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　　［摘要］　目的　探讨外源性一氧化碳（ＣＯ）通过抑制星形胶质细胞过度自噬改善老龄大鼠围术期
应激后焦虑样行为的作用。方法　清洁级健康雄性ＳＤ大鼠３６只，分为３组（ｎ＝１２）：假手术组（Ｓ组）、
腹腔探查组（Ｐ组）、腹腔探查＋一氧化碳释放分子３（ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ３，ＣＯＲＭ３）组
（ＰＣ组）。ＰＣ组大鼠在手术结束后即刻、２４、４８ｈ经尾缘静脉注射外源性 ＣＯＲＭ３（４ｍｇ／ｋｇ）。术后第
７天采用行为学评估大鼠焦虑样行为；采用免疫荧光法评估杏仁核区神经元数量及星形胶质细胞、小胶
质细胞和神经元内自噬相关蛋白Ｂ细胞淋巴瘤２相互作用蛋白 １（Ｂｃｌ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｂｅｃｌｉｎ１）
和泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，Ｕｂ）的表达情况，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测微管相关蛋白 １轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）的表达；采用透射电镜法检测杏仁核区自噬小体的数量。结果　
旷场试验结果显示，与Ｓ组比较，Ｐ组和 ＰＣ组大鼠中央区停留时间百分比明显下降，焦虑样行为增加
（Ｐ＜０．０５）；高架十字迷宫试验表明，与Ｓ组比较，Ｐ组和ＰＣ组大鼠开放臂停留时间百分比及开放臂进
入次数百分比显著下降，焦虑样行为增加（Ｐ＜０．０５）；组织病理学结果显示，与Ｓ组比较，Ｐ组和ＰＣ组大
鼠杏仁核区ＮｅｕＮ阳性细胞数降低（Ｐ＜０．０５），星形胶质细胞内Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｕｂ表达上调（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，与Ｓ组比较，Ｐ组和 ＰＣ组大鼠 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ的比值上调（Ｐ＜０．０５）；透射电镜下观察，
Ｓ组大鼠星形胶质细胞内未见自噬小体，Ｐ组和ＰＣ组大鼠星形胶质细胞内可见自噬小体；与Ｐ组比较，
ＰＣ组大鼠上述各项指标均明显改善（Ｐ＜０．０５）。结论　外源性 ＣＯ能够改善老龄大鼠围术期应激后的
焦虑样行为，其机制可能与抑制杏仁核区星形胶质细胞过度自噬相关。
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　　随着人口老龄化的加剧，围术期神经认知功能障
碍（ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＰＮＤ）的发生
率显著升高，严重影响老龄患者的康复，给家庭和社会

带来了沉重负担。ＰＮＤ不仅可以表现为注意力和记
忆力受损为特征的认知能力改变，而且在精神情绪等

方面也可发生改变［１］。围术期手术及麻醉药物造成

的应激反应能够诱发老龄患者焦虑行为的增加［２］，但

机制尚未明确。一氧化碳（ＣＯ）作为血红蛋白在血红
素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）催化下的重要代
谢产物，多项研究表明ＣＯ参与了抗炎、抗缺血再灌注
损伤等多种病理生理过程［３－４］；已有研究表明，外源性

ＣＯ可通过抑制星形胶质细胞炎性表达，改善失血性休
克后大鼠的焦虑样行为［５］。外源性 ＣＯ通过改善线粒
体功能障碍，抑制线粒体诱发的过度自噬［６］，减轻脓

毒血症模型小鼠的肺脏损伤［７］。然而，目前外源性

ＣＯ能否通过抑制星形胶质细胞过度自噬改善老龄大
鼠围术期应激后焦虑样行为尚不明确。本研究拟通过

建立围术期应激模型，探讨水溶外源性一氧化碳释放

分子３（ｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅｒｅｌｅａｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ３，ＣＯＲＭ３）
对老龄大鼠术后焦虑样行为的作用及其机制，为临床

