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地氟醚对小鼠中枢及外周组织生物钟基因的影响
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　　［摘要］　目的　探讨地氟醚对小鼠中枢及外周组织生物钟基因的影响及其作用机制。方法　
首先用不同浓度（３％、４％、６％、７％、９％）的地氟醚麻醉 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，通过翻正反射确定地氟醚的有
效作用浓度；然后分别将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠和 Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠分为对照组和地氟醚组，地氟醚组在小
鼠饲养环境开灯后２ｈ用前述确定的地氟醚浓度（７％）处理，对照组则同时通入空气，２ｈ后采用 ＲＴ
ｑＰＣＲ检测各组小鼠下丘脑、肾脏和肝脏组织时钟基因 Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ２、Ｄｂｐ、Ｂｍａｌ１、Ｃｌｏｃｋ和 Ｃｒｙ１的表达。
结果　①３％地氟醚处理后无小鼠达到翻正反射消失；４％、６％、７％、９％地氟醚处理后达到翻正反射消失
的小鼠比例分别为１６．７％、５０％、１００％和１００％，确定地氟醚的作用浓度为７％。②与对照组比较，７％地
氟醚麻醉Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠２ｈ后，下丘脑组织时钟基因Ｐｅｒ２的表达量显著降低（Ｐ＜０．０１），其余５个时钟
基因的表达量变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；肾脏组织中时钟基因 Ｐｅｒ１的表达量显著升高，而 Ｂｍａｌ１、
Ｄｂｐ的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５），另外３个时钟基因的表达量变化差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；肝脏
组织时钟基因Ｐｅｒ１的表达量显著升高（Ｐ＜０．０１），其余５个时钟基因的表达量变化差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。与对照组比较，７％地氟醚麻醉 Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠 ２ｈ后，下丘脑组织时钟基因 Ｂｍａｌ１、
Ｃｌｏｃｋ、Ｄｂｐ的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５）；肝肾组织时钟基因 Ｃｒｙ１、Ｃｌｏｃｋ的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５），
Ｂｍａｌ１的表达量变化差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 地氟醚显著影响小鼠中枢及外周组织的生
物钟相关基因，且存在不依赖Ｐｅｒ基因的作用途径。
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　　哺乳动物的生物钟（ｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋ）指约２４ｈ为
周期的生理过程和周期行为［１］。哺乳动物的核心生

物钟是由相互作用的顺式、反式转录调控元件构成的

转录翻译负反馈环路，其中正向转录因子 ＣＬＯＣＫ和
ＢＭＡＬ１形成异源二聚体，结合在位于转录抑制因子
ＣＲＹ１、ＣＲＹ２和 ＰＥＲ１、ＰＥＲ２以及核激素受体 ＲＥＶ
ＥＲＢ启动子区域的 Ｅｂｏｘ（ＣＡＣＧＴＧ）元件上，从而调
控其表达量，Ｐｅｒ和Ｃｒｙ基因表达量增加后可反过来抑
制ＣＬＯＣＫ／ＢＭＡＬ１异源二聚体的活性［２］。

　　生物钟存在于生物体的多种生理及病理过程中，
大量研究证实生物钟的紊乱与心脏疾病、糖尿病和癌

症的进展具有显著相关性［３－５］。机体生物钟分为中枢

生物钟和外周生物钟，中枢生物钟主要由视交叉上核

（ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＣＮ）调控。ＳＣＮ能够接受
外界的光照信息，调节机体的生物钟与外界同步。虽

