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"摘要#
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目的
!

探讨七氟醚对大鼠海马组织
F.

甲基
.A.

天冬氨酸
.1P

受体"

FO1P

%'半胱氨酸蛋白酶
'

"

9<+

4

<+7.'

%的影响&方法
!

选取
-!

龄
;A

大鼠
)%

只分为对照组和麻醉组!每组再分为
'

个时间点!即麻醉

前'麻醉后
102

及麻醉后
-

周!每组
$%

只&麻醉组给予
1&>]

七氟醚麻醉
02

!对照组仅给予空氧混合气&采

用
c7+37?,X="3

检测各组大鼠海马组织
FO1P

'

9<+

4

<+7.'

蛋白表达!

:"??#+

水迷宫检测麻醉后
-

周大鼠的空间

学习记忆能力&结果
!

麻醉后
102

!麻醉组大鼠海马组织
FO1P

'

9<+

4

<+7.'

蛋白表达明显高于对照组及麻醉前

"

"

$

%&%>

%#麻醉前及麻醉后
-

周!麻醉组和对照组大鼠海马组织
FO1P

'

9<+

4

<+7.'

蛋白表达比较差异无统计

学意义"

"

&

%&%>

%&麻醉组大鼠第
$

'

'

天游泳潜伏期分别为"

-%&1'̀ /&$%

%

+

和"

0$&%'̀ -&'(

%

+

!总路程分别为

"

$/&1%̀ 1&%1

%

6@

和"

$$&%'̀ $&(/

%

6@

!明显高于对照组"

"

$

%&%>

%#麻醉组和对照组大鼠游泳速度比较差异

无统计学意义"

"

&

%&%>

%&结论
!

七氟醚麻醉可即刻造成幼鼠海马组织
FO1P

'

9<+

4

<+7.'

蛋白表达升高!同时

其成年后的学习记忆能力有一定损伤!但成年后海马组织
FO1P

'

9<+

4

<+7.'

蛋白表达无明显异常&
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随着麻醉药物在临床的广泛使用%人们开始关注

全身麻醉药对脑发育的影响)近年来有研究显示%异

氟烷等全身麻醉药会导致神经细胞的凋亡%具有一定

的神经毒性'

$.1

(

)目前%发育期动物中枢神经系统成

为研究热点%但是对于麻醉药导致神经细胞退化和凋

亡的具体机制仍未十分明确)

F.

甲基
.A.

天冬氨酸受

体#

F:AN

受体$是离子型谷氨酸受体的
$

个亚型%

在神经系统发育过程中发挥重要的作用)研究显示%

F.

甲基
.A.

天冬氨酸
.1P

受体#

FO1P

$不仅介导突触的

强化及神经元的存活%还可介导细胞凋亡'

'

(

)半胱氨

酸蛋白酶#

9<+

4

<+7

$家族在介导细胞凋亡的过程中起

着非常重要的作用%其中
9<+

4

<+7.'

是细胞凋亡过程

中最主要的终末剪切酶%在细胞凋亡中起着不可替代

的作用'

0

(

)本研究探讨七氟醚对大鼠海马组织

FO1P

*

9<+

4

<+7.'

的影响)

A

!

材料与方法

A&A

!

实验动物及分组
!

选取
;A

大鼠#上海斯莱克实

验动物有限公司$

)%

只%

-!

龄%雌雄各半%饲养环境为

$12

明暗循环%温度
1%

$

11^

%湿度
>>]

$

)%]

%大

鼠断奶前配乳母鼠喂养%自由取食)将大鼠分为对照

组和麻醉组%每组再分为
'

个时间点%即麻醉前*麻醉

后
102

及麻醉后
-

周%每组
$%

只)

A&B

!

方法

A&B&A

!

麻醉方法
!

大鼠放入麻醉箱%对照组开启

'%]

空氧混合气&麻醉组开启七氟醚#浓度
1&>]

$和

'%]

空氧混合气%麻醉时间
02

)

A&B&B

!

c7+37?,X="3

!

分别于麻醉前*麻醉后
102

及

麻醉后
-

周取大鼠海马组织%收集蛋白样品使用细胞

裂解液%

P9N

蛋白定量法检测各组蛋白浓度)

FO1P

用
$%]

分离胶%冷却到室温%把蛋白样品直接上样到

十二烷基磺酸钠
.

