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不同剂量依达拉奉对防治七氟醚诱导术后认知功能障碍的研究

黄钰媛，韦雪梅，郑育秀，刘丽丽　（海南医学院第二附属医院麻醉科，海南 海口 ５７０３１１）

［摘　要］　目的　探究不同剂量依达拉奉对七氟醚诱导全麻术后认知功能障碍（ＰＯＣＤ）的防治作用。方法　老龄雄性Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠４８只，随机均分为对照组（Ｃｏｎ组）、七氟醚组（Ｓｅｖ组）、七氟醚＋依达拉奉低剂量组（Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组，６ｍｇ·ｋｇ－１）、七氟醚＋依达
拉奉高剂量组（Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组，１２ｍｇ·ｋｇ－１）。采用多次麻醉／手术构建老龄小鼠ＰＯＣＤ模型，期间给予不同剂量依达拉奉注射液。通
过Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测小鼠学习与记忆能力，采用相应试剂盒检测氧化／抗氧化因子、炎性细胞因子，采用免疫荧光检测海马中Ｉｂａ１
表达，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织中ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路的蛋白表达。结果　与Ｃｏｎ组相比，Ｓｅｖ组小鼠逃避潜伏期显著较长，
且穿越平台次数、在第Ⅰ象限停留的时间显著较少／短（Ｐ＜０．０５）。与 Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫指标无明显变化
（Ｐ＞０．０５）。与Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组小鼠海马中超氧歧化酶（ＳＯＤ）活力及丙二醛（ＭＤＡ）、Ｉｂａ１、ＴＬＲ４、ｐＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３、ＩＬ６、
ＩＬ１β、ＴＮＦα水平均无显著变化（Ｐ＞０．０５）。而Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组小鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫指标被显著正向调节（Ｐ＜０．０５）。与Ｓｅｖ组相比，
Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组小鼠海马中 ＳＯＤ活力显著增加（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ、Ｉｂａ１、ＴＬＲ４、ｐＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα水平均显著降低
（Ｐ＜０．０５）。结论６ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉对氧自由基的清除能力较弱，因此无法发挥防治ＰＯＣＤ的作用，但当剂量达到１２ｍｇ·ｋｇ－１时，依
达拉奉能够有效清除氧自由基，抑制炎症信号通路，提高小鼠学习与记忆能力。
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ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｔｆｏｒｍｓｃｒｏｓｓｉｎｇａｎｄｔｈｅｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｑｕａｄｒａｎｔｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓ／ｓｈｏｒｔｅｒｉｎｔｈｅＳｅｖｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳｅｖｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｉｎｔｈｅＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｉｎｄｅｘｏｆｔｈｅＳｅｖ＋ＥｄａＬｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅＳｅｖｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｍａｌｏｎｉｃｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），Ｉｂａ１，ＴＬＲ４，ｐＮＦκＢ，ＮＬＲＰ３，ＩＬ６，ＩＬ１β，
ＴＮＦαｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｔｈｅＳｅｖ＋ＥｄａＬｇｒｏｕｐｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳｅｖ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｉｎｄｅｘｏｆｔｈｅＳｅｖ＋ＥｄａＨｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳｅｖｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｔｈｅＳｅｖ＋ＥｄａＨｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡ，Ｉｂａ１，ＴＬＲ４，
ｐＮＦκＢ，ＮＬＲＰ３，ＩＬ６，ＩＬ１βａｎｄＴＮＦαｉｎｔｈｅＳｅｖ＋ＥｄａＨｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｅｄａｒａｖｏｎｅｏｆ
６ｍｇ·ｋｇ－１ｈａｓａｗｅａｋａｂｉｌｉｔｙｔｏｓｃａｖｅｎｇｅｏｘｙｇｅｎｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ，ｓｏｉｔｃａｎｎｏｔｐｌａｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆＰＯＣＤｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｗｈｅｎｔｈｅ
ｄｏｓｅｏｆｅｄａｒａｖｏｎｅｒｅａｃｈｅｓ１２ｍｇ·ｋｇ－１，ｉｔｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｓｃａｖｅｎｇｅｏｘｙｇｅｎｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅ
ｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｉｃｅ．
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　　随着医疗技术的进步，越来越多老龄患者倾向于
手术治疗各种疾病。但部分老龄患者因存在慢性病与

