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促红细胞生成素在七氟醚麻醉诱发老龄大鼠
海马神经细胞凋亡中的作用

任峰 魏海婷 刘琳琳 郭继峰 陈永清 卜少卿 谢薇薇

  【摘要】 目的 探讨促红细胞生成素(erythropoietin,EPO)减轻七氟醚麻醉诱发老龄大鼠海马

神经细胞凋亡的作用以及与Toll样受体4(tolllikereceptor4,TLR4)的关系。方法 雄性SD大

鼠,20月龄,体重550~750g,根据随机数字表法将大鼠分为三组(n=9):对照组(C组),七氟醚

处理组(S组)和EPO+七氟醚处理组(ES组)。S及ES组大鼠吸入4%七氟醚6h;C组仅吸入空气-
氧气混合气体;ES组大鼠在七氟醚处理后24、48和72h行尾缘静脉注射EPO(5000U/kg),C组

和S组仅注射等量生理盐水。采用 Morris水迷宫实验评价大鼠的认知能力,采用TUNEL法评价

大鼠海马神经细胞凋亡率,采用RT-PCR法测定海马组织中TLR4mRNA表达,采用JC-1免疫荧

光染色法检测海马神经细胞线粒体膜电位水平;采用免疫蛋白印迹法测定海马组织中淀粉样前体蛋

白(APP)和β-淀粉样肽(Aβ)蛋白表达。结果 与C组比较,S组逃避潜伏期明显延长,穿越平台次

数差异无统计学意义,神经细胞凋亡率明显增加,TLR4mRNA表达明显下降,海马神经细胞线粒

体膜电位水平明显下降,APP和Aβ表达明显增加(P<0.05);与S组比较,ES组逃避潜伏期明显

缩短,穿越平台次数差异无统计学意义,神经细胞凋亡率明显下降,TLR4mRNA表达明显升高,

海马神经细胞线粒体膜电位水平上升,APP和Aβ表达明显减少(P<0.05)。结论 促红细胞生成

素能够减轻七氟醚诱发老龄大鼠海马区神经细胞的凋亡,其机制可能与抑制TLR4mRNA表达,

改善线粒体膜电位水平和抑制APP和Aβ蛋白活化相关。
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【Abstract】 Objective Toexploretheeffectoferythropoietin(EPO)attenuatingapoptosisin
oldrathippocampalneuronalcellsexposedtosevofluraneandtheroleoftolllikereceptor4.
Methods TwentymonthsoldSDrats,male,550-750g,inaccordancewiththerandomnumberta-
ble,weredividedinto3groups(n=9):controlgroup(groupC),sevofluranetreatment(groupS),
andsevofluraneplusEPOtreatment(groupES).TheratsingroupSandESweresubjectedtoinhale
4%sevofluranefor6h,buttheratsingroupCwereinhaledair-oxygenonly.TheratsingroupES
wereinjectedwithEPOintocaudalveinat24h,48h,and72haftersevofluraneexposure.Thecog-
nitiveabilitywasassessedbyMorriswatermazetest;theeffectsofhippocampalapoptosiswereas-
sessedbyTUNELassays;theexpressionsofTLR4mRNAwasmeasuredbyRT-PCRassay;mito-
chondrialmembranepotential(MMP)wasassessedbyJC-1fluorescence;theexpressionsofAPPand
Aβwereassessedbywesternblot.Results ComparedwithgroupC,thereweresignificantincreases
ofescapelatencyperiod,neuronalapoptosis,TLR4mRNA,andAPPandAβexpression,butade-
creaseofMMPingroupS(P<0.05).ComparedwithgroupS,thereweresignificantdecreasesof
escapelatencyperiod,neuronalapoptosis,TLR4mRNA,andAPPandAβexpression,butaincrease
ofMMPingroupES(P<0.05).Conclusion Theattenuationofrathippocampalneuronalapoptosis
inducedbyEPOcouldbeassociatedwithinhibitionofTLR4,improvementofMMP,aswellasinhi-
bitionofAPPandAβactivity.
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  随着对吸入性麻醉药物药理作用研究的逐步

