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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｃ⁃ｆｏｓ 和神经振荡在七氟醚麻醉小鼠苏醒期恐惧记忆中的作用。 方法　 选

择 ＳＰＦ 级雄性成年 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ２７０ 只，８～１０ 周龄，体重 １８～２４ ｇ。 将小鼠随机分为三组：Ａ 组吸入

２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ；Ｂ 组吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ６ ｈ；Ｃ 组吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ，连续 ３ ｄ，每组

９０ 只。 所有小鼠先进行恐惧条件实验训练，训练后 １ ｄ 进行相应的七氟醚麻醉处理，记录麻醉停止

到翻正反射出现（苏醒）的时间。 于麻醉前 ３０ ｍｉｎ（Ｔ０）、翻正反射出现后 ５ ｍｉｎ（Ｔ１）、３０ ｍｉｎ（Ｔ２）和
６０ ｍｉｎ（Ｔ３）对小鼠进行恐惧条件实验测试，记录冻结时间百分比。 于 Ｔ０、Ｔ１ 时进行旷场试验，记录小

鼠运动总路程和在中心区域停留时间。 Ａ 组随机另取 ６ 只小鼠于麻醉前 １ 周在海马组织植入微电

极，后将小鼠放回原来的笼子恢复 １ 周，于 Ｔ０—Ｔ３ 时记录 Ｄｅｌｔａ、Ｔｈｅｔａ、Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ 和 Ｇａｍｍａ 波相对

能量值。 于 Ｔ０—Ｔ３ 时采用免疫荧光法检测海马组织 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性细胞数，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法记录海马

组织 ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白相对含量。 结果 　 与 Ｔ０ 时比较，Ｔ１ 时 Ａ 组和 Ｂ 组冻结时间百分比明显升高（Ｐ＜
０ ０５），Ｂ 组中心区域停留时间明显缩短（Ｐ＜０ ０５）。 Ｂ 组停止麻醉到翻正反射出现的时间明显长于

Ａ 组（Ｐ＜０ ０５），Ｔ１ 时冻结时间百分比明显低于 Ａ 组（Ｐ＜０ ０５），Ｔ１ 时中心区域停留时间明显短于 Ａ
组（Ｐ＜０ ０５）。 Ｃ 组停止麻醉到翻正反射出现的时间明显短于 Ｂ 组（Ｐ＜０ ０５），Ｔ１ 时冻结时间百分比

明显低于 Ａ 组和 Ｂ 组（Ｐ＜０ ０５），Ｔ１ 时中心区域停留时间明显长于 Ｂ 组（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｔ０ 时比较，Ａ
组 Ｔ１ 时 Ｔｈｅｔａ 波和 Ｔ１、Ｔ２ 时 Ｇａｍｍａ 波相对能量值明显升高（Ｐ＜０ ０５），Ｔ１ 时海马 ＣＡ１ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性

细胞数明显增多（Ｐ＜０ ０５），Ｔ１ 时海马组织 ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白相对含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｔ１ 时比较，Ａ
组 Ｔ３ 时 Ｔｈｅｔａ 波和 Ｔ２、Ｔ３ 时 Ｇａｍｍａ 波相对能量值明显降低（Ｐ＜０ ０５），Ｔ２、Ｔ３ 时海马 ＣＡ１ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳

性细胞数明显减少（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 ｃ⁃ｆｏｓ 表达上调和神经振荡增强参与单次短时间吸入七氟醚增

强小鼠苏醒短时间内恐惧记忆的过程，但这一效应随着苏醒后时间的延长而逐渐消失。
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Ｇａｍｍａ ｗａｖｅ ａｔ Ｔ２ ａｎｄ Ｔ３ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０５）， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃ⁃ｆｏｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＣＡ１ ａｒｅａ ａｔ Ｔ２ ａｎｄ Ｔ３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ （ Ｐ ＜ ０ ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃ｆｏｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ｉｎ⁃
ｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｓｈｏｒｔ⁃ｄｕｒａｔｉｏｎ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｉｎ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇ ｆｅａｒ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ
ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｐｅｒｉｏｄ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｓｈｏｒｔ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ａｗａｋｅｎｉｎｇ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ； Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｐｅｒｉｏｄ； Ｆｅａｒ ｍｅｍｏｒｙ； ｃ⁃ｆｏｓ； Ｎｅｕｒａｌ ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎ

　 　 新生乳鼠在出生后早期暴露于吸入性麻醉药

物后，可因神经变性导致学习障碍［１－３］。 然而，吸入

性麻醉药物对成年啮齿动物的影响尚有争议［４－６］。
ｃ⁃ｆｏｓ 是一种活动依赖性激活的即早基因（ ｉｍｍｅｄｉａｔｅ
ｅａｒｌｙ ｇｅｎｅ， ＩＥＧ），其表达升高通常作为神经元激活

的指标［７］。 恐惧条件反射是联想学习的一种形式，
恐惧记忆的形成和持久性与 ｃ⁃ｆｏｓ 表达有关［８－９］。
神经振荡在大脑高级功能中发挥重要作用，其中，
海马组织 Ｔｈｅｔａ 和 Ｇａｍｍａ 振荡活动增强是记忆编

码和检索的重要标志［１０］。 本实验研究拟探讨 ｃ⁃ｆｏｓ
和神经振荡在七氟醚麻醉小鼠苏醒期恐惧记忆中

的作用。

材料与方法

实验动物 　 本实验研究通过南京医科大学动

物护理和使用委员会的批准（ ＩＡＣＵＣ－２１０１０２１），实
验动物许可证号：２２０２０２９７４。 选择 ＳＰＦ 级雄性成

年 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，８～ １０ 周龄，体重 １８ ～ ２４ ｇ。 小鼠

饲养在 １２ ｈ ／ １２ ｈ 的明 ／暗周期环境中，自由饮食

水，饲养环境温度为 ２３ ～ ２５ ℃，湿度为 ４５％ ～ ６５％，
适应性饲养 ２ 周。

实验分组与处理　 将小鼠随机分为三组：Ａ 组

吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ；Ｂ 组吸入 ２ ５％七氟醚麻

醉 ６ ｈ；Ｃ 组吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ，连续 ３ ｄ。
恐惧条件实验　 所有小鼠于 ９：００—１５：００ 在安

静房间内行恐惧条件实验训练，小鼠被放置在条件

室（３０ ｃｍ×３０ ｃｍ×４５ ｃｍ）不锈钢电击网格板上。 适

应 ３ ｍｉｎ 后，给予声音刺激（２０ ｓ，７０ ｄＢ，３ ０００ Ｈｚ），

在声音刺激的最后 １ ｓ 同时给予电击 （ １ ｓ，０ ７５
ｍＡ），重复 ３ 次。 随后在条件室停留 １ ｍｉｎ 后将小

鼠送回原饲养笼。 训练后 １ ｄ，Ａ 组、Ｂ 组和 Ｃ 组分

别予以相应的七氟醚麻醉，记录麻醉停止到翻正反

射出现（苏醒）的时间（Ｃ 组在第 ３ 天麻醉结束后记

录）。 于麻醉前 ３０ ｍｉｎ（Ｔ０）、翻正反射出现后 ５ ｍｉｎ
（Ｔ１）、３０ ｍｉｎ（Ｔ２）和 ６０ ｍｉｎ（Ｔ３）对小鼠进行恐惧条

件实验（Ｃ 组在第 ３ 天麻醉前后进行），将小鼠置于

无任何刺激的条件室内 ５ ｍｉｎ，由计算机自动监控冻

结过程，记录冻结时间百分比。
旷场实验　 于 Ｔ０、Ｔ１ 时进行旷场实验（Ｃ 组 Ｔ０

在第 １ 天麻醉前进行，Ｔ１ 在第 ３ 天麻醉结束后进

行）。 小鼠单独置于旷场（４０ ｃｍ×４０ ｃｍ×４０ ｃｍ）中
心，允许其自由探索 ５ ｍｉｎ，由电脑自动记录小鼠运

动总路程和在中心区域停留时间。
在体电生理学　 Ａ 组随机另取 ６ 只小鼠予 １％

戊巴比妥钠 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉后固定在立体定向装置

中，电热毯保温。 切除肌肉、筋膜组织和骨膜，暴露

颅骨后，于海马组织 ＣＡ１ 区的三维坐标（ＤＰ，－２ ０
ｍｍ；ＭＬ，±１ ５ ｍｍ；ＤＶ，－１ ５ ｍｍ）取自小鼠大脑图

谱［１０］。 在 ＣＡ１ 区上方的颅骨上钻出一个 ３ ｍｍ×３
ｍｍ 的窗口，充分暴露皮质。 采用 ８ 通道微电极（３５
μｍ 镍铬合金，电极间距 ３００ μｍ）通过窗口缓慢向

