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术后认知功能障碍老年小鼠海马内NogoA-NgR1
通路的变化

唐小慧 宗曼曼 唐会 贾敏 杨建军

  【摘要】 目的 观察术后认知功能障碍老年小鼠海马内神经生长抑制因子 NogoA及其受体

NgR1表达的变化,并探讨其可能机制。方法 采用异氟醚麻醉+腹腔探查术建立POCD模型。老

年雄性C57BL/6小鼠40只,随机分为四组:O2+Saline组(OS组)、O2+NEP1-40组(ON组)、异氟

醚麻醉+腹腔探查术+Saline组(SS组)及异氟醚麻醉+腹腔探查术+NEP1-40组(SN组),每组10
只。麻醉前7d行右侧脑室置管;麻醉前2h至行为学测试前2h每天侧脑室注射NEP1-40(20μg/2

μl)或等容的无菌生理盐水,连续注射8d。术后第5天行旷场实验,第6、7天分别行场景性和条件性

恐惧实验训练和测试。行为学测试后2h,取小鼠海马组织,采用 Westernblot法检测 NogoA、

NgR1、RhoA、ROCK2和GAP43含量变化;Golgi染色检测海马CA1区神经元树突棘数量改变。结

果 与OS和ON组比较,SS组在场景性恐惧实验测试中僵直反应百分比明显降低,海马内NogoA、

NgR1、RhoA和ROCK2含量明显升高,GAP43含量和总的、新生的和成熟的树突棘数量明显减少

(P<0.05);与SS组比较,SN组在场景性恐惧实验测试中僵直反应百分比明显升高,海马内RhoA
和ROCK2含量明显降低,GAP43含量和总的、新生的和成熟的树突棘数量明显增多(P<0.05)。
结论 麻醉手术致老年小鼠认知功能损害与其海马内NogoA-NgR1通路过度激活有关。
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【Abstract】 Objective ToobservethechangesofhippocampalNogoA-NgR1signalingonpost-
operativecognitivefunction(POCD)inagedmice,andexplorethepotentialunderlingmechanism.
Methods IsofluraneanesthesiaandlaparotomywereappliedtoestablishthePOCDmodel.Fortyaged
maleC57BL/6micewererandomlydividedintothefollowingfourgroups(n=10):groupO2+saline
(groupOS),groupO2+NEP1-40(groupON),groupisofluraneanesthesia+laparotomysurgery+
saline(groupSS),andgroupisofluraneanesthesia+laparotomysurgery+NEP1-40(groupSN).
Cannulaplacementwasperformedintolateralventricle7daysbeforethesurgery.Animalsweresub-
jectedtoanadministrationofNEP1-40(20μg/2μl)orisochoricsalineviaintracerebroventricularin-
jectiononcedailyfor8consecutivedays,injectionwasgivenfrom2hbeforeisofluraneanesthesiato
thelastbehavioraltest.Openfieldtestwasperformedat5thdafteroperation.Contextualandcued
fearconditioningtrainingandtestingwereexhibitedat6thand7thdafteroperation,respectively.
Thehippocampuswasharvested2hafterthebehavioraltest.Westernblotwasusedtodetecttheex-
pressionsofNogoA,NgR1,RhoA,ROCK2andGAP43.Golgistainingwasappliedtomeasurethe
changesofdendriticspinesinhippocampalCA1area.Results ComparedwiththegroupsOSandON,
thefreezingtimeinthecontextualfearconditioningtestwassignificantlydecreased,thecontentsofNogoA,
NgR1,RhoAandROCK2weresignificantlyincreased,thecontentofGAP43andthenumberofdendritic
spineweresignificantlydecreasedingroupSS(P<0.05).ComparedwiththegroupSS,thefreezingtime
inthecontextualfearconditioningtestwassignificantlyincreased,thecontentsofRhoAandROCK2were
significantlydecreased,thecontentofGAP43andthenumberofdendriticspineweresignificantlyincreased
ingroupSN(P<0.05).Conclusion Over-activatedofhippocampalNogoA-NgR1signalingparticipatedin
thepathogenesisofPOCDinagedmice.
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  术后认知 功 能 障 碍(postoperativecognitive
dysfunction,POCD)是患者手术麻醉后出现的一种

中枢神经系统并发症,主要临床表现为患者术后出

现学习、记忆、判断力、注意力等下降[1]。其中高龄

是发生POCD的独立危险因素[1]。目前,POCD的

发病机制尚不清楚且缺乏有效防治措施。先前研

究表明,神经生长抑制因子 A(neuriteoutgrowth
inhibitoryproteinA,NogoA)-Nogo受体1(Nogo
receptor1,NgR1)通路过度活化抑制海马突触重塑

