蛋白相对表达比

较!免疫组化检测结果显示*与对照组比较*七氟烷

麻醉组大鼠海马组织22E!表达明显增加&与七氟烷

麻醉组比较*22E!抑制剂处理组大鼠海马组织

22E!表达明显降低)_0CH0,DL4FHHBD.检测结果显

示*与对照组比较*七氟烷麻醉组大鼠海马组织22E!
蛋白表达水平明显增加*差异有统计学意义$Cb

"6#:%*!$$#$$!%)与七氟烷麻醉组相比*22E!抑
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制剂处理组大鼠海马组织22E!蛋白表达水平明显
降低*差异有统计学意义$Cb!7#$6*!$$#$$!%)见

图"-表6)

!!注!(#免疫组化检测22E!蛋白表达$*U染色*6$$̀ %&W#_0CH0,DL4FHHBD.检测22E!表达)

图"!!各组大鼠海马组织22E!蛋白表达

表6!!各组大鼠海马组织22E!蛋白相对表达量比较

!!!%7XG&̀ !$?'

组别 0 相对表达量

对照组 !$ $#"$X$#$6

22E!抑制剂组 !$ $#""X$#$6

七氟烷麻醉组 !$ !#!"X$#!!-

22E!抑制剂处理组 !$ $#7$X$#$&L

Q O "!:#:

! O $$#$$!

!!注!O表示无此项&与对照组比较*-!$$#$7&与七氟烷麻醉组比

较*L!$$#$7)

C!讨!!论

!!七氟烷是临床全身麻醉的首选药物*其具有诱导

迅速-苏醒快-对呼吸及循环抑制轻等优势+%,)众多

研究均已证实七氟烷吸入性麻醉能够诱导海马神经

元损伤及老年认知功能障碍*但是有关其机制尚不完

全清楚)

本研究首先通过老年大鼠七氟烷吸入性麻醉构

建 â=2模型*结果显示!与对照组比较*七氟烷吸入

麻醉组大鼠出现典型的认知功能障碍*主要表现为逃

避潜伏期时间延长*目标象限停留时间占比降低和穿

越平台次数减少)海马=(!区域神经元损伤评分增

加表明模型构建成功)既往研究已证实*七氟烷能够

诱导大鼠认知功能障碍*其机制与海马神经元炎性细

胞因子$e<1!$-e<1%-;'R1'%释放增加*从而导致海马

神经元凋亡增加相关+&1:,)本实验研究发现*与对照

组比较*七氟烷麻醉组大鼠海马组织e<1!$-e<1%-

;'R1'水平显著升高*与黄运伯等+!,研究结果一致)
本研究与以往文献报道共同表明*七氟烷诱导 â=2
与促进海马神经炎症*诱发细胞凋亡相关)因此*在
七氟烷诱导的认知功能障碍中对海马神经元炎性反

应的机制进行研究具有重要意义)22E!是受体酪氨
酸蛋白激酶家族成员之一*广泛参与细胞增殖-凋亡-
纤维化及炎症等病理生理过程+@1!$,)有研究发现*

22E!表达在大鼠局灶性缺血后升高*抑制22E!能
够显著减少大鼠脑缺血损伤发生+!!,)另外*在氧剥夺
损伤的神经元细胞中22E!蛋白表达显著增加*抑制

22E!表达能够促进皮质神经细胞存活*改善缺氧-缺
糖诱导的大鼠皮质神经细胞损伤+!"1!?,)上述研究表
明*22E!在多种诱因下的神经损伤中发挥重要作用)
本研究发现*与对照组比较*七氟烷麻醉组大鼠海马
组织22E!蛋白表达明显增加*提示22E!在海马神
经元损伤中扮演损伤因子角色)为明确22E!在七
氟烷诱导海马神经损伤中的作用*本研究通过大鼠侧
脑室注射22E!抑制剂观察七氟烷对老年大鼠海马
神经元损伤的影响*结果显示*与七氟烷麻醉组比较*

22E!抑制剂处理组能够改善老年大鼠认知功能障
碍*其机制与降低22E!蛋白表达*抑制e<1!$-e<1%-

;'R1'释放*减轻海马=(!区域神经元损伤有关)
综上所述*七氟烷麻醉诱导的老年大鼠认知功能

障碍与海马组织22E!蛋白表达增加*促进海马神经
元炎性反应相关)
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