应用提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　本研究经沧州市中心医院动物伦理委员会批准。
清洁级健康雄性 ＳＤ大鼠，１８～２０月龄，体质量 ６００～
６５０ｇ，由辽宁长生生物技术股份有限公司提供（许可
证号：ＳＣＸＫ［辽］２０２００００１）。饲养条件：所有大鼠饲
养于沧州中心医院动物饲养室内。室内温度设定在

（２４±１）℃，湿度维持在４０％～６０％，１２ｈ／１２ｈ明暗周
期交替。采用随机数字表法分为３组（ｎ＝１２）：假手术
组（Ｓ组）、腹腔探查组（Ｐ组）、腹腔探查＋ＣＯＲＭ３组
（ＰＣ组）。Ｐ组和 ＰＣ组大鼠通过腹腔探查并揉肠
５０ｍｉｎ制备围术期应激模型，Ｓ组大鼠只开腹不进行
腹腔探查及揉肠；ＰＣ组大鼠在手术结束后即刻、２４、
４８ｈ使用微量泵经尾缘静脉以 ２５０μＬ／ｍｉｎ注射
ＣＯＲＭ３（４ｍｇ／ｋｇ），Ｓ组和 Ｐ组大鼠仅经尾缘静脉注
射等量生理盐水。其中，ＣＯＲＭ３［ｆａｃＲｕ（ＣＯ）３Ｃｌ
（κ２Ｈ２ＮＣＨ２ＣＯ２）］是人工合成的稳定型水溶性过度
金属羰基配位化合物，Ｒｕ（Ⅱ）配合物通过与血浆蛋白
的化学作用迅速释放 ＣＯ，并可维持有效剂量长达
２４ｈ［８］，本实验中的剂量根据本课题组前期研究及预
实验确定［６］。
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１．２　主要试剂及仪器
１．２．１　试剂　　ＣＯＲＭ３购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，改
进型柠檬酸钠试剂、免疫封闭液、神经胶质纤维酸性蛋

白（ＧＦＡＰ）抗体、Ｕｂ抗体、Ｃｙ３、ＦＩＴＣ、组织裂解液、
ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、Ｑｕｉｃｋｂｌｏｃｋ封闭液购自上海碧云天生物
技术有限公司，神经元标记抗核抗体（ＮｅｕＮ）、钙离子
接头蛋白１（Ｉｂａ１）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，微管相
关蛋白２（ＭＡＰ２）抗体购自博士德生物工程有限公
司，Ｂｅｃｌｉｎ１抗体、ＬＣ３α／β抗体购自万类生物科技有限
公司。

１．２．２　仪器　　荧光显微镜购自广州市明美光电技
术有限公司，体视显微镜购自北京天诺翔科学仪器有

限公司，旷场试验视频分析软件购自上海吉量软件科

技有限公司，高架十字迷宫视频分析软件购自上海欣

软信息科技有限公司。

１．３　ＣＯＲＭ３的制备
　　取４ｍｇ粉末状 ＣＯＲＭ３（分子量 ２９４．６１），１ｍＬ
生理盐水溶解，配置浓度为４ｍｇ／ｍＬ浓度，过滤，无菌
条件下分装为４００μＬ，－２０℃保存，注射时提前融解。
１．４　围术期应激模型的制备
　　Ｐ组和ＰＣ组大鼠８％七氟烷行麻醉诱导后，面罩
下自主呼吸吸入 ４％～５％七氟烷麻醉维持，保留自主
呼吸，将大鼠仰卧位固定于铺有温毯的操作台上，设定

温毯加热温度为３７．０℃，建立肛温、血氧饱和度、呼吸
及心电图监测。消毒铺巾，利多卡因浸润麻醉，在大鼠

上腹部经腹正中线作长约１０ｃｍ的切口，用止血钳钝
性分离肌肉暴露腹膜，剪开腹膜进入腹腔，用生理盐水

浸润的棉签按肝、脾、左肾、右肾、小肠及结肠的顺序进

行探查，持续１０ｍｉｎ；之后用拇指和食指由十二指肠端
向盲肠端对肠壁进行轻柔摩擦，摩擦后放回腹腔，持续

揉肠４０ｍｉｎ；揉肠结束后关闭腹腔，手术结束后使用
０．１％的盐酸罗哌卡因２ｍＬ进行局部浸润麻醉作为术
后镇痛。Ｓ组大鼠仅开腹，不进行腹腔探查及揉肠操
作，其余操作同上述两组。

