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七氟醚对新生大鼠下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴
发育的影响

邹菊 刘彦 谭思杰

  【摘要】 目的 研究新生期七氟醚暴露对下丘脑-垂体-肾上腺皮质 (hypothalamic-pituitary-ad-
renal,HPA)轴发育及功能的影响。方法 新生雄性SD大鼠54只,6日龄,随机分为三组:对照

组(C组)、七氟醚组(S组)和布美他尼+七氟醚组(BS组),每组18只。C组:吸入100%氧气6h;

S组:吸入2.1%七氟醚6h;BS组:吸入2.1%七氟醚6h,在麻醉前30min和麻醉后3h注射布美

他尼。6h后,每组随机选取6只处死收集血清,采用ELISA法测定皮质酮浓度;各组剩余大鼠于第

60天行高架十字迷宫测试,第65天行束缚应激30min,并在应激前后取尾静脉血,采用ELISA法

测定血清皮质酮浓度。结果 麻醉后S组血清皮质酮浓度明显高于C组(P<0.01);BS组血清皮质

酮浓度明显低于S组(P<0.01)。S组进入开放臂次数明显少于C组(P<0.05),开放臂停留时间

明显短于C组(P<0.05),应激前后血清皮质酮浓度明显高于C组(P<0.05或P<0.01);BS组进

入开放臂次数明显多于S组,开放臂停留时间明显长于S组(P<0.05),应激前后血清皮质酮浓度

明显低于S组(P<0.05)。结论 新生期七氟醚麻醉可导致 HPA轴功能亢进,其机制与GABAA
受体相关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectsofsevofluraneexposureonthehypothalamic-
pituitary-adrenal(HPA)axisdevelopmentinneonatalrats.Methods Fifty-fourSDrats(P6)were
randomlydividedintothreegroups:controlgroup(groupC),sevofluranegroup(groupS)andbu-
metanide+sevofluranegroup(groupBS),n=18ineachgroup.IngroupC,ratsweretreatedwith
pureoxygenfor6hoursandratsingroupSreceived2.1%sevofluraneanesthesiafor6h.Ratsin
groupBSalsoreceived2.1%sevofluraneanesthesiafor6h,buttheywereinjectedwithbumetanide
before30minandat3hduringtheanesthesia.6ratsfromeachgroupwererandomlyselectedandthe
tailbloodwascollectedtomeasurethecorticosteroneintheserumusingELISA.Remainingratsin
eachgroupwerenormallyhousedtoP60.Aelevatedplusmaze(EPM)wereemployedtoinvestigate
theanxiety-likebehavior,andrestraintstresswereusedtoevaluatethefunctionofHPAaxis.
Results InP6rats,sevofluranesignificantlyincreasedtheserumcorticosteronelevel(P<0.01)
whilebumetanidepretreatmentdecreasedcorticosteronelevel(P<0.01).InP60rats,neonatalexpo-
suretosevofluranedecreasedthevisitsandtimespentintheopenarmsofEPM (P<0.05),in-
creasedthecorticosteronelevelpre-stressandpost-stress(P<0.05orP<0.01).Pretreatmentof
bumetanide normalized serum corticosterone level and the anxiety behaviorin the EPM.
Conclusion NeonatalsevofluraneexposurecausedhyperactiveHPAaxisinrats,whichisnormalized
bybumetanidepretreatmentthroughblockingGABAAreceptors.
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  全球每年有数百万婴幼儿需要在麻醉下接受

各种检查或外科手术操作[1]。孕后期至婴幼儿时期

人类大脑处于高速发育时期,具有较强的可塑

性[2],麻醉药物对大脑内的未成熟神经元发育造成

远期影响已经得到广泛关注。临床研究表明,新生

期七氟醚暴露可导致远期认知功能受损和情绪障

碍[3],并在大量动物实验中得到证实[4~6],但其产

生机理尚未完全明确。通过GABAA 受体抑制神经
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元的兴奋性是七氟醚的作用机制之一。但在未成