且NgR1参与负向调控长期记忆形成[2,3];阻断

NogoA-NgR1通路可增加突触可塑性,引起长时程

增强 进 而 提 高 认 知 功 能[4]。然 而,尚 不 清 楚

NogoA-NgR1通路的激活是否参与POCD的发生。
本实验观察POCD老年小鼠海马内 NogoA-NgR1
通路的变化并探讨其可能机制。

材料与方法

动物选择与分组 老年雄性C57BL/6小鼠40
只,18月龄,重量34~42g(由常州卡文斯实验动物

有限公司提供),采用随机数字表法分为四组:O2+
Saline组(OS组)、O2+NEP1-40组(ON组)、异氟

醚麻醉+腹腔探查术+Saline组(SS组)及异氟醚

麻醉+腹腔探查术+NEP1-40组(SN 组),每组

10只。
侧脑室置管 POCD模型建立前7d,行右侧脑

室置管[5]。2%戊巴比妥钠50mg/kg腹腔注射麻

醉小鼠,将小鼠头部水平固定在脑立体定位仪上。

2%碘酒及75%酒精棉球作头部皮肤消毒,沿矢状

缝作一切口约1.5cm,分离皮下组织。温生理盐水

清洁颅骨表面的筋膜及肌肉并剥离,推开骨膜,清
晰暴露前囟、人字缝及矢状缝。设定颅骨冠状缝与

矢状缝会合处(即前囟)为起始零点,根据小鼠脑立

体定 位 图 谱 提 供 的 参 数 来 定 位 右 侧 脑 室(AP:

-0.45mm,ML:+1.0mm,DV:-2.50mm),置
入不锈钢导管,头钉及牙科水泥固定。通过微处理

器控制的微量注射器以1μl/min速度缓慢注射2

μlNEP1-40或等体积无菌PBS,注射完成后留针2
min。缝合皮肤,将小鼠置于恒温台上复苏。

POCD模型建立 采用异氟醚麻醉+腹腔探查

术建立POCD模型[5]。将SS和SN组置于透明半

封闭呼吸环路麻醉箱中,箱内装有CO2 吸附剂。放

入箱内前预充1.5%异氟醚+100%O2。待小鼠翻

正反射消失后,取右侧卧位,保持呼吸道通畅,防止

误吸,维持麻醉30min。麻醉箱中气体浓度由持续

监测多参数麻醉气体监护仪(Vamos)进行连续监

测。手术组小鼠在麻醉后迅速移入预充相同浓度

吸入麻醉药及气体的小鼠面罩内进行手术。消毒,
剪去小鼠腹部毛发,消毒后取腹正中切口约1.5cm
进行腹腔探查术,按顺序依次缓慢探查肠道、肝、
脾、肾等脏器,手术时间约5min。探查结束后分别

用5-0和4-0的无菌丝线缝合肌肉筋膜及皮肤。术

后伤口涂抹硫链丝霉素预防感染;皮下注射温生理

盐水30ml/kg,补充术中液体丢失;术中及术后保

温处理。术后将小鼠放入通有纯氧的笼中直至意

识恢复。预实验血气分析证实小鼠麻醉手术过程

中无缺氧、酸中毒等并发症。OS和 ON组除持续

吸入相同时间纯氧外不进行任何处理。
旷场实验 术后第5天行旷场实验。实验采用

白色无顶塑料箱(40cm×40cm×40cm),箱底用

红线分为16等份小方格。将小鼠从中央区域放入

观察箱内,行探索活动5min,由图像自动监视系统

(XR-XZ301)追踪其探索路程及在中央区域停留时

间。每次实验结束后用75%酒精擦拭场地,充分

晾干。
场景性和条件性恐惧实验 将实验分为训练

和测试阶段。术后第6天行场景性和条件性恐惧实

验训练。将小鼠放入实验箱(32cm×32cm×45
cm)中 适 应180s,随 后 接 受 声 音(30s,70dB,

3000Hz)和足底电击刺激(2s,0.75mA,在声音

结束前2s开始电激),继续停留30s后放回饲养

笼。训练结束后24h行场景性条件性恐惧实验测

试。将小鼠放回原实验箱内,不给予任何刺激,记
录小鼠5min内僵直反应(除呼吸运动外无其他任

何行为活动的不动状态)时间。场景性恐惧测试后

2h,行改变环境(实验箱底部放入分隔板,四壁粘贴

不同形状、颜色塑料板等)的条件性恐惧测试,记录

小鼠6min(无声音,180s;声 音,180s,70dB,

3000Hz)内的僵直反应时间。测试阶段由图像自

动监视系统(XR-XC404)追踪小鼠的活动。每次实

验结束后用75%酒精擦拭场地,充分晾干。
海马中NogoA、NgR1、Ras同源物基因家族成员

A(RashomologgenefamilymemberA,RhoA)、Rho
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相关 蛋 白 激 酶2(Rho-associatedproteinkinase2,