深入,认识到吸入性麻醉药物具有神经保护作用的

同时,吸入浓度的增加和麻醉时间的延长使其神经

毒性作用也逐渐增加[1]。Toll样受体4(tolllike
receptor4,TLR4)在认知功能障碍等相关疾病的

进展中发挥着重要作用,如TLR4可促进淀粉样前

体蛋白(APP)和β-淀粉样肽(Aβ)活化,线粒体功能

退化,诱发神经细胞凋亡[2,3]。已有研究表明,促

红细胞生成素(erythropoietin,EPO)能够减轻七氟

醚致神经细胞的凋亡,但机制未明[4]。本研究拟观

察EPO减轻七氟醚诱发老龄大鼠麻醉后海马区神

经细胞凋亡的作用以及对TLR4信号通路的影响,
探讨EPO对七氟醚神经毒性保护作用的机制,为

临床研究提供理论依据。

材料与方法

实验动物与分组 SPF级健康雄性SD大鼠,

20月龄,体重550~750g,采用随机数字表法分为

三组(n=9):对照组(C组),七氟醚处理组(S组),

EPO+七氟醚处理组(ES组)。
七氟醚麻醉 腹腔注射戊巴比妥钠50mg/kg,

待麻醉满意后,将大鼠置于加温毯并固定,建立心

电监护和体温监测,体温维持在(37±1)℃。对大

鼠实行气管插管术,连接气管导管和呼吸机,实施

容量控制通气5ml/kg。吸入4%七氟醚(批号:

H20160148)和30%氧气的混合气体6h,氧流量为

3L/min,C组仅吸入空气-氧气混合气体。通过气

体监测仪测定呼出的麻醉药气体浓度及CO2 浓度,
通过 调 整 呼 吸 频 率,使PETCO2 维 持 在 30~35
mmHg。ES组在七氟醚麻醉后24、48、72h后行