熟神经元内,GABAA 受体介导神经元的兴奋作用。

GABAA 受体可兴奋下丘脑-垂体-肾上腺皮质(hy-
pothalamic-pituitary-adrenal,HPA)轴并致其远期

功能亢进,损伤中枢神经系统和远期认知功能。因

此,七氟醚可能通过GABAA 受体兴奋 HPA轴并

对其产生远期的影响。布美他尼是Na+-K+-Cl-共

转运体1(Na+-K+-Cl-cotransporter1,NKCC1)的
特 异 性 抑 制 剂,能 通 过 调 节 Cl- 的 浓 度 抑 制

GABAA 受体的兴奋作用。本实验观察新生期七氟

醚麻醉对HPA轴的远期影响,并用布美他尼进行

干预,探讨其GABAA 受体作用机制。

材料与方法

实验动物与分组 健康雄性SD大鼠54只,6
日龄,体重10~15g。随机分为三组:对照组(C
组)、七氟醚组(S组)和布美他尼+七氟醚组(BS
组),每组18只。

麻醉方法 C组:吸入100%氧气6h后,常规

饲养;S组:腹腔注射500μl生理盐水30min后采

用6%七氟醚诱导麻醉3min,2.1%七氟醚维持,
麻醉维持时间为6h[7];BS组:腹腔注射布美他尼

1.82mg/kg(注射体积约为100μl),30min后用

6%七氟醚诱导麻醉3min,2.1%七氟醚维持6h,
在第3小时重复注射相同剂量布美他尼。整个麻醉

过程通过水浴维持麻醉箱温度恒定为37℃。接受

麻醉的大鼠均在第3小时皮下注射生理盐水500

μl,防止脱水。
标本收集和皮质酮测定 麻醉结束后,每组随

机选取6只大鼠处死,收集全血约1ml,室温静置

30min后,置于4℃下1500r/min离心5min,吸

取血清,-80℃低温冰箱保存备用。使用皮质酮

ELISA试剂盒(Cayman产品号501320)测定样本

的皮质酮浓度。测定按照试剂盒的说明书进行,具

体步骤如下:首先,根据预实验结果用纯净水对样

本进行适当稀释,每个样本设3个重复孔,将50μl
样本加入酶标板,并设置标准样品孔和空白对照

孔,37℃孵育2h后,弃上清,加入酶标试剂50μl,

37℃孵育30min,PBS洗涤3次,去除残留的酶,
加入显色液,显色15min后,450nm波长依序测

量各孔的吸光度(OD值),根据标准品绘制标准曲

线,计算样本的皮质酮浓度。
高架十字 迷 宫 实 验 每组剩余12只大鼠常

规饲养,第60天进行高架十字迷宫测试,评价焦

虑行为变化。高架十字迷宫由2个开放臂 (50cm
×10cm)、2个闭合臂(50cm×10cm×40cm)和

1个中间区(10cm×10cm)组成,迷宫距地面高

度为70cm。大鼠在测试前先在测试室里适应30
min,实验时将大鼠放在中间区,让其自由探索5
min,通过摄像头记录大鼠在开放臂、闭合臂和中

间区的时间以及大鼠总的运动距离。在实验过程

中,如果有大鼠跌落平台,则该动物的时间不计

入本组结果。
束缚应激 上述行为实验完成后5d,每组大

鼠随机选取6只进行束缚应激实验。束缚应激按照

文献[8]的方法进行,在束缚前,每只动物取尾静

脉血1ml,按前述方法收取血清,保存备用。采用

大鼠束缚袋对其束缚30min,造成应激,30min后

再次收集尾静脉血1ml。收集的血清按照前述方

法测定应激前后皮质酮浓度。
统计分析 采用Sigmaplot13.0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,组间两两

比较采用Bonferroni法。P<0.05为差异有统计

学意义。

结  果

血清皮质酮浓度 麻醉后S组血清皮质酮浓

度明显高于C组(P<0.01);BS组血清皮质酮浓度

明显低于S组(P<0.01)。BS组与C组血清皮质

酮浓度差异无统计学意义(图1)。

  注:与C组比较,aP<0.01;与S组比较,bP<0.01

图1 三组大鼠麻醉后血清皮质酮浓度的比较

高架十字迷宫实验 S组进入开放臂次数明

显少于C组,开放臂停留时间明显短于C组(P<
0.05);BS组进入开放臂次数明显多于S组,开放

臂停留时间明显长于S组(P<0.05)。BS组与C
组进入开放臂的次数差异无统计学意义(图2,

3)。
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  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图2 三组大鼠高架十字迷宫开放臂进入次数的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图3 三组大鼠高架十字迷宫开放臂停留时间的比较

