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七氟醚麻醉对胃癌大鼠认知功能的影响及机制研究*

程亮亮,田 毅△,黄运伯,魏 晓

(中南大学湘雅医学院附属海口医院麻醉科,海口
 

570208)

  [摘要] 目的 探讨七氟醚麻醉对胃癌大鼠认知功能的影响,并分析其可能作用机制。方法 选取50只

健康雄性SD大鼠,根据随机数字表法分为A、B、C、D、E
 

5组,每组10只。除A组外,其余4组均采用肌氨酸

乙酯亚硝胺、亚硝酸钠致癌剂灌服法制备胃癌大鼠模型,建模成功大鼠纳入实验。A组给予丙泊酚麻醉2
 

h;B
组在丙泊酚麻醉同时行腹部探查术;C、D、E组分别在1%、2%、3%七氟醚吸入麻醉同时行腹部探查术。Morris
水迷宫实验评估各组大鼠学习、记忆能力,酶联免疫吸附试验(ELISA)检测各组大鼠海马组织超氧化物歧化酶

(SOD)、丙二 醛、淀 粉 样 前 体 蛋 白 (APP);Western
 

blot法 检 测 各 组 大 鼠 海 马 组 织 胶 质 原 纤 维 酸 性 蛋 白

(GFAP)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-9(caspase-9)表达水平。结果 与水迷宫测试定

位航行试验第1天比较,第4天时5组大鼠逃避潜伏期、目标象限游泳距离均明显缩短(P<0.05);A、B、C、D、
E组大鼠组间逃避潜伏期、目标象限游泳距离呈逐渐延长趋势(P<0.05),穿越平台次数呈逐渐减少趋势(P<
0.05)。A、B、C、D、E组大鼠组间SOD水平呈逐渐下降趋势(P<0.05),丙二醛、APP水平及GFAP、TNF-α、
caspase-9相对表达水平呈逐渐增高趋势(P<0.05)。结论 七氟醚麻醉可能经诱导应激反应、炎性反应及促

进细胞凋亡,并参与胃癌大鼠认知功能障碍发生发展过程。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

sevoflurane
 

anesthesia
 

on
 

the
 

cognitive
 

function
 

of
 

rats
 

with
 

gastric
 

cancer,and
 

to
 

analyze
 

its
 

possible
 

action
 

mechanism.Methods Fifty
 

healthy
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

se-
lected

 

and
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

group
 

A,B,C,D
 

and
 

E
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,10
 

cases
 

in
 

each
 

group.Except
 

the
 

group
 

A,the
 

other
 

4
 

groups
 

were
 

prepared
 

the
 

gastric
 

cancer
 

rat
 

models
 

by
 

oral
 

administration
 

of
 

sarcosine
 

ethyl
 

chloride
 

and
 

sodium
 

nitrite
 

carcinogen.The
 

successful
 

modeling
 

rats
 

were
 

included
 

in
 

the
 

experi-
ment.The

 

group
 

A
 

was
 

given
 

propofol
 

anesthesia
 

for
 

2,the
 

group
 

B
 

simultaneously
 

conducted
 

propofol
 

anesthesia
 

and
 

abdominal
 

exploration;the
 

group
 

C,D
 

and
 

E
 

conducted
 

1%,2%
 

and
 

3%
 

sevoflurane
 

inhalation
 

anesthesia
 

respective-
ly,and

 

at
 

the
 

same
 

time
 

conducted
 

the
 

abdominal
 

exploration.The
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

were
 

evaluated
 

by
 

the
 

Morris
 

water
 

maze
 

experiment.The
 

levels
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD),malondialdehyde,amyloid
 

precursor
 

protein
 

(APP)
 

in
 

the
 

hippocampus
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

test
 

(ELISA).The
 

ex-
pressions

 

of
 

glial
 

fibrillary
 

acidic
 

protein
 

(GFAP),tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

and
 

cystein-asparate
 

pro-
tease

 

