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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨氟西汀对脓毒症小鼠认知功能障碍和神经炎症的影响。 方法　 ＳＰＦ 级雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ６９ 只，３～ ４ 月龄，体重 ２０～ ３０ ｇ。 采用随机数字表法将小鼠分为三组：生理盐水组

（ＮＳ 组）、脓毒症组（Ｓ 组）和脓毒症＋氟西汀组（ＳＦ 组），每组 ２３ 只。 在小鼠右侧海马组织 ＣＡ１ 区植

入 ８－通道线性硅探针记录局部场电位（ＬＦＰ），研究 γ 震荡强度变化，并根据“两次打击”学说制备脓

毒症小鼠模型。 Ｓ 组和 ＳＦ 组腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ）３ ｍｇ ／ ｋｇ，ＮＳ 组在相同时点腹腔注射等体积生理

盐水。 注射 １ ｄ 后，Ｓ 组和 ＳＦ 组每日暴露在 ４ 种随机压力源之下，持续 ２１ ｄ；ＳＦ 组于注射 ＬＰＳ １ 周后

每日予氟西汀 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ，持续至行为学测试结束。 压力源暴露结束后，所有小鼠进行行为学测试，测
试项目包括旷场实验、Ｙ－迷宫、新奇事物识别实验和糖水偏好实验，分别记录中央区域停留时间和

运动距离、Ｙ－迷宫交替率、辨别指数和 γ 震荡强度、糖水偏好率。 糖水偏好试验结束后即刻处死小

鼠获得脑组织，采用 ＭＳＤ 法检测 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃１０ 浓度。 结果　 与 ＮＳ 组比较，Ｓ 组运动距离明显延长

（Ｐ＜０ ０５），Ｙ－迷宫交替率、辨别指数、糖水偏好率明显降低（Ｐ＜０ ０５），γ 震荡强度明显减弱（Ｐ＜
０ ０５），海马组织 ＩＬ⁃６ 浓度明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓ 组比较，ＳＦ 组运动距离明显缩短（Ｐ＜０ ０５），Ｙ⁃
迷宫交替率、辨别指数、糖水偏好率明显升高（Ｐ＜０ ０５），γ 震荡强度明显增强（Ｐ＜０ ０５），海马组织

ＩＬ⁃６ 浓度明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 三组海马组织 ＩＬ⁃１ 和 ＩＬ⁃１０ 浓度差异无统计学意义。 ＮＳ 组和 ＳＦ 组

各项指标差异均无统计学意义。 结论　 氟西汀可以改善小鼠行为，降低海马组织促炎因子浓度，改
善脓毒症小鼠认知功能。
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　 　 宿主对感染的反应失调会引发脓毒症，是一种

危及生命的器官障碍综合征［１］。 除心脏原因外，脓
毒症是 ＩＣＵ 收治的危重患者中最常见的病因［２］。
近年来，脓毒症发病率不断升高，且 ＩＣＵ 脓毒症患

者的生存率也随医疗技术的进步明显改善［２－３］。 虽

然目前缺乏对抗脓毒症的特效药，但随着医疗技术

的发展，脓毒症患者的生存率明显升高［２］。 ＩＣＵ 脓

毒症转出患者长期存在精神认知障碍，影响康复进

程［１－２］。 氟西汀是一种选择性五羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙ
ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ， ５⁃ＨＴ）再摄取抑制药，可以提高脑组织

５⁃ＨＴ 浓度，抑制促炎因子表达，是临床治疗抑郁症

和焦虑症的一线用药［４］。 本研究拟观察氟西汀对

脓毒症小鼠认知功能的影响，探讨可能的作用机制。

材料与方法

实验动物 　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ６９ 只，
３～４ 月龄，体重 ２０～３０ ｇ，由南京大学金陵医院动物

中心提供，经实验动物福利和应用委员会批准

（ＺＤ２０１９０８２５），１２ ／ １２ ｈ 昼夜交替，温度为 ２２ ～ ２６
℃， 湿度为 ４５％～６５％，自由饮水，标准饮食。

脓毒症小鼠模型制备［５］ 　 采用“两次打击”学

说制备脓毒症小鼠模型，腹腔注射脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏ⁃
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）３ ｍｇ ／ ｋｇ 作为“第一次打击”；每
日暴露在 ４ 种随机压力源之下，持续 ２１ ｄ（慢性不