尾缘静脉注射EPO5000U/kg[5],C组和S组仅

注射等量生理盐水。

Morris水迷宫实验 每组取3只大鼠,7d后

行 Morris水迷宫实验,包括定位航行实验和空间

探索实验。XR-XM101型水迷宫测试仪为直径122
cm、高50cm的圆形水池,池周围覆盖着蓝色的窗

帘。池壁上有东、西、南、北4个入水点,将水池分

四个象限。池中透明圆形平台直径10cm,低于水

面1cm,平台固定在某一象限。池内水温保持

20℃,并以二氧化钛漂白。定位航行实验:随机从

四个象限面向池壁将大鼠放入水中,并允许60s内

找到隐藏的平台,保持15s,记录自入水至找到平

台所需的时间为逃避潜伏期,当大鼠没有在60s内

找到平台,将其引导至平台,并允许在平台上停留

15s。4个入水点各实验1次,每次间隔20min,
取4次测定结果的平均值,连续4d。定位航行实

验结束后1d,将平台从池中移除,行空间探索实

验,将大鼠放置在与隐蔽平台相反的象限,记录大

鼠120s内游过平台区域的次数为穿越平台次数。
于七氟醚麻醉后7、8、9和10d进行 Morris水迷宫

实验,并记录大鼠逃避潜伏期和游泳距离。
组织 病 理 学 检 查 Morris水 迷 宫 实 验 完 成

后,每组取3只大鼠,腹腔注射戊巴比妥钠麻醉

后,用生理盐水经左心室-主动脉灌注,待右心耳

流出的液体清亮后,迅速灌注4%多聚甲醛,直至

动物呈僵硬状。取出脑组织后放入4%多聚甲醛

中后固定48h,用于组织病理学检查。脑组织石

蜡切片水化后,根据 TUNEL试剂盒说明书,行

TUNEL染色,参照试剂盒说明书进行操作,碘化

丙啶(PI)标记细胞核。荧光显微镜下进行观察,
计算TUNEL染色阳性细胞占总细胞的百分比,
计数5个高倍视野,取其平均值,即为神经细胞

凋亡率。

TLR4mRNA检测 每组取3只大鼠,七氟醚

麻醉7d后,经生理盐水灌注后取出海马组织,参

照文献[6],采用PCR法测定神经元TLR4mRNA
的表达水平:参照Genebank所公布的基因序列合

成相对定量采用比较法,即以目的基因TLR4mR-
NACt值和内参基因GADPH mRNA值的比值反

映表达水平。TLR4引物:上游:5'-GCTTTCAG-
CTTTGCCTTCAT-3',下游:5'-TACACCAACGG-
CTCTGGATA-3';GADPH(内参)引物:上游:5'-
CCCCAATGTATCCGTTGTG-3',下 游:5'-TAG-
CCCAGGATGCCCTTTAGT-3'。

线粒体膜电位水平检测 每组取3只大鼠,七

氟醚麻醉7d后,按照线粒体提取试剂盒进行操作

提取线粒体。线粒体的含量以所含的蛋白量表示,
将提取的线粒体用GENMEDBradford蛋白浓度定

量试剂盒进行定量。向分离出的线粒体悬液中加

入JC-1,终浓度为10μg/ml,在37℃的含有5%
CO2 培养箱中孵育15min,PBS缓冲液洗涤2次,
将标记JC-1和未被标记JC-1的线粒体悬液加入96
孔板,荧光强度设定为红色荧光激发波长550nm,
发射波长600nm,绿色荧光激发波长485nm,发
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射波长535nm,在荧光分光光度计下读取荧光强

度,以荧光指数(荧光指数=红色荧光强度/绿色荧

光强度)反应线粒体膜电位水平。
蛋白免疫印记检测 每组取3只大鼠,七氟醚

麻醉7d后,加入细胞裂解液、蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂,三者比例100∶1∶1。充分研磨使组织

细胞裂解。4℃下12000×g离心30min,取上清

液。采用BCA蛋白定量试剂盒测定总蛋白浓度。

50μg蛋白质上样后6%SDS-PAGE中电流恒定进

行电泳,电压恒定湿转至PVDF膜,5%脱脂奶粉

室温封闭1h后,TBST洗膜,加入兔抗鼠APP以

及Aβ多克隆抗体(1∶500),4℃过夜孵育,TBST
洗膜3次,每次10min,山羊抗兔二抗(1∶1000)

25℃1h孵育,TBST 洗膜3次,每次10min,

ECL发光,以β-actin作为内参照。
统计分析 采用SPSS11.5进行统计分析,正

态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表示,组间

比较采用单因素方差分析。P<0.05为差异有统

计学意义。

结  果

与C组比较,S组逃避潜伏期明显延长(P<
0.05),穿越平台次数差异无统计学意义;与S组比

较,ES组逃避潜伏期明显缩短(P<0.05),穿越平

台次数差异无统计学意义(图1,2)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图1 三组大鼠逃避潜伏期的比较

与C组比较,S组神经细胞凋亡率明显升高(P
<0.05),TLR4mRNA表达明显下降(P<0.05),
海马神经细胞线粒体膜电位水平明显下降(P<
0.05);与S组比较,ES组神经细胞凋亡率明显下降

(P<0.05),TLR4mRNA 表达明显升高(P<
0.05),海马神经细胞线粒体膜电位水平明显上升

(P<0.05)(图3~5)。
与C组比较,S组APP和Aβ表达明显增加(P

图2 三组大鼠穿越平台次数的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图3 三组大鼠TUNEL阳性细胞率的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图4 三组大鼠线粒体膜电位水平的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图5 三组大鼠TLR4mRNA表达的比较

<0.05);与S组比较,ES组 APP和 Aβ表达明显

下降(P<0.05)(图6,7)。
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  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图6 三组大鼠海马中APP表达的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图7 三组大鼠海马中Aβ表达的比较

