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术后认知功能障碍小鼠miR-146a表达的变化

董瑞 许鑫 陆雅媛 杨茜 孙玲玲 陈畅 张宗泽 彭勉

  【摘要】 目的 观察术后认知功能障碍(postoperativecognitivedysfunction,POCD)小鼠术后

血清、海马及前额叶皮质中 miR-146a表达的变化。方法 雄性C57BL/6小鼠50只,12~14周龄,

体重25~30g,采用随机数字表法将其分为两组:对照组(C组)和麻醉手术组(AS组),每组25只。

AS组在2.1%异氟醚吸入麻醉下行胫骨骨折开放复位内固定术,C组不行麻醉和手术处理。于术前

24h及术后6、12、24、48h每组分别取3只小鼠进行摘眼球取血,处死后取海马和前额叶皮质,采用

RT-PCR法测小鼠血清、海马和前额叶皮质中 miR-146a表达量。于术后第1、3、7天每组各取10只

小鼠,进行场景恐惧记忆实验和声音提示恐惧记忆实验,记录僵直时间百分比。结果 与C组比

较,AS组场景恐惧记忆实验中僵直时间百分比明显降低(P<0.05),声音提示恐惧记忆实验中两

组僵直时间百分比差异无统计学意义。在血清中,与C组比较,术后6、12、24、48hAS组 miR-146a
表达量明显升高(P<0.05);与术后12h比较,术后6、24、48hAS组 miR-146a表达量明显降低(P
<0.05)。在海马中,与C组比较,术后6、12、24、48hAS组miR-146a表达量明显升高(P<0.05);
与术后12h比较,术后6、48hAS组miR-146a表达量明显降低(P<0.05)。在前额叶皮质中,与C
组比较,AS组术后24、48hmiR-146a表达量明显升高(P<0.05);与术后24h比较,术后48hAS
组 miR-146a表达量明显升高(P<0.05)。结论 POCD小鼠血清、海马及前额叶皮质中 miR-146a
表达升高,miR-146a表达量的变化可能与POCD的发病机制相关。
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【Abstract】 Objective ToinvestigatethechangesofmiR-146aexpressioninserum,hippocam-
pusandprefrontalcortexinpostoperativecognitivedysfunction (POCD)mice.Methods Fifty
healthymaleC57BL/6mice,aged12-14weeks,weighing25-30g,wererandomlydividedintotwo
groups(n=25each)usingarandomnumbertable:controlgroup(groupC)andanesthesiaplussur-
gerygroup(groupAS).MiceingroupASunderwentopentibialfractureofthelefthindpawwithin-
tramedullaryfixationinasepticconditionsundergeneralanesthesiawith2.1%isoflurne.Tenmicein
eachgroupreceivedthefearconditioningtest(FCT)onthe1,3and7daysafteranesthesia/surgery.
Therestofmiceweresacrificed24hbefore(baseline),and6,12,24,48hafteranesthesia/surgery,
andthentheserum,prefrontalcortexandhippocampuswerecollectedorremovedfordetectionofthe
expressionofmiR-146ausingquantitativereversetranscriptionpolymerasechainreaction (qRT-
PCR).Results ComparedwithgroupC,thepercentageoffreezingtimeincontextualFCTwassig-
nificantlydecreased(P<0.05)ingroupAS,whilenosignificantchangeinfreezingtimepercentage
wasfoundintone-cuedFCT.Inserum,comparedwithgroupC,miR-146aexpressionat6,12,24,
48hafteranesthesia/surgerywassignificantlyup-regulatedingroupAS(P<0.05);andingroup
AS,theexpressionofmiR-146awassignificantlydecreased6,24,48hascomparedtothatat12h
afteranesthesia/surgery(P<0.05).Inhippocampus,comparedwithgroupC,miR-146aexpression
at6,12,24,48haftersurgerywassignificantlyup-regulatedingroupAS(P<0.05);andingroup
AS,theexpressionofmiR-146aat6,48haftersurgerywassignificantlydecreasedascomparedto
thatat12hafteranesthesia/surgery(P<0.05).Inprefrontalcortex,comparedwithgroupC,miR-
146aexpressionat24,48haftersurgerywassignificantlyup-regulatedingroupAS(P<0.05);and
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ingroupAS,theexpressionofmiR-146awassignificantlyincreasedat48hascomparedtothatat24
hafteranesthesia/surgery(P<0.05).Conclusion TheexpressionofmiR-146ainserum,hippocam-
pusandprefrontalcortexinPOCDmicewasup-regulated,andchangesofmiR-146aexpressionmay
berelatedtothedevelopmentofPOCD.

