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七氟醚联合氧化亚氮急诊吸入麻醉致脑功能下降与 ＣＲＥＢ相关信号通路
的关系研究
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［摘　要］　目的　探讨七氟醚联合氧化亚氮急诊吸入麻醉致脑功能下降与环腺苷酸应答元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）相关信号通
路的关系。方法　选取２０１４年１月至２０１７年４月我院急诊科收治的４４２例患者作为研究对象，按照麻醉方式的不同分为３组，吸
入麻醉组患者１１８例，局部麻醉组患者２０６例，对照组１１８例，比较其血液中环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）含量，采用简易智力状态检查量表
（ＭＭＳＥ）评分。同时，将６０只大鼠随机分为麻醉组（ｎ＝３０）和对照组（ｎ＝３０），采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验评价２组大鼠学习记忆功
能，测定ｃＡＭＰ、ＣＲＥＢ表达情况。结果　吸入麻醉组患者血液ｃＡＭＰ浓度、ＭＭＳＥ评分较吸入前显著下降（Ｐ＜０．０５）；定位航行试验
中，麻醉组大鼠找到平台时间较对照组长，穿越平台次数较对照组少，２组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
显示麻醉组患者ｃＡＭＰ、ｐＣＲＥＢ蛋白表达均低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　七氟醚联合氧化亚氮吸入麻醉致
脑功能下降或通过增加核内第二信使ＣＡＭＰ／Ｃａ２＋通路，介导ＣＲＥＢ表达降低所致。
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　　学习和记忆属于高等动物脑功能的一部分，研究
表明麻醉患者脑功能损害时有发生，主要表现在空间

记忆以及学习能力的下降［１］，但对不同人群不同麻醉

方式产生的效应的研究却较为有限，对分子机制的认

识也较为局限。既往研究表明环腺苷酸应答元件结合

蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）磷

酸化与神经元的数量、功能、再生、凋亡密切相关［２］，

而记忆学习又受海马区神经元直接相调控，所以

ＣＲＥＢ或直接影响着学习和记忆的功能［３５］。有文献

报道环磷酸腺苷（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ｃＡＭＰ）对细胞代谢的调节十分广泛，其反应蛋白
ＣＲＥＢ参与多条细胞代谢过程［６］，然而 ＣＲＥＢ是否参
与吸入麻醉所致的脑功能损害尚不明确。本研究通过

临床试验和动物实验比较七氟醚联合氧化亚氮吸入麻
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醉后对ＣＲＥＢ表达及空间学习记忆运动影响，探讨脑
功能致损的潜在机制，同时对不同麻醉方式、不同麻醉

人群以及麻醉时长做了初步研究，为七氟醚联合氧化

亚氮吸入麻醉致脑功能下降提供可能的防治策略。

１　资料与方法

１．１　临床资料
选择我院急诊科２０１４年１月至２０１７年４月收治

的４４２例患者，按照麻醉方式的不同分为３组。吸入麻
醉组１１８例，其中男６０例，女５８例，年龄１７～７８岁，平
均（４２．２±９．８）岁；体质量（６２．３±１５．２）ｋｇ，身高
（１６７．４±８．８）ｃｍ。局部麻醉组 ２０６例，其中男 １０１
例，女１０５例，年龄２２～７６岁，平均（４３．４±６．９）岁，体
质量（５７±９）ｋｇ，身高（１６２．５±４．８）ｃｍ。对照组１１８例，其
中男６４例，女５４例，年龄１９～７７岁，平均（４４．２±６．８）
岁，体质量（６７．３±１３．４）ｋｇ，身高（１６９．４±９．１）ｃｍ。所
有患者心肺功能良好，肝肾功能及电解质等各项检查

均提示耐受麻醉及手术，排除重要脏器功能障碍、精神

异常、感觉存在障碍、智力低下者。３组患者比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
１．２　实验动物