１．５　行为学试验
１．５．１　旷场试验　　所有大鼠于手术后第７天行旷
场试验。采用方形旷场，在旷场的底部（６０ｃｍ×６０ｃｍ×
４５ｃｍ）画出１６个等大的方格，中央四格作为中央格，
其余作为外周格。将大鼠放入旷场的中央格处后，使

用动物行为学视频分析软件记录５ｍｉｎ内大鼠位于中
央格内的停留时间。每只大鼠实验结束后，使用７５％
的乙醇将旷场的底部擦拭干净，以消除气味残留。通

过大鼠中央格停留时间百分比＝中央格停留时间／总

时间×１００％，评估大鼠的焦虑程度。
１．５．２　高架十字迷宫试验　　所有大鼠于旷场试验
结束后第２天行高架十字迷宫试验。高架十字迷宫正
中间是一个正方形（１０ｃｍ×１０ｃｍ）的中央区，由四周
２个开放臂（５０ｃｍ×１０ｃｍ）和 ２个闭合臂（５０ｃｍ×
１０ｃｍ）交叉构成，高架距地面 ４５ｃｍ。测试时将大鼠
面朝开放臂置于中央区，使用 ＳｕｐｅｒＭａｚｅ动物行为学
视频分析软件记录５ｍｉｎ内大鼠进入开放臂和闭合臂
的次数及相应的停留时间。每只大鼠实验结束后，使

用７５％的乙醇擦拭干净，以消除气味残留。用大鼠开
放臂停留时间百分比＝开放臂停留时间／总时间×
１００％，以及开放臂进入次数百分比＝进入开放臂次
数／总的探索次数×１００％，评估大鼠焦虑程度。
１．６　免疫荧光染色
　　于高架十字迷宫试验结束后，每组各取６只大鼠，
８％七氟烷麻醉诱导，４％～５％七氟烷进行麻醉维持，将
注射针插入左心室至主动脉，开放生理盐水灌注，心耳

流出清亮液体后，改为 １０％甲醛固定液，直至动物呈
僵硬状，取脑组织，在１０％甲醛内固定４８ｈ后制作石
蜡切片。选取距离－２．８ｍｍ到－２．９ｍｍ含有杏仁核
部位的组织切片，切片脱蜡水化后用改进型柠檬酸钠

试剂煮沸２０ｍｉｎ行抗原修复并冷却至室温，磷酸缓冲
盐溶液（ＰＢＳ）洗涤 ３次后使用 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液
孵育２０ｍｉｎ，免疫封闭液封闭１ｈ。分别加入小鼠抗大
鼠ＧＦＡＰ单克隆ＩｇＧ（稀释比 １∶１００），山羊抗鼠 Ｉｂａ１
单克隆 ＩｇＧ（稀释比１∶２００），小鼠抗大鼠 ＭＡＰ２单克
隆ＩｇＧ（稀释比１∶１００），小鼠抗大鼠 ＮｅｕＮ单克隆 ＩｇＧ
（稀释比 １∶２００）；分别加入兔抗大鼠 Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆
ＩｇＧ（稀释比１∶１００），兔抗大鼠Ｕｂ多克隆ＩｇＧ（稀释比
１∶１００），４℃下孵育过夜。于第２天滴加二抗，Ｃｙ３标
记山羊抗小鼠ＩｇＧ（稀释比１∶５００）、Ｃｙ３标记驴抗山羊
ＩｇＧ（稀释比１∶５００）和ＦＩＴＣ标记山羊抗兔ＩｇＧ（稀释比
１∶５００），室温下孵育 １ｈ，ＤＡＰＩ标记细胞核。由不知
分组情况的病理技术人员在荧光显微镜下观察杏仁核

