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七氟醚对老龄血管性认知功能障碍大鼠认知

功能的影响及其机制研究

肖高鹏　李俞锦

　　 【摘要】　目的　探讨七氟醚对老龄血管性认知功能障碍大鼠认知功能的影响及作用机制。方
法　将６０只６月龄雌性Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为３组，每组各２０只。Ａ组大鼠为假手术组，Ｂ组大鼠实施右
侧颈动脉结扎术；Ｃ组大鼠实施右侧颈动脉结扎术后吸入２％七氟醚。采用穿梭箱和水迷宫试验评价
大鼠的认知功能，原位末端脱氧核苷酸转移酶标记法检测海马神经元凋亡指数，流式细胞仪检测神经

元细胞的凋亡指数和钙离子荧光指数，ＥＬＩＳＡ检测海马组织和外周血炎性因子［血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）、ＩＬ１β、ＴＮＦα］水平以及海马神经元细胞匀浆中线粒体呼吸链复合体Ⅰ ～Ⅳ的活性。结果
穿梭箱试验中Ｂ、Ｃ组大鼠的电击次数多于Ａ组、主动逃避次数少于Ａ组、学习和记忆潜伏期较Ａ组
延长（Ｐ均＜００１），而Ｃ组大鼠电击次数较Ｂ组减少、主动逃避次数较 Ｂ组增多、学习和记忆潜伏
期短于Ｃ组（Ｐ均＜００１）。Ｂ、Ｃ组大鼠海马组织及外周血血清ＶＥＧＦ水平低于Ａ组、ＩＬ１β和ＴＮＦα
水平高于Ａ组（Ｐ均＜００５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组 ＶＥＧＦ水平较高、ＩＬ１β和 ＴＮＦα水平较低（Ｐ均 ＜
００５）。大鼠血清ＶＥＧＦ水平与电击次数、学习潜伏期、记忆潜伏期均呈负相关（Ｐ均 ＜００５），与主
动逃避次数呈正相关。ＩＬ１β水平和ＴＮＦα水平与电击次数、学习潜伏期、记忆潜伏期均呈正相关（Ｐ
均＜００５），与主动逃避次数均呈负相关（Ｐ均＜００５）。Ａ、Ｃ组大鼠的海马神经元细胞凋亡指数和钙
离子荧光指数均低于 Ｂ组（Ｐ均 ＜００１）、海马中线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ活性高于 Ｂ组（Ｐ均 ＜
００５），Ａ、Ｃ上述指标组间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论　七氟醚干预可减轻老龄大鼠
血管性认知功能障碍，其机制可能与增加ＶＥＧＦ表达、减轻炎症损伤有关。
　　 【关键词】　血管性认知功能障碍；七氟醚；炎性因子；血管内皮生长因子
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　　血管性认知功能障碍是血管或血管相关因素引
起的认知功能障碍，与血管性炎症性损伤密切相

关，常发生于麻醉和（或）手术后［１２］。高龄患者耐

受麻醉和手术的能力低，而且随着肝、肾功能的减

退，药物在其体内消除的半衰期也延长。七氟醚对

心率影响不明显、气道刺激小，为临床常用麻醉药

物。有学者认为，七氟醚能激活线粒体中的相关信

号通路，减少炎性因子的生成，从而缓解术后脑损

伤［３］。然而，４％七氟醚吸入诱导约２ｍｉｎ患者意
识即可消失，麻醉过深时有诱发全身痉挛的可能。

目前有关七氟醚用于血管性认知功能障碍的效果尚

有争议，因此本研究着重探讨七氟醚对老年血管性

认知功能障碍大鼠认知功能的影响及其作用机制，

现报告如下。

材料与方法

一、实验动物

６０只６月龄雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量 ２５０～
３００ｇ，购自中科院上海实验动物中心，饲养于
ＳＰＦ级动物房，本研究对实验动物的处置均符合中
华人民共和国科学技术部颁发的《关于善待实验动

物的指导性意见》。

二、主要试剂和仪器

七氟醚购自江苏恩华制药有限公司，血管内皮

生长因子（ＶＥＧＦ）、ＩＬ１β和 ＴＮＦα检测试剂盒购
自南京碧云天公司，戊巴比妥钠和伊文思蓝购自北

京雷根生物公司，原位末端脱氧核苷酸转移酶标记

（ＴＵＮＥＬ）试剂盒购自北京雷根生物公司；贝克曼
库尔特ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪。