然机体外周组织不会对光照产生直接应答，但 ＳＣＮ接
收光信息后能同步外周组织的生物钟，使机体形成一

个同步的时钟［６］。外周组织的生物钟不单受到中枢

时钟的调控，在一定程度上也可以自我调控［７］。有研

究证实，地塞米松不会影响 ＳＣＮ中时钟基因的表达，
但能够改变肝、肾、心时钟基因的相位［８］。同时，对于

机体外周组织而言，其生物钟对于维持自身的正常功

能更加重要［５］。所以在研究外界影响因素对机体生

物钟的影响时，除了研究对中枢生物钟的影响，也很有

必要研究对外周组织生物钟的影响。

　　研究证实，除了光照，噪音、饮食等外界因素能够

影响机体生物钟［９－１０］，药物的使用也可能影响机体生

物钟。有研究报道５．７％地氟醚白天麻醉大鼠５ｈ后
能够显著降低大鼠的褪黑激素水平［１１］。已知体内褪

黑激素的分泌具有强健的时钟性，从而猜测地氟醚能

够影响哺乳动物的生物钟，但目前地氟醚对哺乳动物

中枢及外周生物钟分子层面影响的仍不清楚，且各浓

度地氟醚的麻醉效果也不明确。因此，本研究探讨吸

入麻醉药地氟醚的有效作用浓度，以及地氟醚有效作

用浓度下对小鼠中枢、外周肾脏和肝脏组织时钟基因

表达量的影响及其作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　　４０只 ８周雄性野生型 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠，购于南京模式动物中心。Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－母代小鼠
由苏州大学剑桥苏大基因组资源中心徐璎教授惠赠。
小鼠均饲养于北京生命科学研究所 ＳＰＦ级动物房，室
温２４．３℃，湿度４８．２％；开关灯时间分别为北京时间
０７：００和１９：００。光照工作照度２４９ｌｘ，动物照度１８ｌｘ，
噪音５０ｄＢ，压强梯度 ３０Ｐａ。野生型 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
饲养１周后开始实验；选择８只雄性、纯合、８～９周龄、
体质量２３～２５ｇ的Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠进行实验，动物
实验均按照北京生命科学研究所动物管理和使用委员

会机构（ＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌＡｎｉｍａｌＣａｒｅａｎｄＵｓｅＣｏｍｍｉｔｔｅｅ，
ＩＡＣＵＣ）的指导方针进行。
１．１．２　试剂与耗材　　ＴＲＩｚｏｌ、无 ＲＮＡ酶水购于

９２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）



Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；无水乙醇购于北京化工厂；异丙醇、氯
化钠购于北京益利精细化学品有限公司；三氯甲烷购

于国药集团化学试剂有限公司；ＲＮＡ反转录试剂盒
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于 ＴａＫａＲａ公司；Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒 ＫＡＰＡＳＹＢＲＦＡＳＴＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于ＫａｐａＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。
１．１．３　仪器与设备　　气体麻醉诱导箱、废气回收罐
购于沃瑞德生物科技有限公司；大容量离心机、低速冷

冻离心机购于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ
仪购于ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　基因鉴定　　将待鉴定基因型的小鼠鼠尾剪
至ＥＰ管中，加入 ５００μＬ裂解液和 ５μＬ蛋白酶 Ｋ
（２０ｍｇ／ｍＬ），置于５５℃过夜，每管样本加入５ｍｏｌ／Ｌ
的氯化钠溶液３００μＬ，颠倒混匀，置于 ４℃离心机离
心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）。取上清液置新 ＥＰ管中，每
管加入与上清液等体积的异丙醇，颠倒混匀，室温静置

１５ｍｉｎ，出现白色沉淀，置于离心机离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，
１５ｍｉｎ）。弃上清液，室温放置５ｍｉｎ，７５％乙醇洗涤沉
淀。晾干沉淀后加５０μＬ水，置于５５℃水浴１０ｍｉｎ，
得到待鉴定小鼠的 ＤＮＡ。将 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ反应，反
应体系为：１０μＬ２×Ｔａｑｍｉｘ溶液，１μＬ模板 ＤＮＡ，
０．８μＬ上游引物，０．８μＬ下游引物，７．４μＬ灭菌水，
总体系 ２０μＬ。所用引物序列为：Ｐｅｒ１ＫＯ上游 ５′
ＴＧＣＴＴＴＣＣＴＴＧＧＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡ３′，下游 ５′ＡＴＣＣＧＣ
ＣＣＡＡＡＧＧＧＡＡＣＴＧ３′；Ｐｅｒ１ＷＴ上游 ５′ＣＡＧＧＡＴＧＴ
ＧＧＧＴＧＴＣＴＴＣＴＡＴＧＧＣ３′，下游 ５′ＡＴＧＧＧＧＴＴＡＧＧＣ
ＧＧＡＡＴＧＧＣ３′；Ｐｅｒ２ＫＯ上游 ５′ＧＣＴＣＣＡＧＡＣＴＧＣＣＴ
ＴＧＧＧＡＡＡＡ３′，下游 ５′ＧＧＴＴＡＧＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣＴＣＧ
ＧＡＣＴ３′；Ｐｅｒ２ＷＴ上游５′ＴＣＴＡＣＡＧＡＣＣＡＧＣＣＣＡＧＡ
ＣＣＡＣＣＡ３′，下游 ５′ＧＣＴＣＣＧＡＡＧＴＣＣＣＴＣＡＧＡＴＧＡＡ
ＡＡＣ３′。ＰＣＲ反应条件：９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃４５ｓ，３４个循环，７２℃ ５ｍｉｎ，４℃保存。反
应产物１０μＬ加入１％琼脂糖凝胶孔中，连接电泳仪，
分析条带。

