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不同浓度七氟醚对老年大鼠海马神经发生和
恐惧记忆的影响

景灵 斯妍娜 鲍红光 张媛 曾令清 耿圆

  【摘要】 目的 探讨七氟醚对老年大鼠海马神经发生和恐惧记忆的影响。方法 SPF级健康

雄性SD大鼠24只,20月龄,体重250~300g,采用随机数字表法分为三组:对照组(C组)、3%七

氟醚组(LS组)和4%七氟醚组(HS组),每组8只。C组吸入空-氧混合气体,LS组予3%七氟醚吸

入,HS组予4%七氟醚吸入,吸入时间均为3h。吸毕24h进行条件恐惧实验(场景和声音)检测大

鼠恐惧记忆。先进行声音和电流刺激训练,训练后2h和24h进行场景和声音实验。行为学实验

结束后立即处死大鼠,采集脑组织进行免疫荧光分析海马中Ki67、NeuN、GFAP阳性细胞数和形态

学变化。结果 与C组比较,HS组和LS组大鼠24h场景实验僵直时间明显缩短,海马齿状回中

Ki67、NeuN、GFAP阳性细胞数明显减少(P<0.05)。与 HS组比较,LS组大鼠24h场景实验僵直

时间明显延长,齿状回中Ki67、NeuN、GFAP阳性细胞数明显增多(P<0.05)。C组大鼠海马齿状

回组织结构完整、清晰,细胞排列整齐有序,LS组和 HS组大鼠的海马齿状回均出现细胞排列紊

乱,结构完整性破坏,且 HS组破坏更为严重。结论 3%和4%七氟醚吸入3h均能抑制老年大鼠

海马神经发生,引起恐惧记忆下降。4%七氟醚对海马神经发生和恐惧记忆的损伤更重。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofsevofluraneonhippocampalneurogenesisand
fearmemoryofsenilerats.Methods Twenty-fourSPFhealthymaleSprague-Dawley(SD)ratsaged
20monthsandweighing250-300gwererandomlydividedintothreegroups:controlgroup(group
C),3%sevofluranegroup(groupLS)and4%sevofluranegroup(groupHS),n=8foreachgroup.
TheratsingroupCinhaledair-oxygenmixedgas.TheratsingroupLSorHSinhaled3%or4%
sevofluranefor3h,respectively.Attimepointof24hafterinhalation,conditionfeartest(scenetest
andsoundtest)wasusedtodetectthefearmemoryofrats.Ratsweresacrificedimmediatelyafterbe-
havioralexperiments,andbraintissueswerecollectedforimmunofluorescenceanalysisofKi67,Ne-
uN,GFAP-positivecellsandmorphologicalchangesinthehippocampus.Results Comparedwith
groupC,freezingtimeat24hinthecontexttestdecreased,andthenumberofKi67,NeuNand
GFAP-positivecellsinhippocampaldentategyrusdecreasedinratsofgroupHSandLS(P<0.05).
ComparedwithgroupHS,freezingtimeat24hinthecontexttestincreased,andthenumberof
Ki67,NeuNandGFAP-positivecellsinthedentategyrusincreasedinratsofgroupLS(P<0.05).
ThedentategyrusinthehippocampusofratsingroupChadintactandcleartissuestructure,andthe
cellswerearrangedneatlyandorderly.InthedentategyrusofratsingroupLSandgroupHS,thear-
rangementofcellswaschaoticandthestructuralintegritywasdestroyed,andthedestructionof
groupHSwasmoresevere.Conclusion 3%and4%sevofluraneinhalationinhibitthehippocampal
neurogenesisandinducedeclineoffearmemoryinsenilerats.Theeffectsof4%sevofluraneismore
severethan3%sevoflurane.

【Keywords】  Sevoflurane;Senile;Hippocampalneurogenesis;Fearmemory
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  术后认知 功 能 障 碍(postoperativecognitive
dysfunction,POCD)是麻醉及手术后较常见的一种

