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竹节参皂苷对异氟醚所致发育期大鼠神经毒性和

认知功能的影响

方茜　高杰　李世勇　张杰　杨春　罗爱林

　　【摘要】　目的　探讨竹节参皂苷对异氟醚所致发育期大鼠海马神经毒性及认知功能的影响。

方法　７日龄ＳＤ大鼠６０只，雌雄不限，体重２０～２５ｇ，随机分为四组（狀＝１５）。对照组（Ｃｏｎ组）：吸

入对照气（空气）６ｈ；异氟醚组（Ｉｓｏ组）：吸入１．８％异氟醚６ｈ；竹节参皂苷＋异氟醚组（Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ

组）：麻醉前３０ｍｉｎ腹腔注射竹节参皂苷３０ｍｇ／ｋｇ后吸入１．８％异氟醚６ｈ；竹节参皂苷（ＣｈＩＶ组）：

麻醉前３０ｍｉｎ腹腔注射竹节参皂苷３０ｍｇ／ｋｇ后吸入对照气（空气）６ｈ。麻醉结束后１２ｈ取海马组

织检测突触后致密蛋白９５（ＰＳＤ９５）、突触素Ｉ（ＳｙｎａｐｓｉｎＩ）、Ｂ淋巴细胞瘤２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、Ｂ淋巴

细胞瘤２（Ｂｃｌ２）蛋白含量，ＴＵＮＥＬ染色检测神经元凋亡情况，测定乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性。于出生

后第３１～３５天采用水迷宫评估空间学习记忆能力。结果　与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组ＰＳＤ９５、Ｂｃｌ２蛋白

含量明显降低，Ｂａｘ蛋白含量明显升高，ＴＵＮＥＬ阳性细胞数明显增多，ＬＤＨ活性明显增强（犘＜

０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组ＰＳＤ９５、Ｂｃｌ２蛋白含量明显升高，Ｂａｘ蛋白含量明显降低，

ＴＵＮＥＬ阳性细胞数明显减少，ＬＤＨ活性明显减弱（犘＜０．０５）。与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组第３４和３５天

逃避潜伏路线明显延长（犘＜０．０５），第３３、３４和３５天逃避潜伏期明显延长（犘＜０．０５），第３５天目

标象限停留时间明显缩短，平台穿越次数明显减少（犘＜０．０５）。与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组第３４

和３５天逃避潜伏路线明显缩短，逃避潜伏期明显缩短（犘＜０．０５），第３５天目标象限停留时间明显

延长，平台穿越次数明显增多（犘＜０．０５）。结论　竹节参皂苷可明显改善异氟醚所致发育期大鼠神

经毒性和认知功能，其机制可能与抑制发育期神经凋亡有关。
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　　研究表明婴幼儿和青少年期经历异氟醚麻醉

