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七氟醚后处理对大鼠脑缺血-再灌注时氧化应激和
炎症反应的影响

赵丹 袁林辉 张静 张平 余鹏 肖凡 胡小玲 胡衍辉

  【摘要】 目的 评价七氟醚后处理对大鼠脑缺血-再灌注时氧化应激及炎症反应的影响,以探

讨其脑保护机制。方法 健康雄性清洁级SD大鼠36只,12~14周龄,体重220~260g,采用随机

数字表法分为假手术组 (Sham组)、脑缺血-再灌注组 (IR组)和脑缺血-再灌注+七氟醚后处理组

(SPC组),每组12只。制备大鼠脑缺血-再灌注损伤模型,缺血30min后再灌注24h。Sham组不阻

塞大脑中动脉;IR组:建立脑缺血-再灌注损伤模型;SPC组于再灌注即刻给予2.6%七氟醚吸入15
min。再灌注末处死各组大鼠,断头取出脑组织。采用 Westernblot法检测Iba-1和 HO-1蛋白含

量;并测定脑组织中活性氧(ROS)含量,丙二醛 (MDA)、TNF-α、IL-1β浓度和超氧化物歧化酶

(SOD)活性。结果 IR组和SPC组脑皮质Iba-1蛋白含量明显高于Sham 组(P<0.05),SPC组

Iba-1蛋白含量明显低于IR组(P<0.05)。与Sham组比较,IR组和SPC组 ROS含量和 MDA、

TNF-α、IL-1β浓度明显升高,SOD活性和HO-1蛋白含量明显降低(P<0.05)。SPC组ROS含量和

MDA、TNF-α、IL-1β浓度明显低于IR组,SPC组SOD活性和 HO-1蛋白含量明显高于IR组(P<
0.05)。结论 七氟醚后处理能抑制脑缺血-再灌注时诱发的小胶质细胞激活,减轻脑组织氧化应激

及炎症反应,从而减轻脑缺血-再灌注损伤,发挥其脑保护作用。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectsofsevofluranepost-conditioningonoxidative

stressandinflammatoryreactionduringratcerebralischemia-reperfusion,andtoexploreitscerebral
protectivemechanism.Methods Thirty-sixhealthmaleSprague-Dawleyrats(aged12-14weeks,
weighing220-260g)wererandomlydividedinto3groups(n=12each):shamcontrolgroup(group
Sham),cerebralischemia-reperfusiongroup(groupIR),sevofluranepost-conditioninggroup(group
SPC).Cerebralischemia-reperfusionmodelwasestablished,ischemiafor30minfollowedbyreperfu-
sion24h.RatmiddlecerebralarterywasnotoccludedingroupSham.Cerebralischemia-reperfusion
modelwasestablishedingroupIR.GroupSPCwassubjectedto2.6%sevofluranefor15mininthe
beginningofreperfusion.Attheendofreperfusion,ratswerecutofftheheadtotakeoutthebrain
tissue.TheexpressionlevelofIba-1andHO-1proteinswasmeasuredbywesternblot.Thelevelsof
reactiveoxygenspecies(ROS),malondialdehyde(MDA),TNF-α,IL-1βandtheactivityofsuperox-
idedismutase (SOD)wereevaluated.Results ComparedwithgroupSham,theexpressionof
cerebralcortexIba-1proteinwashigherthanthatingroupsIRandSPC(P<0.05),theexpression
ofIba-1proteiningroupSPCwaslowerthanthatingroupIR (P<0.05).Comparedwithgroup
Sham,thecontentsofROS,MDA,TNF-αandIL-1βwereincreasedingroupsIRandSPC(P<
0.05),buttheactivityofSODandexpressionofHO-1proteinweredecreased(P<0.05).Andthecon-
tentsofROS,MDA,TNF-αandIL-1βingroupSPCwerelessthanthoseingroupIR,theactivityofSOD
andexpressionofHO-1proteiningroupSPCwerehigherthanthoseingroupIR.Conclusion Sevoflurane
post-conditioningcanmitigatethemicrogliaactivation,reducecerebraloxidativestressandinflamma-
tion,thusprotectratcerebralagainstischemiareperfusioninjury.
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  脑梗死是一种严重威胁人类健康的中枢神经