区 ＧＦＡＰ／Ｂｅｃｌｉｎ１／ＤＡＰＩ、 ＧＦＡＰ／Ｕｂ／ＤＡＰＩ， Ｉｂａ１／
Ｂｅｃｌｉｎ１／ＤＡＰＩ、Ｉｂａ／Ｕｂ／ＤＡＰＩ、ＭＡＰ２／Ｂｅｃｌｉｎ１／ＤＡＰＩ、
ＭＡＰ２／Ｕｂ／ＤＡＰＩ及 ＮｅｕＮ阳性细胞的表达。每组随
机选取６个高倍视野（３５０μｍ×２２０μｍ）采用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析目的蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｕｂ与 ＧＦＡＰ、Ｉｂａ１、ＭＡＰ２
的共表达系数；通过 ＮｅｕＮ在每个高倍视野中的阳性
细胞数，表示神经元密度。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　高架十字迷宫试验结束后每组各取３只大鼠，在
七氟烷吸入麻醉下盐水经左心室主动脉灌注，待右心
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耳流出清亮液体后断头处死大鼠，在体视显微镜下分

离杏仁核，取１００ｍｇ在４℃裂解液中充分剪碎并充分
匀浆。４℃条件下，１２０００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，离心半径
８ｃｍ，取上清液即为总蛋白。ＢＣＡ法测定蛋白浓度
后，加入ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，１００℃煮沸 ５ｍｉｎ进行蛋白变
性。每孔上样４０μｇ，经电泳后将蛋白转到 ＰＶＤＦ膜，
Ｑｕｉｃｋｂｌｏｃｋ封闭液封闭１０ｍｉｎ，加入兔抗大鼠ＬＣ３α／β
多克隆ＩｇＧ（稀释比１∶５００），４℃孵育过夜。第２天经
Ｗｅｓｔｅｒｎ洗涤缓冲液（ＴＢＳＴ）膜３次后分别加入二抗，
采用电化学发光法发光显影，ＧＡＰＤＨ作为内参蛋白，
使用ＩｍａｇｅＪ软件分析目的条带灰度值。
１．８　电镜标本制备
　　高架十字迷宫实验结束后每组取３只大鼠，方法
同上述组织病理学取样，在体视显微镜下取杏仁核组

织样置入戊二醛溶液中固定４８ｈ，包埋、切片之后，使
用透射电子显微镜（型号：ＪＥＭ１４００，日本）下观察线
粒体、自噬小体等超微结构。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计学分析，符合正态
分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ，组间比较采用单因素方差分
析，采用 Ｔｕｒｋｅｙ进行组间两两比较，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８进行统计作图，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　动物行为学
　　与Ｓ组比较，Ｐ组和ＰＣ组大鼠开放臂停留时间百
分比、开放臂进入次数百分比、中央格停留时间百分比

显著下降（Ｐ＜０．０５）；与Ｐ组比较，ＰＣ组上述指标显著
增加（Ｐ＜０．０５，表１，图１～２）。

表１　３组大鼠高架十字迷宫和旷场试验结果的
比较（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ，％）

组别 开放臂时间百分比 开放臂次数百分比 中央格时间百分比

Ｓ组 ２５．４５±５．９２ ６５．７０±７．４４ ７．９２±３．０６
Ｐ组 １３．３４±２．４５ａ ４８．６９±２．９６ａ １．９８±１．２３ａ

ＰＣ组 １８．７３±３．３１ａｂ ５９．８０±２．０５ａｂ ４．６８±１．７４ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓ组比较 ；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｐ组比较
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图１　３组大鼠高架十字迷宫活动轨迹
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图２　３组大鼠旷场试验活动轨迹