器官功能衰退，全麻手术常导致各种并发症。其中，术

后认知功能障碍（ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＰＯＣＤ）是老龄患者全麻手术后常见的并发症，显著延
长了患者住院时间，影响了患者生活质量，增加了患者

治疗费用与病死率［１］。因此，如何防治 ＰＯＣＤ具有重
大意义。已有研究证实，氧化应激与神经炎症在

ＰＯＣＤ病程进展中起重要作用［２］。在老龄大鼠海马

中，全麻后腹部手术造成氧化因子水平升高，Ｔｏｌｌ样受
体４／核因子κＢ（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，
ＴＬＲ４／ＮＦκＢ）信号通路活化，炎性细胞因子释放增加，
进而出现短暂的ＰＯＣＤ［３］。因此，如何降低全麻术后氧
化应激反应与神经炎症反应是ＰＯＣＤ治疗的关键。

依达拉奉（Ｅｄａｒａｖｏｎｅ）是一种强大的自由基清除
剂。临床上，依达拉奉主要用于治疗缺血性中风。有

研究报道，依达拉奉为３ｍｇ·ｋｇ－１剂量时可以改善缺
血性脑卒中大鼠的神经功能损伤［４］；另一项研究显

示，３ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉可改善脂多糖诱导的神经炎
症［５］，这提示依达拉奉可能对 ＰＯＣＤ的治疗有益。然
而，临床上即使依达拉奉剂量达到０．５ｍｇ·ｋｇ－１（对应
小鼠应用剂量约为６ｍｇ·ｋｇ－１），对 ＰＯＣＤ的治疗效果
仍不理想［６７］。如刘鹏飞等［８］在腹腔热灌注化疗研究

中，６０例未使用依达拉奉的患者仅有 １６例出现了
ＰＯＣＤ症状，而对应的６０例使用０．５ｍｇ·ｋｇ－１依达拉
奉治疗的患者仍有 １０例出现了 ＰＯＣＤ症状。因此，
０．５ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉对 ＰＯＣＤ的防治难以获得满意

结果，提高依达拉奉剂量用于ＰＯＣＤ的防治是必要的。
本研究拟采用先前报道的多次麻醉／手术的方式构建
ＰＯＣＤ模型［９１０］，探究高浓度依达拉奉对ＰＯＣＤ的防治
作用，以期为依达拉奉的临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
４８只雄性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，ＳＰＦ级，１４月龄 ＩＣＲ小

鼠，体质量３０～４０ｇ，由海南医学院动物实验中心提
供，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（琼）２０２００００７，动物使
用许可证号：ＳＹＸＫ（琼）２０２２００１３。饲养环境为１２ｈ／
１２ｈ昼夜循环，湿度（５０±１０）％，温度２０～２４℃，每
笼４只。本实验中所有操作均按照美国国立卫生研究
院颁布的《实验动物的护理和使用指南》规定执行。