可预测应激），作为“第二次打击”，压力源包括：６ ｈ
的身体束缚、倾斜鼠笼 ４５°过夜、夜间水或食物被随

机剥夺、夜间气味、夜间床上用品潮湿、白天强制照

明 ３ ｈ、夜间噪音、夜间照明。 小鼠出现焦虑、抑郁和

认知功能障碍，提示脓毒症小鼠模型制备成功。 为

了保证模型的稳定，制备模型初期每组预备 ２３ 只小

鼠。 脓毒症小鼠模型制备结束后，Ｓ 组小鼠存活 １８
只，ＳＦ 组存活 １７ 只，死亡率为 ２０％。

实验分组与处理 　 采用随机数字表法将小鼠

分为三组：生理盐水组（ＮＳ 组）、脓毒症组（Ｓ 组）和
脓毒症＋氟西汀组（ＳＦ 组）。 Ｓ 组和 ＳＦ 组腹腔注射

ＬＰＳ ３ ｍｇ ／ ｋｇ 后每日暴露在 ４ 种随机压力源之下，

持续 ２１ ｄ，ＮＳ 组在相同时点腹腔注射等体积生理盐

水。 ＳＦ 组于注射 ＬＰＳ １ 周后每日予氟西汀 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ，持续至行为学测试结束。

行为学测试　 完成“两次打击”后，每组随机选

择 １２ 只小鼠进行行为学测试。 行为学试验开始前

１ ｈ 所有小鼠提前适应环境，行为学测试顺序为旷

场实验、Ｙ－迷宫、新奇事物识别实验、糖水偏好实

验，每天进行一项测试，所有行为学测试均于上午

９：００—１２：００ 进行。
旷场实验　 采用长×宽×高为 ５０ ｃｍ×５０ ｃｍ×４０

ｃｍ 的非密闭箱子，首先将小鼠放于箱子正中央，然
后让其自由活动 ５ ｍｉｎ，并实时记录其运动轨迹。 由

计算机视频跟踪软件计算中央区域停留时间和运

动距离。 每只小鼠测试前使用 ７５％酒精充分清洗

箱子，去除之前小鼠遗留下来的味道和排泄物。
Ｙ－迷宫　 将小鼠放在含有 ３ 个手臂的有机玻

璃中（长×宽×高为 ３０ ｃｍ×１４ ｃｍ×１５ ｃｍ），彼此呈

１２０°，分别标记为 Ａ、Ｂ、Ｃ。 将小鼠面朝 Ａ 放在 Ｙ－
迷宫的中央区域，并且允许小鼠自由活动 ８ ｍｉｎ，记
录进入每个臂的次数和顺序。 若小鼠连续进入 ３ 个

手臂而不重复进入之前访问过的臂时，将这种现象

称为交替。 Ｙ－迷宫交替率 ＝交替次数 ／ （进臂总次

数－２）×１００％。
新奇事物识别实验　 在长×宽×高为 ４０ ｃｍ×６０

ｃｍ×５０ ｃｍ 的开放场地中放置三个物体，其中的两个

物体是相似的，第三个物体则是明显区别于前两个

物体的。 首先小鼠被连续两天放置在空旷的测试

场地中 １０ ｍｉｎ，第 ３ 天让小鼠暴露在放置有两个相

似物体的测试场地中 １０ ｍｉｎ。 １ ｈ 后将其中一个物

体被另一个颜色和形状都不同的物体替换，再让小

鼠进入测试场地测试 １０ ｍｉｎ。 视频跟踪系统记录小

鼠对新对象和熟悉对象的探索时间。 辨别指数＝与

新对象接触时间 ／ （与新对象接触时间＋与熟悉对象

接触时间）×１００％。
糖水偏好实验　 给小鼠同时提供两瓶饮用水，

一瓶为含有 １％的蔗糖溶液，另一瓶为无添加物的
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自来水。 小鼠自由饮水 １２ ｈ 后，调换两瓶水的位