ROCK2)及 生 长 相 关 蛋 白 43(growth-associated
protein43,GAP43)检测 行为学测试后2h,随机取

3只小鼠,断头处死,冰上取海马组织,加入裂解缓冲

液,粉碎组织,4℃离心(12000r/min,10min),取上

清液,分装-80℃冻存。裂解缓冲液稀释样本,上样

定量,95℃加热5min使蛋白变性,凝胶电泳分离。
转膜后,室温下脱色、摇动封闭2h。加入一抗4℃
过夜,PBS洗涤3×5min。二抗室温下孵育2h后,

PBS洗涤3×5min,底物显色反应、显影。采用Im-
ageJ软件检测 NogoA、NgR1、RhoA、ROCK2及

GAP43的含量。一抗及二抗批号如下:NogoA(sc-
25660)、NgR1(1440-NG)、RhoA (ab187027)、

ROCK2(ab71598)、GAP43(ab75810)、βIII-tubulin
(ab18207)、GAPDH (60004-1-Ig)、β-actin(sc-
47778)及HRP二抗(sc-2031、sc-2004)。

海马CA1区锥体神经元树突棘数量检测 采

用FD快速高尔基染色试剂盒。行为学测试后2h,
腹腔注射戊巴比妥钠60mg/kg先后麻醉3只小

鼠,断头取全脑。miliQ水快速冲掉大脑表面的血

渍。将大脑浸泡在浸渍液(10ml溶液A+10ml溶

液B等体积混合)中,24h后更换1次新的 AB液

后,室温避光保存24d。随后转移至溶液C(15ml)
中浸泡,24h后更换1次新的溶液C后,室温避光

保存7d。振动切片机切片(150μm)。miliQ水洗

涤2×4min。将脑片置于混合液(5ml溶液D+5
ml溶液E+10ml双蒸水)中浸泡10min。miliQ
水洗涤2×4min。脑片复染(硫堇),miliQ水洗涤2
×4min。先后分别使用50%、75%和95%乙醇对

脑片进行梯度脱水(各4min)。随后,无水乙醇脱

水4×4min。二甲苯透明3×4min,封片剂封片,
晾干。Olympus显 微 镜 拍 摄(10×100倍)海 马

CA1区神经元树突棘。使用ImageJ图像分析软件

统计分析大鼠海马CA1区神经元树突棘的数目。
统计分析 采用SPSS17.0软件进行统计分

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,两两比较采用

Tukey法。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

旷场实验测试中,四组探索路程和中央区停留

时间差异无统计学意义(图1,2)。
场景性和条件性恐惧实验训练阶段,刺激前后四

组小鼠僵直反应百分比差异无统计学意义(图3)。

图1 四组小鼠旷场实验测试阶段探索路程的比较

图2 四组小鼠旷场实验测试阶段中央区停留时间的

比较

图3 四组小鼠场景性和条件性恐惧实验训练阶段僵直

反应百分比的比较

场景性恐惧实验测试阶段,SS组僵直反应百分

比明显低于OS组和ON组(P<0.05);SN组僵直

反应百分比明显高于SS组(P<0.05);OS、ON和

SN组僵直反应百分比差异无统计学意义。条件性

恐惧实验测试阶段,四组僵直反应百分比差异无统

计学意义(图4)。

SS组海马内 NogoA 和 NgR1含量明显高于

OS组和ON组(P<0.05);SS组与SN组海马内

NogoA和NgR1含量差异无统计学意义(图5)。

SS组海马内RhoA含量明显高于OS组和ON
组(P<0.05);SN组海马内 RhoA含量明显低于

SS组(P<0.05)(图6)。

SS组海马内 ROCK2含量明显高于 OS组和

ON组(P<0.05);SN组海马内ROCK2含量明显

低于SS组(P<0.05)(图7)。

SS组海马内 GAP43含量明显低于 OS组和
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注:与OS组比较,aP<0.05;与ON组比较,bP<0.05;与SS组

