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异氟醚对老年大鼠认知功能及大脑颞叶 GABA
受体1和NMDA受体2B表达的影响

曹高亚 吴倍 邢珍 焦保良 李福龙 滕金亮 王新生

  【摘要】 目的 观察吸入不同浓度异氟醚后老年大鼠空间记忆以及脑右侧颞叶γ-氨基丁酸受

体1(GABAR1)和N-甲基-D-天冬氨酸受体2B(NMDAR2B)表达的变化。方法 雄性SD老年大鼠

90只,9月龄,随机分为对照组 (C组,n=10)和实验组 (n=80)。C组吸入室温空气,实验组按照异

氟醚浓度和吸入持续时间分为S1组 (1.5%-2h)、S2组 (2.5%-2h)、S3组 (1.5%-4h)和S4组

(2.5%-4h)。各组均分为两组分别在麻醉后1、7d进行 Morris水迷宫实验,采用RT-PCR技术和免

疫荧光技术检测右侧脑颞叶GABAR1和NMDAR2B的 mRNA表达和蛋白含量。结果 与对照组

比较,异氟醚吸入1d后S1、S2、S3、S4组的空间记忆能力伴随着药物浓度升高和吸入持续时间延长

出现持续下降,颞叶中GABAR1的 mRNA表达和蛋白含量明显升高,NMDAR2B的 mRNA表达和

蛋白含量明显降低(P<0.01)。异氟醚吸入7d后,S1、S2、S3组大鼠的空间记忆能力与对照组差异

无统计学意义,S4组明显低于对照组和其他三组 (P<0.01);S1、S2、S3组GABAR1和 NMDAR2B
的mRNA表达和蛋白含量与对照组差异无统计学意义;与对照组比较,S4组GABAR1的mRNA表

达和蛋白含量明显升高,NMDAR2B的 mRNA表达和蛋白含量明显降低(P<0.01)。结论 持续

吸入异氟醚对空间记忆能力的影响显著,而且长时间高浓度的吸入方式造成的影响时间较长。这种

影响与脑颞叶中GABAR1和NMDAR2B等神经递质受体的表达相关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectsofdifferentconcentrationandinhalationdura-
tiontimeofisofluraneoncognitiveperformanceandtheexpressionofGABAR1andNMDAR2Bin
agedSDratcerebraltemporallopes.Methods AgedmaleSDrats(9months)wererandomlydivided
intocontrolgroup(n=10)andtestgroup(n=80).Thecontrolgroupreceivedairatroomtempre-
ture.Testgroupsweredividedintofourgroups:groupS1(1.5%-2h),groupS2(2.5%-2h),group
S3(1.5%-4h),groupS4(2.5%-4h)accordingtoisofluraneconcentrationandinhalationduration
time.EverygroupwasequallydividedintotwogroupsandMorriswatermazetestwasperformedday
1andday7afterisofluraneinhalation.ThentherighttemporallobewasgatheredandthemRNA
transcriptionandproteinexpressionofGABAR1andNMDAR2BweredetectedbyRT-PCRandIm-
munofluorescencetechnique.Results Onedayafterisofluraneinhalation,accompaniedwithincreased
isofluraneconcentrationandinhalationduration,thespatialmemoryabilityofeverytestgroupde-
creasedcontinually,andthemRNAtranscriptionandproteinexpressionofGABAR1increasedand
themRNAtranscriptionandproteinexpressionofNMDAR2Bdecreasedcomparedwithcontrolgroup
(P<0.01).Sevendaysafterisofluraneinhalation,thespatialmemoryabilityofgroupS4decreased,
themRNAtranscriptionandproteinexpressionofbothGABAR1increased,themRNAtranscription
andproteinexpressionofNMDAR2Bdecreasedcomparedwithcontrolgroupandtheothertest
groups(P<0.01).TherewasnosignificantdifferencebetweenthecontrolgroupandgroupsS1,S2,
S3.Conclusion Continuousinhalationofisofluranehasgreateffectsonspatialmemoryability.And
impairedspatialmemorybyisofluraneinhalationofhighconcentrationwithlongdurationispresentin
alongtime.ThosesarerelatedwiththemRNAtranscriptionandproteinexpressionsofGABAR1and
NMDAR2Bincerebraltemporallope.
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  颞叶作为人脑的主要结构之一,具有重要的生理

功能,其与记忆、联想、比较等高级神经活动有关。

Wang等[1]研究表明前颞叶切除后的患者,术后记忆

功能在短期内有降低。异氟醚作为一种临床常用吸

入麻醉药,其与术后认知功能障碍 (postoperative
cognitivedysfunction,POCD)的关系一直是研究的热

点。然而各种研究始终聚集在对海马区的影响上,而
对颞叶的研究较少。本实验拟对吸入不同浓度异氟

醚后大鼠的记忆能力的变化以及脑颞叶γ-氨基丁酸

受体1(GABAR1)和 N-甲基-D-天冬氨酸受体2B
(NMDAR2B)的表达进行观察,探讨脑颞叶在学习记

忆中的作用以及异氟醚对其的影响。

材料与方法

实验材料 SPF级雄性SD老年大鼠(购自北

京维通利华),9月龄,温度20~24℃,湿度50%~
60%,动物室饲养2周以适应实验室环境。异氟醚

标准品 (HARVEY,批号:HZB1208)。羊抗鼠GA-
BAR1抗体 (SantaCruz),AlexaFluor488标记驴

抗羊IgG抗体 (Abcam);兔抗鼠 NMDAR2B抗体

(Abcam),FITC标记羊抗兔IgG抗体 (Abcam);