１．２．２　药物处理及分组　　利用完全随机法将
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分为 ５组（ｎ＝６），依次对应 ３％、４％、
６％、７％和９％地氟醚组，各浓度地氟醚与空气混合，以
６Ｌ／ｍｉｎ的速度通入麻醉诱导箱，检测地氟醚各浓度
下小鼠的翻正反射。分别将 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠和
Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠按照完全随机法分为２组（ｎ＝４），
共计４组。ＺＴ２（即小鼠饲养环境开灯后 ２ｈ）时开始
地氟醚麻醉，地氟醚组以６Ｌ／ｍｉｎ的流速通入７％地氟
醚与空气的混合气体，对照组以 ６Ｌ／ｍｉｎ的流速通入

空气。临床手术中吸入麻醉药地氟醚为持续性长时间

使用，本研究选择检测地氟醚麻醉后 ２ｈ小鼠下丘脑
组织及外周肾脏和肝脏组织时钟基因的表达量。

１．２．３　检测小鼠的翻正反射（ｌｏｓｓｏｆｒｉｇｈｔｉｎｇｒｅｆｌｅｘ，
ＬＯＲＲ）　　将各浓度地氟醚麻醉后的小鼠从麻醉诱
导箱取出，将小鼠以背部向下，四肢向上的姿势置于匀

速转动的圆形转盘，转速为３ｒ／ｍｉｎ，小鼠不能立即恢
复正常姿势，且四肢失去自主活动趋势，则判断为小鼠

的翻正反射消失，小鼠达到全身麻醉水平。

１．２．４　小鼠组织取材　　颈椎脱臼快速处死小鼠，剪
开小鼠胸腹腔，暴露肾脏和肝脏，用４．５号针头刺入小
鼠心尖部，剪开静脉窦，打开恒速泵注器，持续泵入常

温ＰＢＳ溶液，待肝脏颜色变浅后取下丘脑（包括视交
叉上核）、肾脏和肝脏组织于无ＲＮＡ酶的 ＥＰ管中，迅
速放入液氮冷冻。后保存于－８０℃冰箱。
１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测时钟基因表达量　　肾脏和肝
脏组织分别置于装有液氮的研钵中充分研磨，收集粉

末于ＴＲＩｚｏｌ中提取 ＲＮＡ，下丘脑组织（包括视交叉上
核）则置于装有 ＴＲＩｚｏｌ的匀浆器中充分研磨后提取
ＲＮＡ。提取的ＲＮＡ用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ反
转录为ｃＤＮＡ。用 ＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ仪检测目的
基因的表达量，运行程序为：９５℃３ｍｉｎ，９５℃３ｓ，６０℃
３０ｓ（４０个循环），引物序列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列与长度