２．２　神经元ＮｅｕＮ免疫荧光染色
　　与Ｓ组比较，Ｐ组和ＰＣ组大鼠杏仁核区ＮｅｕＮ阳
性细胞数量（神经元）显著减少（Ｐ＜０．０５）；与 Ｐ组比
较，ＰＣ组大鼠杏仁核区ＮｅｕＮ阳性细胞数量显著增加
（Ｐ＜０．０５，图３）。
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Ａ：杏仁核区示意图；Ｂ：ＮｅｕＮ免疫荧光染色结果；Ｃ：神经元数量统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｓ组比较，；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与Ｐ组比较

图３　免疫荧光染色观察３组大鼠杏仁核区ＮｅｕＮ变化
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２．３　免疫荧光染色
　　与Ｓ组比较，Ｐ组和ＰＣ组大鼠杏仁核区星形胶质
细胞内 Ｂｅｃｌｉｎ１和 Ｕｂ表达上调（Ｐ＜０．０５）；与 Ｐ组比

较，ＰＣ组大鼠上述指标表达下调（Ｐ＜０．０５，图４～５）。
３组大鼠杏仁核区小胶质细胞和神经元内 Ｂｅｃｌｉｎ１和
Ｕｂ表达差异无统计学意义（表２，图６～９）。
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图４　免疫荧光染色观察３组大鼠杏仁核区ＧＦＡＰ／Ｂｅｃｌｉｎ１／ＤＡＰＩ变化
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Ａ：免疫荧光染色观察ＧＦＡＰ／Ｕｂ／ＤＡＰＩ；Ｂ：统计分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｐ组比较

图５　免疫荧光染色观察３组大鼠杏仁核区ＧＦＡＰ／Ｕｂ／ＤＡＰＩ变化

表２　３组大鼠杏仁核区Ｉｂａ１／Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｉｂａ１／Ｕｂ、ＭＡＰ２／Ｂｅｃｌｉｎ１及ＭＡＰ２／Ｕｂ相关系数的比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｉｂａ１／Ｂｅｃｌｉｎ１相关系数 Ｉｂａ１／Ｕｂ相关系数 ＭＡＰ２／Ｂｅｃｌｉｎ１相关系数 ＭＡＰ２／Ｕｂ相关系数

Ｓ组 ０．２２±０．０１ ０．２４±０．０３ ０．２３±０．０２ ０．３０±０．０３

Ｐ组 ０．２４±０．０２ ０．２７±０．０１ ０．２６±０．０２ ０．３２±０．０２

ＰＣ组 ０．２３±０．０２ ０．２６±０．０２ ０．２３±０．０３ ０．３１±０．０２

Ｆ １．６５ ２．６８ ２．７０ ０．９６

Ｐ ０．２２５ ０．１０１ ０．１００ ０．４０４

８９０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图６　免疫荧光染色观察３组大鼠杏仁核区Ｉｂａ１／Ｂｅｃｌｉｎ１／ＤＡＰＩ变化
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图７　免疫荧光染色观察３组大鼠杏仁核区Ｉｂａ１／Ｕｂ／ＤＡＰＩ变化

９９０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）



!"#!$ %&'()*+ ,"#- !&./&

01 !2 01 !2 01 !2 01 !2

01 !2 01 !2 01 !2 01 !2

01 !2 01 !2 01 !2 01 !2

3

组
#

组
#
4

组

图８　免疫荧光染色观察３组大鼠杏仁核区ＭＡＰ２／Ｂｅｃｌｉｎ１／ＤＡＰＩ变化
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图９　免疫荧光染色观察３组大鼠杏仁核区ＭＡＰ２／Ｕｂ／ＤＡＰＩ变化

００１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　与Ｓ组比较，Ｐ组和ＰＣ组大鼠杏仁核内ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ
的比值上调（Ｐ＜０．０５）；与Ｐ组比较，ＰＣ组大鼠杏仁核
内ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ的比值下调（Ｐ＜０．０５，图１０）。
２．５　电镜观察
　　透射电镜下观察，Ｓ组大鼠杏仁核区细胞器形态
正常，可见丰富的正常线粒体等细胞器，未见自噬小