三、方　法
１实验动物分组
６０只大鼠按随机数字表法分为 Ａ、Ｂ、Ｃ组，

每组各２０只。Ａ组大鼠为假手术组；Ｂ组大鼠为
血管性认知功能障碍模型，实施右侧颈动脉结扎

术，结扎时间为１ｈ；Ｃ组大鼠实施右侧颈动脉结
扎术后吸入２％七氟醚（每日２ｈ，共计５ｄ）［４］。
２大鼠认知功能检测
穿梭箱试验：成功造模３ｄ后实施，穿梭箱规

格为６０ｃｍ×１６ｃｍ×２５ｃｍ。将大鼠置于穿梭箱中
２０ｓ后，开启蜂鸣器，５ｓ后给予３０Ｖ５０Ｈｚ电击，
总电击时间为１ｍｉｎ，统计电击和主动逃避的次数。
每只实验大鼠重复３次测试，结果取平均值。

水迷宫试验：穿梭箱试验３ｄ后实施，第１～３
日进行定位航行训练，第４日以大鼠寻找并爬上平
台的时间为逃避潜伏期；第 ８日进行空间探索实
验，以在原平台Ⅰ象限游泳时间即空间探索时间为
记忆潜伏期。

３大鼠海马组织和血清标本取材
水迷宫试验完成后，经大鼠腹腔注射 ２％戊巴

比妥（５０ｍｇ／ｋｇ）进行麻醉，取尾静脉血后断头处
死，夹闭腹主动脉，灌注４℃ ４％多聚甲醛，速度
先快后慢，共３０ｍｉｎ，至右耳流出液体血色较浅且
基本澄清为止，冰上分离脑组织，剥离双侧海马。

４大鼠海马神经元细胞凋亡情况的检测
每组取８只大鼠的海马组织浸入４％的多聚甲

醛溶液中，置４℃固定２４ｈ，采用 ＴＵＮＥＬ染色，
于显微镜下观察海马神经元细胞的凋亡情况：每张

海马切片随机选择５个互相不重叠的视野，并选择
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４００倍荧光显微镜下观察，阳性凋亡细胞的细胞核
呈绿色颗粒状，计算凋亡指数，凋亡指数＝阳性细
胞数／（阳性细胞数＋阴性细胞数）×１００％。
５海马神经元钙离子水平检测
每组各取６只大鼠的海马组织制作组织匀浆，

２０００～３０００转／分离心２０ｍｉｎ，收集上清，应用流
式细胞仪检测，以荧光指数反映胞浆钙离子水平。

６炎性因子及线粒体呼吸链复合体水平的检
测

２０只大鼠的尾静脉血加入１０％ ０１ｍｏｌ／Ｌ柠
檬酸钠混合１０～２０ｍｉｎ后，２０００～３０００转／分离
心２０ｍｉｎ，收集上清，应用 ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清
中ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＶＥＧＦ水平。每组取６只大鼠
的海马组织剪碎后加入 ＤＭＥＭ培养基制成单细胞
悬液，以ＥＬＩＳＡ检测海马神经元中ＴＮＦα、ＩＬ１β、
ＶＥＧＦ和线粒体呼吸链复合物Ⅰ～Ⅳ水平。

四、统计学处理

使用ＳＰＳＳ２１０处理数据。计量资料均先行正
态性检验，符合正态分布者以 珋ｘ±ｓ表示，多组比
较用方差分析，组间两两比较使用ＬＳＤｔ检验；老
龄大鼠血清炎性因子水平与认知功能的关系采用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析。Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