9
 

(caspase-9)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

water
 

maze
 

test
 

on
 

1
 

d
 

of
 

the
 

navigation
 

test,the
 

latency
 

and
 

the
 

swimming
 

distance
 

of
 

the
 

target
 

quadrant
 

on
 

4
 

d
 

in
 

5
 

groups
 

were
 

signifi-
cantly

 

shortened
 

(P<0.05),the
 

escape
 

latency,target
 

quadrant
 

swimming
 

distance
 

in
 

the
 

rats
 

of
 

the
 

A,B,C,
D

 

and
 

E
 

groups
 

showed
 

a
 

gradual
 

extension
 

trend
 

(P<0.05),and
 

the
 

number
 

of
 

crossing
 

platforms
 

showed
 

a
 

gradual
 

decrease
 

trend
 

(P<0.05).The
 

SOD
 

level
 

in
 

the
 

rats
 

of
 

the
 

group
 

A,B,C,D
 

and
 

E
 

showed
 

a
 

gradual
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decrease
 

trend
 

(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

malondialdehyde
 

and
 

APP,and
 

the
 

relative
 

expression
 

amounts
 

of
 

GFAP,TNF-α
 

and
 

caspase-9
 

showed
 

a
 

gradual
 

increase
 

trend
 

(P<0.05).Conclusion Sevoflurane
 

anesthesia
 

may
 

induce
 

the
 

stress
 

response,inflammatory
 

response
 

and
 

promoting
 

cell
 

apoptosis,and
 

participates
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

process
 

of
 

cognitive
 

dysfunction
 

in
 

rats
 

with
 

gastric
 

cancer.
[Key

 

words] gastric
 

cancer;sevoflurane;stress
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dysfunction;rats

  现阶段,胃癌已逐渐成为严重威胁人们生命健康

的重要疾病之一。中国胃癌患病率占全球胃癌发病

的42.6%,病死率占45.0%,为癌症防治重点[1]。胃

癌根治性手术仍为胃癌治疗首选方法,可为下一步综

合治疗提供依据和时间[2]。但多数胃癌患者易出现

术后认知功能障碍(POCD),临床表现包括注意力减

退、记忆力减退、社交能力下降等,多发于术后48
 

h
内,部分患者症状可持续7

 

d至数月。POCD一直是

影响胃癌患者术后康复效果的关键,且临床尚无防治

POCD发生的特别有效的措施。近年来,吸入型麻醉

药物在POCD发生中的作用,逐渐引起较多学者关

注,其中七氟醚备受关注,主要是因其虽具有起效快、
麻醉效果强、可减少围术期血流动力学波动等特点,
但对术后认知功能影响尚不明确。NELLORE等[3]

认为,七氟醚可引发生理应激反应,影响认知功能,但
这一影响是暂时性的。李繁等[4]经动物实验发现,七
氟醚可能通过诱导中枢神经系统炎性反应、氧化应激

反应等,引发大鼠认知损伤。另外,神经细胞凋亡可

受氧化应激反应、炎性反应影响,进而诱导神经细胞

功能退化,引发POCD[5]。但目前临床就七氟醚吸入

麻醉是否参与胃癌患者POCD发生发展过程尚无明

确定论。因此,本研究创建胃癌大鼠模型,重点分析

七氟醚麻醉对 POCD 的影响,以探寻有效的麻醉

方法。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

选取50只健康雄性SD大鼠[湖南省实验动物中

心,许可证号:SCXK(湘)2016-0001],体重250~300
 

g,8周龄,在22~25
 

℃、清洁环境中适应性喂养3
 

d,
每日光照及黑暗时间各12

 

h。动物处置符合《关于善

待实验动物的指导性意见》[6]。本实验已通过该院伦

理委员会审核。
1.1.2 仪器与试剂

SSC600沉降离心机(张家港市远华机械制造

厂),JP-420电热恒温干燥箱(武汉市武昌实验仪器

厂),-80
 

℃冰箱(美国Thermo
 

scientific公司),4
 

℃
冰箱(德国西门子股份公司),ZH00

 

65型 Morris水

迷宫系统(成都泰盟软件有限公司),GDS800凝胶图

像 分 析 软 件 (美 国 UVP 公 司),七 氟 醚 (批 号:
20000102,日本 Mukhi公司),二氨基联苯胺(DAB)
液(美国Sigma公司),羊抗兔IgG抗体(美国Santa

 