下移动，到达预定位置后石蜡封窗，牙胶将电极固

定在颅骨表面完成电极植入。 将小鼠放回原笼恢

复 １ 周，于 Ｔ０—Ｔ３ 时记录 Ｄｅｌｔａ、Ｔｈｅｔａ、Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ
和 Ｇａｍｍａ 波相对能量值。 所有数据采用 ＮｅｕｒｏＥｘ⁃
ｐｌｏｒｅｒ ５ 分析，波段过滤如下：Ｄｅｌｔａ （０ ５ ～ ３ Ｈｚ），
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Ｔｈｅｔａ（４～７ Ｈｚ），Ａｌｐｈａ（８～１３ Ｈｚ），Ｂｅｔａ（１４～２９ Ｈｚ）
和 Ｇａｍｍａ（３０～１４０ Ｈｚ）。

免疫荧光染色 　 Ａ 组小鼠分别于 Ｔ０—Ｔ３ 时行

为学测试结束后予 １％戊巴比妥钠 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉。
经心脏灌注磷酸盐缓冲液，随后再灌注 ４％多聚甲

醛溶液 １５ ｍｉｎ。 埋入最佳切割温度复合物后将脑组

织储存在－８０ ℃。 用低温恒温器将脑组织切成 ３０
μｍ 的切片，用 １０％牛血清白蛋白在室温下封闭 ２
ｈ，加入小鼠抗 ｃ⁃ｆｏｓ（ ｓｃ⁃１６６９４０， １ ∶５０）抗体 ４ ℃过

夜。 ＰＢＳＴ 洗涤后用 ｃｏｒａｌｉｔｅ ４８８ 标记山羊抗小鼠

（ＳＡ０００１３⁃１，１ ∶ ５００）室温孵育 ２ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤后

ＤＡＰＩ 室温下反染色 ３ ｍｉｎ，安装在玻璃载片上。 采

用激光共聚焦显微镜 ２０ 倍镜在恒定光强下拍摄海

马组织 ＣＡ１、ＣＡ３ 和 ＤＧ 区显微照片，计算海马组织

ＣＡ１、ＣＡ３ 和 ＤＧ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性细胞数。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法　 Ａ 组于 Ｔ０—Ｔ３ 时行为学测试

结束后处死小鼠。 取小鼠海马组织提取蛋白，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ２０ ｍｉｎ，保存上清液，采用 ＢＣＡ
蛋白测定法测定蛋白浓度。 将蛋白样品溶解在 ５×
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 上样缓冲液中，煮沸 １０ ｍｉｎ。 采用 １５％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，将蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上，
５％牛血清白蛋白室温阻断 ２ ｈ，加入小鼠抗 ｃ⁃ｆｏｓ
（ｓｃ⁃１６６９４０，１ ∶１ ０００）和兔抗 ＧＡＰＤＨ（１０４９４⁃１⁃ＡＰ，
１ ∶１０ ０００）４ ℃过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤后加入二抗兔 ＩｇＧ
（ＧＢ２３３０３， １ ∶ ３ ０００） 和抗小鼠 ＩｇＧ （ ｃｂ２３３０１， １ ∶
３ ０００）孵育静置 ２ ｈ。 在 ＴＢＳＴ 中再次洗涤，将超敏

型 ＥＣＬ 溶液滴在膜上，化学发光曝光条带。 采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 计算海马组织 ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白相对含量。
统计分析　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 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，组内比较采用重复测量

数据方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

停止麻醉到翻正反射出现的时间　 Ｂ 组停止麻

醉到翻正反射出现的时间明显长于 Ａ 组 （ Ｐ ＜
０ ０５），Ｃ 组停止麻醉到翻正反射出现的时间明显短

于 Ｂ 组（Ｐ＜０ ０５）（图 １）。
冻结时间百分比　 与 Ｔ０ 时比较，Ｔ１ 时 Ａ 组和

Ｂ 组冻结时间百分比明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 Ｔ１ 时 Ｂ
组和 Ｃ 组冻结时间百分比明显低于 Ａ 组，Ｃ 组冻结