可明显增加在成年后的学习记忆及认知功能障碍

发生率［１２］。异氟醚引起的学习记忆和认知功能障

碍可能与其导致神经凋亡和突触发生障碍有关［３４］。

目前异氟醚导致发育期神经毒性和认知功能障碍

的确切机制尚不明确。竹节参皂苷（ｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕ

ｓａｐｏｎｉｎＩＶａ，ＣｈＩＶ）是一种来自于竹节参根茎部的

提取物。新近研究显示竹节参皂苷在中枢神经系

统、心血管系统、免疫系统和肿瘤等疾病防治中具

有明显改善作用［５６］。在帕金森病动物模型中，竹节

参皂苷能降低线粒体膜电位，产生神经保护性作

用［７］。因此，推测竹节参皂苷对神经毒性和认知功

能亦具有改善作用。本研究拟探讨竹节参皂苷减

轻异氟醚所致发育期大鼠神经毒性和认知功能的

作用及其可能机制。

材料与方法

实验动物与分组　孕２０ｄＳＤ大鼠７只购自于

本院实验动物中心，体重２５０～２７０ｇ，幼崽出生后第

７天，随机选取６０只，体重２０～２５ｇ，随机分为四组

（狀＝１５），每组中选取６只进行动脉血气分析后分

离海马组织进行后续检测，其余９只继续饲养至第

３１天进行水迷宫测试。对照组（Ｃｏｎ组）：吸入对照

气（空气）６ｈ；异氟醚组（Ｉｓｏ组）：吸入１．８％异氟醚

６ｈ；竹节参皂苷加异氟醚组（Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组）：麻醉

前３０ｍｉｎ腹腔注射竹节参皂苷３０ｍｇ／ｋｇ，吸入

１．８％异氟醚６ｈ；竹节参皂苷组（ＣｈＩＶ组）：麻醉前

３０ｍｉｎ腹腔注射竹节参皂苷３０ｍｇ／ｋｇ，吸入对照

气（空气）６ｈ。

海马组织蛋白含量检测　大鼠接受异氟醚处

理结束后１２ｈ，取双侧海马组织，ＲＩＰＡ裂解液于４

℃ 裂解３０ｍｉｎ。４℃ 离心机１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５

ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白含量。

每孔４０μｇ蛋白上样，１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离蛋白，转移至ＰＶＤＦ膜。含５％

ＢＳＡ的ＴＢＳＴ封闭１ｈ，分别加入一抗：突解后致

密蛋白９５（ＰＳＤ９５），１∶１０００，批号：２０６６５１ＡＰ、突

触素Ｉ（ＳｙｎａｐｓｉｎＩ，１∶１０００，批号：２０２５８１ＡＰ）、Ｂ

淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２，１∶５００，批号：１２７８９１ＡＰ）、Ｂ

淋巴细胞瘤２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ，１∶５００，批号：

５０５９９２Ｉｇ）、βａｃｔｉｎ（１∶５００，批号：２３６６０１ＡＰ）４

℃ 孵育过夜。加入辣根过氧化物酶标记的相应二

抗，室温孵育２ｈ，ＢＩＯＲＡＤ成像系统成像，分析各

条带灰度值。

神经元凋亡检测　参考文献［９］，大鼠海马冰

冻切片５μｍ进行ＴＵＮＥＬ染色，阳性细胞数代表

细胞凋亡，染色强度用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０软件进

行分析。

乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性检测　４℃生理盐水研

磨海马组织，取上清后用ＬＤＨ试剂盒测定海马组

织中ＬＤＨ活性。２０μｌ上清于３７℃ 与烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸，丙酮酸盐，反应１５ｍｉｎ。ＮａＯＨ终止

反应后用酶标仪４５０ｎｍ波长测定吸光度。

神经行为学检测　大鼠吸入异氟醚或空气后

继续饲养至第３１天，参照文献［８］行水迷宫实验。

于出生后第３１～３５天开始连续进行训练，每个象限

内按动物编号轮流进行训练，每个象限训练间隔２０

ｍｉｎ，每次训练时间为１２０ｓ。以大鼠入水至爬上平

台的时间为逃避潜伏期，记录每天测试平均值。若

大鼠在１２０ｓ内未能找到并爬上平台，将逃避潜伏

期记为１２０ｓ，并将其引导至平台停留１５ｓ。第３５

天训练结束后１ｈ，撤去水中平台，进行平台穿越测

试。分别记录第３１～３５天的逃避潜伏路线和逃避

潜伏期，以及第３５天１ｍｉｎ内目标象限停留时间和

平台穿越次数。

统计分析　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分

析。正态分布计量资料以均数±标准差（珚狓±狊）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。犘＜０．０５为差异有统计

学意义。
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结　　果

突触生发情况　与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组ＰＳＤ９５

蛋白含量明显降低（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ

＋ＣｈＩＶ组ＰＳＤ９５蛋白含量明显升高（犘＜０．０５）。

Ｃｏｎ组和ＣｈＩＶ组差异无统计学意义（图１）。

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．００１；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图１　四组大鼠海马组织中犘犛犇９５蛋白含量的比较