Trizol (invitrogen),SuperReal PreMix Plus
(SYBRGreen),FastQuantRTKit(TIANGEN)。

模型制备 参考徐智等[2]的方法,采用D-半乳

糖0.125g·kg-1·d-1腹腔注射,连续注射45d制备

衰老大鼠模型。
动物分组 参照杨卫国等[3]的方法,使用中国医

学科学院药物研究所研制的Morris水迷宫对衰老SD
大鼠模型进行 Morris水迷宫训练,筛除因视力差影

响记忆形成的大鼠。选取符合要求的SD衰老大鼠

模型90只,随机分为对照组 (C组,n=10)和实验组

(n=80)。实验组采用美国 MATRX 小动物麻醉机

进行异氟醚麻醉,对照组吸入同等时间的空气。实验

组按照药物吸入方式分为:S1组:吸入1.5%异氟醚2
h,S2组:吸入2.5%异氟醚2h,S3组:吸入1.5%异

氟醚4h,S4组:吸入2.5%异氟醚4h,每组20只。
观察指标 Morris水迷宫对衰老SD大鼠模型

进行 Morris水迷宫训练,定位航行实验测试大鼠登

上平台的时间即逃避潜伏期,空间探索实验记录大

鼠在90s内穿越原平台所在位置的次数。按照水

迷宫测试时间,观察每组药物吸入后1d和药物吸

入后7d的定位航行实验及空间探索实验结果。

实验标本制备 水迷宫测试2h后,20%乌拉坦

腹腔麻醉,各组随机选取5只进行生理盐水灌注,冰
上取右侧颞叶脑组织,液氮冷冻,-80℃保存;另5只

进行4%多聚甲醛灌注固定,采取右侧脑颞叶组织,4%
多聚甲醛浸泡固定24h,常规脱水、石蜡包埋、制片。

GABAR1和 NMDAR2BmRNA 转 录 水 平 检

测 -80℃取出各组右侧颞叶,液氮研磨,Trizol法

提取组织总 RNA,紫外吸收测定法检测 RNA 质

量,将达标的RNA按反转录试剂盒说明反转录为

cDNA,最 后 进 行 RT-PCR。引 物 设 计 和 合 成 由

TAKARA完成 (表1)。采用 ABI7300Real-Time
检测仪完成 Q-PCR,反应体系参照 Yu等[4]方法。
通过溶解曲线判定扩增产物特异性,以2-ΔΔCT方法

计算mRNA的相对表达水平。

表1 实时荧光定量PCR引物

基因 引物序列 (5'-3')

β-actin F GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA

R GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

GABAR1 F CTCTGACTATCTTTGGGCCTGGAC

R TCCTCGTGAAGACAGTGGTGTTG

NMDAR2B F TGGCTATCCTGCAGCTGTTTG

R TGGCTGCTCATCACCTCATTC

GABAR1和NMDAR2B蛋白含量检测 脑组

织切片的制备参考乔霖等[5]的方法。荧光显微镜观

察,细胞核被染成蓝色,GABAR1和NMDAR2B的

阳性表达的细胞膜被染成绿色。IPP6.0图像分析

系统,采集相同区域的阳性细胞的荧光积分光密度

值 (IOD)作为定量表达结果。
统计分析 采用SPSS17.0进行统计学分析。

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LSD检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

Morris水迷宫实验 与对照组比较,吸入异氟

醚后1dS1、S2、S3、S4组大鼠逃避潜伏期明显延

长,空间探索穿越次数明显减少 (P<0.01),且S1、

S2、S3、S4组呈现逐渐延长 (P<0.01)。药物吸入
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后7d,S4组大鼠定位航行潜伏期明显长于其他四

组,空间探索穿越次数明显少于其他四组 (P<
0.01)(图1,2)。

注:与C组比较,aP<0.01;与S1组比较,bP<0.01;与S2组比

较,cP<0.01;与S3组比较,dP<0.01

图1 五组大鼠潜伏期的比较

注:与C组比较,aP<0.01;与S1组比较,bP<0.01;与S2组比

较,cP<0.01;与S3组比较,dP<0.01

图2 五组大鼠穿越次数的比较

GABAR1mRNA和 NMDAR2BmRNA转 录 水

平 与对照组比较,药物吸入后1dS1、S2、S3、S4组

GABAR1mRNA表达明显上调,NMDAR2BmRNA
明显下调 (P<0.01);S1、S2、S3、S4组GABAR1mR-
NA表达呈现逐渐上调,NMDAR2BmRNA表达逐渐