１．２　实验方案
参考文献中 ＰＯＣＤ模型构建方案［９１０］，采取多次

麻醉，辅以开腹手术模拟临床上多次全麻手术过程构

建。具体操作流程：将小鼠随机分为对照组（Ｃｏｎ组）、
七氟醚组（Ｓｅｖ组）、七氟醚 ＋依达拉奉低剂量组
（Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组，６ｍｇ·ｋｇ－１）、七氟醚 ＋依达拉奉高剂
量组（Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组，１２ｍｇ·ｋｇ－１）。ＰＯＣＤ模型构建
前，所有小鼠禁食６ｈ。Ｃｏｎ组小鼠吸入空气—氧气混
合气体。除Ｃｏｎ组外，将其余各组小鼠置于麻醉箱中，
通入３％七氟醚（厦门慧嘉生物公司，ＰＰＳＪ０９９０６４）和
３０％空气—氧气的混合气体，设置氧气流量为
３Ｌ·ｍｉｎ－１。待小鼠完全麻醉后，从麻醉箱中取出小
鼠，腹部消毒后剪开约２ｃｍ的小口，游离出部分小肠

２７５ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（７）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



再放回，缝合小鼠腹部，再将小鼠放入麻醉箱中。整个

通气过程维持３ｈ以模拟较长时间的手术操作。所有
小鼠麻醉过程中使用气体检测仪监测麻醉箱中七氟醚

浓度及 ＣＯ２浓度，避免小鼠因麻醉过量或窒息死亡。
每间隔１周，对七氟醚各组小鼠使用七氟醚吸入麻醉，
麻醉条件与第１次相同，但不进行开腹手术以避免后
续水迷宫实验中出现伤口感染，麻醉操作共３次。每
次麻醉结束后，依达拉奉组小鼠持续尾静脉注射不同

剂量依达拉奉稀释液（南京先声东元制药有限公司，

Ｈ２００３１３４２），Ｃｏｎ组与Ｓｅｖ组注射生理盐水。
１．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验

待小鼠第３次麻醉结束，次日清醒后开展水迷宫
实验。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（赛昂斯，江苏，型号：ＳＡ２０１）是
用来测试突触记忆的实验方法。水迷宫是一个直径为

１１０ｃｍ的圆形水池，整个水迷宫分为４个象限，逃生
平台位于第Ⅰ象限中央，水迷宫中注入深约４０ｃｍ的
温水以覆盖逃生平台。水迷宫顶端设置１个相机，连
接电脑，用于记录小鼠游泳轨迹。所有小鼠开展４ｄ
的训练以帮助识别并定位逃生平台，具体内容是将小

鼠自各个象限丢入水中，记录小鼠登上逃生平台的时

间，记为逃避潜伏期。训练结束后，撤去逃生平台，检

测小鼠突触记忆。具体内容是将小鼠自第Ⅲ象限丢入
水中，记录小鼠游泳速度、在第Ⅰ象限中停留的时间以
及到达逃生平台的时间。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测炎性细胞因子水平
选 购 ＴＮＦα（７０ＥＫ２８２／３９６）、ＩＬ１β（７０

ＥＫ２０１Ｂ／３９６）与ＩＬ６（７０ＥＫ２０６／３９６）的ＥＬＩＳＡ试剂
盒（杭州联科生物公司）。待行为学测试结束，小鼠以

ＣＯ２安乐死，取新鲜脑组织，镊取出海马区样本，加入
ＰＢＳ并匀浆。超声处理１０ｍｉｎ，将匀浆液在４°Ｃ下以
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液。将样品分别加入
试剂盒检测孔板中，３７℃孵育２ｈ。ＰＢＳＴ清洗，加入
检测抗体，３７℃孵育 １ｈ。ＰＢＳＴ清洗，加入链霉素
ＨＲＰ工作液，３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳＴ清洗，加入ＴＭＢ
底物显色５ｍｉｎ左右，加入终止液。在４５０ｎｍ波长处
使用酶标仪检测ＯＤ值，绘制标准曲线，计算各个样本
中ＩＬ６、ＩＬ１β与ＴＮＦα的含量。
１．５　氧化因子水平检测

选择南京建成生物公司的超氧歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性检测试剂盒（Ａ００１３２）。将待测
样本与试剂盒中酶工作液、酶稀释液和底物应用液混