结　　果

一、３组老龄大鼠的行为学测定结果
１穿梭箱试验结果
Ｂ、Ｃ组大鼠的电击次数均多于 Ａ组，主动逃

避次数均少于Ａ组（Ｐ均 ＜００１）；而 Ｃ组大鼠电
击次数较Ｂ组减少，主动逃避次数较 Ｂ组增多（Ｐ
均＜００１），见表１。
　　表１ ３组老龄大鼠的穿梭箱

试验结果比较 （珋ｘ±ｓ） 次／分

组　别 ｎ 电击 主动逃避

Ａ组 ２０ ５５４±８１ ８５６±８１

Ｂ组 ２０ ９２２±８３ａ ５１７±６８ａ

Ｃ组 ２０ ７２２±７１ａｂ ７２０±５１ａｂ

Ｆ值 １１０１３３ １２６６６９

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１

　　注：与Ａ组比较，ａＰ＜００１；与Ｂ组比较，ｂＰ＜００１

２水迷宫试验结果
Ｂ、Ｃ组大鼠的学习和记忆潜伏期均较 Ａ组延

长（Ｐ均＜００５），其中 Ｃ组大鼠的学习和记忆潜

伏期短于Ｂ组（Ｐ均＜００５），见表２。

　　表２ ３组老龄大鼠的水迷宫
试验结果比较 （珋ｘ±ｓ） ｓ

组　别 ｎ 学习潜伏期 记忆潜伏期

Ａ组 ２０ ６４１±５１ ６０２±４３

Ｂ组 ２０ １７７６±３５ａ １５３４±１１７ａ

Ｃ组 ２０ １４１３±７１ａｂ １２２３±６８ａｂ

Ｆ值 ２２７３５７４ ６７００６６

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１

　　注：与Ａ组比较，ａＰ＜０１５；与Ｂ组比较，ｂＰ＜００１

　　二、３组老龄大鼠的炎性因子水平比较
１海马组织炎性因子水平的比较
大鼠海马组织中，Ｂ、Ｃ组的 ＶＥＧＦ水平低于

Ａ组，ＩＬ１β和 ＴＮＦα水平高于 Ａ组（Ｐ均 ＜
００５）；与Ｂ组比较，Ｃ组 ＶＥＧＦ水平较高、ＩＬ１β
和ＴＮＦα水平较低（Ｐ均＜００５），见表３。

　　表３ ３组老龄大鼠海马组织中

炎性因子水平比较 （珋ｘ±ｓ） ｐｇ／Ｌ

组　别 ｎ ＶＥＧＦ ＩＬ１β ＴＮＦα

Ａ组 ６ ８９５±７１ １６８±５１ １８２±６０

Ｂ组 ６ ５９５±６３ａ ３１５±４２ａ ３８４±５１ａ

Ｃ组 ６ ７９３±５８ａｂ ２３８±３８ａｂ ２４５±６７ａｂ

Ｆ值 ３３８７１ １６７５２ ２５１５１

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１

　　注：与Ａ组比较，ａＰ＜００５；与Ｂ组比较，ｂＰ＜００５

　　２血清炎性因子水平的比较
Ｂ、Ｃ组大鼠血清ＶＥＧＦ水平低于Ａ组，ＩＬ１β

和ＴＮＦα水平高于Ａ组（Ｐ均 ＜００５）；与 Ｂ组比
较，Ｃ组ＶＥＧＦ水平较高，ＩＬ１β和 ＴＮＦα水平较
低（Ｐ均＜００５），见表４。

　　表４ ３组老龄大鼠血清炎性因子
水平比较 （珋ｘ±ｓ） ｐｇ／Ｌ

组　别 ｎ ＶＥＧＦ ＩＬ１β ＴＮＦα

Ａ组 ２０ ８７３±５４ １５２±４１ １６７±５３

Ｂ组 ２０ ５５５±４６ａ ２７５±４２ａ ３４５±４７ａ

Ｃ组 ２０ ７９６±５１ａｂ ２２３±３２ａｂ ２２３±４６ａｂ

Ｆ值 ２１６３４２ ５１１８３ ６９６７２

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１

　　注：与Ａ组比较，ａＰ＜００５；与Ｂ组比较，ｂＰ＜００５
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　　３老龄大鼠血清炎性因子水平与认知功能的
相关性分析

大鼠血清 ＶＥＧＦ水平与电击次数、学习潜伏
期、记忆潜伏期均呈负相关，与主动逃避次数呈正

相关（Ｐ均＜００５）。ＩＬ１β水平和ＴＮＦα水平与电
击次数、学习潜伏期、记忆潜伏期均呈正相关，与

主动逃避次数均呈负相关（Ｐ均＜００５）。

　　表５ ３组老龄大鼠血清炎性因子水平与认知功能的相关性分析

项　目
ＶＥＧＦ

ｒ值 Ｐ值

ＩＬ１β

ｒ值 Ｐ值

ＴＮＦα

ｒ值 Ｐ值

电击次数 －０３１４ ００２８ ０４１７ ０００９ ０３８１ ００１３

主动逃避次数 ０４１１ ０００９ －０５０５ ０００３ －０４１７ ０００９

学习潜伏期 －０３８１ ００１３ ０４５５ ０００５ ０３５５ ００１７

记忆潜伏期 －０３１０ ００４４ ０４２８ ０００８ ０３２１ ００３０

　　三、３组老龄大鼠的海马神经元凋亡指数比较
Ａ、Ｂ、Ｃ组大鼠海马神经元凋亡指数分别为

（４２±２１）％、（１６３±３８）％、（４８±１９）％，
组间比较差异有统计学意义（Ｆ＝４９６９２，Ｐ＜

００１），其中Ａ、Ｃ组的海马神经元凋亡指数均低
于Ｂ组（Ｐ＜００１），Ａ、Ｃ组间比较差异无统计学
意义（Ｐ＞００５），见图１。

图１　荧光显微镜下３组老龄大鼠的海马神经元凋亡细胞图 （ＴＵＮＥＬ染色，×４００）
Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；箭头所示为凋亡细胞