系统疾病,其发病率、死亡率和致残率均很高。脑

缺血-再灌注损伤是脑梗死的重要损伤机制之一[1]。
研究表明七氟醚后处理能够减少脑缺血-再灌注损

伤,发挥重要的脑保护作用[2]。关于七氟醚后处理

脑保护作用的机制研究很多,包括凋亡、自噬、线粒

体通透性转换孔等[3,4],但尚未完全阐明。氧化应

激和炎症反应是脑缺血-再灌注损伤的重要原因,已
有研究表明氧化应激和炎症反应参与缺血后处理

的脑保护作用机制[5,6]。氧化应激和炎症反应是否

参与七氟醚后处理的脑保护作用机制尚待进一步

研究。本研究拟评价七氟醚后处理对大鼠脑缺血-
再灌注损伤时氧化应激和炎症反应的影响,以探讨

七氟醚后处理减轻脑缺血-再灌注损伤的机制。

材料与方法

实验材料 小动物呼吸机;麻醉气体监护仪;
七氟醚;2432-AAA型栓线;2,3,5-三苯基氯化四氮

唑;BCA蛋白测定试剂盒;三羟甲基氨基甲烷-甘氨

酸10%SDS聚丙烯酰胺凝胶;硝酸纤维素膜;抗兔

钙离子接头蛋白(Iba-1)多克隆抗体;抗兔血红素氧

合酶-1(HO-1)多克隆抗体;辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔IgG抗体;免疫印迹化学发光试剂AB液;

Image-ProPlus6.0图像分析软件;活性氧 (ROS)、
丙二醛 (MDA)和超氧化物歧化酶 (SOD)测定试剂

盒;IL-1β和TNF-α的ELISA试剂盒。
实验动物及分组 选择雄性SD大鼠36只 (购

自南昌大学医学院实验动物中心),12~14周龄,体
重220~260g。饲养于清洁级动物室,自由进食进

水。采用随机数字表法分为三组:假手术组 (Sham
组)、脑缺血-再灌注组 (IR组)和脑缺血再灌注+七

氟醚后处理组 (SPC组),每组12只。
动物 模 型 制 备 IR 组 和 SPC 组 参 照 改 良

LONGA线栓法建立大鼠脑缺血-再灌注损伤模型。
术前大鼠禁食8h,10%水合氯醛3ml/kg腹腔注射

麻醉,仰卧位固定,颈部正中切口,分离双侧颈总动

脉、颈外动脉。在颈内动脉近端备线,远端放置动

脉夹,颈总动脉分叉处切口,插入专用栓线,栓线进

入颈内动脉,入颅至大脑前动脉,阻断大脑中动脉

血流来源,从颈内、颈外动脉分叉处算起深度17~
20mm,伤口以碘伏消毒,缝合皮肤。阻断大脑中动

脉血流30min后将栓线抽出一部分,实行血流再灌

注,剪去多余线头。术中用电热毯将大鼠体温控制

在37℃。术后所有大鼠回笼饲养。缺血期大鼠瞳

孔散大,颜色苍白,且整个缺血期内维持不变;再灌

注期瞳孔色即变为鲜红色,且整个再灌注期内维持

不变。不出现上述反应的大鼠剔除。Sham组除不

插线栓外,其余步骤同上。所有大鼠缺血-再灌注

24h时,水合氯醛100g/L腹腔注射并灌注肝素化

生理盐水后,断头开颅取脑组织,于-80℃下保存

备用。
神经行为学评分 参考Longa5分制法在各组

大鼠麻醉清醒后进行评分。0分,无神经损伤症状;

1分,不能完全伸展对侧前爪;2分,向对侧转圈;3
分,向对侧倾倒;4分,不能自发行走,意识丧失。实

验重复6次。
脑梗死面积的测定 每组大鼠随机各取6只,

于再灌注24h时断头开颅取脑组织,采用1%2,3,

5-三苯基氯化四氮唑 (TTC)染色检测脑梗死面积。
新鲜脑组织置于-20℃冰箱中速冻20min,沿冠状

位在脑前极与视交叉连线中点处、视交叉处、漏斗

柄部、漏斗柄与后叶尾极中点处切成5片,厚度2
mm/片,置于20g/L的磷酸盐缓冲液,37℃避光孵

育30min,4%多聚甲醛固定24h,拍照并用Image-
ProPlus6.0测定每张脑片的梗死面积,并计算梗

死面积百分比。实验重复3次。
脑组织Iba-1和HO-1蛋白含量的测定 采用

Westernblot法检测大鼠缺血-再灌注末脑组织中

小胶质细胞标志物Iba-1和 HO-1蛋白含量。于再

灌注末取适量缺血脑组织研磨成组织匀浆,离心后

取上清总蛋白溶液,用BCA蛋白测定试剂盒测定蛋

白样品的蛋白含量,并用裂解液将其调至相同含量

值。每个蛋白样品取30μg蛋白,与缓冲液充分混

匀后浴热5min。利用三羟甲基氨基甲烷-甘氨酸

10%SDS聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白,电泳结束后转

至硝酸纤维素膜,5%脱脂牛奶封闭2h,加入一抗

兔抗Iba-1多克隆抗体 (1∶1000),一抗兔抗 HO-1
多克隆抗体 (1∶1000),4℃下孵育过夜。三羟甲基

氨基甲烷吐温-20洗膜缓冲液溶液漂洗3遍,加入

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG 二抗 (1∶
2000),摇床孵育2h。采用免疫印迹化学发光试剂