四组大鼠ＳｙｎａｐｓｉｎＩ蛋白含量差异无统计学意

义（图２）。

图２　四组大鼠海马组织中犛狔狀犪狆狊犻狀犐蛋白含量的比较

与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组Ｂｃｌ２蛋白含量明显降低

（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组Ｂｃｌ２蛋

白含量明显升高（犘＜０．０５）。Ｃｏｎ组和ＣｈＩＶ组差

异无统计学意义（图３）。

与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组Ｂａｘ蛋白含量明显升高

（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组Ｂａｘ蛋白

含量明显降低（犘＜０．０５）。Ｃｏｎ组和ＣｈＩＶ组差异

无统计学意义（图４）。

神经元凋亡情况　与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组海马

ＣＡ１、ＣＡ３区ＴＵＮＥＬ阳性细胞数明显增多；与Ｉｓｏ

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．００１；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图３　四组大鼠海马组织中犅犮犾２蛋白相对含量的比较

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．００１；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图４　四组大鼠海马组织中犅犪狓蛋白相对含量的比较

组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组海马ＣＡ１、ＣＡ３区ＴＵＮＥＬ

阳性细胞数明显减少（图５—６）。

图５　四组大鼠海马犆犃１区犜犝犖犈犔染色（×２００倍）

与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组海马组织ＬＤＨ活性明显

增强（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组海马
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图６　四组大鼠海马犆犃３区犜犝犖犈犔染色（×２００倍）

组织ＬＤＨ活性明显减弱（犘＜０．０５）。Ｃｏｎ组和

ＣｈＩＶ组差异无统计学意义（图７）。

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．００１；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图７　四组大鼠海马组织犔犇犎活性的比较

神经行为学变化　与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组第３４

和３５天逃避潜伏路线明显延长（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ

组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组第３４和３５天逃避潜伏路线

明显缩短（犘＜０．０５）。Ｃｏｎ组和ＣｈＩＶ组差异无统

计学意义（图８）。

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．０５；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图８　四组大鼠不同时点逃避潜伏路线的比较

与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组第３３、３４和３５天逃避潜伏

期明显延长（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组

第３４、３５天逃避潜伏期明显缩短（犘＜０．０５）。Ｃｏｎ

组和ＣｈＩＶ组差异无统计学意义（图９）。

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．０５；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图９　四组大鼠不同时点逃避潜伏期的比较

与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组第３５天目标象限停留时

间明显缩短（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ

组第３５天目标象限停留时间明显延长（犘＜

０．０５）。Ｃｏｎ组和ＣｈＩＶ组差异无统计学意义（图

１０）。

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．０５；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图１０　四组大鼠第３５天目标象限停留时间的比较

与Ｃｏｎ组比较，Ｉｓｏ组第３５天平台穿越次数明

显减少（犘＜０．０５）；与Ｉｓｏ组比较，Ｉｓｏ＋ＣｈＩＶ组第

３５天平台穿越次数明显增加（犘＜０．０５）。Ｃｏｎ组

和ＣｈＩＶ组差异无统计学意义（图１１）。

讨　　论

本研究采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫观察大鼠的学习记

忆能力，结果显示异氟醚明显缩短大鼠靶象限活动

时间，且登台潜伏期明显延长。研究表明异氟醚会

增加患儿和青少年阶段学习记忆功能障碍的风险，

这可能与异氟醚导致的海马神经元广泛凋亡和突

触发生障碍有关［８，１０］，本研究结果与其一致。刘展

等［１１］研究指出脑内促凋亡因子Ｂａｘ的异常激活和／

或抗凋亡因子Ｂｃｌ２的低表达与促进帕金森病患者
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　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａ犘＜０．０５；与Ｉｓｏ组比较，ｂ犘＜０．０５