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

ｍβａｃｔｉｎ
上游：ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ

下游：ＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ
１５３

ｍＣｒｙ１
上游：ＴＴＣＣＣＴＣＣＣＴＴＧＡＡＧＣＴＣＴＣ

下游：ＧＡＴＣＣＴＣＡＡＧＡＣＡＣＴＧＡＡＧＣ
２４１

ｍＰｅｒ１
上游：ＧＣＴＴＣＡＧＡＧＡＴＣＴＴＧＧＣＡＧＧ

下游：ＧＡＧＧＧＣＡＣＡＧＧＴＧＡＡＧＧＡＴＧ
１９９

ｍＰｅｒ２
上游：ＧＡＡＡＧＣＴＧＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＡＧＡＡ

下游：ＡＡＣＴＣＧＣＡＣＴＴＣＣＴＴＴＴＣＡＧＧ
１８６

ｍＤｂｐ
上游：ＴＧＡＣＣＣＴＣＧＧＡＧＡＣＡＣＣＧＣＴ

下游：ＣＡＣＣＡＣＣＴＣＣＴＧＣＣＧＣＡＡＣＡ
２３８

ｍＣｌｏｃｋ
上游：ＧＡＧＴＴＣＴＧＡＴＧＧＴＣＡＧＴＣＡＣ

下游：ＡＣＣＣＣＡＧＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＡＧＧ
３０４

ｍＢｍａｌ１
上游：ＣＴＣＧＡＣＡＣＧＣＡＡＴＡＧＡＴＧＧＧＡ

下游：ＣＴＴＣＣＴＴＧＧＴＣＣＡＣＧＧＧＴＴ
２６７

１．３　统计学分析
　　用Ｅｘｃｅｌ进行数据记录和分析，比较实验组与对
照组样本时钟基因的表达量采用 ｔ检验，检验水准：
α＝０．０５，用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ７和Ｏｒｉｇｉｎ作图。
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２　结果

２．１　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠达到翻正反射消失时地氟醚的有
效作用浓度

　　结果显示，３％地氟醚处理后，无小鼠达到翻正反
射消失；４％地氟醚处理后，１６．７％的小鼠达到翻正反
射消失；６％地氟醚处理后，５０％的小鼠达到翻正反射
消失；７％和９％地氟醚处理后，１００％的小鼠达到翻正
反射消失（图１）。即７％及以上浓度地氟醚可达到小
鼠的全身麻醉水平。
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图１　各浓度地氟醚使Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠达到翻正反射
消失的百分比

２．２　地氟醚改变Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠中枢时钟基因的表达
　　ＲＴｑＰＣＲ检测２组Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠下丘脑组织时
钟基因 Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ２、Ｄｂｐ、Ｂｍａｌ１、Ｃｌｏｃｋ、Ｃｒｙ１的表达量。
结果显示，与对照组比较，７％地氟醚处理组 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠下丘脑组织时钟基因 Ｐｅｒ２的表达量显著降低
（Ｐ＜０．０１，图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图２　ＲＴｑＰＣＲ检测７％地氟醚麻醉后Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
下丘脑组织时钟基因的表达量

２．３　地氟醚改变 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠外周组织时钟基因
的表达

　　ＲＴｑＰＣＲ检测 ２组 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肾脏、肝脏组
织时钟基因Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ２、Ｄｂｐ、Ｂｍａｌ１、Ｃｌｏｃｋ、Ｃｒｙ１的表达
量。结果显示，与对照组比较，７％地氟醚处理组
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肾脏组织时钟基因 Ｐｅｒ１的表达量显著
升高，而时钟基因 Ｂｍａｌ１、Ｄｂｐ的表达量显著降低（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ）。肝脏组织时钟基因 Ｐｅｒ１的表达量显著
升高（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

Ａ：肾脏组织时钟基因 ｍＲＮＡ相对表达量分析；Ｂ：肝脏组

织时钟基因ｍＲＮＡ相对表达量分析

图３　ＲＴｑＰＣＲ检测７％地氟醚麻醉后Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肾脏

组织和肝脏组织时钟基因的表达量

２．４　Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠的基因型鉴定
　　鉴定结果显示，条带在４４０ｂｐ处表示为Ｐｅｒ１－／－小
鼠，条带在３２０ｂｐ处表示为 Ｐｅｒ２－／－小鼠，在４４０ｂｐ和
３２０ｂｐ处均有条带表示为Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠，在４１６ｂｐ
处有条带表示为Ｐｅｒ１＋／＋小鼠，在３８８ｂｐ处有条带表示
为Ｐｅｒ２＋／＋小鼠，在４１６ｂｐ和３８８ｂｐ处均有条带表示为

Ｐｅｒ１＋／＋／Ｐｅｒ２＋／＋小鼠（图４）。

１３３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）
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１、２：Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－；３：Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ；４：Ｈ２Ｏ；Ｍ：标准

Ａ：ＰＣＲ检测Ｐｅｒ１敲除型；Ｂ：ＰＣＲ检测Ｐｅｒ１野生型；Ｃ：ＰＣＲ检测Ｐｅｒ２敲除型；Ｄ：ＰＣＲ检测Ｐｅｒ２野生型；Ｅ：条带标记物

图４　ＰＣＲ鉴定Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠的基因型

２．５　地氟醚改变Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠中枢时钟基因的
表达

　　ＲＴｑＰＣＲ检测２组 Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠下丘脑组
织时钟基因 Ｄｂｐ、Ｂｍａｌ１、Ｃｌｏｃｋ、Ｃｒｙ１的表达量。结果
显示，与对照组比较，７％地氟醚处理组Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－