体；Ｐ组大鼠杏仁核区线粒体肿胀、线粒体嵴断裂，可
见自噬小体；ＰＣ组大鼠上述指标较 Ｐ组明显得到改
善（图１１）。

３　讨论

　　本实验参照文献［９］报道的方法并加以改进，采
用在七氟烷麻醉下腹腔探查和揉肠的方法模拟老龄患

者围术期应激的病理生理过程。高架十字迷宫试验和

旷场试验是国际公认的用于评价焦虑状态动物模型情

绪反应的经典方法［１０］。其中，高架十字迷宫中开放臂

停留时间百分比和开放臂进入次数百分比可用来评价

大鼠的焦虑程度；旷场试验中中央格停留时间百分比

也可以用来评价大鼠的焦虑程度。本实验结果显示，

老龄大鼠术后高架十字迷宫开放臂停留时间百分比、

开放臂进入次数百分比以及旷场试验中央格停留时间

百分比显著下降，以上结果显示，围术期应激可导致老

龄大鼠术后焦虑样行为。

　　杏仁核作为中枢神经边缘系统的重要组成部分，
在调节情绪变化和应激恐惧中发挥着重要作用，焦虑

行为与杏仁核功能密切相关。杏仁核神经元功能受损

参与了焦虑行为的发生与发展，文献［１１］的研究也证
实了小鼠焦虑样行为与神经元损伤有关。本实验结果

显示，老龄大鼠围术期应激后杏仁核区神经元数量显

著下降，以上结果显示杏仁核区神经元损伤可能与术

后焦虑样行为增加相关。

　　自噬广泛存在于真核细胞中，是一种双向调节的
溶酶体降解途径，在应激时激活细胞自噬可提供能量

或在损伤后清除受损的细胞器或蛋白质维持细胞存

活［１２］；而过度诱发的细胞自噬可造成细胞死亡。已有

研究表明，认知功能障碍、情绪变化等神经功能障碍与

自噬通量的增加相关［１３］。本实验结果显示，围术期应
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图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组大鼠杏仁核区蛋白
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图１１　透射电镜下观察３组大鼠杏仁核区神经细胞形态学变化

１０１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）



激后自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１及 Ｕｂ在星形胶质细胞内
表达上调，而小胶质细胞及神经元内自噬相关蛋白表

达并无差异；同时，杏仁核区ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ的比值上调，并
通过透射电镜观察到杏仁核区自噬小体形成。以上结

果显示，围术期应激后造成了杏仁核区星形胶质细胞

过度自噬。星形胶质细胞作为广泛存在于中枢神经系

统中的细胞，在调节谷氨酸神经递质的转运中发挥了

重要作用［１４］；星形胶质细胞过度自噬，可干扰杏仁核

区谷氨酸等神经递质的转运，谷氨酸的大量积聚造成

持续神经元兴奋性可导致神经元死亡［１５］，从而导致焦

虑行为显著增加。结合行为学结果，围术期应激造成

大鼠焦虑样行为的增加，可能与杏仁核区星形胶质细

胞自噬过度激活可能与术后焦虑行为增加相关。

　　ＣＯＲＭ３作为一种水溶性ＣＯ化合物，可在体内持
续２４ｈ以上释放 ＣＯ，从而发挥抗炎、抗凋亡的作
用［３］。外源性ＣＯ能够通过改善线粒体膜电位水平，
减少细胞内氧化应激造成的活性氧增加，线粒体内

ＤＮＡ释放［１６］；活性氧及线粒体 ＤＮＡ释放可诱发细胞
内自噬信号通路的过度活化，造成细胞功能障碍和死

亡［１７］。既往研究表明，ＣＯＲＭ３对创伤后应激大鼠的
认知功能障碍及情绪变化具有改善作用［１８］，能够减少

失血性休克复苏大鼠的焦虑样行为［５］。本实验结果

显示，ＣＯＲＭ３尾缘静脉注射后的围术期应激老龄大
鼠，高架十字迷宫开放臂停留时间百分比、开放臂进入

次数百分比以及旷场试验中央格停留时间百分比显著

升高；杏仁核区神经元数量增加，星形胶质细胞内自噬

相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｕｂ表达下调，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ的比值下
调，透射电镜下线粒体形态显著改善。以上结果显示，