实验大鼠购于第三军医大学动物实验中心，使用

许可证号为ＳＹＸＫ（渝）２０１２０００２，动物实验通过实验
动物管理委员会批准并在第三军医大学动物实验中心

完成。大鼠饲养置于 ＳＰＦ级动物房，室温２５℃，湿度
６０％，食物灭菌。
１．３　实验试剂

兔抗鼠 ｃＡＭＰ、ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ单抗、βａｃｔｉｎ抗体
（内参）以及ＥＬＩＳＡＫｉｔ酶联免疫试剂盒购自美国Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，生物素化抗兔 ＩｇＧ抗体，购
自北京方盛公司，蛋白浓度测定试剂盒、组织蛋白抽提

试剂盒、ＢＣＡ显色试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ上海分公司，
ＰＶＤＦ膜购自德国ＭＣ公司，蛋白上样缓冲 ＳＤＳＰＡＧＥ
液凝胶配制试剂盒、化学发光试剂盒、苯甲基磺酰氟

（ＰＭＳＦ）均购自碧云天生物技术公司。
１．４　ＥＬＩＳＡ法检查血液标本中ｃＡＭＰ表达情况

静脉穿刺获取入组人员外周血５ｍＬ于抗凝管内，
４℃保存，按 Ｉｎｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ公司生物诊断试剂人 ｃＡＭＰ
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，４５０ｎｍ读取结果，Ｌｏｗｒｙ法
计算目的蛋白含量。

１．５　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
所有动物实验操作均遵守第三军医大学动物管理

委员会关于动物实验的相关规定。６０只５月龄大鼠
随机分为麻醉组（ｎ＝３０）和对照组（ｎ＝３０）。麻醉组

大鼠持续吸入１．３％Ｓｅｖ联合５０％Ｎ２Ｏ４ｈ，对照组吸
入５０％Ｏ２４ｈ，流量３Ｌ／ｍｉｎ。麻醉过程保留自主呼
吸。大鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫主要设备包括：①１个装有水
的圆形水池，其直径１００ｃｍ、高５０ｃｍ，水深２５ｃｍ，水
温（２６．０±１．０）℃；②隐藏在水面下１ｃｍ的透明平台
（平台所在象限定义为四象限）；③１套图像自动采集
和处理系统。水迷宫训练过程包括定位航行实验和空

间探索。开始３ｄ让大鼠适应周围环境，每天将大鼠
面向池壁随机从４个象限放入水中４次，通过摄像系
统自动记录并应用相应软件分析其游泳轨迹，大鼠寻

找平台的最大时限设定为２ｍｉｎ，登台５ｓ视为成功找
到隐蔽平台，摄像系统自动停止记录。平台停留

１ｍｉｎ，以提供时间让大鼠观察周围提示物，然后开始
下一次训练。保证所有大鼠的训练间隔时间一致。如

大鼠在１ｍｉｎ内未找到隐蔽平台，摄像系统自动停止
记录，逃避潜伏期（自入水至寻找到隐蔽平台的时间）

记为１ｍｉｎ。空间探索实验分别在第３天、１个月、３个
月进行去除平台，然后任选２个入水点将大鼠放入水
池中，记录其在１ｍｉｎ内的游泳轨迹。取２次的平均
值作为空间探索实验的结果。根据系统自动分析的结

果，在空间探索实验中平台象限游泳距离占总距离百

分比大于３０％，认为大鼠对提示物和平台空间位置关
系形成记忆。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃＡＭＰ、ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ蛋白的表达
大鼠断头取脑，并研磨之后，充分裂解，ＢＣＡ法测

定蛋白浓度及蛋白变性。选用ＢＣＡ试剂盒，计算待测
蛋白的浓度。计算浓度后充分变性，低温冰箱保存，根

据检测出的蛋白浓度，配平各蛋白，蛋白电泳，转膜孵

育一抗以及二抗。之后根据 ＢＣＡ说明书加入适量的
发光液，进行曝光并采集图像，采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件
进行灰度值分析，目的蛋白相对表达水平则通过目的