合，３７℃孵育２０ｍｉｎ。４５０ｎｍ处读取酶标仪数值，根
据对照孔数值获得 ＳＯＤ活力，将 ＳＯＤ活力与样本中

蛋白含量相比得到结果。

选择南京建成生物公司的丙二醛（ｍａｌｏｎｉｃｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量检测试剂盒（Ａ００３１２）。将待测样
本、稀释后的标准品与试剂盒中不同试剂混合，９５℃
水浴４０ｍｉｎ。以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清，在
５３２ｎｍ处、１ｃｍ光径条件下测试各管吸光度值。根据
标准品吸光度值／浓度曲线计算样本中 ＭＤＡ含量，将
ＭＤＡ含量与样本中蛋白含量相比得到结果。
１．６　免疫荧光检测Ｉｂａ１表达

小鼠心脏灌流后，取脑组织，置于４％多聚甲醛中
固定。将脑组织放入梯度蔗糖溶液中脱水，加入冷冻

包埋液，冷冻后切成约３０μｍ厚的冠状切片。取切片
放入含０．０１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳＴ中洗涤，室温下用
３％羊血清白蛋白封闭３０ｍｉｎ。ＰＢＳＴ洗净切片上的血
清，将切片放入兔源单克隆 ａｎｔｉｒａｔＩｂａ１（１∶１００，美国
ａｂｃａｍ公司，ａｂ１７８８４７）中，４℃孵育过夜。次日取出
切片，ＰＢＳＴ洗净一抗稀释液后，浸入 Ｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔ
Ａｌｅｘａ５９４ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体（１∶５００，美国 Ａｂｃａｍ公司，
ａｂ１５００８０）中，室温下孵育２ｈ。再以 ＤＡＰＩ染液染色
１５ｍｉｎ，滴加抗荧光猝灭剂，在荧光显微镜下拍摄海马
区Ｉｂａ１表达。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路蛋白表达

取小鼠海马组织，称重后加入含有１％ ＰＭＳＦ的
ＲＩＰＡ裂解液（上海碧云天生物公司，Ｐ００１３），４℃匀浆
形成细胞悬液，静置裂解３０ｍｉｎ。将总裂解物在４℃
下以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ。取离心后上清液通过
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｐ００１２Ｓ，上海碧云天生物）测定
蛋白浓度。在上清液中加入上样缓冲液（上海碧云天

生物公司，Ｐ０２８０），通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离等量的样品
（２０μｇ蛋 白）。设 置 电 泳 时 间 ３０Ｖ／３０ｍｉｎ，
９０Ｖ／９０ｍｉｎ，以上样缓冲液到达底端为终点。湿法转
膜将凝胶上蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，
８８５８５）上，设置转膜时间２ｍＡ／６０ｍｉｎ，全程冰浴。使
用不同一抗孵育过夜：兔多克隆抗 ＮＦκＢ和抗
ｐＮＦκＢ抗体（１∶１０００，北京博奥森生物公司，ｂｓ
３４０４５Ｒ，ｂｓ３５４３Ｒ），兔多克隆抗 ＴＬＲ４抗体（１∶１０００，
北京博奥森生物公司，ｂｓ２０３７９Ｒ），兔多克隆抗ＮＬＲＰ３
抗体（１∶１０００，北京博奥森生物公司，ｂｓ２３７２２Ｒ）和兔
多克隆抗 βａｃｔｉｎ抗体（１∶３０００，北京博奥森生物公
司，ｂｓ００６１Ｒ）。使用对应羊抗鼠／兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗
稀释液（１∶５０００，武汉三鹰生物公司，ＳＡ００００１１、
ＳＡ００００１２）孵育。取出 ＰＶＤＦ膜，ＰＢＳＴ洗涤３次，膜
上滴加ＥＣＬ发光液（南京天能生物公司，１８０５０１，１８０
５００１），显影仪（南京天能生物，型号：１６００／１６００Ｒ）下
显影并使用ＩｍａｇｅＪ软件分析。
１．８　统计学分析

