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吡格列酮对老年大鼠术后认知功能的影响及其机
制研究

刘付宁 黄浩泉 刘玲 郭明炎 杨浩杰 曹铭辉

  【摘要】 目的 探讨吡格列酮对老年大鼠术后认知功能的影响及其机制。方法 18月龄雄性

SD大鼠160只,随机为四组:对照组(Con组)、手术组(S组)、吡格列酮组(P组)及吡格列酮预处理

手术组(PS组)。手术模型完成时测定各组大鼠血糖值;手术结束12h后,采用 Westernblot法检测

各组大鼠海马组织高级糖基化终末产物(advancedglycationendproducts,AGEs)含量,采用ELISA
法检测各组大鼠海马组织活性氧(ROS)及IL-6浓度;术后第4天开始应用 Morris水迷宫方法评价

各组大鼠认知功能。结果 四组大鼠组间组内血糖差异无统计学意义。与Con组比较,手术结束

12h后S组大鼠海马AGEs、IL-6浓度明显增加,ROS浓度明显升高(P<0.05);与S组比较,PS组

大鼠海马AGEs、IL-6浓度明显减少,ROS浓度明显降低(P<0.05)。与Con组比较,S组大鼠术后

第8天和第10天逃逸潜伏期明显延长(P<0.05),测试时穿越平台的次数减少(P<0.01);与S组

比较,PS组大鼠术后第10天逃逸潜伏期明显缩短(P<0.05),测试时穿越平台的次数明显增加(P
<0.05)。结论 吡格列酮可能不是直接通过调节大鼠的血糖变化改善老年大鼠术后认知功能,其
作用机制可能与减少AGEs合成、降低ROS及IL-6浓度有关。
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  术后认知 功 能 障 碍(postoperativecognitive dysfunction,POCD)是患者手术后出现的中枢神经

系统并发症,常以精神错乱、焦虑、人格改变以及记

忆受损为特点。POCD的发生增加患者术后并发症

发生率和死亡率,延长住院时间等。POCD发病机
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制目前尚未明确,研究显示糖尿病与认知功能障碍