时间百分比明显低于 Ｂ 组（Ｐ＜０ ０５）。 Ｔ０、Ｔ２ 和 Ｔ３ 时

三组冻结时间百分比差异无统计学意义（表 １）。
运动总距离和中心区域停留时间　 与 Ｔ０ 时比

　 　 注：与 Ａ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 １　 三组小鼠停止麻醉到出现翻正反射时间的比较

表 １　 三组小鼠不同时点冻结时间百分比的比较（％，ｘ±ｓ ）

组别 只数 Ｔ０ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３

Ａ 组 ９０ ２０ ５±６ ２ ６５ ７±１１ ５ａ ２７ ２±１３ １ ２１ ７±１０ ７

Ｂ 组 ９０ １８ ４±６ ４ ５０ ０±１４ ３ａｂ ２９ ５±１５ ０ １５ ９±９ ６

Ｃ 组 ９０ １７ ６±９ ３ ２０ ９±８ ９ｂｃ １５ １±７ ２ １４ ３±７ ９

　 　 注：与 Ｔ０ 比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ａ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５

较，Ｔ１ 时 Ｂ 组中心区域停留时间明显缩短 （ Ｐ ＜
０ ０５）。 Ｔ１ 时 Ｂ 组中心区域停留时间明显短于 Ａ
组（Ｐ＜０ ０５），Ｃ 组中心区域停留时间明显长于 Ｂ 组

（Ｐ＜０ ０５）。 Ｔ０、Ｔ１ 时三组运动总距离差异无统计

学意义，Ｔ０ 时三组中心区域停留时间差异无统计学

意义（表 ２）。

表 ２　 三组小鼠 Ｔ０、Ｔ１ 时运动总距离和中心区域停留

时间的比较（ｘ±ｓ）

指标 组别 只数 Ｔ０ Ｔ１

Ａ 组 １５ ２２ ４±４ １ ２３ ２±３ ９

运动总距离（ｍ） Ｂ 组 １５ ２３ ２±４ ５ ２２ ３±３ ２

Ｃ 组 １５ ２３ ８±３ ９ ２２ ７±３ ０

Ａ 组 １５ ２１ ５±１１ ２ １５ ８±７ ８

中心区域时间（ｓ） Ｂ 组 １５ ２０ ３±１０ ５ ９ ４±５ ８ａｂ

Ｃ 组 １５ ２０ ８±１０ ９ １４ ９±７ ６ｃ

　 　 注：与 Ｔ０ 比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ａ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５

　 　 海马组织　 与 Ｔ０ 时比较，Ａ 组 Ｔ１ 时 Ｔｈｅｔａ 波和

Ｔ１、Ｔ２ 时 Ｇａｍｍａ 波相对能量值明显升高（Ｐ＜０ ０５）。
与 Ｔ１ 时比较，Ａ 组 Ｔ３ 时 Ｔｈｅｔａ 波和 Ｔ２、Ｔ３ 时 Ｇａｍｍａ
波相对能量值明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 ＣＡ１ 区各波段

相对能量值 Ｔ０—Ｔ３ 时 Ａ 组 Ｄｅｌｔａ、Ａｌｐｈａ 和 Ｂｅｔａ 波

相对能量值差异无统计学意义（图 ２—６）。
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图 ２　 Ａ 组小鼠不同时点在体电生理 Ｄｅｌｔａ 波相对

能量值的比较

　 　 注：与 Ｔ０ 比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｔ１ 比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ３　 Ａ 组小鼠不同时点在体电生理 Ｔｈｅｔａ 波相对

能量值的比较

图 ４　 Ａ 组小鼠不同时点在体电生理 Ａｌｐｈａ 波相对

能量值的比较

图 ５　 Ａ 组小鼠不同时点在体电生理 Ｂｅｔａ 波相对

能量值的比较

　 　 注：与 Ｔ０ 比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｔ１ 比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ６　 Ａ 组小鼠不同时点在体电生理 Ｇａｍｍａ 波相对

能量值的比较

海马组织 ＣＡ１、ＣＡ３ 和 ＤＧ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性细胞数

与 Ｔ０ 时比较，Ｔ１ 时 Ａ 组海马 ＣＡ１ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性细胞

数明显增多（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｔ１ 时比较，Ｔ２、Ｔ３ 时 Ａ
组海马 ＣＡ１ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性细胞数明显减少 （ Ｐ ＜
０ ０５）。 Ｔ０—Ｔ３ 时 Ａ 组 ＣＡ３ 和 ＤＧ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性细