所有实验结果采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析，
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数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组间数据比较采
用单因素方差分析，组间数据多重比较采用 Ｔｕｋｅｙ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　依达拉奉对七氟醚诱导小鼠认知功能的影响
训练期间，各组小鼠逃避潜伏期都出现一定程度

缩短。与Ｃｏｎ组相比，Ｓｅｖ组小鼠第２～４天逃避潜伏
期显著较长（Ｐ＜０．０５），Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组小鼠第３～４天
逃避潜伏期显著较长（Ｐ＜０．０５）。与 Ｓｅｖ组相比，
Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组小鼠第 ３～４天逃避潜伏期显著较短
（Ｐ＜０．０５）。与Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组小
鼠第４天逃避潜伏期显著较短（Ｐ＜０．０５），见表１。

测试期间，各组小鼠在游泳速率没有差异的情况

下，与Ｃｏｎ组相比，Ｓｅｖ组、Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组小鼠首次到达
平台时间显著较长（Ｐ＜０．０５），穿越平台次数、第Ⅰ象限
停留时间显著较少／短（Ｐ＜０．０５）。与 Ｓｅｖ组相比，
Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组小鼠首次到达平台时间显著较短
（Ｐ＜０．０５），穿越平台次数、第Ⅰ象限停留时间显著较多／
长（Ｐ＜０．０５）。与 Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组
小鼠首次到达平台时间显著较短（Ｐ＜０．０５），第Ⅰ象
限停留时间显著较长（Ｐ＜０．０５），见表２。
表１　各组小鼠水迷宫训练期间逃避潜伏期（ｘ±ｓ，ｎ＝１２，ｓ）
组别 第１天 第２天 第３天 第４天
Ｃｏｎ组 ８０．６７±９．２９ ４４．１６±１９．２１ ２４．０３±１１．５７ １７．０８±５．５３
Ｓｅｖ组 ８２．０２±１０．０５ ７０．００±１５．７３ ６４．５５±１５．９３ ５７．８６±１３．９４

Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组 ８０．２０±９．６２ ６２．６６±１８．６８ ５０．３９±１７．１３ ４４．９５±１３．１０

Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组 ７９．０６±１０．８０ ５３．２４±１９．９８ ３５．１５±１３．３７＃ ２０．３１±１０．０７＃△

：与Ｃｏｎ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 Ｓｅｖ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与
Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｐ＜０．０５

表２　各组小鼠水迷宫测试期间突触记忆功能指标（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别
游泳速率／

（ｍｍ·ｓ－１）
首次到达平台

时间／ｓ
穿越平台

次数／次
第Ⅰ象限停留
时间／ｓ

Ｃｏｎ组 ２０７．０８±３８．３１ ２２．４８±７．２３ ６．２５±２．８３ ５５．９５±６．８３
Ｓｅｖ组 ２０３．０３±４１．２６ ６６．３０±２０．５７ １．３３±１．０７ ３０．５０±１１．２８

Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组 ２０８．０６±４０．２１ ４９．０２±１８．３９ ３．３３±１．６７ ３４．００±１０．３２

Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组 ２０６．５７±３７．０５ ２７．９１±１０．９１＃△ ５．００±２．７０＃ ４９．０４±８．００＃△

：与Ｃｏｎ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 Ｓｅｖ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与
Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｐ＜０．０５
２．２　依达拉奉对七氟醚诱导小鼠海马中氧化应激水

平的影响

　　与Ｃｏｎ组相比，Ｓｅｖ组和 Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组小鼠海马
中ＳＯＤ活力显著降低（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平显著升高
（Ｐ＜０．０５）。与 Ｓｅｖ组和 Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｓｅｖ＋
ＥｄａＨ组小鼠海马中 ＳＯＤ活力显著增加（Ｐ＜０．０５），
ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），见表３。
表３　各组小鼠海马中ＳＯＤ活力与ＭＤＡ水平（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＳＯＤ／（Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）
Ｃｏｎ组 １０４．６７±１５．６２ １．６０±０．３３
Ｓｅｖ组 ６０．５６±１０．４６ ３．３１±０．６０

Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组 ６９．９５±８．７６ ２．７０±０．５２

Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组 ８９．８０±１１．８１＃△ １．９５±０．３４＃△

：与Ｃｏｎ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 Ｓｅｖ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与
Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｐ＜０．０５

２．３　依达拉奉对七氟醚诱导小鼠海马中 Ｉｂａ１表达的
影响

　　与Ｃｏｎ组相比，Ｓｅｖ组、Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组小鼠海马中
Ｉｂａ１表达显著增加（Ｐ＜０．０５）；与 Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋
ＥｄａＨ组小鼠海马中 Ｉｂａ１表达显著降低（Ｐ＜０．０５），
见图１、２。

图１　各组小鼠海马中Ｉｂａ１染色结果（×２００）
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：与Ｃｏｎ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与Ｓｅｖ组相比，Ｐ＜０．０５
图２　各组小鼠海马中Ｉｂａ１表达水平

２．４　依达拉奉对七氟醚诱导小鼠海马中 ＴＬＲ４／
ＮＦκＢ信号通路的影响

　　与Ｃｏｎ组相比，Ｓｅｖ组小鼠海马中ＴＬＲ４、ｐＮＦκＢ、
ＮＬＲＰ３表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组
ＴＬＲ４、ｐＮＦκＢ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｓｅｖ
组和 Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ相比，Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组小鼠海马中
ＴＬＲ４、ｐＮＦκＢ、ＮＬＲＰ３表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５），
见图３。

：与Ｃｏｎ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与Ｓｅｖ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｐ＜０．０５
图３　各组小鼠海马中ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路蛋白表达与量化统计

２．５　依达拉奉对七氟醚诱导小鼠海马中炎性细胞因
子水平的影响

　　与Ｃｏｎ组相比，Ｓｅｖ组、Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组小鼠海马中
ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量显著升高（Ｐ＜０．０５）。与 Ｓｅｖ
组和 Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组小鼠海马中
ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα含量显著降低（Ｐ＜０．０５），见表４。
表４　各组小鼠海马中炎性细胞因子水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝８，

ｐｇ·ｍｇ－１）

组别 ＩＬ６ ＩＬ１β ＴＮＦα
Ｃｏｎ组 ５２．６５±６．２４ ６２．０２±６．５９ ３６３．３９±３５．４３
Ｓｅｖ组 ９３．８５±７．５４ ９７．８５±８．２１ ５０１．３３±３３．１９

Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组 ７７．６８±８．２２ ８４．２７±１３．６５ ４２５．５０±４５．５３

Ｓｅｖ＋ＥｄａＨ组 ５５．３１±９．２３＃△ ７９．０６±１０．７９＃△ ３８３．０６±３８．５９＃△

：与Ｃｏｎ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 Ｓｅｖ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与
Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

本研究采用多次麻醉／手术的方法构建了老龄小
鼠ＰＯＣＤ模型，并通过 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验判断模型构
建是否成功。临床前研究中，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验是探
究啮齿类动物突触学习与记忆能力的常用方法［１１］。

其中，训练期间逃避潜伏期的变化可以反映小鼠的学

习能力，测试期间的穿越平台次数与逃生平台象限停

留时间可以反映小鼠的空间记忆能力。本研究结果显

示，Ｓｅｖ组小鼠逃避潜伏期较长，且穿越平台次数与平台
象限停留时间较少／短，提示Ｓｅｖ组小鼠学习与记忆功
能损伤，即老龄小鼠ＰＯＣＤ模型构建成功。临床上治疗

缺血性脑卒中常用的依达拉奉剂量为３０～６０ｍｇ·ｄ－１，
即为０．５～１．０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１［１２］，由于小鼠与人体表面
积换算约为 １２．３，故小鼠尾静脉给药剂量为 ６～
１２ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。然而本研究中，Ｍｏｒｒｉｓ行为学结果
显示，６ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉对小鼠学习与记忆能力改善
并不明显，当依达拉奉剂量达到１２ｍｇ·ｋｇ－１时，小鼠
学习与记忆能力得到显著改善。因此，临床治疗中依