聚丙烯酰胺#

;A;.KNML

$凝胶电泳

加样孔内%每孔上样量
'%

%

B

%打开电泳仪%上层胶时

使用
/%d

电压恒压电泳%而在溴酚蓝进入下层胶时

使用
$1% d

电压恒压电泳)恒流
%&11 @N

湿转

$1%@#,

%转膜完毕后漂洗%

>]

脱脂奶粉室温封闭
$

2

)参考一抗说明书%按照适当比例用
c7+37?,

一抗

稀释液稀释一抗%

0^

过夜)洗涤%按照适当比例用

c7+37?,

二抗稀释液稀释辣根过氧化物酶#

HOK

$标

记的二抗%室温孵育
$2

)漂洗后进行化学发光%根据

一抗的不同%选择合适的曝光时间显影并保存图像)

A&B&C

!

:"??#+

水迷宫测试
!

:"??#+

水迷宫检测麻醉

后
-

周大鼠的空间学习记忆能力)大鼠
c<37?:<Z7

水迷宫为上海欣软信息科技有限公司生产%由圆形水

池*图像自动采集和处理系统组成)

:"??#+

水迷宫测

试包括定位航行实验#

4

=<67,<V#

B

<3#",

$和空间搜索

实验#

+

4

<3#<=

4

?"X737+3

$%实验训练阶段连续进行
'!

%

每天训练
0

次)观察和记录大鼠寻找并爬上平台的

路线图及所需时间%记录为潜伏期)

A&C

!

统计学处理
!

采用
;K;;$(&%

统计软件进行分

析)计量资料以
I 3̀

表示%采用
<

检验%以
"

$

%&%>

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

两组海马组织
FO1P

蛋白表达情况
!

麻醉前及

麻醉后
-

周%麻醉组和对照组大鼠海马组织
FO1P

蛋

白表达差异无统计学意义#

"

&

%&%>

$&麻醉后
102

%麻

醉组大鼠海马组织
FO1P

蛋白表达明显高于对照组

及麻醉前#

"

$

%&%>

$%见图
$

)

图
$

!!

两组海马组织
FO1P

蛋白表达变化

图
1

!!

两组大鼠海马组织
9<+

4

<+7.'

蛋白表达

表
$

!!

各组
:"??#+

水迷宫测试情况$

I 3̀

%

组别
游泳潜伏期#

+

$

第
$

天 第
'

天 第
)

天

总路程#

6@

$

第
$

天 第
'

天 第
)

天

速度#

6@

"

+

$

第
$

天 第
'

天 第
)

天

麻醉组
-%&1'̀ /&$% 0$&%'̀ -&'( $$&%'̀ 1&%0 $/&1%̀ 1&%1 $$&%'̀ $&(/ 0&%1̀ $&/% %&$)̀ %&%( %&$-̀ %&%) %&$)̀ %&%)

对照组
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< '&(%0 >&0/> %&/>% >&>1- )&'/' %&$-0 \%&>>> \%&/$% \%&)/)

"

$

%&%>

$

%&%>

&

%&%>

$

%&%>

$

%&%>

&

%&%>

&

%&%>

&

%&%>

&

%&%>

%($1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$'

期



书书书

!!!

!

两组海马组织
"#$

%

#$&'(

蛋白表达情况
!

麻醉

前及麻醉后
)

周!麻醉组和对照组大鼠海马组织

"#$

%

#$&'(

蛋白表达差异无统计学意义"

!

"

*!*+

#$麻

醉后
,-.

!麻醉组大鼠海马组织
"#$

%

#$&'(

蛋白表达

明显高于对照组及麻醉前"

!

#

*!*+

#!见图
,

%

!!"

!

两组大鼠
/0112$

水迷宫测试情况
!

将麻醉后
)

周大鼠进行
/0112$

水迷宫测试!麻醉组大鼠第
3

&

(

天

游泳潜伏期&总路程明显高于对照组"

!

#

*!*+

#%麻

醉组和对照组游泳速度比较差异无统计学意义"

!