蛋白的灰度值除以内参蛋白（本实验内参采用 βａｃ
ｔｉｎ）的灰度值的比值表示。
１．７　统计学分析

实验数据采用ＳＰＳＳ１６．０，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ进行处
理，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，３组患者麻醉后
ｃＡＭＰ浓度比较以及 ＭＭＳＥ评分情况两两组间比较采
用ＬＳＤｔ检验，其余均采用ｔ检验。检验水准α＝０．０５，
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　吸入麻醉组麻醉前与麻醉后血液中 ｃＡＭＰ浓度
比较以及ＭＭＳＥ评分情况
吸入麻醉组患者麻醉前与麻醉后比较，麻醉后血
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液中ｃＡＭＰ浓度下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
麻醉后定向力、记忆力、语言能力 ＭＭＳＥ评分下降，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；计算能力评分变化差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表１。
表１　吸入麻醉组患者麻醉前后血液中 ｃＡＭＰ浓度及 ＭＭＳＥ

评分（ｎ＝１１８）

时间　
ｃＡＭＰ浓度
（μｇ／ｍＬ）

ＭＭＳＥ评分（分）

定向力 记忆力 语言能力 计算能力

麻醉前 ０．７１±０．１５８．２１±０．９５３．２１±１．１５７．０４±０．８５４．２１±１．３５

麻醉后 ０．５４±０．１８７．１５±０．９６２．１１±０．７５５．２１±０．９７４．１７±１．２２

ｔ　　 ７．８８１ ８．５２５ ８．７０３ １５．４１３ ０．２３８

Ｐ　　 ０．０４１ ０．０３７ ０．０３６ ０．０２０ ０．４２５

２．２　各组患者麻醉后 ｃＡＭＰ浓度比较以及 ＭＭＳＥ评
分情况

吸入麻醉组麻醉后血液中ｃＡＭＰ浓度较局麻组和
对照组比较均下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
且麻醉后定向力、记忆力、语言能力 ＭＭＳＥ评分下降，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），计算能力评分变化

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表２。
２．３　吸入麻醉患者中高龄组与低龄组 ｃＡＭＰ浓度变

化比较以及ＭＭＳＥ评分变化情况
高龄组患者（＞５０岁）７２例与低龄组（＜５０岁）

４６例比较，高龄组液中 ｃＡＭＰ浓度变化更大，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；麻醉后定向力、记忆力、语
言能力 ＭＭＳＥ评分变化更大，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），计算能力评分变化差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见表３。
２．４　吸入麻醉患者中长时间麻醉组与短时间麻醉组

ｃＡＭＰ浓度以及ＭＭＳＥ评分变化情况
麻醉长时间组（＞２ｈ）与短时间组（＜２ｈ）比较，

长时间组中ｃＡＭＰ浓度变化更大，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；麻醉后定向力、记忆力、语言能力ＭＭＳＥ
评分变化更大，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），计算
能力评分变化差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表４。

表２　各组患者ｃＡＭＰ浓度及ＭＭＳＥ评分

组别　　　 ｎ ｃＡＭＰ浓度（μｇ／ｍＬ）
ＭＭＳＥ评分（分）

定向力 记忆力 语言能力 计算能力

吸入麻醉组 １１８ ０．５４±０．１８＃ ７．１５±０．９６＃ ２．１１±０．７５＃ ５．２１±０．９７＃ ４．１７±１．２２

局部麻醉组 ２０６ ０．７４±０．１６＃ ８．８３±０．９３ ３．５２±１．０１ ７．８５±０．９２ ４．４３±０．９７

对照组　　 １１８ ０．７６±０．１５ ８．７９±０．７８ ３．８２±０．８１ ８．０３±１．２１ ４．３７±０．８６

：与局部麻醉组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
表３　吸入麻醉患者中高龄组与低龄组ｃＡＭＰ浓度及ＭＭＳＥ评分变化情况