密切相关[1],并 且 最 近 研 究 发 现 糖 尿 病 患 者 的

POCD发生率明显升高[2],提示血糖异常可能参与

了POCD的发生发展。糖尿病患者高级糖基化终

末产物(advancedglycationendproducts,AGEs)明
显升高,AGEs具有神经毒性,可以增强氧化应

激[3]及促进炎性因子的表达[4]等,与认知功能损害

的发生密切相关。但是对于 AGEs在POCD中的

作用以及机制目前尚未明确。
吡格列酮是临床上常用的降糖药,可以降低糖

尿病患者血糖及改善胰岛素抵抗的状况,并且研究

发现其可以降低糖尿病患者的AGEs合成水平[5]。
那么作为临床常用的降糖药能否通过 AGEs途径

改善老年大鼠术后认知功能目前尚未清楚。本实

验拟通过老年大鼠手术模型,探讨吡格列酮对老年

大鼠术后认知功能的影响及其机制。

材料和方法

实验材料 18月龄SPF级SD大鼠160只,雄
性,体重220~250g,由中山大学实验动物中心提

供;吡格列酮(Sigma,USA),AGEs多克隆抗体

(Sigma,USA);ROS检测试剂盒;IL-6检测试剂

盒;β-actin抗体(Sigma,USA);复方利多卡因乳

膏;异氟醚(PattersonVeterinary,USA)。
实验动物与分组 18月龄血糖正常的健康雄

性SD大鼠,随机分为对照组(Con组)、手术组(S
组)、吡格列酮组(P组)及吡格列酮预处理手术组

(PS组),每组40只。
实验方法 吡格列酮的给药方式参考 Ulusoy

等[7]的方法,先把吡格列酮溶解于DMSO,再进行

腹腔注射。P组和PS组给予腹腔注射吡格列酮10
mg·kg-1·d-1,连续3d,P组在最后一次注射完吡

格列酮2h后吸入100%氧气2h,PS组在最后一

次注射完吡格列酮2h后开始建立手术模型;Con
组和S组以相同的方式给予等量的DMSO,Con组

在最后一次注射完DMSO2h后吸入100%氧气2
h,S组在最后一次注射完DMSO2h后开始建立

手术模型,。
动物模型制作 参照Peng等[6]方法建立手术

模型,具体如下:SD老年大鼠放入自制麻醉箱中,
麻醉箱通过连接管分别连接Datex-Ohmeda型麻醉

机和Datex-Ohmeda监测仪。麻醉机调整为手控模

式,异氟醚输出浓度为1.4%,氧浓度为100%,麻

醉机输出流量为1L/min,待麻醉箱的异氟醚浓度

达到并稳定在1.4%后,放入手术大鼠,待大鼠翻

正反射消失后将大鼠置入连接麻醉箱的麻醉面罩

内继续麻醉并进行腹部探查手术,首先用胶布固定

大鼠的四肢然后用剪刀将腹部手术区毛发剪除,用

75%的酒精消毒两遍,腹部正中切口,长约5cm,
切开皮肤,暴露腹白线,沿着腹白线用剪刀把腹膜

剪开进入腹腔,用镊子依次探查腹腔脏器,探查完

成后用手术缝合线缝合腹膜和皮肤,手术结束后使

用利多乳膏涂抹手术伤口镇痛,手术过程大约为15
min,手术完成后,把大鼠放回麻醉箱继续麻醉,整

个过程时间为2h。所有大鼠于麻醉停止15min左

右自然苏醒。术后2d内使用利多乳膏涂抹手术伤

口镇痛,每8小时涂抹1次。Con组和P组大鼠予

置入麻醉箱吸入100%氧气2h。

Morris水迷宫试验 Morris水迷宫试验在术

后第4天(Con组和P组为吸入氧气后第4天)开始

进行,每组各取10只大鼠,每天训练一次(包括四个

象限),连续7天。潜伏平台放在第一象限内,训

练时依次从四个象限将大鼠放入水中,大鼠从入水

到找到潜伏平台时间为本次逃逸潜伏期(escapela-
tency),大鼠找到潜伏平台后让其在上面停留15s,
如果大鼠在90s内未找到潜伏平台则人为将其引

导上潜伏平台,同时逃逸潜伏期记为90s,每天四

个象限逃逸潜伏期平均值作为当天逃逸潜伏期。
在术后第10天(训练第7天)最后一次 Morris水迷

宫训练结束2h后测试,测试时,将潜伏平台移开,
选定与潜伏平台相对的象限为入水点,记录大鼠90
s内穿过原平台位置的次数。

血糖检测 在给药前和手术模型完成时(Con
组和P组为吸氧时),每组各取6只大鼠断头处死

取血,用血糖仪测定各组大鼠混合静脉血血糖值。

Westernbolt法检测 AGEs浓 度 手术结束

12h后,每(Con组和P组吸入氧气后12h),每组

各取12只大鼠断头处死,取出双侧大脑组织,用

预冷磷酸盐缓冲溶液(PBS)液冲去表面血迹,置于

冰盘上快速分离双侧的海马组织,按1/3海马组织

加入200μL细胞裂解液的比例加入细胞裂解液,
用超 声 粉 碎 匀 浆,然 后 在 冰 面 上 静 置30 min,

14000r/min离心20min,提取海马总蛋白,BCA
法进行蛋白定量。蛋白配平后经凝胶电泳、转膜、

BSA封闭后,加入一抗4℃孵育摇床过夜。TBST
洗涤6次,每次5min,然后加入二抗,室温下孵育

1h。TBST洗涤6次,每次5min,洗完膜后加入

ECL显影剂显影,用ImageJ软件进行灰度值分
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析,以β-actin灰度值进行校正,再以 Con组为

100%进行校正,实验重复3次。

ELISA法检测活性氧(ROS)和IL-6浓度 手

术结束12h后(Con组和P组吸入氧气后12h),每
组各取12只大鼠断头处死,取下全脑用预冷PBS
液冲去表面血迹,在冰上迅速分离海马组织,用

PBS进行组织匀浆,然后4℃离心,3000r/min离

心10min,取上清液,ELISA法测定海马组织中

ROS和IL-6浓度,检测过程严格按照试剂盒说明

书操作进行。
统计分析 采用SPSS16.0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,行方差齐性检验后,采用单因素方差分析进行