比较,cP<0.05

图4 四组小鼠场景性和条件性恐惧实验测试阶段

僵直反应百分比的比较

注:与OS组比较,aP<0.05;与ON组比较,bP<0.05

图5 四组小鼠海马内NogoA和NgR1含量的比较

注:与OS组比较,aP<0.05;与ON组比较,bP<0.05;与SS组

比较,cP<0.05

图6 四组小鼠海马内RhoA含量的比较

ON组(P<0.05);SN组海马内GAP43含量明显

高于SS组(P<0.05)(图8)。

SS组海马CA1区总的、新生和成熟的树突棘

注:与OS组比较,aP<0.05;与ON组比较,bP<0.05;与SS组

比较,cP<0.05

图7 四组小鼠海马内ROCK2含量的比较

注:与OS组比较,aP<0.05;与ON组比较,bP<0.05;与SS组

比较,cP<0.05

图8 四组小鼠海马内GAP43含量的比较

数量明显少于OS组和ON组(P<0.05);SN组海

马CA1区总的、新生和成熟的树突棘数量明显多于

SS组;四组小鼠海马CA1区细杆状树突棘数量差

异无统计学意义(P<0.05)(图9)。

讨  论

本研究结果显示:异氟醚麻醉+腹腔探查术可

致老年小鼠场景性恐惧实验测试的僵直反应百分

比明显降低,提示损害海马依赖性记忆;而条件性

恐惧实验测试的僵直反应百分比差异无统计学意

义,提示不影响老年小鼠非海马(杏仁核等)依赖性

记忆;同时POCD老年小鼠海马内 NogoA、NgR1、

RhoA及ROCK2含量明显升高,GAP43水平和海

马CA1区树突棘数目明显减少;而 NogoA结构域

Nogo66 拮 抗 性 多 肽 NEP1-40 可 使 RhoA 及

ROCK2含量明显降低,GAP43含量和海马CA1区

树突棘数目明显增多,僵直反应百分比明显升高,
说明NEP1-40通过NogoA-NgR1通路改善POCD
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注:与OS组比较,aP<0.05;与ON组比较,bP<0.05;与SS组

比较,cP<0.05

图9 四组小鼠海马CA1区树突棘数量的比较

老年小鼠的认知功能。
目前已经确认的中枢神经系统髓鞘来源的神

经抑制因子主要有3种:NogoA、髓鞘相关性糖蛋

白和少突胶质细胞髓鞘糖蛋白,其中 NogoA是作

用最强的神经生长抑制因子。NogoA是由RTN4
基因(又称为Nogo基因)编码的蛋白质。RTN4基

因共编码3种蛋白质:NogoA、NogoB和NogoC,其
中NogoA是Nogo蛋白在大脑中的最主要表达形

式。NogoA主要通过其两个结构域,即Nogo66和

Amino-Nogo,分别与它们的相应受体 NgR1和 A-
mino-Nogo-R结合而发挥神经生长抑制作用。此

外,3种重要的神经生长抑制因子 NogoA、髓鞘相

关性糖蛋白和少突胶质细胞髓鞘糖蛋白均通过与

Nogo66的 受 体 NgR1的 结 合,激 活 下 游 RhoA-
ROCK2发挥抑制神经再生作用[6]。脑创伤动物研

究显示:与野生型小鼠比较,NgR1敲除小鼠脑损伤

面积减小,伴随更多的新成熟神经元以及降低认知

功能损害[7]。本实验结果与先前研究结果相似,

POCD老 年 小 鼠 恐 惧 记 忆 损 害 同 时 伴 NogoA-
NgR1通 路 过 度 激 活,进 而 活 化 下 游 的 RhoA-
ROCK2,引 起 突 触 可 塑 性 损 害;而 脑 室 内 注 射

Nogo66多肽 NEP1-40绑定 NgR1后,可降低 No-
goA-NgR1通 路 的 过 度 激 活,抑 制 下 游 RhoA-
ROCK2的表达,进而增加突触可塑性,改善认知功

能。这说明 NogoA-NgR1通路过度激活在POCD
老年小鼠恐惧记忆下降中起着重要作用。

GAP43在维持神经元生长、发育、轴突再生以

及神经递质释放等方面起重要作用,是神经元发育

和轴突再生的一个内在决定性因素[8]。NogoA-
NgR1通路活化介导的RhoA-ROCK2增加,一方面

可使海马内细胞骨架蛋白F-actin解聚为G-actin,
减少长时程增强,降低突触稳定性[9];另一方面,可
使神经调素GAP43的表达降低,抑制突触发生[10]。
本研究结果显示,POCD老年小鼠NogoA-NgR1通

路活化介导RhoA-ROCK2增加,使GAP43表达降

低,进而导致突触再生障碍;而使用 NEP1-40后可

降低RhoA-ROCK2的活化,增加 GAP43的表达,
增加突触可塑性。

综上所述,老年小鼠的认知功能损害与其海马

内NogoA-NgR1通路的过度激活有关。
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