胞数差异无统计学意义（表 ３）。

表 ３　 Ａ 组小鼠不同时点 ＣＡ１、ＣＡ３ 和 ＤＧ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性

细胞数的比较（个，ｘ±ｓ）

部位 只数 Ｔ０ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３

ＣＡ１ ６ ２２ ８±２ ３ ３７ ８±２ ９ａ ２６ ５±１ ０ｂ ２３ ２±１ ７ｂ

ＣＡ３ ６ ２３ ５±５ １ ２３ ７±５ ６ ２４ ０±５ ７ ２４ ２±５ ２

ＤＧ ６ ７８ ７±８ ８ ７９ ０±８ ９ ７９ ５±９ ９ ７６ ７±１１ ５

　 　 注：与 Ｔ０ 比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｔ１ 比较，ｂＰ＜０ ０５

海马组织 ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白相对含量 　 与 Ｔ０ 时比较，
Ｔ１ 时 Ａ 组海马组织 ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白相对含量明显升高

（Ｐ＜０ ０５）（图 ７）。

　 　 注：与 Ｔ０ 比较，ａＰ＜０ ０５

图 ７　 Ａ 组小鼠不同时点海马组织 ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白相对

含量的比较
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讨　 　 论

本实验研究参考 Ｔｉａｎ 等［１１］ 和 Ｆｌａｎｉｇａｎ 等［５］ 研

究，采用 ２ ５％七氟醚进行麻醉。 在七氟醚麻醉影

响小鼠认知功能的研究中，多数研究［１２－１５］ 选择吸入

七氟醚麻醉 ２ ｈ、吸入七氟醚麻醉麻醉 ６ ｈ 和吸入七

氟醚麻醉 ２ ｈ，连续 ３ ｄ 这 ３ 种方式。 Ｓｈｅｎ 等［１６］ 研

究表明，与未麻醉的小鼠比较，吸入 ３％七氟醚麻醉

２ ｈ 的小鼠和吸入 ３％七氟醚麻醉 ２ ｈ，连续 ３ ｄ 的小

鼠 ｐＨ 值、氧分压、二氧化碳分压差异均无统计学意

义。 Ｙｕ 等［１７］研究表明，与未麻醉的小鼠比较，吸入

２ ５％七氟醚麻醉 ６ ｈ 的小鼠 ｐＨ 值、动脉氧分压、动
脉二氧化碳分压差异均无统计学意义，提示这三种

吸入七氟醚麻醉的方式对小鼠的呼吸、循环无明显

影响。 因此，本实验研究最终采用吸入 ２ ５％七氟

醚麻醉 ２ ｈ、吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ６ ｈ 和吸入 ２ ５％
七氟醚麻醉 ２ ｈ，连续 ３ ｄ 将小鼠分为 ３ 组，并未监

测小鼠呼吸、循环相关指标。
Ｆｕ 等［１８］研究表明，吸入七氟醚会损害小鼠的

恐惧记忆。 本实验研究结果显示，吸入 ２ ５％七氟

醚麻醉 ６ ｈ 的小鼠翻正反射出现的时间明显长于吸

入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠和吸入 ２ ５％七氟醚

麻醉 ２ ｈ，连续 ３ ｄ 的小鼠。 吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２
ｈ 和 ６ ｈ 的小鼠翻正反射出现后 ５ ｍｉｎ 冻结时间百

分比明显升高，提示恐惧记忆增强。 旷场实验中运

动总距离结果显示，七氟醚麻醉未损害小鼠在苏醒

期的运动能力。 与麻醉前 ３０ ｍｉｎ 比较，翻正反射出

现后 ５ ｍｉｎ 吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ６ ｈ 的小鼠中心区

域停留时间明显缩短，表明小鼠产生明显的焦虑。
翻正反射出现后 ５ ｍｉｎ 吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ６ ｈ 的

小鼠冻结时间百分比明显低于吸入 ２ ５％七氟醚麻

醉 ２ ｈ 的小鼠，提示焦虑情绪可能对恐惧条件实验

中的冻结行为产生影响。 因此，本实验研究仅选择

吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠进行后续在体电

生理学、免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。
免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，吸