下调 (P<0.01)。药物吸入后7d,S4组GABAR1
mRNA表达明显高于其他四组,NMDAR2BmRNA
表达明显低于其他四组 (P<0.01)(图3,4)。

注:与C组比较,aP<0.01;与S1组比较,bP<0.01;与S2组比

较,cP<0.01;与S3组比较,dP<0.01

图3 五组大鼠GABAR1mRNA表达水平的比较

注:与C组比较,aP<0.01;与S1组比较,bP<0.01;与S2组比

较,cP<0.01;与S3组比较,dP<0.01

图4 五组大鼠NMDAR2BmRNA表达水平的比较

GABAR1和NMDAR2B蛋白含量 与对照组

比较,药物吸入后1dS1、S2、S3、S4组GABAR1蛋

白含量明显升高,NMDAR2B蛋白含量明显降低

(P<0.01);且S1、S2、S3、S4组 GABAR1蛋白含

量逐渐升高,NMDAR2B蛋白含量逐渐降低(P<
0.01)。药物吸入后7d,S4组GABAR1蛋白含量

明显高于其他四组,NMDAR2B蛋白含量明显低于

其他四组 (P<0.01)(图5~7)。

注:与C组比较,aP<0.01;与S1组比较,bP<0.01;与S2组比

较,cP<0.01;与S3组比较,dP<0.01

图5 五组大鼠GABAR1蛋白含量的比较

注:与C组比较,aP<0.01;与S1组比较,bP<0.01;与S2组比

较,cP<0.01;与S3组比较,dP<0.01

图6 五组大鼠NMDAR2B蛋白含量的比较
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图7 五组大鼠免疫荧光染色显示GABAR1和NMDAR2B蛋白含量 (×200)

讨  论

谷氨酸作为神经中枢系统中最重要的兴奋性

递质之一,广泛分布在大脑皮质和海马中,其受体

主要分为离子型受体和代谢型受体。其中 NMDA
受体作为离子型受体的一种,在中枢神经系统的记

忆形成中参与了学习记忆、突触可塑性等形成的过

程。NMDAR2B作为 NMDA的亚单位,其与中枢

系统的发育及学习记忆密切相关,并且是突触长时

程增强效应 (LTP)必不可少的受体[5]。GABA受

体是中枢抑制性受体,全麻药物在很大程度上是通

过GABA受体 (主要是GABAR1受体)离子通道

产生全麻作用。LTP是记忆形成的神经生理学机

制,已有研究显示,异氟醚可以通过抑制小鼠的海

马区的LTP从而影响其突触功能导致记忆功能的

损害[6],并且有报道显示麻醉药物可以通过激活

GABAR1受体来抑制海马区及颞叶LTP的形成,
进而抑制大鼠的学习能力[7~9]。关于吸入麻醉对认

知功能的影响,一直存在很多不同的意见。早期有

大量的研究显示吸入麻醉会引起认知损伤,如Dong
等[10]指出异氟醚能够通过减少NMDAR2B的表达

从而影响认知功能,这与本实验部分结果相符,然
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而近期的研究表明吸入麻醉也可能会引起认知功

能的改 善,这 种 改 善 与 异 氟 醚 的 低 浓 度 吸 入 相

关[11]。Morris水迷宫往往被用来作为检测空间记

忆能力的方法,可以评估啮齿类依赖海马的空间记

忆能力。本实验结果提示:异氟醚的吸入对大鼠空

间记忆能力有损害,并且伴随着药物浓度的增高和

持续时间的延长,损伤进一步加重;药物作用持续

时间比药物浓度对大鼠空间记忆能力的损伤影响

更加显著。这种表现与大鼠颞叶中,GABAR1和

NMDAR2B的mRNA转录水平及蛋白表达是相一

致的。
综上所述,异氟醚的持续吸入时间对空间记忆

能力的影响比药物浓度的影响更加显著,这种影响

在短期时间内尤其明显,而长时间高浓度的吸入方

式影 响 的 时 间 较 长。这 种 影 响 与 脑 颞 叶 中

GABAR1和NMDAR2B等神经递质受体的表达相

关。这一结论有助于在临床应用异氟醚过程中提

供辅助性建议,但是对于影响颞叶的神经递质受体

表达的信号转导通路的变化,以及临床麻醉方式的

把握上仍需要进一步的探索。
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·消息·

《中国科技期刊引证报告(核心版)》2016年版发布

2016年10月12日,中国科学技术信息研究所在北京国际会议中心发布了2016年版《中国科技期刊引证报告(核心

版)》。共有1985种期刊入选本年度中国科技核心期刊。本刊核心总被引频次3236,核心影响因子1.364,在外科学综合类期

刊中分别排在第3和第2位,在所有核心期刊中分别排在第157和第107位。会上,同时公布了2016年度领跑者5000—中国

精品科技期刊顶尖论文(F5000)。据统计,2011~2015年累积被引用次数达到其所在学科领域和发表年度基准线以上的论文

有近2万篇。其中通过定量分析方式获得精品期刊顶尖论文提名的论文共有2225篇。本刊有20篇论文入选。
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