图１１　四组大鼠第３５天平台穿越次数的比较

Ａβ异常沉积紧密相关。有研究指出异氟醚可引起

神经系统炎症反应的异常激活，导致神经元凋亡和

突触发生障碍［１２］。

帕金森病发病机理与脑内τ蛋白过度磷酸化和

Ａβ的异常沉积有关，凋亡的异常激活在该病的发病

机制中扮演重要角色。本研究结果显示异氟醚能

够引起出生７ｄ大鼠海马组织Ｂａｘ含量明显增加，

Ｂｃｌ２、ＰＳＤ９５含量明显减少。异氟醚处理后海马神

经元ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞数增加，显示异氟醚可

导致发育期神经元凋亡和突触发生障碍。

竹节参皂苷作为一种传统植物中药，具有较强

的抗炎、抗凋亡、抗血栓形成和抗氧化应激作用，并

且在多种神经退行性疾病中发挥抗炎及抗氧化应

激等神经保护作用［５６］。尽管ＡＤ与异氟醚所致神

经毒性发病机制不同，但其均可导致Ａβ的异常沉

积和Ｔａｕ蛋白的过度磷酸化
［１３］。Ｚｈｕ等

［１４］指出竹

节参皂苷对ＡＤ的明显改善作用可能与其抗凋亡和

促进受损神经元的再生有关。据此，竹节参皂苷对

异氟醚引起发育期学习记忆功能障碍可能与其抗

凋亡作用有关。本研究结果显示，新生期大鼠接受

异氟醚麻醉后空间学习记忆功能受损，而在给予竹

节参皂苷预处理后，能有效减少异氟醚所致海马神

经元凋亡，增加突触发生相关蛋白含量。此外，竹

节参皂苷预处理尚可改善异氟醚所致发育期大鼠

空间学习记忆功能障碍，说明其对新生大鼠神经发

育和青少年期学习记忆的形成和发展具有保护作

用，且该保护性效应可能与竹节参皂苷的抗凋亡作

用有关。

综上所述，竹节参皂苷能够减弱异氟醚所致发

育期大鼠神经毒性，改善学习记忆能力，为临床防

治异氟醚所致神经毒性提供新思路和新靶点。
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ｒａｎｅｉｎｄｕｃｅｄｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｅｆｉｃｉｔｓｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｖｉａｉｔｓａｎｔｉｉｎｆｌａｍ

ｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０１６，３１６：３２８３３６．

［９］　ＣｈｅｎＸ，ＷａｎｇＷ，ＺｈａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｃａｓｐａｓｅ３／

ＰＴＥＮｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｉｓｏｆｌｕｒａｎｅｉｎｄｕｃｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｏｆ

ｓｅｌｆｒｅｎｅｗａｌｃａｐａｃｉｔｙｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓ．

ＢｒａｉｎＲｅｓ，２０１５，１６２５：２７５２８６．

［１０］　ＳｉｍｏｎＷ，ＨａｐｆｅｌｍｅｉｅｒＧ，ＫｏｃｈｓＥ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅｂｌｏｃｋｓｓｙｎ

ａｐｔｉｃｐｌａｓｔｉｃｉｔｙｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ．Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，２００１，

９４（６）：１０５８１０６５．

［１１］　刘展，刘彦锋．白藜芦醇对七氟醚诱导神经细胞损伤的影响．

临床麻醉学杂志，２０１６，３２（６）：５９８６０１．

［１２］　杨泽勇，徐莹华，费凤英，等．老年患者术后认知功能障碍与

ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的表达．临床麻醉学杂志，２０１０，２６

（９）：７６４７６６．

［１３］　ＴａｎＬ，ＣｈｅｎＸ，ＷａｎｇＷ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｏｆＰＴＥＮａｔｔｅｎｕａｔｅｓｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｅｆｉｃｉｔｓｃａｕｓｅｄｂｙｎｅｏｎａｔａｌｒｅ

ｐｅａｔｅｄｅｘｐｏｓｕｒｅｓｔｏｉｓｏｆｌｕｒａｎｅｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ２Ｂ

ｍｅｄｉａｔｅｄｔａｕｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ．Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，

２０１７，１１４：１３５１４５．

［１４］　ＺｈｕＷＢ，ＴｉａｎＦＪ，ＬｉｕＬＱ．Ｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕ（ＣＨＩ）ｔｒｉｇｇｅｒｓｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｒｅｇｕｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｖｉａｒｅ

ａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏ

ｔｈｅｒ，２０１７，９０：４４６４５４．

（收稿日期：２０１７ １０ １５）
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