组别　 ｎ ｃＡＭＰ浓度变化情况（μｇ／ｍＬ）
ＭＭＳＥ评分变化情况（分）

定向力 记忆力 语言能力 计算能力

高龄组 ７２ －０．３１±０．０９ －１．７１±０．６５ －１．２１±０．６７ －２．８４±０．９６ －０．２１±０．１５

低龄组 ４６ －０．１２±０．０７ －０．５５±０．３６ －０．６１±０．３５ －１．０７±０．８７ －０．１７±０．１２

ｔ　　 １３．６１８ １２．６５２ ６．５７５ １１．２１３ １．５２３

Ｐ　　 ０．０２３ ０．０２５ ０．０４８ ０．０２８ ０．１８４

表４　吸入麻醉患者中长时间组与短时间组ｃＡＭＰ浓度变化及ＭＭＳＥ评分变化

组别　　 ｎ ｃＡＭＰ浓度变化（μｇ／ｍＬ）
ＭＭＳＥ评分变化（分）

定向力 记忆力 语言能力 计算能力

长时间组 ６８ －０．２７±０．１１ －１．７１±０．６５ －１．５１±０．８７ －２．３１±０．６６ －０．１９±０．１１

短时间组 ５０ －０．１３±０．０８ －０．５５±０．３６ －１．０１±０．７５ －１．２１±０．６７ －０．１８±０．１３

ｔ　　　 ７．６３３ １１．５３６ ６．７０３ ８．８８９ ０．４５１

Ｐ　　　 ０．４１ ０．０２７ ０．０４７ ０．０３５ ０．３６５

２．５　水迷宫实验
在定位航行实验中，麻醉组大鼠找到平台的潜伏

期比对照组找到平台时间（平台潜伏期）长，麻醉组穿

越平台的次数比对照组大鼠少，麻醉组大鼠２ｍｉｎ内
在水迷宫中的运动距离比对照组大鼠少，２组比较差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且麻醉组各项指标变
化呈时间相关性（表５、６、７，图１）。

表５　２组大鼠３ｄ时平台潜伏期、越平台的次数、运动距离
（ｎ＝３０，珔ｘ±ｓ）

组别　 平台潜伏期（ｍｉｎ） 越平台的次数（次） 运动距离（ｃｍ）

麻醉组 ６８．０１±７．８９ ９．０３±１．８２ １３５１．６８±１４１．８１

对照组 ３２．２１±５．２５ １６．６１±３．５１ １７５１．０３±１８１．４９

ｔ　　 ２０．６９０ １０．５００ ９．４９７

Ｐ　　 ０．０１５ ０．０３０ ０．０３４
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表６　２组大鼠１个月时平台潜伏期、越平台的次数、运动距离
（ｎ＝３０，珔ｘ±ｓ）

组别　 平台潜伏期（ｍｉｎ） 越平台的次数（次） 运动距离（ｃｍ）

麻醉组 ７８．０１±９．１９ ８．０３±１．３７ １１５７．６８±１８１．５１

对照组 ２９．２１±４．５１ １８．９１±２．１１ １６５１．０３±２０１．８７

ｔ　　 ２６．１１０ １１．４７８ ９．９５４

Ｐ　　 ０．０１２ ０．０２６ ０．０３１

表７　２组大鼠３个月时平台潜伏期、越平台的次数、运动距离
（ｎ＝３０，珔ｘ±ｓ）

组别　 平台潜伏期（ｍｉｎ） 越平台的次数（次） 运动距离（ｃｍ）

麻醉组 ８７．５１±８．１５ ６．２１±１．５４ ９１１．５１±１５１．８２

对照组 ３０．２１±５．５８ １７．６５±２．９１ １７９８．０３±１９１．５３

ｔ　　 ３０．８４０ １１．９８７ １９．８６６

Ｐ　　 ０．０１０ ０．０２６ ０．０１６

图１　麻醉组各项指标变化情况

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃＡＭＰ、ｐＣＲＥＢ、ＣＲＥＢ蛋白相
对表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示麻醉组大鼠 ｃＡＭＰ、
ｐＣＲＥＢ蛋白相对表达水平均低于对照组，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），２组 ＣＲＥＢ表达无差异（图 ２、
图３）。