小鼠下丘脑组织时钟基因 Ｂｍａｌ１、Ｃｌｏｃｋ、Ｄｂｐ的表达量
显著降低（Ｐ＜０．０５，图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图５　ＲＴｑＰＣＲ检测７％地氟醚麻醉后Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠

下丘脑组织时钟基因的表达量

２．６　地氟醚改变Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠外周组织时钟基
因的表达

　　ＲＴｑＰＣＲ检测 ２组 Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠肾脏、肝
脏组织时钟基因 Ｄｂｐ、Ｂｍａｌ１、Ｃｌｏｃｋ、Ｃｒｙ１的表达量。
结果显示，与对照组比较，７％地氟醚处理组 Ｐｅｒ１－／－／
Ｐｅｒ２－／－小鼠肾脏组织时钟基因Ｃｒｙ１、Ｃｌｏｃｋ的表达量显
著降低（Ｐ＜０．０５，图 ６Ａ）；肝脏组织时钟基因 Ｃｒｙ１、
Ｃｌｏｃｋ的表达量也显著降低（Ｐ＜０．０５，图６Ｂ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：肾脏组织时钟基因 ｍＲＮＡ相对表达量分析；Ｂ：肝脏组
织时钟基因ｍＲＮＡ相对表达量分析

图６　ＲＴｑＰＣＲ检测７％地氟醚麻醉后Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠
肾脏组织和肝脏组织时钟基因的表达量

３　讨论

　　翻正反射是指动物处于异常体位时所产生的自主
的恢复正常体位的反射，通常通过检测翻正反射是否

消失判断是否达到动物的全身麻醉水平。已有研究采

用了此种判定方法［１２］。本研究参照该方法检测了地

２３３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



氟醚各浓度下达到小鼠翻正反射消失的情况，结果显

示，在地氟醚浓度为 ７％时，能够达到 １００％小鼠翻正
反射的消失。查阅已发表的有关地氟醚与小鼠的基础

研究报道，大部分研究选择了７．４％、８％的地氟醚浓度
进行实验［１３－１４］。因此，本研究选择 ７％地氟醚作为研
究地氟醚对小鼠生物钟基因影响的背景浓度。

　　关于麻醉药物对生物钟影响的研究发现七氟醚、
咪达唑仑对小鼠视交叉上核时钟基因 Ｐｅｒ２的表达量
有显著的抑制作用［１５－１６］；丙泊酚、右美托咪定对大鼠

整个脑部组织时钟基因 Ｐｅｒ２ｍＲＮＡ水平的表达量也
有明显的抑制作用［１７］。表明麻醉药物能够对哺乳动

物中枢组织或脑部组织的生物钟产生显著影响，但目

前没有进一步研究麻醉药物对小鼠外周组织生物钟基

因的影响。因此，本课题着重讨论了麻醉药物地氟醚

对小鼠外周组织生物钟基因的影响。

　　本研究不仅发现地氟醚麻醉小鼠２ｈ后对下丘脑
组织的时钟基因 Ｐｅｒ２ｍＲＮＡ水平的表达量有显著的
抑制作用，而且发现地氟醚对外周肾脏和肝脏组织的

时钟基因 Ｐｅｒ１ｍＲＮＡ水平的表达量有显著的增加作
用。已知中枢生物钟改变后会同步改变机体外周组织

的生物钟，目前有报道机体的中枢和外周各内脏组织

的生物钟通过体内激素作用产生了同步化［６］。也有

研究报道，视交叉上核对外周不同内脏组织的调控是

通过不同的作用通路产生的［１８］，但具体的分子调控机

制尚不明确。由于下丘脑组织时钟基因 Ｐｅｒ２和外周
组织时钟基因Ｐｅｒ１的表达量发生了显著性改变，所以
猜测地氟醚可能通过作用于Ｐｅｒ基因影响整个机体的
生物钟。

　　为了证实地氟醚是否通过 Ｐｅｒ基因对小鼠生物钟
产生影响，本研究继续检测地氟醚麻醉Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－

小鼠后中枢与外周时钟基因表达量的改变，在中枢和

外周组织均敲除 Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ２后，检测地氟醚是否还能
对其他时钟基因的表达产生影响。相较于 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，小鼠 Ｐｅｒ１和 Ｐｅｒ２两个核心生物钟基因敲除后
肯定会影响机体的内在生物钟，为避免此种影响对研