讨  论

已有研究报道,七氟醚单次吸入6h以上和重

复吸入2h以上均能造成大鼠神经细胞的凋亡[7],
本研究参照文献[8],使用4%七氟醚处理6h诱发

老龄大鼠麻醉后认知功能障碍。

Morris水迷宫实验是评估大鼠学习记忆能力

的常用行为学实验手段,其中,逃避潜伏期可反

映学习功能,穿越平台次数可反映记忆功能[9]。
本研究结果显示七氟醚麻醉能够促使老龄大鼠逃

避潜伏期延长,而EPO注射能够明显缩短七氟醚

麻醉后老龄大鼠逃避潜伏期。以上结果表明EPO
对能够改善七氟醚对老龄大鼠学习能力的影响。
另外,本实验研究还显示,各组老龄大鼠的穿越

平台次数无明显差异,表明七氟醚麻醉可能仅导

致大鼠发生学习能力的相关改变,而对记忆能力

无明显影响,具体机制尚不明确,还需要进一步

的研究与探索。
海马是啮齿类动物学习记忆功能的重要神经

中枢,对缺血-再灌注损伤以及神经毒性药物敏

感,因 此 本 研 究 以 海 马 取 材 进 行 观 察[10]。

TUNEL法检测凋亡细胞的原理是在末端脱氧核

苷酸转移酶的催化下,程序化断裂 DNA的3’-
OH能够与含有荧光素标记的dUTP结合从而显

像[11]。线粒体膜电位水平是衡量细胞线粒体功能

完整性的重要指标[12]。认知功能障碍的患者海马

组织中的 APP以及 Aβ含量明显高于正常水平,
下调APP以及Aβ能够明显降低阿尔兹海默症患

者的学习记忆能力[13]。本研究结果显示,接受

4%七氟醚吸入麻醉6h的老龄大鼠逃避潜伏期延

长,海马区神经细胞凋亡增加,线粒体膜电位水

平降低,APP以及Aβ表达升高。以上结果显示,
高浓度和长时间的七氟醚麻醉诱发老龄大鼠认知

功能障碍的机制,可能与海马神经元线粒体膜电

位水平降低,APP以及Aβ表达升高后,诱发神经

细胞凋亡相关。
最新研究表明,EPO能够明显改善七氟醚对

神经细胞的毒性作用,减少七氟醚麻醉造成的神经

细胞凋亡,在EPO注射24h后即可产生抗凋亡作

用[14]。本研究结果表明,EPO注射能够明显缩短

七氟醚麻醉后老龄大鼠逃避潜伏期明显缩短,神经

细胞凋亡减少,线粒体膜电位水平升高,APP以及

Aβ表达下降,表明EPO减轻七氟醚神经毒性的机

制可能与增加线粒体膜电位水平,减少APP以及

Aβ表达相关。

EPO可通过抑制TLR4/NF-κB信号通路的表

达和激活,减少一氧化碳的神经毒性[15];在肝脏细

胞中,EPO 能够通 过 抑 制 在 肝 脏 细 胞 中 TLR4
mRNA的表达,改善葡萄糖耐受不良,减少肝细胞

损伤[16]。已有研究表明抑制TLR4信号通路的激

活能够减轻阿尔兹海默症大鼠的学习记忆能力的

退化,其机制可能与改善线粒体功能,减少APP以

及Aβ表达相关[17,18]。本研究结果显示,七氟醚能

够增加老龄大鼠海马组织中TLR4mRNA的表达;
接受EPO注射后,海马组织中TLR4mRNA的表

达明显下降。以上结果提示,EPO的对老龄大鼠

七氟醚神经毒性的保护作用可能与抑制TLR4mR-
NA表达后,提高线粒体膜电位水平,减少APP以

及Aβ表达相关。
综上所述,EPO减轻七氟醚诱发老龄大鼠认
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知功能障碍的机制与抑制TLR4mRNA表达,减

轻线粒体功能受损,抑制APP以及Aβ表达相关。
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