达拉奉剂量上调后才能发挥其对ＰＯＣＤ的防治作用。
正常生理条件下，细胞呼吸会生成高反应活性的

氧自由基，大量的活性氧自由基会作用于脂质发生过

氧化反应，产生具有生物毒性的 ＭＤＡ，造成细胞膜、线
粒体、溶酶体等细胞器结构被破坏［１３］。七氟醚全麻手

术可诱发氧自由基释放增加，诱导氧化应激。此外，七

氟醚刺激会干扰正常生理调节机制，抑制抗氧化酶活

性，破坏抗氧化系统。本研究结果显示，Ｓｅｖ组小鼠脑
中氧化指标ＭＤＡ水平升高，而抗氧化指标 ＳＯＤ活性
降低，提示氧化应激的发生。依达拉奉作为一种高效

的自由基清除剂，可经血液穿过血脑屏障，清除脑内氧

自由基，抑制脂质过氧化［１４］。本研究结果显示，虽然

与Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋ＥｄａＬ组 ＭＤＡ水平与 ＳＯＤ活力
没有明显变化，提示临床等效剂量６ｍｇ·ｋｇ－１依达拉
奉对七氟醚诱导的氧化应激反应没有明显影响。只有

当依达拉奉剂量达到１２ｍｇ·ｋｇ－１时，ＭＤＡ水平与 ＳＯＤ
活力恢复至基值，提示临床中应用６０ｍｇ·ｄ－１剂量的
依达拉奉治疗成人术后 ＰＯＣＤ能够明显改善认知
功能。
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有研究报道，ＰＯＣＤ中氧化应激反应往往伴随着
过度激活的炎症反应［１５］。氧自由基是炎症反应的效

应因子，小胶质细胞过度活化是氧化应激反应的结果，

其特征是 Ｉｂａ１急剧增加［１６］。因此，针对氧化应激反

应的治疗能够减轻炎症反应。ＴＬＲ４是位于小胶质细
胞表面的模式识别受体，在氧化应激中活化并激活下

游多种信号通路，导致 ＮＦκＢ转移至细胞核内，从而
促进其他炎性细胞因子释放，作用于中枢神经系统，导

致认知功能障碍［１７］。本研究中，６ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉
对Ｉｂａ１表达没有显著影响，对 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路
和海马中ＩＬ６、ＩＬ１β及ＴＮＦα含量也没有显著影响；
然而，１２ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉治疗后，ＰＯＣＤ小鼠海马中
Ｉｂａ１表达明显减少，ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路明显受到
抑制，且ＩＬ６、ＩＬ１β与ＴＮＦα含量明显降低。该结果
提示，依达拉奉对 ＰＯＣＤ小鼠海马中炎症反应的抑制
作用存在剂量依赖性。

综上所述，因为６ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉的抗氧化作
用并不显著，无法改善多次麻醉／手术造成的小鼠脑中
炎性细胞因子释放，对小鼠学习与记忆能力改善并不

显著。所以，临床上０．５ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉防治全麻
手术患者 ＰＯＣＤ存在一定的局限性。同时本研究显
示，对全麻手术患者 ＰＯＣＤ的防治作用可以通过上调
依达拉奉剂量实现，在 １２ｍｇ·ｋｇ－１依达拉奉的治疗
中，ＰＯＣＤ小鼠氧化应激反应受到明显抑制，炎症反应
明显减轻，小鼠学习记忆能力明显改善。然而，由于依

达拉奉给药多为静脉注射，因此针对依达拉奉剂量梯

度上调的安全性探索仍待继续。
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