究结果的干扰，将地氟醚处理后Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－敲基因
小鼠生物钟相关基因的表达与未经地氟醚处理的

Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－敲基因小鼠（对照组）进行比较。结果
显示，地氟醚麻醉 Ｐｅｒ１－／－／Ｐｅｒ２－／－小鼠后仍对下丘脑、
肝脏和肾脏的其他时钟基因的表达量有显著影响，说

明麻醉药物地氟醚并不是通过直接改变中枢或外周组

织Ｐｅｒ基因的表达量而改变了生物钟核心环路，相反，

Ｐｅｒ基因的变化是地氟醚影响机体生物钟而产生的结
果。地氟醚的具体作用靶点有待进一步研究。

　　地氟醚虽不是直接通过Ｐｅｒ基因产生作用，但Ｐｅｒ
基因参与机体生物钟的核心环路，Ｐｅｒ基因表达量的
显著性改变仍然会影响ＰＥＲ和ＣＲＹ形成的异源二聚
体，对ＣＬＯＣＫ／ＢＭＡＬ１异源二聚体活性的抑制程度也
受到影响，同时 ＣＬＯＣＫ／ＢＭＡＬ１异源二聚体对支环路
时钟基因Ｄｂｐ的激活作用发生改变，Ｄｂｐ的表达量则
受到影响，Ｄｂｐ的表达量发生改变后又可反过来影响
Ｂｍａｌ１的转录［１９］。从而可能导致机体整个生物钟核

心环路紊乱。本研究也观察到地氟醚对 Ｃ５７小鼠外
周肾脏组织时钟基因Ｂｍａｌ１、Ｄｂｐ表达量的抑制作用。
　　外周组织生物钟基因的紊乱对各组织器官病理过
程有影响。研究报道，肝脏时钟基因Ｐｅｒ１能够绑定在
位于Ｃｃｒ２启动子区域的 ＰＰＡＲγ上，增加 ＰＰＡＲγ对
Ｃｃｒ２的表达量有抑制作用［２０］，其中肝脏 Ｃｃｒ２能够参
与肝脏的炎症应答，即地氟醚可能通过影响肝脏的生

物钟而对肝脏的炎症应答产生影响。肾脏中时钟基因

Ｐｅｒ１能够调控醛固酮的水平，同时调控了编码参与肾
脏溶质重吸收关键蛋白的基因的转录，其中包括

αＥＮａＣ、ＮＣＣ和ＷＮＫ４激酶［２１］，即地氟醚可能通过影

响肾脏的生物钟而对肾脏的重吸收能力产生影响。

　　综上所述，本研究证实麻醉药物地氟醚对小鼠中
枢和外周肾脏、肝脏组织时钟基因的表达量均产生显

著影响，但并不是以 Ｐｅｒ基因作为作用靶点；同时，外
周肾脏和肝脏组织的时钟基因Ｐｅｒ１均显著增加，这可
能是研究地氟醚参与调节肝肾功能作用机制的重要突

破点。
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ａｓｍａｔｉｃｎｕｃｌｅｕｓｏｆｍｉｃｅ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，２０１１，４９０（３）：
２３１－２３６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｌｅｔ．２０１０．１２．０５９．

［１７］ＹＯＳＨＩＤＡＹ，ＮＡＫＡＺＡＴＯＫ，ＴＡＫＥＭＯＲＩＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｏｐｏｆｏｌａｎｄｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅｏｎｃｉｒｃａｄｉａｎ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｂｒａｉｎ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓＢｕｌｌ，２００９，７９
（６）：４４１－４４４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｒａｉｎｒｅｓｂｕｌｌ．２００９．０４．０１５．

［１８］ＧＵＯＨＮ，ＢＲＥＷＥＲ ＪＭ，ＣＨＡＭＰＨＥＫＡＲ Ａ，ｅｔａｌ．
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｓｂｙｓｕｐｒａ
ｃｈｉａｓｍａｔｉｃｄｅｐｅｎｄｅｎｔｎｅｕｒａｌｓｉｇｎａｌｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉ
ＵＳＡ，２００５，１０２（８）：３１１１－３１１６．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．
０４０９７３４１０２．

［１９］ＴＡＫＡＨＡＳＨＩＪＳ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｈｅｃｉｒｃａｄｉａｎ
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