"

*!*+

#!见表
3

%

"

!

讨
!!

论

!!

目前针对全身麻醉药物对中枢神经系统影响的

报道较多%研究显示!麻醉药会导致神经细胞的凋

亡!对发育期动物中枢神经系统具有不可逆转的损

害'

+

(

%闵娜等'

4

(将发育高峰期的大鼠暴露在异氟醚

中超过
+.

!发现大鼠的神经细胞发生广泛的退化和

死亡%七氟醚为临床上常用的吸入麻醉药!广泛应用

于儿童手术!随着越来越多地应用在临床!其对神经&

心脏系统的不良反应也受到研究者的关注%之前已

有许多关于七氟醚对神经结构和神经认知功能的影

响的报道%谢思宁等'

)

(研究报道!七氟醚对幼鼠发育

期中枢神经系统具有损害作用%

"56"789:;5"<

等'

=

(将怀孕大鼠长期暴露超剂量的异氟醚中!发现幼

鼠中枢神经系统神经发生延迟!但其具体作用机制目

前尚未明确%

9/>8

受体在中枢神经系统!尤其在大脑皮层

和海马广泛分布%海马体"

72

%%

0?#@

%

A$

#是位于脑

颞叶内的一个部位!主要负责长时记忆的存储转换和

定向等功能'

B

(

%

9/>8

受体具有不同的亚型!与学

习&记忆等多种神经功能密切相关%研究显示!

9/'

>8

受体参与诱导细胞的存活和凋亡!在神经元细胞

的坏死&凋亡和抗凋亡过程中发挥重要作用'

3*

(

%

9C,D

亚基主要表达于发育早期阶段!对
9/>8

受

体的功能起着重要作用%因此本研究选择
9C,D

为

大鼠发育期的监测指标%

"#$

%

#$&

家族与细胞凋亡密

切相关!引发的级联反应是细胞凋亡过程的中心环

节'

33'3,

(

%

"#$

%

#$&'(

在死亡受体介导的细胞凋亡途径

中起关键作用'

3(

(

%本研究结果显示!麻醉后
,-.

!麻

醉组大鼠海马组织
9C,D

蛋白和
"#$

%

#$&'(

蛋白表达

明显高于对照组及麻醉前"

!

#

*!*+

#$麻醉前及麻醉

后
)

周!麻醉组和对照组大鼠海马组织
9C,D

蛋白和

"#$

%

#$&'(

蛋白表达差异无统计学意义"

!

"

*!*+

#%

七氟醚麻醉对幼鼠海马组织
9C,D

&

"#$

%

#$&'(

蛋白表

达影响较大!说明七氟醚麻醉对小鼠认知功能影响的

机制与海马组织
9C,D

&

"#$

%

#$&'(

蛋白表达有关!但

具体的影响机制目前尚不明确!其长期效应有待进一

步研究%

/0112$

水迷宫测试可很好地反映大鼠海马的功

能!是研究空间学习记忆的标准实验!广泛应用于神

经生物学领域研究'

3-

(

%

/0112$

水迷宫测试通过在水

中设置隐藏平台!记录实验动物寻找平台所用时间和

所走路径!判断动物的记忆功能!研究与空间学习记

忆相关的脑区功能评价%本研究中!麻醉组大鼠第
3

&

(

天游泳潜伏期&总路程明显高于对照组"

!

#

*!*+

#!

游泳速度比较差异无统计学意义"

!

"

*!*+

#%因此笔

者认为!大鼠接受
,!+E

七氟醚麻醉
-.

会造成海马

功能长期损害!影响记忆功能!这与王权等'

3+

(研究结

果一致%

,!+E

七氟醚对大鼠的运动能力无明显损

害%七氟醚可能通过作用于
9/>8

受体!引起行为

异常和学习&记忆功能障碍的发生!具体的机制仍需

要进一步研究%

综上所述!七氟醚麻醉可即刻造成幼鼠海马组织

9C,D

&

"#$

%

#$&'(

蛋白表达升高!成年海马功能长期

损害!影响记忆功能%但成年后海马组织
9C,D

&

"#$

%

#$&'(

蛋白表达无明显异常!值得进一步研究%
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