组间比较。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

四组大鼠血糖基础值均在正常范围内,四组大

鼠血糖基础值差异无统计意义(图1);手术模型完

成时,四组大鼠血糖差异无统计学意义(图2)。

表1 四组大鼠术后不同时点 Morris水迷宫测试逃逸潜伏期的比较(s,x±s)

组别 只数 第4天 第5天 第6天 第7天 第8天 第9天 第10天

Con组 10 61.2±15.8 50.7±12.9 44.1±20.6 42.4±12.1 35.5±14.9 36.8±8.9 34.5±11.3

S组 10 67.1±18.7 60.1±13.9 53.7±22.7 46.9±15.6 51.9±12.5a 43.6±9.7 48.6±14.2a

P组 10 63.7±14.5 52.3±10.6 42.7±18.9 43.5±10.7 37.6±13.5 35.7±8.4 35.2±15.1

PS组 10 34.5±11.3 54.4±14.8 45.2±19.0 44.6±15.0 39.6±13.8 36.5±11.7 36.2±10.4c

  注:与Con组比较,aP<0.05,bP<0.01;与S组比较,cP<0.05

与Con组比较,术后第8天和第10天S组大

鼠逃逸潜伏期明显延长(P<0.05);与S组比较,
吡格列酮预处理后PS组逃逸潜伏期在术后第10
天显著缩短(P<0.05),在测试时穿越平台的次数

增加(P<0.05)(表1)。

Con组、S组、P组和 PS组穿越次数分别为

(3.6±1.8)、(1.5±0.9)、(3.3±1.2)和(3.2±
1.1)次,与Con组比较,S组穿越平台的次数减少

(P<0.01),与S组比较,PS组穿越平台的次数增

加(P<0.05)。
手术结束12h后,与Con组比较,S组大鼠海

马AGEs浓度明显增加(P<0.05);与S组比较,

PS组AGEs浓度明显减少(P<0.05),P与PS组

AGEs浓度差异无统计学意义(图3)。
手术结束12h后,与Con组比较,S组大鼠海

马IL-6含量明显增加(P<0.05);与S组比较,吡

图1 四组大鼠血糖基础值的比较

图2 手术模型完成时四组大鼠血糖的比较

格列酮预处理后PS组IL-6含量明显减少(P<
0.05)(图4)。

手术结束12h后,与Con组比较,S组大鼠海

马ROS水平明显升高(P<0.05);与S组比较,吡

格列酮预处理后PS组 ROS水平明显降低(P<
0.05)(图5)。

讨  论

术后认知功能障碍是一种中枢神经系统并发

症,表现为术前认知功能正常的患者手术后出现精

神错乱、焦虑、人格的改变以及记忆受损等中枢神

经受损症状。POCD的机制非常复杂,影响POCD
发生的因素很多,如麻醉类型、手术大小、患者合并

的基础疾病及患者的年龄等。POCD通常发生在接

受心脏、剖腹探查等大手术后,尤其常见于老年患
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  注:与Con组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图3 四组大鼠术后12h海马AGEs浓度的比较

  注:与Con组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图4 四组大鼠术后12h海马Il-6浓度的比较