置，调换 １２ ｈ 后，对两个瓶子分别进行称重。 糖水

偏好率 ＝ 糖水消耗量 ／ （糖水消耗量＋自来水消耗

量）×１００％。
体内电生理学测试　 制备脓毒症小鼠模型前 ７

ｄ 行电生理电极植入术。 静脉注射苯巴比妥钠 ４０
ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉小鼠后，将其放置在带有精密微操纵器

的立体定向框架，依次去除颅骨和硬脑膜之后，根
据小鼠脑图谱确定海马组织右侧 ＣＡ１ 区域，将 ８－通
道线性硅探针植入预定区域。 在小鼠进行新奇物

体识别实验同时，记录局部场电位（ ｌｏｃａｌ ｆｉｅｌｄ ｐｏｔｅｎ⁃
ｔｉａｌ， ＬＦＰ）。 信号以 ０ ３ ～ ３００ Ｈｚ 的通带进行滤波，
并在 ２ ０００ Ｈｚ 下进一步放大和数字化。 记录的 ＬＦＰ
被一个 ５０ Ｈｚ 的缺口滤波器过滤，以消除电源线伪

影。 对于 ＬＦＰ 分析，宽带记录在 １ ０００ Ｈｚ 下采样。
采用 Ｎｅｕｒｏ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 软件分析数据，获得 γ 震荡数

据。 将 ＮＳ 组 γ 震荡强度设定为 １００％，Ｓ 组和 ＳＦ 组

分别与 ＮＳ 组比较，测得相对强度。
ＭＳＤ 法　 行为学测试结束后，每组随机选择 ６

只小鼠，处死并分离出海马组织，加入 ＰＢＳ 缓冲液

和蛋白酶抑制剂，超声波细胞粉碎机裂解匀浆，离
心后取上清液并稀释。 按照标准，将稀释后的蛋白

质提取物移入 ９６ 孔板中，每孔装 ５０ μｌ。 然后将 ９６
孔板密封，在室温下孵化 ２ ｈ，然后用 ＰＢＳ 清洗三

次。 加入检测抗体后，再孵育 ２ ｈ，用 ＰＢＳ 清洗三次

后加入读取溶液，采用 ＭＳＤ 板读取器立即读取 ＩＬ⁃
６、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃１０ 浓度。