βａｃｔｉｎ为内参对照
图２　２组大鼠ｃＡＭＰ、ｐＣＲＥＢ、ＣＲＥＢ蛋白表达情况

：与麻醉组比较，Ｐ＜０．０５
图３　２组大鼠ｃＡＭＰ、ｐＣＲＥＢ、ＣＲＥＢ蛋白表达情况定量分析

３　讨论

术后认知功能障碍是麻醉后一种常见的并发症，

但其发生与麻醉方式、计量、时间的关系并不十分明

确，其发病机制也有待进一步研究。神经细胞凋亡、半

胱天冬酶的激活、神经变性、Ａβ的沉积、ｃＡＭＰＣＲＥＢ
ＡＫＴ通路的抑制都与阿尔兹海默症的发生相关，都参
与了脑功能的调节［７］，其中 ＣＲＥＢ是细胞核内的转录
因子蛋白的重要成员，参与了 ｃＡＭＰＣＲＥＢＡＫＴ偶联
信号通路的激活，通过对 ｓｅｒ１３３位点磷酸化的调控使
其发挥调控作用，增强了神经元钠／钾ＡＴＰ泵的活性，
达到增强神经元兴奋性，提高学习记忆能力［８］，此外

该通路还能促进神经元间突触联系形成，增加特异性

突触偶联加强中枢神经系统的传导、储存。有研究表

明抑制ＣＲＥＢ表达，对大鼠长期记忆起到显著抑制作
用，但短期记忆仍相对完整［９１０］，这是因为磷酸化

ＣＲＥＢ（ｐＣＲＥＢ）能在 ｍＲＮＡ调控下，转录并编码蛋
白，其中一部分对维持学习和长期记忆有明显作

用［１１］。本研究发现吸入麻醉组患者麻醉前后比较，麻

醉后血液中ｃＡＭＰ浓度下降、定向力、记忆力、语言能
力ＭＭＳＥ评分下降且差异显著，计算能力评分差异不
显著，这就证实七氟醚、氧化亚氮等吸入性麻醉药物确

实能降低体内 ｃＡＭＰ浓度，并直接影响定向力、记忆
力、语言能力，也就是说麻醉药物可能导致了体内

ｃＡＭＰ浓度改变，ｃＡＭＰＣＲＥＢＡＫＴ偶联信号通路可能
参与到了脑功能的调控。同时，吸入麻醉组血液中

ｃＡＭＰ浓度较另两组下降、麻醉后定向力、记忆力、语
言能力 ＭＭＳＥ评分下降且差异显著，由此可见七氟
醚、氧化亚氮等吸入性麻醉药物可能是下调 ｃＡＭＰ的
关键因素，其效果较其他麻醉方式更显著，且患者年龄

越大，麻醉时间越长，ｃＡＭＰ的下降及脑功能损害也越
严重。动物实验发现麻醉组大鼠找到平台的潜伏期比

对照组找到平台时间长，穿越平台的次数及运动距离

却比对照组少且麻醉组各项指标变化呈时间相关性，
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提示吸入麻醉所致的脑功能损害随时间推移损害加

重。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示麻醉组 ｃＡＭＰ、ｐＣＥＲＢ
蛋白相对表达水平均低于对照组，这可能与 ＣＡＭＰ／
ＣＲＥＢ信号通路减弱，导致 ｐＣＲＥＢ促进新生神经细胞
的增殖与发育成熟的过程相关［１２１３］。综上所述七氟

醚联合氧化亚氮急诊吸入麻醉致脑功能下降与受麻醉

者的年龄以及接受麻醉时间相关，而致脑功能下降的

原因可能是增加了核内第二信使 ＣＡＭＰ的水解，从而
导致其介导的ＣＲＥＢ蛋白发生磷酸化水平降低。故在
临床治疗过程中，对于不同的受麻醉群体，应当尽量选

择更合理的麻醉方式，尤其老年患者应尽量缩短其麻

醉时间［１４］。而麻醉后脑功能障碍是否能通过人为对

ｃＡＭＰＣＲＥＢＡＫＴ偶联信号通路的干预而发生逆转也
是值得研究的方向。
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