中枢神经系统并发症,主要表现为精神错乱、焦虑、
人格的改变和记忆受损。老年患者POCD发生率

远高于青壮年患者,尤其是大手术后[1]。近期研究

表明,吸入3%七氟醚2h或4h均可导致老年大

鼠认知功能损伤[2],但七氟醚致老年认知损伤的机

制目前尚不明确。海马神经发生失调在认知功能

障碍发生发展中起了重要作用。Fang等[3]的实验

表明,2.5%七氟醚吸入6h可抑制胚胎神经干细

胞增殖,引起新生小鼠学习和记忆能力下降。神经

发生机制是否介导七氟醚致老年认知损伤,目前尚

未见文献报道。本研究拟探讨七氟醚对老年大鼠

海马神经发生和恐惧记忆的影响。

材料与方法

实验动物与分组 SPF级健康雄性SD大鼠24
只,20月龄,体重250~300g,由本院实验动物中

心提供。分笼饲养,室温保持在20~25℃,湿度保

持60%~70%,通风良好,食水均可自由摄取。所

有大鼠禁饮禁食8h后开始吸入七氟醚。采用随机

数字表法将大鼠分为三组,对照组(C组)、3%七氟

醚组(LS组)和4%七氟醚组(HS组),每组8只。

C组吸入空气-氧气混合气体,LS组予3%七氟醚

吸入,HS组予4%七氟醚吸入,吸入时间均为3h,
吸毕6h恢复食水供应。

条件恐惧实验 七氟醚吸毕24h进行条件恐

惧实验,具体方法参照文献[4]。所有大鼠首先进

行条件恐惧训练。将大鼠置于32cm×25cm×25
cm的条件恐惧实验箱中,在3min的适应探索期

后,给予3600Hz、80dB的声音刺激持续60s,紧

接着给予0.75mA足部电流刺激持续1s,大鼠继

续适应3min后放回饲养笼中。分别于训练后2和

24h进行场景和声音实验。场景实验:将大鼠放入

相同的环境中6min,记录第2个3min内的僵直

时间。声音实验:将大鼠置于不同的环境中6min,
第2个3min时给予声音刺激但不给予电击刺激,
记录僵直时间。采用SuperFcs系统自动记录大鼠

在实验箱内的活动状态。
组织采集与免疫荧光 行为学测试结束后4%

多聚甲醛内灌注后取脑,免疫荧光法检测大鼠海马

齿状回神经干细胞的增殖和分化。具体操作步骤

参照文献[5]。加入 Ki67、GFAP一抗(1∶100稀

释)、NeuN一抗(1∶100稀释)和相应二抗。采用

ImageJ图像分析软件分别分析切片中1mm2 视野

内Ki67、NeuN、GFAP阳性细胞计数。观察各组大

鼠海马齿状回免疫荧光图中形态学变化。
统计分析 采用SPSS16.0统计学软件进行

处理。正态分布计量数据以均数±标准差(􀭺x±s)
表示,组间比较采用t检验;细胞计数组间比较采

用单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学

意义。

结  果

与C组比较,HS组和LS组大鼠训练后24h
场景实验僵直时间明显缩短(P<0.05);与 HS组

比较,LS组大鼠训练后24h场景实验僵直时间明

显延长(P<0.05)。三组大鼠训练后2h场景实验

和声音实验、训练后24h声音实验僵直时间差异无

统计学意义(表1)。

表1 三组大鼠不同时点场景实验和声音实验僵直时间的

比较(s,􀭵x±s)

项目 组别 例数 训练后2h 训练后24h

C组 8 49.3±10.1 44.8±9.2
场景

实验
LS组 8 42.5±8.7 27.1±7.3ab

HS组 8 45.3±9.2 15.8±5.7a

C组 8 113.0±14.2 98.6±14.5
声音

实验
LS组 8 108.8±10.4 102.9±15.5

HS组 8 105.7±11.4 96.4±18.6

  注:与C组比较,aP<0.05;与 HS组比较,bP<0.05

与C组比较,HS组和LS组大鼠海马齿状回

中 Ki67、NeuN、GFAP 阳 性 细 胞 数 均 明 显 减 少

(P<0.05);与 HS组比较,LS组大鼠海马齿状回

Ki67、NeuN、GFAP 阳 性 细 胞 数 明 显 增 多(P<
0.05)(表2)。

表2 三组大鼠单位面积下海马齿状回神经发生情况的

比较(个,􀭵x±s)

组别 例数
Ki67阳性

细胞数

GFAP阳性

细胞数

NeuN阳性

细胞数

C组 8 125±25 405±49 821±126

LS组 8 83±11ab 323±42ab 658±82ab

HS组 8 44±8a 201±33a 537±103a

  注:与C组比较,aP<0.05;与 HS组比较,bP<0.05
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免疫荧光结果显示,C组大鼠海马齿状回组织

结构完整、清晰,细胞排列整齐有序,LS组和 HS
组大鼠的海马齿状回均出现细胞排列紊乱,结构完

整性破坏,且HS组破坏更为严重(图1)。

图1 三组大鼠海马齿状回免疫荧光染色图(×200倍)