　　四、３组老龄大鼠海马中神经元细胞内钙离子
水平比较

Ａ、Ｂ、Ｃ组大鼠海马神经元细胞内钙离子荧
光指数分别为 ５２±２１、９４±２９、５７±２２，
组间比较差异有统计学意义（Ｆ＝７１５３，Ｐ＝
０００４），其中Ａ、Ｃ组海马神经元细胞内钙离子荧
光指数均低于 Ｂ组（Ｐ＜００１），Ａ、Ｃ组间比较差

异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
五、３组老年大鼠海马中线粒体呼吸链复合物

活性比较

Ｂ组大鼠海马中线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅱ活
性低于Ａ、Ｃ组（Ｐ均 ＜００５），Ａ、Ｃ组间线粒体
呼吸链复合物活性基本一致（Ｐ均 ＞００５），见表
６。

　　表６ ３组老龄大鼠海马中线粒体呼吸链复合物活性比较

组　别 ｎ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Ａ组 ６ ５９±２５ １５９±３７ ２２８±５５ １４４１±１８２

Ｂ组 ６ ４１±１９ａｂ １１３±２２ａｂ １７９±４３ １２２６±１４８

Ｃ组 ６ ５９±２７ １５８±３９ ２２５±５３ １４６１±１８８

Ｆ值 ４２１２ ３６８２ １７６７ ３３８１

Ｐ值 ００３５ ００４９ ０２０４ ００６１

　　注：与Ａ组相比，ａＰ＜００５；与Ｃ组相比，ｂＰ＜００５

讨　　论

炎症反应是缺血性神经元损伤的主要机制，微

血管损伤诱发的缺血再灌注损伤的核心是炎症反
应的活化，痴呆程度和炎症与脑血管损伤有着直接

的联系，所以抑制炎症是治疗脑血管疾病的主要策
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略。ＴＮＦα与 ＩＬ１β是脑缺血损伤炎症反应最早出
现的细胞因子［５７］。脑室注射 ＩＬ１β抑制剂可改善
大鼠空间学习能力的损害［８］。ＴＮＦα水平的上调
与认知功能障碍有关［９］。研究发现，麻醉药物能

够抑制炎性细胞因子的过度产生，并能减轻由缺血

诱发的神经元凋亡［１０１１］。ＶＥＧＦ能够促进血管的生
长和侧支循环的建立，是脑缺血性损伤的血管修复

因子。局灶脑缺血的动物实验显示，脑梗死后 ３ｄ
是最活跃的血管增生期，并可见明显的 ＶＥＧＦ表
达，提示应激反应能够诱发ＶＥＧＦ表达的上调，促
进神经元功能的恢复［１２１３］。本研究显示，与缺血、

缺氧诱发认知功能障碍的模型大鼠相比，吸入七氟

醚的认知功能障碍大鼠海马组织及外周血ＶＥＧＦ水
平上升，ＴＮＦα和ＩＬ１β水平下降，穿梭箱试验中
其电击次数较少、主动逃避次数较多，水迷宫试验

中其学习和记忆潜伏期较短，提示七氟醚对改善缺

血、缺氧诱发的认知功能障碍有一定的效果。

细胞凋亡是多阶段且并非同步发生的进程。急

性脑血管病可导致机体产生大量的自由基，并导致

细胞内发生钙超载，从而引发神经元细胞凋亡［１４］。

多项研究显示，神经元缺血、缺氧后自由基明显增

多，其能持续开放线粒体的渗透性转换孔，导致线

粒体膜电位发生异常、细胞凋亡［１５］。研究表明，

大鼠的学习和记忆能力下降，与细胞超微结构如线

粒体的肿胀和功能障碍密切相关［１６］。另有研究显

示，强应激会导致海马神经元的树突棘发生退缩乃

至消失［１７］。七氟醚能够拮抗缺血诱发的海马神经

元凋亡及减少神经元的钙超载状态［１８］。本研究中，

经七氟醚干预的认知功能障碍大鼠海马组织神经元

凋亡指数、钙离子荧光指数、线粒体呼吸链复合物

Ⅰ、Ⅱ活性均低于缺血、缺氧诱发认知功能障碍的
模型大鼠，与假手术大鼠相近，提示七氟醚能够缓

解由于缺血、缺氧所诱发的线粒体功能失常，发挥

神经元保护作用。

综上所述，七氟醚能够有效减轻缺血、缺氧诱

发的认知功能障碍，该保护机制与提高 ＶＥＧＦ水
平、减少 ＩＬ１β和 ＴＮＦα释放、减轻炎症损伤有
关。此外七氟醚还能够减轻海马神经元内炎性反应

的程度，从而提高了线粒体内呼吸链酶复合物Ⅰ、
Ⅱ活性，减轻了海马神经元细胞凋亡，改善认知功
能障碍。
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