  注:与Con组比较,aP<0.05;与S组比较,bP<0.05

图5 四组大鼠术后12h海马ROS浓度的比较

者[8]。虽然近年来医疗水平有了不少提高,但是

POCD的发生率并未明显降低,其致病的具体原

因、发病的机制以及临床防治的策略成为目前研究

的热点。

研究显示糖尿病和术后认知功能密切相关,糖

尿病患者POCD的发生率明显升高,临床研究调查

发现糖尿病是认知功能障碍的独立危险因素[9],在

阿尔茨海默病(Alzheimerdisease,AD)的发生和发

展中具有重要的作用[10]。最近研究显示糖尿病患

者POCD的发生率明显增高[2],提示POCD可能

与血糖异常有关。由于老年患者对胰岛素的敏感

性下降,调节血糖的能力减退,麻醉和手术创伤引

起的血糖升高和胰岛素抵抗在老年患者中更为严

重。吡格列酮是临床上常用的降糖药,可以降低糖

尿病患者血糖及改善胰岛素抵抗的状况,作为临床

常用的降糖药能否能通过改善老年大鼠麻醉手术

导致的血糖升高和胰岛素抵抗减轻麻醉手术导致

的术后认知功能 障 碍? 目 前 尚 未 清 楚。本 实 验

Morris水迷宫结果显示,术后手术组大鼠逃逸潜伏

期明显延长,平台穿越次数减少,老年大鼠的学习

记忆功能减退;而吡格列酮预处理后,逃逸潜伏期

明显缩短,平台穿越次数增加,吡格列酮预处理可

以明显改善老年大鼠术后认知功能。但是在本实

验中,S组大鼠血糖在手术模型完成时无明显升

高,可能与本实验使用的动物模型有关,Xu等[11]

的实验也证实了这一点,与对照组比较,剖腹探查

术不会导致血糖明显升高。另外,与对照组比较,

P组和PS组大鼠血糖无明显下降,说明本实验使

用的吡格列酮剂量不会产生明显副作用导致大鼠

的血糖显著降低。上述结果提示在本实验模型中

吡格列酮可能不是直接通过调节大鼠的血糖变化

来改善老年大鼠术后认知功能。Zhang等[12]也证

实了这一点,在实验中发现吡格列酮在脑缺血-再灌

注中具有神经保护作用,但血糖无明显变化。
麻醉和手术对于机体来说是一种强烈的伤害

性刺激,会引起机体强烈的应激反应。老年患者由

于细胞线粒体老化和应激信号传导通路改变,脑内

氧化应激水平升高,也更易产生氧化应激反应,而

麻醉和手术必然会加重老年患者脑内氧化应激水

平。老年患者在手术过程中过高的氧化应激反应、
血糖升高以及胰岛素抵抗势必会引起 AGEs合成

增加[13]。本实验结果也发现了这一点,老年大鼠

在手术后ROS水平明显升高同时,AGEs合成增

加。AGEs的受体RAGE(thereceptorofadvanced
glycationendproducts,RAGE)属于免疫球蛋白超

家族 成 员,具 有 多 配 体 的 信 号 传 导。AGEs与

RAGE结合后,一方面可以促进ROS生成增加[3],
而 ROS水 平 升 高 同 时 诱 导 AGEs合 成 增 多 与
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RAGE表达,从而形成一个不断放大的恶性循环。
另一方面AGEs与RAGE结合后还可以激活脑内

的炎症反应,本实验结果显示手术后AGEs合成增

加的同 时,海 马IL-6表 达 也 相 应 增 多。Serban
等[4]的实验也证实了这一点,他们在实验中发现

AGEs在早期的炎症反应中具有重要的作用,可以

促进IL-6的表达,而IL-6表达增加、氧化还原失衡

及RAGE活化可以进一步增强细胞中的炎症信号,
从而产生炎症级联反应。此外,AGEs还可以诱导

Tau蛋白多个位点磷酸化[14],高度磷酸化的 Tau
蛋 白 集 聚 在 一 起 形 成 神 经 元 纤 维 缠 结

(neurofibrillarytangles,NFTS),在 AD患者中,

NFT的数量与认知功能障碍的严重程度呈正相

关[15]。而 吡 格 列 酮 预 处 理 后 手 术 组 大 鼠 海 马

AGEs合成减少,IL-6表达降低,ROS水平下降,
老年大鼠的认知功能障碍改善。所以 AGEs可能

参与了POCD的发生和发展,其机制可能与调控氧

化应激及炎症反应有关。
综上所述,本实验首次探讨了降糖药吡格列酮

对老年大鼠术后认知功能的影响,结果表明吡格列

酮可以在不降低血糖的情况下明显改善老年大鼠

术后认知功能,减少手术后老年大鼠海马AGEs合

成和降低ROS生成及IL-6的表达水平。这提示,
吡格列酮减少AGEs的合成降低ROS生成及IL-6
的表达水平可能是其发挥术后认知功能保护作用

的机制之一。
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