讨  论

在临床上七氟醚常用于吸入麻醉或与静脉麻

醉联合的全身麻醉,其优点是对血流动力学的影响

较小、短效且苏醒快,因此多用于老年患者手术。
研究表明,临床上七氟醚麻醉能引起老年患者术后

认知功能障碍[6],而动物实验也已证实吸入3%七

氟醚2h即可致老年大鼠认知损伤[2]。条件恐惧实

验是一种常用的评估实验动物恐惧记忆能力的行

为学实验,因此本实验采用条件恐惧实验评估大鼠

记忆能力。本实验结果显示,LS组和 HS组大鼠

分别吸入3%和4%七氟醚3h后,条件恐惧训练后

24h场景实验僵直时间明显缩短,表现为海马依赖

性的认知功能损伤。LS组大鼠与 HS组大鼠比较,

LS组大鼠恐惧记忆损伤较轻。
条件恐惧实验是评价啮齿类动物对环境相关

的学习记忆能力的方法[7]。条件恐惧实验中的场景

实验僵直时间可反映大鼠海马依赖的学习记忆能

力,声音实验僵直时间可反映非海马依赖的学习记

忆能力[4]。老年大鼠吸入3.6%七氟醚2h后在条

件恐惧实验中僵直时间百分比明显降低,出现认知

损伤[8]。老年大鼠分别吸入1%、2%、3%和4%七

氟醚6h后,发现1%和2%七氟醚对大鼠认知功能

没有明显影响,而吸入3%和4%七氟醚的大鼠出

现明显恐惧记忆下降[9]。因此本研究采用吸入3%
和4%七氟醚的方法研究不同浓度的七氟醚对大鼠

恐惧记忆的影响。本研究结果显示,吸入3%和

4%七氟醚均使大鼠训练后24h场景实验僵直时间

明显缩短,而训练后2h场景实验和声音实验、训
练后24h声音实验的僵直时间差异无统计学意义,
显示与海马相关的认知功能下降。本实验结果与

以往的文献报道相符,本研究中吸入4%七氟醚的

大鼠恐惧记忆损伤更重。
神经发生是神经干细胞不断增殖分裂、产生新

的神经元的过程。研究表明,成年哺乳动物海马中

仍存在神经发生。神经元在齿状回中逐渐成熟并
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整合到海马,形成神经环路,发挥调节认知功能的

作用。脓毒症小鼠海马齿状回中神经干细胞分化

减少,成熟神经元凋亡增加,学习能力和空间记忆

随之受损[10]。在Fang等[3]的实验中,孕14d小鼠

连续3d每天吸入2.5%七氟醚2h,出生31d新生

小鼠认知功能明显下降;离体培养新生1d小鼠原

代海马神经干细胞10d后,以4.1%七氟醚处理,
连续3d,每天2h,结果显示BrdU阳性细胞数明

显减少,神经干细胞增殖受损。然而Chen等[11]发

现,与对照组比较,出生7d小鼠吸入1.2%七氟醚

6h后,于35~40d的认知功能明显提高,海马齿

状回BrdU阳性细胞数增多;吸入2.4%七氟醚6h
后,认知功能和海马齿状回神经干细胞增殖与对照

组差异无统计学意义。本实验结果显示,吸入七氟

醚的老年大鼠海马中Ki67标记的神经干细胞数目

明显减少,NeuN标记的成熟神经元和GFAP标记

的星形胶质细胞数目明显减少,出现神经发生失衡

现象,4%七氟醚所致损伤更重。显示七氟醚导致

记忆损伤的原因可能与海马神经发生障碍有关。

Ki67是一种增殖相关的核抗原,其功能与有

丝分裂密切相关,是目前用来判断细胞增殖能力的

主要指标之一。本实验结果显示,吸入3%和4%
七氟醚3h可导致老年大鼠海马齿状回Ki67阳性

细胞数明显减少,神经干细胞增殖受损。神经干细

胞增殖、迁移并分化为成熟神经元,与周围神经细

胞形成突触联系,发挥生理功能。神经干细胞增殖

的减少将影响海马的正常结构和功能,造成认知损

伤。NeuN是成熟神经元的特异性标记物。本实验

中3%和4%七氟醚可使大鼠海马齿状回NeuN阳

性细胞数明显减少,神经干细胞发育成熟障碍,并

最终导致神经元数量减少。海马中神经元是海马

发挥正常功能的基础,神经元数量的减少也是吸入

七氟醚引起认知改变的关键因素之一。海马内星

形胶质细胞伸展充填在神经细胞的胞体及其突起

之间,起支持和分隔神经细胞的作用。GFAP是星

形胶质细胞标记物。大鼠吸入3%和4%七氟醚后,
海马齿状回 GFAP阳性细胞数明显减少。显示七

氟醚抑制神经干细胞向星形胶质细胞分化,使海马

神经环路结构紊乱甚至破坏,影响海马正常功能的

发挥,引起认知功能障碍。本实验结果显示,正常

大鼠海马齿状回组织结构完整、清晰,细胞排列整

齐有序,吸入七氟醚大鼠的海马齿状回均出现细胞

排列紊乱,结构完整性破坏,且吸入浓度高七氟醚

的大鼠海马齿状回结构破坏更为严重。
综上所述,3%和4%七氟醚吸入3h均能抑制

海马齿状回神经发生,表现为神经干细胞增殖减

少、分化为星形胶质细胞和神经元成熟障碍,最终

引起老年大鼠认知功能损伤。4%七氟醚对神经发

生和认知功能的损伤更重。
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