应激前后血清皮质醇浓度 S组应激前后血清

皮质酮浓度明显高于C组(P<0.05或P<0.01);

BS组大鼠应激前后血清皮质酮浓度明显低于S组

(P<0.05);BS组与C组应激前后血清皮质酮浓

度差异无统计学意义(图4)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图4 三组大鼠应激前后血清皮质酮浓度的比较

讨  论

七氟醚是常用的吸入麻醉药,研究表明,新生

期七氟醚麻醉可以导致远期认知功能损害,但其

具体机制不明。HPA轴又称边缘系统-下丘脑-垂
体-肾上腺轴(LHPA轴),是机体内应激反应通

路,HPA轴功能亢进可损伤中枢神经系统,进而

引发焦虑症、抑郁症,导致认知功能受损[9]。本研

究通过建立新生大鼠七氟醚麻醉的动物模型,并

用布美他尼干预,探讨七氟醚对HPA轴的发育及

其功能的影响。本研究结果显示,新生大鼠麻醉

后血清皮质酮浓度明显升高,而布美他尼处理可

以明显降低皮质酮浓度。此外,布美他尼处理可

以改善七氟醚所致的HPA轴功能亢进,减轻焦虑

样行为。
在应激状态下,HPA轴被激活,肾上腺分泌

大量的皮质激素应对应激。肾上腺皮质激素也可

以作用于海马,对 HPA轴起到负反馈调节。长期

的HPA功能亢进可损伤海马,进而损害认知功能。
本研究结果显示,新生期七氟醚麻醉可以导致皮质

激素皮质酮明显增加,产生类似应激的效果,而且

对HPA轴可产生远期影响,并导致焦虑样行为,
这与本课题组前期关于丙泊酚的研究结果一致[10]。
值得注意的是,HPA轴的活性受 GABAA 受体的

调控[11],因而麻醉剂激活 HPA轴的机理可能与其

对GABAA 受体的激动作用有关。

GABAA 受体是一种Cl-通道,GABAA 受体离

子通道在GABA的作用下开放,Cl-顺浓度梯度跨

细胞膜流动,改变膜电位,影响神经细胞的兴奋

性。跨膜 Cl- 浓度梯度由细胞膜上的 NKCC1和

K+-Cl-转运体(K+-Cl-Cotransporter2,KCC2)共
同维持。其中,NKCC1促进细胞内Cl-的积累,而

KCC2则外排胞内的Cl-,降低胞内的Cl- 浓度。
在成熟神经元内,KCC2的表达高于NKCC1,细胞

外的Cl- 浓度高于细胞内,GABAA 受体开放时,

Cl-流向胞内,膜电位增加,兴奋性降低;然而,在

未成熟神经元中,NKCC1的表达高于KCC2,使得

细胞内的Cl-高于细胞外,七氟醚暴露时,可导致

GABAA 受体开放,胞内的Cl-外流,膜电位下降,
神经细胞兴奋[12]。因此,在未成熟大脑内,七氟醚

能通过 GABAA 受体兴奋新生神经元,进而激活

HPA轴,导致远期HPA轴功能亢进。布美他尼是

NKCC1的特异性抑制剂,本研究旨在通过布美他

尼阻断七氟醚通过GABAA 受体对 HPA轴的兴奋

作用,改善七氟醚对 HPA轴发育的影响。本研究

结果显示,经布美他尼处理后,新生大鼠的皮质酮

浓度明显低于单纯七氟醚麻醉的大鼠,而且P60的

行为测试和应激实验显示,布美他尼能有效降低

HPA轴的兴奋性从而改善新生期七氟醚麻醉导致

的焦虑样行为。
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综上所述,新生期七氟醚暴露可使大鼠 HPA
远期功能亢进并导致焦虑样行为,布美他尼可逆转

新生期七氟醚暴露对 HPA轴发育的影响,其机制

与GABAA 受体密切相关。
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