盒显色,行化学发光反应,将聚偏二氟乙烯膜置于
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发光液中,移至暗室,曝光后自动洗片机显影,定
影。采用ImageJ软件测定条带灰度值,以目的条

带灰度值与β-actin蛋白灰度值的比值反映Iba-1和

HO-1蛋白含量。实验重复3次。
脑组织ROS含量、MDA浓度和SOD活性的

测定 取-80℃保存的脑组织100mg,放入盛有冰

冷生理盐水的玻璃匀浆器中,在冰浴中充分研碎,
制备组织匀浆,根据组织湿重补充生理盐水使匀浆

液浓度为10%。于4℃下3500r/min离心20min,
离心半径为10cm,取上清,严格按测定试剂盒说明

书操作。采用荧光探针 DCFH-DA 检测 ROS含

量,硫代巴比妥酸显色法检测 MDA浓度,黄嘌呤氧

化酶法测定SOD活性。具体操作步骤参照试剂盒

说明书及既往文献[7~9]。实验重复3次。
脑组 织 TNF-α和IL-1β浓 度 的 测 定 采用

ELISA法检测大鼠脑组织 TNF-α和IL-1β浓度。
取-80℃保存的脑组织100mg,放入盛有冰冷生理

盐水的玻璃匀浆器中,在冰浴中充分研碎,制备组

织匀浆,根据组织湿重补充生理盐水使匀浆液浓度

为10%。于4℃下3500r/min离心20min,离心半

径为10cm,取上清,严格按测定ELISA试剂盒说

明书操作,反应结束后,测量OD450nm值。制作

标准 曲 线,计 算 出 各 标 本 OD 值 对 应 的 脑 组 织

TNF-α和IL-1β的浓度。实验重复3次。
统计分析 采用GraphPadPrism4.0软件进

行统计分析。正态分布的计量资料以均数±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

IR和 SPC组大鼠神经行为学评分、脑组织

TNF-α和IL-1β浓度明显高于Sham组,且SPC组

明显低于IR组 (P<0.05)(表1)。
大鼠脑梗死面积百分比 Sham组为 (2.13±

0.13)%,IR 组 为 (49.72±4.09)%,SPC 组 为

(26.00±0.99)%,IR和SPC组脑梗死面积百分比

明显高于Sham 组,且SPC组明显低于IR组 (P<
0.05)(图1)。

大 鼠 脑 组 织Iba-1 蛋 白 含 量  Sham 组 为

(1.00±0.09),IR组为 (4.90±0.30),SPC组为

(2.87±0.31),IR和SPC组大鼠脑组织Iba-1蛋白

含量明显高于Sham组,且SPC组明显低于IR组

(P<0.05)(图2)。

表1 三组大鼠神经行为学评分和脑组织TNF-α、

IL-1β浓度的比较(􀭵x±s)

组别 只数

神经

行为学

评分(分)

TNF-α
(pg/mg)

IL-1β
(pg/mg)

Sham组 6 0 2.24±0.07 5.22±0.02

IR组 6 3.39±1.01a 23.07±2.68a 14.02±2.42a

SPC组 6 2.10±0.41ab 7.42±0.73ab 7.88±1.15ab

  注:与 Sham 组 比 较,aP <0.05;与IR 组 比 较,bP
<0.05

注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图1 三组大鼠脑组织梗死面积百分比的比较

注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图2 三组大鼠脑组织Iba-1蛋白含量的比较

大鼠 脑 组 织 HO-1 蛋 白 含 量  Sham 组 为

(1.00±0.09),IR组为(0.33±0.06),SPC组为

(0.72±0.03),IR组和SPC组大鼠脑组织 HO-1
蛋白含量明显低于Sham组,且SPC组明显高于IR
组(P<0.05)(图3)。
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大鼠脑组织ROS含量、MDA浓度和SOD活

性 Sham组分别为 (0.19±0.03)U/mg、(3.49±
0.03)pg/mg和 (5.99±0.92)U/mg,IR组分别为

(2.47±0.28)U/mg、(9.91±2.33)pg/mg 和

(1.82±0.02)U/mg,SPC组分别为 (1.42±0.13)

U/mg、(4.92±0.81)pg/mg和 (3.89±0.72)