【Keywords】  miR-146a;Cognitivedysfunction;Inflammation

  微小核糖核酸(microRNA或 miRNA)是一类

长度约22个核苷酸的非编码单链RNA分子,成熟

的miRNA主要通过与目标 mRNA的3’UTR(非
翻译区)进行完全或不完全的碱基互补配对结合,
直接降解目标mRNA或在转录后阻断目标基因的

翻译,从而调控基因表达。研究发现 miRNA可通

过调节靶蛋白的生成来参与术后认知功能障碍

(postoperativecognitivedysfunction,POCD)的发

生发展过程[1]。miR-146a分子属于 miR-146家族

成员之一,其可负反馈调节Toll样受体/核转录因

子-κB(TLRs/NF-κB)通路起到缓解炎症的作用[2]。

TLRs/NF-κB介导的炎症信号通路在神经炎症反

应中具有重要作用,并被证实参与POCD发病的病

理生理机制[3]。因此,本研究拟探讨POCD小鼠术

后早期血清、海马和前额叶皮质中 miR-146a表达

水平的变化,为 POCD 的发病机制研究提供新

思路。

材料与方法

实验动物与分组 清洁级健康雄性C57BL/6
小鼠50只,12~14周龄,体重25~30g,购自湖

北省实验动物研究中心[许可证号:SCXK(鄂)

2015-0018]。采用随机数字表法将其分为两组:对

照组(C组)和麻醉+手术组(AS组),每组25只,
其中每组各随机抽出10只小鼠行行为学测试。

POCD模型建立 将小鼠置于20cm×8cm×
8cm透明小动物麻醉箱内,麻醉箱放置于温毯上,
维持箱内温度(37.0±0.5)℃。麻醉箱两壁分别设

有进气口和出气口,进气口连接小动物气体麻醉机

(Midmark公司,美国),用于通入异氟醚(批号:

204141201)和 氧 气,出 气 口 连 接 气 体 监 测 仪

(Drager公司,德国),用于监测容器内异氟醚和

CO2 浓度。容器底部铺钠石灰,吸收麻醉过程中小

鼠呼出的CO2。参照文献[4]行小鼠右下肢胫骨骨

折切开复位内固定术。AS组小鼠麻醉诱导结束后

将小鼠从麻醉箱中取出,采用鼻罩,予以2.1%异

氟醚维持麻醉。备皮,2%利多卡因局麻后于胫骨

侧方做纵行切口,长约1cm,分离胫骨附着处筋膜

和肌肉,剥离骨膜,于胫骨粗隆水平处钻一小孔,

将7mm长22G静脉留置针针芯插入胫骨骨髓内

腔,于胫骨中下1/3处剪断骨质,局部给予少量庆

大霉素,3-0缝合线缝合切口,手术时长约25min。
术后2d每6小时在伤口处涂抹1次EMLA乳膏

行术后镇痛。C组小鼠不行麻醉及手术处理。

RT-PCR检测 于术前24h和术后6、12、24、

48h每组分别取3只小鼠,麻醉后眼球取血、海马

和前额叶皮质。小鼠血液于2h内低温离心取血

清。使用StepOneReal-TimePCR 仪(Lifetech-
nologies公司,美国)进行PCR反应,每个样品均

作3个复孔,采用 FirstStrandcDNASynthesis
Kit试剂盒(TOYOBO公司,日本)进行逆转录后

使用SYBR PremixExTaq试剂盒(TaKaRa公

司,日本)检测各组样本的 miRNA。反应体系:10

μl2×SYBR@PremixExTaq、0.8μl上游引物、0.8

μl通用下游引物、0.4μl50×ROXReferenceDye
和2μlcDNA,补充dH2O 至20μl。反应条件:

95℃15s,58℃20s,72℃20s,40个循环。特异

性引物见表1。血清样本的检测以5sRNA为内参,
海马和 前 额 叶 皮 质 样 本 以 U6作 为 内 参,采 用

2-△△CT方法计算miR-146a的相对表达量。

表1 RT-qPCR引物序列

名称 引物序列 产物长度

miR-146a

上 游:5'-TGAGAACTGAATTC-
CATGGGTT-3'

下 游:5'-GCGACGAGCAAAAA-
GCTTGT-3'

58bp

U6

上游:5'-CTCGCTTCGGCAGCA-
CA-3'

下游:5'-AACGCTTCACGAATT-
TGCGT-3'

96bp

5sRNA

上游:5'-GTCTACGGCCATACC-
ACCCT-3'

下游:5'-AGCCTACAGCACCCG-
GTATT-3'

119bp

条件恐惧实验 参照文献[5]进行场景恐惧记

忆实验和声音提示恐惧记忆实验。于术前1d行条
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件恐惧性实验训练,将小鼠置于实验箱中2min
后,予70dB声音刺激20s,刺激结束后25s施以

0.7mA的足底点击2s,重复6次,每次间隔时间

为60s。于术后第3天和第7天进行场景恐惧记忆

实验和声音提示恐惧记忆实验。场景恐惧记忆实

验:将小鼠置于与训练阶段完全相同的实验箱中,
不予任何刺激,记录5min内僵直时间百分比;声
音提示恐惧记忆实验:更换实验箱内壁纸,予70
dB声音刺激20s,记录5min内僵直时间百分比。
以上实验过程由XR-XC404SuperFcs恐惧条件化

实验分析系统追踪记录小鼠运动轨迹和僵直时间,
并计算僵直时间百分比。

表2 两组小鼠不同时点僵直时间百分比的比较(%,x±s)

实验类型 组别 只数 术后第1天 术后第3天 术后第7天

场景恐惧 C组 10 61.5±4.5 58.1±3.3 52.2±2.7

记忆实验 AS组 10 44.2±3.9a 40.1±3.9a 38.7±4.6a

声音提示恐 C组 10 59.0±4.4 50.9±4.3 44.1±4.8

惧记忆实验 AS组 10 58.4±4.8 49.5±3.5 42.3±4.9

  注:与C组比较,aP<0.05

统计分 析 采用SPSS21.0统计软件分析。
正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表示,组

间比较采用两独立样本t检验。P<0.05为差异有

统计学意义。

结  果

与C组比较,AS组场景恐惧记忆实验中僵直

时间百分比明显降低(P<0.05),两组声音提示恐

惧记忆实验中僵直时间百分比差异无统计学意义

(表2)。
在血清中,与C组比较,术前24hAS组 miR-

146a表达量差异无统计学意义,术后6、12、24、48
hmiR-146a表达量明显升高(P<0.05);与术前24
h比较,术后各时点AS组miR-146a表达量明显升

高(P<0.05);与术后12h比较,术后6、24、48h
AS组 miR-146a表达量明显降低(P<0.05)(图
1)。

在小鼠海马中,与C组比较,术后6、12、24、48
hAS组 miR-146a表达量明显升高(P<0.05);与
术前24h比较,术后各时点AS组 miR-146a表达