入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠苏醒期海马 ＣＡ１ 区

ｃ⁃ｆｏｓ 阳性细胞数增多。 在体电生理结果显示，吸入

２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠翻正反射出现后 ５ ｍｉｎ
海马组织 ＣＡ１ 区 Ｔｈｅｔａ 波和 Ｇａｍｍａ 波振荡增强。
本实验研究结果显示，吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 可

以导致小鼠翻正反射出现后 ５ ｍｉｎ 恐惧记忆增强，
海马组织 ＣＡ１ 区 ｃ⁃ｆｏｓ 表达上调以及 Ｔｈｅｔａ 波和

Ｇａｍｍａ 波振荡增强。

神经振荡是由神经元簇的有节奏活动产生的，
其在大脑的高级功能中起着至关重要的作用［１９－２０］。
其中，海马组织 Ｔｈｅｔａ 和 Ｇａｍｍａ 波振荡增强是记忆

编码和检索的指标［１０，２１］。 本实验研究结果显示，吸
入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠海马组织 ＣＡ１ 区

Ｔｈｅｔａ 和 Ｇａｍｍａ 波振荡增强，与上述结论一致，提示

海马组织上调的 Ｔｈｅｔａ 和 Ｇａｍｍａ 波震荡可能是七

氟醚麻醉苏醒期记忆增强的潜在机制。
恐惧条件反射的记忆检索涉及两种形式：情境

恐惧记忆和线索恐惧记忆，分别主要涉及海马组织

和杏仁核两个脑区［２２］。 本实验研究仅针对海马组

织进行研究，因此只检测情境恐惧记忆。 恐惧记忆

模型能够在不同脑区中使 ｃ⁃ｆｏｓ 表达升高，如海马组

织 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区以及前额叶皮层等［２３－２４］。 本实验

研究结果显示，吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠翻

正反射出现后 ５ ｍｉｎ 情境恐惧记忆增强，且海马组

织 ＣＡ１ 区中 ｃ⁃ｆｏｓ 表达上调，与上述结论一致，提示

ｃ⁃ｆｏｓ 在这一过程中发挥着重要的作用。
本实验研究不足之处在于：（１）七氟醚麻醉后

苏醒期 ｃ⁃ｆｏｓ 表达增高，Ｔｈｅｔａ 和 Ｇａｍｍａ 波震荡增

强，但这两者之间的因果关系本实验并未做进一步

研究；（２）ｃ⁃ｆｏｓ 表达增强表明有更多的神经元被激

活，但被激活的神经元种类仍需进一步研究；（３）本
实验仅对吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠进行了

在体电生理、免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验，并
未对进行其他方式七氟醚麻醉的小鼠进行后续实

验；（４）本实验研究仅限于表象研究，下一步将采用

如化学或光遗传学的方法验证 ｃ⁃ｆｏｓ 和神经振荡在

恐惧记忆增强中的作用和机制。
综上所述，吸入 ２ ５％七氟醚麻醉 ２ ｈ 的小鼠出

现翻正反射后 ５ ｍｉｎ 恐惧记忆增强，海马组织 ＣＡ１
区 Ｔｈｅｔａ 和 Ｇａｍｍａ 波振荡增强，海马组织 ｃ⁃ｆｏｓ 阳性

细胞数增多、ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白相对含量升高，提示 ｃ⁃ｆｏｓ 表

达上调和神经振荡增强参与单次短时间七氟醚增

强小鼠苏醒期恐惧记忆这一过程。
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ｐｏｃａｍｐｕｓ． Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍ， ２０１８： ３８０２３２４．

［１２］ 　 Ｗｉｋｌｕｎｄ Ａ， Ｇｒａｎｏｎ Ｓ， Ｃｌｏëｚ⁃Ｔａｙａｒａｎｉ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ａｎｅｓ⁃
ｔｈｅｓｉａ ａｌｔｅｒｓ ｅｘｐｌｏｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ ｌａｃｋｉｎｇ
ｔｈｅ ｂｅｔａ２ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ． Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，
２００８， １０９（５）： ７９０⁃７９８．