ＣＯＲＭ３可能通过抑制杏仁核区星形胶质细胞过度自
噬，增加神经元数量，从而改善术后焦虑行为。

　　本研究参考文献［１９］报道的方法使用了 Ｉｂａ１作
为小胶质细胞的标记蛋白，但已有研究证明ＴＭＥＭ１１９
及ＣＸ３ＣＲ１等标记蛋白能够进一步排除巨噬细胞在中
枢神经系统中的干扰［２０］，我们也将进一步探讨使用其

他小胶质细胞标记蛋白进行该模型的研究。另外，抑

制星形胶质细胞过度自噬如何减轻神经元损伤的机制

还需进一步探索。

　　综上，外源性 ＣＯ能够改善老龄大鼠围术期应激
后的焦虑样行为，其机制可能与抑制杏仁核区星形胶

质细胞过度自噬相关。
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［８］ＳＡＮＴＯＳＳＩＬＶＡＴ，ＭＵＫＨＯＰＡＤＨＹＡＹＡ，ＳＥＩＸＡＳＪＤ，
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ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａＲｕ（ＩＩ）ｄｉｃａｒｂｏｎｙｌｌｙｓｏｚｙｍｅｃｏｍｐｌｅｘ［Ｊ］．ＪＡｍ
ＣｈｅｍＳｏｃ，２０１１，１３３（５）：１１９２－１１９５．ＤＯＩ：１０．１０２１／
ｊａ１０８８２０ｓ．

［９］ＣＡＯＹＹ，ＬＩＵ Ｔ Ｔ， ＬＩＺ Ｑ， ｅｔａｌ． Ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌａｐａｒｏｔｏｍｙｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎａｇｅｄｒａｔｓ［Ｊ］．Ａｇｉｎｇ，２０２０，１２（２４）：２５６４３－
２５６５７．ＤＯＩ：１０．１８６３２／ａｇｉｎｇ．１０４１７２．

［１０］ＨＯＵＪＱ，ＷＡＮＧＣ，ＭＡＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ａｎｄａｎｘｉｏｌｙｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣｈａｉｈｕｊｉａｌｏｎｇｇｕｍｕｌｉＧｒａｎｕｌｅｏｎｒａｔｓ
ｗｉｔｈａｎｘｉｅｔｙａｆｔｅｒａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｉｓｐａｒｔｌｙ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４／ＮＦκＢ／ＧＳＤＭＤ
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２１，１３３：１１１０１５．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０２０．１１１０１５．

２０１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ＩＬ１７ａｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］．ＮａｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２０，２１
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［１２］董训虎，陈明亮，叶枫，等．氮芥通过激活腺苷酸活化
蛋白激酶／自噬通路抑制角质形成细胞增殖活力［Ｊ］．第
三军医大学学报，２０１９，４１（１４）：１２９５－１３００．ＤＯＩ：１０．
１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１９０１０６１．
ＤＯＮＧＸＨ，ＣＨＥＮＭＬ，ＹＥＦ，ｅｔａｌ．Ｎｉｔｒｏｇｅｎｍｕｓｔａｒｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｓｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＡＭＰＫ／
ａｕｔｏｐｈａｇｙｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１９，４１
（１４）： １２９５－１３００． ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．
２０１９０１０６１．

［１３］ＣＨＯＳ，ＪＵＮＧＹＪ，ＳＵＨＥＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｆｒｏｍ
ｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｒｏｐｏｆｏｌｗａｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｎｈａｎｃｅｄａｕｔｏｐｈａｇｉｃｆｌｕｘｉｎｎｏｒｍａｌｈｅａｌｔｈｙ
ａｄｕｌｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ，２０１８，１７００：９９－１０８．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｂｒａｉｎｒｅｓ．２０１８．０７．００７．