Cruz公司),戊巴比妥钠(美国Epitomics公司),肌氨

酸乙酯亚硝胺(NSEE)、亚硝酸钠致癌剂(美国Sigma
公司),二喹啉甲酸(BCA)蛋白定量试剂盒(美国

Thermo公司),超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛、淀粉

样前体蛋白(APP)酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂

盒(上海泸尚生物科技有限公司),兔抗大鼠胶质原纤

维酸性蛋白(GFAP)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、半胱

氨酸天冬氨酸酶-9(caspase-9)单抗(北京中杉金桥生

物技术有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 动物模型建立及分组

50只大鼠按照体重分组法分为 A、B、C、D、E
 

5
组,每组10只。除A组外,其余4组参照文献[7]采
用NSEE(2.00

 

g/kg)和亚硝酸钠(0.30
 

g/kg)混合灌

胃,建立胃癌大鼠模型,每天1次,持续3个月。各试

验结束后,行病理组织学鉴定,经手术取胃小弯体-窦
交界处胃黏膜,光镜下检查,观察存在胃黏膜肠上皮

化生病变,即为建模成功。40只大鼠建模成功33只

(82.50%),剔除未建模成功大鼠后,B、C、D、E组分

别有8、8、9、8只大鼠纳入研究。A组以等量生理盐

水灌胃,持续3个月,10只大鼠均纳入研究。
1.2.2 手术及麻醉

建模成功后2周。A组给予生理盐水腹腔注射;
B组以100

 

mg/kg丙泊酚腹腔注射麻醉诱导,C、D、E
组分别以1%、2%、3%七氟醚吸入麻醉诱导,均行腹

部探查术,手术时间为2
 

h,术中常规吸氧,术后给予

头孢曲松钠腹腔注射预防感染。七氟醚吸入载体为

纯氧,吸氧流量为2
 

L/min。
1.2.3 Morris水迷宫测试

术后第7天开始,各组大鼠均行水迷宫测试。每

天晚21:00开始,持续5
 

d。第1~4
 

天实施定位航行

实验,第5天实施空间探索实验,维持水温(24±
2)℃。(1)定位航行实验:大鼠面朝池壁推入水中,头
保持同侧,观察并记录其寻找平台时间,计算逃避潜

伏期(入水至找到隐藏在水面下平台的时间)、目标象

限游泳距离(大鼠在目标象限内的游泳距离),以评估

认知功能中学习能力。针对超过2
 

min未找到平台

者,逃避潜伏期按照2
 

min计算。(2)空间探索实验:
完成定位航行实验24

 

h后,保持参数不变,平台撤去。
入水点为第1象限,大鼠推入水内,观察并记录其

2
 

min内运动轨迹、穿越平台次数,以评估认知功能中

记忆能力。
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1.2.4 海马组织标本采集

水迷宫测试完成后,各组大鼠以40
 

mg/kg注射

6%戊巴比妥钠麻醉,断头处死。冰袋上覆盖无菌锡

箔纸,快速分离大鼠海马组织,液氮冷冻存24
 

h后,置
于-80

 

℃冰箱内冷冻保存。
1.2.5 ELISA检测海马内SOD、丙二醛、APP水平

海马组织按照2.50
 

mL/g脑质量,加入相当体积

生理盐水,匀浆器研磨,超声波粉碎制备匀浆。4
 

℃条

件下,12
 

000
 

r/min,离心10
 

min,离心半径8
 

cm,取
上清液。严格按照试剂盒使用说明书检测SOD、丙二

醛、APP。标准品、稀释样品置于反应孔,封板胶纸密

封,轻轻摇晃,置于37
 

℃孵育箱,持续孵育60
 

min。
洗涤各孔,干燥,重复5次。滴入AB显色液,避光,置
于37

 

℃孵育箱,观察10
 

min显色完成后,加入终止

液,反应5
 

min。10
 

min内观察并读取吸光度(A)值。
以A 值为纵坐标,以标准液浓度为横坐标,创建浓度

标准曲线,按照A 值获得样品浓度。
1.2.6 Western

 

blot法检测海马组织GFAP、TNF-
α、caspase-9表达

海马组织按照1∶10
 

g/L比例加入蛋白提取试

剂,匀浆器研磨,超声波粉碎制备匀浆。4
 

℃条件下,
离心半径10

 

cm,12
 

500
 

r/min,离心15
 

min,取上清

液。采用BCA法进行蛋白定量,按照目的蛋白相对

分子量实施十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE),蛋白质转膜。封闭溶液为5%脱脂牛

奶,37
 

℃条件下,轻摇2
 

h,分别加入GFAP、TNF-α、
caspase-9进行杂交反应。4

 

℃,轻摇,过夜。磷酸盐

缓冲液(PBS)洗膜,每次5
 

min,共3次。滴加羊抗兔

IgG抗体,进行杂交反应。37
 

℃条件下孵育,共1.50
 

h。PBS洗膜,每次5
 

min,共3次。发光剂显影,X射

线胶片曝光,GDS800凝胶图像分析系统行半定量

分析。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件处理数据,连续变量进

行正态性检验,符合正态分布的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用单因素方差分析,两样本比较采