［１３］ 　 Ｌｅｅ Ｓ， Ｃｈｕｎｇ Ｗ， Ｐａｒｋ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｎｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｐａｅｄ⁃
ｉａｔｒ Ａｎａｅｓｔｈ， ２０１７， ２７（７）： ７４２⁃７５１．

［１４］ 　 Ｒｏｓｅｎｂｌａｔｔ Ａ， Ｋｒｅｍｅｒ Ｍ， Ｓｗａｎｓｏｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ ｃｈｉｌｄ ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ： ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｒｅｖｉｅｗ．
ＡＡＮＡ Ｊ， ２０１９， ８７（３）： ２３１⁃２４２．

［１５］ 　 Ｌｕｏ ＲＹ， Ｌｕｏ Ｃ， Ｚｈｏｎｇ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅａｒｌｙ⁃ｌｉｆｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｖｉａ
ｔｈｅ ｐｒｏＢＤＮＦ ／ ＥＲＫ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０２１， ５８ （ １ ）：
１７０⁃１８３．

［１６］ 　 Ｓｈｅｎ Ｘ， Ｄｏｎｇ Ｙ， Ｘｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕ⁃
ｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒ⁃
ｍｅｎｔ． Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ， ２０１３， １１８（３）： ５０２⁃５１５．

［１７］ 　 Ｙｕ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｄｕｒｉｎｇ ｌａｔｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｏｎ ｂｒａｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉ⁃
ｏｌ， ２０２０， ４０（８）： １３３９⁃１３５２．

［１８］ 　 Ｆｕ ＪＢ， Ｗａｎｇ ＺＨ， Ｒｅｎ ＹＹ． Ｆｏｒｋｈｅａｄ Ｂｏｘ Ｏ１⁃ｐ２１ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｍａｃ⁃
ｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ． Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｖａｓｃ Ｒｅｓ， ２０２０， １７ （ １）：
７９⁃８５．

［１９］ 　 Ｊａｆａｒｉ Ｚ， Ｋｏｌｂ ＢＥ， Ｍｏｈａｊｅｒａｎｉ ＭＨ． Ｎｅｕｒａｌ ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ ｄｉｓｅａｓｅ． Ｐｒｏｇ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０２０，
１９４： １０１８７８．

［２０］ 　 Ｇｏｕｒéｖｉｔｃｈ Ｂ， Ｍａｒｔｉｎ Ｃ， Ｐｏｓｔａｌ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｕｄｉ⁃
ｔｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｏｌｅ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｂｉｏｂｅｈａｖ Ｒｅｖ，
２０２０， １１３： ５０７⁃５２８．

［２１］ 　 李敏， 叶政， 朱再满， 等． 大鼠海马 ＣＡ３ 区 θ～ γ 神经振荡与

空间认知能力相关 性 研 究． 生 理 学 报， ２０２１， ７３ （ ５ ）：
８５５⁃８６２．

［２２］ 　 Ｋｉｓｈｉｍｏｔｏ Ｙ， Ｋａｓａｍａｔｓｕ Ｓ， Ｙａｎａｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ８⁃Ｎｉｔｒｏ⁃ｃＧＭＰ ａｔｔｅｎ⁃
ｕａｔｅｓ ｃｏｎｔｅｘｔ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｅａｒ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１９， ５１１（１）： １４１⁃１４７．

［２３］ 　 Ｍｏｎｔｅｓ⁃Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ ＣＪ， Ｒｕｅｄａ⁃Ｏｒｏｚｃｏ ＰＥ， Ｐｒｏｓｐéｒｏ⁃Ｇａｒｃíａ Ｏ．
Ｔｏｔａｌ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｉｍｐａｉｒｓ ｆｅａｒ ｍｅｍｏｒｙ ｒｅｔｒｉｅｖａｌ ｂｙ
ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌ ａｍｙｇｄａｌａ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１９，
１７１９： １７⁃２３．

［２４］ 　 Ｓａｍｉｆａｎｎｉ Ｒ， Ｚｈａｏ Ｍ， Ｃｒｕｚ⁃Ｓａｎｃｈｅｚ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｍｅｍｏｒｙ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｘｔｕａｌ ａｎｄ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｆｅａｒ ｉｎ
ｍｉｃｅ． Ｌｅａｒｎ Ｍｅｍ， ２０２１， ２８（１１）： ４１４⁃４２１．

（收稿日期：２０２１ １０ ２８）
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