［１４］ＳＣＯＧＧＩＮＪＬ，ＴＡＮＣ，ＮＧＵＹＥＮＮＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｎｚｙｍｅ
ｂａｓｅｄｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒｐｒｏｂｅｗｉｔｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏ
ｄｅｔｅｃｔａｓｔｒｏｃｙｔｉｃｖｅｒｓｕｓｇｌｉｏｍａｕｐｔａｋｅｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅｉｎｒｅａｌ
ｔｉｍｅｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＢｉｏｓｅｎｓＢｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎ，２０１９，１２６：７５１－
７５７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｓ．２０１８．１１．０２３．

［１５］ＫＵＯＹＭ，ＨＳＵＰＣ，ＨＵＮＧＣＣ，ｅｔａｌ．Ｓｏｌｕｂｌｅｅｐｏｘｉｄｅ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｅｘｃｉｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｖｏｌｖｉｎｇ１４，
１５ｅｐｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｒｉｅｎｏｉｃａｃｉｄｍｅｄｉａｔｅｄａｓｔｒｏｃｙｔｉｃｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙｔｏｐｒｅｓｅｒｖｅｇｌｕｔａｍａｔｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］． Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１９，５６（１２）：８４５１－８４７４．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１２０３５０１９０１６６９８．

［１６］ＦＵＬ，ＺＨＡＮＧＤＸ，ＺＨＡＮＧＬＭ，ｅｔａｌ．Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓｃａｒｂｏｎ

ｍｏｎｏｘｉｄｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡｉｎｄｕｃｅｄ

ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｍｏｄｅｌｏｆｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋａｎｄ

ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０２０，４５（４）：１１７６－

１１８６．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｉｊｍｍ．２０２０．４４９３．

［１７］ＭＡＴＴＳＯＮＭＰ，ＬＯＮＧＯＶＤ，ＨＡＲＶＩＥＭ．Ｉｍｐａｃｔｏｆ

ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔｆａｓｔｉｎｇｏｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］．

ＡｇｅｉｎｇＲｅｓＲｅｖ，２０１７，３９：４６－５８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｒｒ．

２０１６．１０．００５．

［１８］ＬＩＹ，ＺＨＡＮＧ ＬＭ，ＺＨＡＮＧ Ｄ Ｘ，ｅｔａｌ．ＣＯＲＭ３

ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅａｍｙｇｄａｌａａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓ

ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｎｘｉｅｔｙｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｉｎａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙａｎｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋ［Ｊ］．

ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＩｎｔ，２０２０，１４０：１０４８４２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｎｅｕｉｎｔ．２０２０．１０４８４２．

［１９］ＩＴＯＤ， ＴＡＮＡＫＡ Ｋ， ＳＵＺＵＫＩＳ， ｅｔａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｂａ１， ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ

ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｉｅｎｔｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｉｎｒａｔ

ｂｒａｉｎ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２００１，３２（５）：１２０８－１２１５．ＤＯＩ：１０．

１１６１／０１．ｓｔｒ．３２．５．１２０８．

［２０］ＳＮＩＪＤＥＲＳＧＪＬＪ，ＶＡＮＺＵＩＤＥＮＷ，ＳＮＥＥＢＯＥＲＭＡＭ，

ｅｔａｌ．Ａｌｏｓｓｏｆｍａｔｕｒｅｍｉｃｒｏｇｌｉａｌｍａｒｋｅｒｓｗｉｔｈｏｕｔｉｍｍｕｎｅ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ［Ｊ］．Ｇｌｉａ，２０２１，６９（５）：１２５１－
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（收稿：２０２１１１０８；修回：２０２２０１１３）

（编辑　王　红）

３０１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）