统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 统计学软件进行数

据分析。 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

行为学测试　 与 ＮＳ 组比较，Ｓ 组运动距离明显

延长，Ｙ⁃迷宫交替率、辨别指数、糖水偏好率明显降

表 １　 三组小鼠行为学测试的比较（ｘ±ｓ）

组别 只数
中央区域时间

（ｍｉｎ）
运动距离

（ｃｍ）
Ｙ－迷宫交替率

（％）
辨别指数

（％）
糖水偏好率

（％）

ＮＳ 组 １２ ２２ ６±１３ ３ ２８ ８±８ ５ ６６ ８±８ ４ ６５ １±３ ０ ８４ ３±６ ０

Ｓ 组 １２ １４ ７±８ ８ ４４ ４±６ ２ａ ５３ ６±９ １ａ ５０ １±４ ２ａ ６８ ５±１８ ６ａ

ＳＦ 组 １２ ２２ ６±９ ４ ２１ ６±１２ １ｂ ６４ ７±７ ３ｂ ６３ ０±２ ９ｂ ８３ ８±８ ０ｂ

　 　 注：与 ＮＳ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓ 组比较，ＳＦ 组运动距离明显缩

短，Ｙ－迷宫交替率、辨别指数、糖水偏好率明显升高

（Ｐ＜０ ０５）。 ＮＳ 组和 ＳＦ 组上述指标差异均无统计

学意义。 三组中央区域停留时间差异无统计学意

义（表 １）。
震荡强度　 Ｓ 组 γ 震荡强度明显弱于 ＮＳ 组（Ｐ＜

０ ０５），ＳＦ 组 γ 震荡强度明显强于 Ｓ 组（Ｐ ＜ ０ ０５），
ＮＳ 组和 ＳＦ 组 γ 震荡强度差异无统计学意义（图 １）。

促炎因子浓度　 Ｓ 组海马组织 ＩＬ⁃６ 浓度明显高

于 ＮＳ 组（Ｐ＜０ ０５），ＳＦ 组海马组织 ＩＬ⁃６ 浓度明显低

于 Ｓ 组（Ｐ＜０ ０５），ＮＳ 组和 ＳＦ 组海马组织 ＩＬ⁃６ 浓度

差异无统计学意义，三组海马组织 ＩＬ⁃１ 和 ＩＬ⁃１０ 浓度

差异无统计学意义（表 ２）。

讨　 　 论

脓毒症是一种由感染引起的涉及生理、病理和生

化异常的综合征，ＩＣＵ 入住率高［３］。 住院患者脓毒症

发病率为 １％ ～２％，近年来有升高趋势［３，６］。 随着医

疗护理康复专业的共同发展，ＩＣＵ 脓毒症转出患者人

数不断增加，但身体机能下降和认知障碍是出院患者

的长期后遗症［２］，具有重大的健康和社会经济影响。
研究［２，７］表明，约 ５０％ ＩＣＵ 脓毒症转出患者表现出抑

郁焦虑样行为，外界环境对认知功能的影响可能

更大。
传统脓毒症模型仅考虑 ＬＰＳ 对机体的影响［８］，

但外界环境对精神症状的影响更大，传统脓毒症模型

并不能真实模拟脓毒症 ＩＣＵ 转出患者的认知功能。
因此，本研究选用“二次打击”脓毒症模型来研究 ＩＣＵ
脓毒症转出患者认知功能障碍的病理基础。 本研究

结果显示脓毒症小鼠死亡率约 ２０％，海马组织促炎细

胞因子 ＩＬ⁃６ 浓度升高，并且出现抑郁焦虑症状与认

知功能损害，表明脓毒症模型建模成功。
慢性不可预测应激可引起神经炎症的激活和促

炎因子的积累，导致多种精神疾病发生［９］。 研

究［１０－１３］表明，ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１ 等促炎细胞因子高表达与重
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　 　 注：与 ＮＳ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 １　 三组小鼠 γ震荡强度的比较