U/mg,IR和SPC组大鼠脑组织ROS含量和 MDA
浓度明显高于、SOD 活性明显低于Sham 组,且

SPC组大鼠脑组织ROS含量和 MDA浓度明显低

于、SOD活性明显高于IR组 (P<0.05)(图4)。

注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图3 三组大鼠脑组织HO-1蛋白含量的比较

讨  论

本研究结果显示,与Sham 组比较,IR组再灌

注24h时大鼠神经行为学评分明显升高,脑组织梗

死面积百分比明显增加,提示大鼠脑缺血-再灌注损

伤模型制备成功。参照预实验结果和文献 [10],选
用2.6%七氟醚于再灌注初给予,并证明2.6%七氟

醚能产生明确的脑保护作用。本研究于再灌注末

进行神经行为学评分,并采用1% TTC检测脑梗死

面积百分比,结果显示七氟醚后处理能够降低大鼠

缺血-再灌注损伤后的神经行为学评分和脑梗死面

积百分比,对大鼠脑缺血-再灌注损伤具有保护作

用,这与之前的研究结果一致[11,12]。
小胶质细胞是一种中枢先天性固有的免疫细

胞,其参与了神经退行性疾病的病理过程。在正常

的生理情况下,小胶质细胞是静止的,但是小胶质

细胞在脑损伤等因素刺激作用下,从静止态变为激

活态,释放神经毒性因子,比如ROS、IL-6和TNF-α

注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图4 三组大鼠脑组织ROS含量、MDA浓度和

SOD活性的比较

等。研究表明,缺血-再灌注能导致小胶质细胞的激

活,进而促使脑中氧化应激及炎症反应发生[13]。本

研究采用Westernblot法检测大鼠再灌注末脑组织

中小胶质细胞标志物Iba-1蛋白含量,结果显示于

缺血-再灌注初给予七氟醚后处理,Iba-1蛋白含量

明显降低,表明七氟醚后处理能够抑制小胶质细胞

激活,发挥脑缺血-再灌注损伤的保护作用。
在正常状态下,机体的氧化/抗氧化系统处于

一个动态平衡中,但在一些特殊情况下如缺血缺氧

等损伤,机体内自由基的产生系统和氧化防御系统

会发生失衡,这是与脑缺血-再灌注损伤疾病密切相

关的重要病理生理基础。很多临床研究也证明氧

化应激是缺血性脑卒中的发病机制之一,脑组织的

氧化应激水平与缺血性脑卒中的发生、发展及转归

密切相关[14,15]。研究表明,脑缺血-再灌注损伤常伴

随着大量ROS的增多。MDA作为脂质过氧化反

应的终产物之一,其水平可以反映脑组织中脂质过

氧化的程度。与ROS含量一样,脑组织中 MDA浓
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度升高表明脂质过氧化作用增强。本研究中,缺血-
再灌注损伤后脑组织ROS含量和 MDA浓度明显

升高。SOD是氧自由基的清除剂,其活性可以反映

其功能状态和抗脂质过氧化水平[16]。本研究结果

显示,于脑缺血-再灌注初给予七氟醚后处理能够明

显降低ROS含量和 MDA浓度,并恢复SOD活性。
该研究结果显示,氧化应激可能是七氟醚后处理保

护脑缺血-再灌注损失的机制之一。
另外,脑缺血-再灌注时,氧自由基等可通过激

活炎性因子引起趋化因子释放,促进白细胞向内皮

细胞移动和黏附。聚集的细胞释放氧自由基、溶蛋

白酶等造成组织细胞坏死。中性粒细胞在微血管

内聚集、释放炎性介质和细胞因子,又可吸引更多

的中性粒细胞的聚集、浸润,加重炎症反应。大量

研究表明,过度的炎症反应是缺血-再灌注损伤的重

要机制之一,炎症反应在脑缺血-再灌注损伤中起着

重要作用,通过对炎症反应的干预能够减轻脑缺血

再灌注损伤[17]。TNF-α是参与机体的炎症反应和

免疫反应的主要炎性因子之一,可作为评价炎症反

应程度的指标。IL-1β由局部浸润的单核巨噬细胞

和活化的星形胶质细胞等分泌,从而介导脑缺血后

中性粒细胞和单核细胞的聚集和浸润。HO-1作为

一种抗炎因子在抗炎反应中有重要作用,可下调促

炎介质,减少炎症细胞浸润。本研究中,IR组TNF-
α和IL-1β浓度明显升高,HO-1蛋白含量降低。给

予七氟醚后处理可降低TNF-α和IL-1β浓度,恢复

HO-1蛋白表达水平。以上结果提示,七氟醚后处

理可能通过抑制促炎因子,激活抗炎因子,从而发

挥其对脑缺血-再灌注损伤的保护作用。
综上所述,脑缺血-再灌注损伤时,七氟醚后处

理可能通过抑制小胶质细胞的激活,减轻大鼠脑组

织过度的氧化应激和炎症反应,从而减轻脑缺血-再
灌注损伤,发挥其脑保护作用。
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