量明显升高(P<0.05);与术后12h比较,术后6、

48hAS组 miR-146a表达量明显降低(P<0.05)
(图2)。

在小鼠前额叶皮质中,与C组比较,AS组术后

24、48hmiR-146a表达量明显升高(P<0.05);与
术前24h比较,术后6、12hAS组 miR-146a表达

量差异无统计学意义,术后24、48hAS组 miR-
146a表达量明显升高(P<0.05);与术后24h比

较,术后48hAS组miR-146a表达量明显升高(P
<0.05)(图3)。

讨  论

研究表明,异氟醚麻醉+胫骨骨折开放复位内

固定术可诱发小鼠POCD,且单纯异氟醚麻醉也可

引起小鼠海马损伤致POCD[6]。由于在临床实践中

麻醉和手术因素往往同时出现,因此,本研究并未

设置异氟醚麻醉组,而是将异氟醚麻醉和胫骨骨折

开放复位内固定术作为整体,视作同一处理因素,
来观察其对小鼠miR-146a表达水平的影响。

研究表明,胫骨骨折手术构建的小鼠POCD模

型中,海马等脑区IL-1β、IL-6等炎性介质的生化变

化主要发生于术后48h内[7];而且,考虑到 miR-
146a可能是IL-1β、IL-6等炎性介质上游调节因子,
因此,本研究仅选择术后6、12、24、48h这4个时点

来观察miR-146a表达的变化。
场景恐惧记忆与海马功能相关,声音提示恐惧

记忆与杏仁核等脑区功能有关。本研究结果显示,
异氟醚麻醉下行胫骨骨折开放复位内固定术可使

AS组小鼠在场景恐惧记忆实验中僵直时间百分比

降低,提示海马依赖性记忆受损,POCD模型建立

成功;而声音提示恐惧记忆实验表明非海马依赖性

记忆未受明显影响[8]。
急性外周炎症刺激(如手术应激)可以激活免

疫应答,导致炎症级联反应[9],释放大量炎症细胞

因子和介质,炎症介质可通过受损的血脑屏障

(blood-brainbarrier,BBB)等途径导致中枢神经炎

症反应,从而诱发POCD[10,11]。TLRs/NF-κB信

号通路在上述外周和中枢炎症反应中发挥重要作
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  注:与C组比较,aP<0.05;与术前24h比较,bP<0.05;

与术后12h比较,cP<0.05

图1 两组小鼠不同时点血清 miR-146a表达量的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与术前24h比较,bP<0.05;

与术后12h比较,cP<0.05

图2 两组小鼠不同时点海马 miR-146a表达量的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与术前24h比较,bP<0.05;

与术后24h比较,cP<0.05

图3 两组小鼠不同时点前额叶皮质中 miR-146a
表达量的比较

用[12]。miR-146a可能通过调节TLRs/NF-κB信号

通路参与POCD的发生发展。首先,NF-κB激活

可增加 miR-146a的表达;其次,miR-146a可以抑

制NF-κB上游的两个重要接头蛋白编码基因:白

细胞介素-1受体相关激酶 (interleukin-1receptor-
associatedkinase,IRAK1)和肿瘤坏死因子受体相

关 因 子 6(TNF receptor-associatedfactor6,

TRAF6)的表达[13]。因此,炎症反应中 NF-κB激

活导致miR-146a表达,而上调的miR-146a可抑制

IRAKI和 TRAF6,负反馈调节 TLRs/NF-κB通

路,从而抑制炎症反应。此外,也有研究报道miR-
l46a可通过抑制炎症反应阻遏蛋白补体 H的生成,
加重脑内炎症反应[14]。

miRNA本身不能通过BBB[15],但可以外泌体

的形式通过BBB[16],尤其是在BBB功能受损、通透

性升高时;Balusu等[17]最近报道了一种新的血脑信

息交 换 的 途 径———血 脑 积 液 屏 障 (blood-CSF
barrier,BCSFB)。外 周 炎 症 信 号 可 刺 激 构 成

BCSFB的脉络丛上皮细胞分泌释放含有 miRNA
的囊泡,并进入大脑参与炎症反应。因此,术后12
hmiR-146a表达量在血清和海马中均明显升高,一

方面可能是由于血清中的 miR-146a通过受损的

BBB进入脑区,另一方面,可能与外周炎症信号与

BCSFB的相互作用有关。另外,本研究发现 miR-
146a在小鼠术后海马、前额叶皮质中的表达变化存

在时间差异可能与 miRNA 表 达 的 组 织 特 异 性

有关。
综上所述,POCD小鼠术后血清、海马、前额叶

皮质中miR-146a存在差异表达,miR-146a表达升

高可能与POCD的发病机制有关。
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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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