表 ２　 三组小鼠海马组织促炎因子浓度的比较（ｐｇ ／ ｍｌ，ｘ±ｓ）

组别 只数 ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１ ＩＬ⁃１０

ＮＳ 组 ６ ０ ２１±０ ０４ ０ １０±０ ０８ ０ １１±０ ０１

Ｓ 组 ６ ０ ３５±０ １１ａ ０ １１±０ ００ ０ １０±０ ０２

ＳＦ 组 ６ ０ ２１±０ ０９ｂ ０ １１±０ ０１ ０ １０±０ ０３

　 　 注：与 ＮＳ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

度抑郁症和创伤后应激障碍密切相关。 其中高浓度

ＩＬ⁃６ 破坏长时程增强效应，可以损害海马组织的学习

和记忆功能［１０］。 γ 震荡（３０ ～ １２０ Ｈｚ）是大脑神经网

络活动的一个标志，控制局部增益，促进神经元组件

之间的传输［１０］。 γ 震荡的产生依赖于 γ⁃氨基丁酸

（ｇａｍｍａ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＢＡ） 能神经元的完

整［１０］，慢性应激可以破坏海马组织 ＧＡＢＡ 能神经元

完整性，打破神经网络协调，是抑郁症和精神分裂症

发生发展的关键因素［１０，１４－１５］。 氟西汀作为临床治疗

抑郁症的一线用药，可迅速吸收至中枢神经系统，升
高脑组织 ５⁃ＨＴ 浓度，降低脑组织促炎因子浓度，改善

抑郁症状［４］。 氟西汀临床起效时间为 ２～３ 周，因此，
本实验研究参考临床用药指南设计氟西汀干预时

间［１６］。 Ｋｈｏｄａｎｏｖｉｃｈ 等［１７］研究表明，氟西汀还可以促

进脑缺血大鼠海马组织神经的增殖，促进神经网络恢

复。 本实验研究结果显示，脓毒症小鼠有明显的行为

学改变，并且 γ 震荡强度明显减弱、海马组织 ＩＬ⁃６ 浓

度明显升高。 使用氟西汀后小鼠行为学得到改善、γ
震荡强度增强、海马组织 ＩＬ⁃６ 浓度降低，提示氟西汀

可以改善脓毒症小鼠的神经炎症和行为学异常。
持续性神经炎症被认为是几乎所有神经退行性

疾病的主要病理组成部分。 慢性持续应激导致中枢

神经系统小胶质细胞被激活，引起促炎细胞因子 ＩＬ⁃６
堆积［１０］。 高浓度的 ＩＬ⁃６ 可诱导兴奋性毒性级联反

应［８］。 其中 ＩＬ⁃６ 在胶质细胞中特异性的过表达降低

海马组织 ＧＡＢＡ 阳性和微清蛋白（ｐａｒｖａｌｂｕｍｉｎ， ＰＶ）
阳性的神经元的数量和活性［９］。 ＧＡＢＡ 能信号传导

的丢失会降低中枢神经系统对过度谷氨酸能信号传

导的耐受性，从而进一步促进神经炎症，抑制 ＰＶ 神

经元，导致神经网络功能的失调，最终引起抑郁焦虑

样行为和认知功能障碍。
本实验研究的不足之处：本实验未设置单纯慢性

不可预测应激组，后期会进一步改善。 慢性不可预测

应激时长是否对抑郁焦虑和认知功能障碍程度有影

响，以及不同剂量氟西汀是否影响治疗效果，有待进

一步研究。
综上所述，ＬＰＳ 联合慢性不可预测应激模拟脓毒

症会导致小鼠产生焦虑抑郁样行为和认知功能障碍，
小鼠 γ 震荡强度减弱、海马组织 ＩＬ⁃６ 浓度升高。 氟

西汀可以改善小鼠行为，降低海马组织促炎因子浓

度，改善脓毒症小鼠认知功能。
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《临床麻醉学杂志》可直接使用缩略语的词汇

美国麻醉医师学会（ＡＳＡ） 聚合酶链反应（ＰＣＲ） 美国纽约心脏病协会（ＮＹＨＡ）
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ） Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天冬氨酸（ＮＭＤＡ） 吸入氧浓度（ＦｉＯ２）
γ⁃氨基丁酸（ＧＡＢＡ） 血浆靶浓度（Ｃｐ） 白细胞介素（ＩＬ）
效应室靶浓度（Ｃｅ） 肿瘤坏死因子（ＴＮＦ） 心率（ＨＲ）
血红蛋白（Ｈｂ） 血压（ＢＰ） 血小板（Ｐｌｔ）
收缩压（ＳＢＰ） 红细胞压积（Ｈｃｔ） 舒张压（ＤＢＰ）
红细胞计数（ＲＢＣ） 心率与收缩压乘积（ＲＰＰ） 白细胞计数（ＷＢＣ）
平均动脉压（ＭＡＰ） 体重指数（ＢＭＩ） 中心静脉压（ＣＶＰ）
心肺转流（ＣＰＢ） 脉搏血氧饱和度（ＳｐＯ２） 靶控输注（ＴＣＩ）
潮气量（ＶＴ） 患者自控静脉镇痛（ＰＣＩＡ） 呼吸频率（ＲＲ）
患者自控硬膜外镇痛（ＰＣＥＡ） 呼气末二氧化碳分压（ＰＥＴＣＯ２） 患者自控镇痛（ＰＣＡ）
动脉血二氧化碳分压（ＰａＣＯ２） 呼气末正压（ＰＥＥＰ） 动脉血氧分压（ＰａＯ２）
间歇正压通气（ＩＰＰＶ） 静脉血氧分压（ＰｖＯ２） 最低肺泡有效浓度（ＭＡＣ）
静脉血二氧化碳分压（ＰｖＣＯ２） 脑电双频指数（ＢＩＳ） 视觉模拟评分法（ＶＡＳ）
听觉诱发电位指数（ＡＡＩ） 重症监护病房（ＩＣＵ） 麻醉后恢复室（ＰＡＣＵ）
四个成串刺激（ＴＯＦ） 天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ） 心电图（ＥＣＧ）
丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ） 警觉 ／镇静状态评定（ＯＡＡ ／ Ｓ） 核因子（ＮＦ）
磁共振成像（ＭＲＩ） 羟乙基淀粉（ＨＥＳ） 计算机断层扫描（ＣＴ）
伊红染色（ＨＥ） 术后认知功能障碍（ＰＯＣＤ） 急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）
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