用LSD-t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠水迷宫测试结果比较

定位航行实验第1天时,5组大鼠组间逃避潜伏

期、目标象限游泳距离比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。定位航行实验第4天时,各组间逃避潜伏期、
目标象限游泳距离比较,差异有统计学意义(P<
0.05);5组大鼠逃避潜伏期、目标象限游泳距离均短

于第1天(P<0.05);A、B、C、D、E组大鼠组间逃避

潜伏期、目标象限游泳距离逐渐延长(P<0.05)。空

间探索实验中,A、B、C、D、E组大鼠组间穿越平台次

数逐渐减少(P<0.05),见表1。

表1  各组大鼠水迷宫测试结果比较(x±s)

组别 n
逃避潜伏期(s)

第1天 第4天

目标象限游泳距离(m)

第1天 第4天
穿越平台次数(次)

A组 10 60.55±8.85 7.02±1.69a 14.05±2.66 1.05±0.15a 5.82±0.54

B组 8 60.48±7.84 10.05±1.74ab 14.12±2.64 2.11±0.85ab 4.72±0.75b

C组 8 60.54±7.81 20.08±6.04abc 14.25±2.54 3.97±0.78abc 3.01±0.89bc

D组 9 60.15±8.79 37.54±9.24abcd 14.84±2.68 6.08±1.22abcd 1.87±0.52bcd

E组 8 60.65±7.84 53.85±9.52abcde 14.72±3.42 8.22±1.12abcde 1.12±0.48bcde

  a:P<0.05,与本组第1天比较;b:P<0.05,与A组比较;c:P<0.05,与B组比较;d:P<0.05,与C组比较;e:P<0.05,与D组比较。

2.2 各组大鼠海马内SOD、丙二醛、APP水平比较

A、B、C、D、E组大鼠组间SOD水平呈逐渐下降

趋势,丙二醛、APP水平呈逐渐增高趋势,各组大鼠组

间SOD、丙二醛、APP水平比较,差异均有统计学意

义(P<0.05),见表2。

2.3 各组大鼠海马内GFAP、TNF-α表达水平比较

Western
 

blot法检测结果显示,A、B、C、D、E组

大鼠组间GFAP、TNF-α相对表达水平呈逐渐增高趋

势,各组大鼠组间GFAP、TNF-α相对表达水平比较,
差异均有统计学意义(P<0.05),见图1。

2.4 各组大鼠海马组织caspase-9表达水平比较

Western
 

blot法检测结果显示,A、B、C、D、E组

大鼠组间caspase-9相对表达水平逐渐增高,各组间

caspase-9相对表达水平比较,差异均有统计学意义

(P<0.05),见图2。
表2  各组大鼠海马内SOD、丙二醛、APP水平

   比较(x±s)

组别 n SOD(U/mg) 丙二醛(nmol/mg) APP(ng/L)

A组 10 139.35±10.95 3.65±0.52 4.36±1.05
B组 8 120.23±10.14a 4.62±0.54a 6.56±1.12a

C组 8 99.94±10.05ab 5.46±0.34ab 8.64±1.14ab

D组 9 81.21±13.62abc 6.89±0.75abc 11.75±2.16abc

E组 8 62.58±9.24abcd 12.58±2.06abcd 15.85±2.54abcd

  a:P<0.05,与A组比较;b:P<0.05,与B组比较;c:P<0.05,与

C组比较;d:P<0.05,与D组比较。
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  a:P<0.05,与A组比较;b:P<0.05,与B组比较;c:P<0.05,与

C组比较;d:P<0.05,与D组比较。

图1  各组大鼠海马组织GFAP、TNF-α表达水平比较

  a:P<0.05,与A组比较;b:P<0.05,与B组比较;c:P<0.05,与

C组比较;d:P<0.05,与D组比较。

图2  各组大鼠海马组织caspase-9的表达水平比较

3 讨  论

  POCD在重大手术患者中较常见,与高龄、手术

时间长、炎性反应、高血压、心理因素等有关[8-10]。胃

癌患者出现POCD,可引发记忆力受损、认知功能低

等,严重影响术后生存质量。近年来,随着对POCD
研究的不断深入,认为麻醉药物选择可能是影响

POCD发生的重要因素。七氟醚在多种疾病全身麻

醉诱导及麻醉维持中发挥重要作用,具有麻醉作用

强、起效快、对气道刺激小等特点。但目前临床就胃

癌大鼠中七氟醚麻醉对认知功能影响分析仍较少,尚
未达成一致意见。有研究认为,1.3%七氟醚预处理

对局灶性脑缺血大鼠具有脑保护作用[11]。但也有研

究提出,七氟醚吸入麻醉是引发大鼠认知功能损伤的

一个重要因素[12]。因此,进一步分析七氟醚对认知功

能影响,明确其与POCD发生的关系,以指导临床合

理应用,具有重要意义。

本研究结果显示,水迷宫测试中定位航行实验第

4天时,各组大鼠逃避潜伏期、目标象限游泳距离均较

第1天时减少,这提示随着水迷宫训练时间延长,可
提升大鼠学习、记忆能力。杨宁等[13]研究中提出,丙
泊酚连续麻醉,可经由对海马区自噬进行抑制,引发

老年大鼠空间学习记忆能力损伤。本研究中,B组第

4天时逃避潜伏期、目标象限游泳距离上较A组稍增

加,穿越平台次数较 A组稍减少,与前述结果相符。
ZHAO等[14]认为七氟醚麻醉会给发育中大鼠学习、
记忆能力造成影响。本研究结果显示,各组第4天时

逃避潜伏期、目标象限游泳距离明显延长,穿越平台

次数明显减少,且C、D、E组逃避潜伏期、目标象限游

泳距离随吸入七氟醚浓度提升而变化,这也说明七氟

醚麻醉可能会给大鼠认知学习能力造成一定影响,且
随吸入浓度增加,影响越明显。

炎性应激反应在POCD中发挥重要作用。SOD
能对生物体新陈代谢过程中形成的有害物质进行清

除,且在清除氧自由基中作用明显。丙二醛是反映机

体脂质过氧化、细胞损伤程度的重要指标,可参与脂

质过氧化发生、发展。APP是一种常见急性反应蛋

白,易被分解产生β-淀粉样蛋白,激活星形胶质细胞,
引发氧化应激、炎性反应,是POCD重要病理学过

程[15-16]。本研究中,C、D、E组丙二醛、APP水平较

A、B组升高,SOD水平降低,说明七氟醚麻醉可引发

应激反应,且随七氟醚吸入浓度增加,应激反应越明

显,可能与七氟醚提升 APP表达引发氧化应激反应

有关。
本研究还发现,各组大鼠海马组织GFAP、TNF-

α表达水平也存在差异,与A、B组比较,C、D、E组的

GFAP、TNF-α表达升高,说明七氟醚麻醉还可诱导

炎性反应,且作用呈浓度依赖性。有研究发现,七氟

烷有细胞毒性作用,可引发细胞凋亡或损伤,产生

POCD[17]。炎性反应与细胞凋亡之间有密切关系,细
胞凋亡参与组织内炎性细胞数量调节,而炎性细胞浸

润可诱导细胞凋亡[18]。caspase家族蛋白酶可调控细

胞凋亡,其中caspase-9为细胞凋亡起始因子,可在其

他蛋白影响下出现自我活化现象,且可 激 活 下 游

caspase-3,促进细胞凋亡[19-20]。本研究中,C、D、E组

caspase-9表达较A、B组高,七氟醚在诱发炎性应激

反应同时,也增加了caspase-9表达,且作用呈浓度依

赖性,提示七氟醚可能经由诱导炎性应激反应,改变

caspase-9表达,促进细胞凋亡,引发POCD;且随七氟

醚吸入浓度增加,对认知功能影响越明显。本研究结

果显示,虽然七氟醚麻醉可影响胃癌大鼠认知功能,
但1%七氟醚麻醉对学习、记忆能力及细胞凋亡的影

响较2%、3%七氟醚浓度小,故临床可按照胃癌患者

实际情况合理应用。
综上所述,七氟醚麻醉可能通过诱导应激反应、

炎性反应及促进细胞凋亡,参与胃癌大鼠POCD发

7993重庆医学2021年12月第50卷第23期



生、发展过程,且吸入浓度越高对POCD影响越明显,
故临床可在保证麻醉效果同时,选择较小剂量应用。
本研究局限在于经动物复制的疾病模型与人体自然

条件下出现的疾病可能存在一定差异,无法完全等

同,故仅可为七氟醚麻醉在胃癌患者中应用研究提供

理论参考。
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