
·实验研究·

κ阿片受体激动剂对心肺转流大鼠术后
认知功能及α7nAChR表达的影响

刘冬 郑翔 孙莹杰 张铁铮

  【摘要】 目的 探讨κ阿片受体(kappaopioidreceptors,KORs)激动剂 U50488H对心肺转流

(CPB)后大鼠认知功能及α7烟碱型乙酰胆碱能受体(α7nAChR)表达的影响。方法 成年雄性SD
大鼠32只,体重400~450g,随机分为四组:Sham组(S组)、CPB组(C组)、CPB+U50488H 组(K
组)、CPB+KORs拮抗剂Nor-BNI+U50488H组(N组),每组8只。四组大鼠于术前5d开始进行

水迷宫训练,每天4次。S组不建模型,动静脉穿刺后进行机械通气60min,其余三组CPB60min。

术后1d进行 Morris水迷宫实验,随后处死大鼠,采集血清,取海马组织。采用ELISA法检测血清

IL-1β、TNF-α、S100β浓度、海马 ACh含量及ChAT和 AchE活性;采用 Westernblot法检测海马

α7nAChR蛋白含量。结果 与S组比较,C、K和 N组逃避潜伏期明显延长,穿越平台次数明显减

少,目标象限游泳距离和停留时间明显缩短(P<0.05);血清IL-1β、TNF-α和S100β浓度明显升高,

海马α7nAChR蛋白含量明显降低(P<0.05)。与C组比较,K组逃避潜伏期明显缩短,穿越平台次

数明显增多,目标象限游泳距离和停留时间明显延长(P<0.05);血清IL-1β、TNF-α和S100β浓度明

显降低,海马α7nAChR蛋白含量明显升高(P<0.05)。与S组比较,C组、N组海马 Ach含量及

ChAT活性明显降低,AchE活性明显升高。与C组比较,K组海马 Ach含量及ChAT活性明显升

高,AchE活性明显降低(P<0.05)。结论 KORs激动剂激活胆碱能抗炎通路,上调α7nAChR的表

达,减轻炎症反应,从而改善CPB后大鼠认知功能。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheprotectiveeffectofκ-opioidreceptor(KORs)agonist
U50488Honpostoperativecognitivefunctioninratsaftercardiopulmonarybypass(CPB)andthere-
lationshipwiththecholinergicanti-inflammatorypathway(CAP).Methods Thirty-twoadultmale
SDrats,weighing400-450g,wererandomlydividedinto4groups:shamgroup(groupS),CPB
group(groupC),CPB+U50488Hgroup (groupK)andCPB+KORsantagonistsNor-BNI+
U50488Hgroup(groupN),8ratsineachgroup.Theratsofthefourgroupsweretrainedinwater
mazeforfivedays,fourtimesonceadaybeforeoperation.IngroupS,themodelwasnotestablished
andmechanicalventilationwasperformedfor60minafterpuncture.CPBwasmaintainedfor60min
intheremainingthreegroups.TheratsofeachgroupweretestedthecognitivefunctionbytheMorris
watermazeexperimentonedayafterCPB,thentheplasmasamplesandhippocampuswerecollected.
ThelevelsofplasmaIL-1β,TNF-αandS100β,hippocampusAChlevelsandChAT,AchEactivitives
weredetectedbyELISA;thelevelsofhippocampusα7nAChR wasdetectedby Westernblot.
Results ComparedwithgroupS,theaveragelatency weresignificantlyincreased,theaverage
numberofcrossplatformweresignificantlydecreased,thedistanceandtimeofratsswiminginthe
targetquardrantweresignificantlyshortened,thelevelsofplasmaIL-1β,TNF-αandS100βwerein-
creased,thelevelsofhippocampusα7nAChRwasdecreasedingroupsC,KandN (P < 0.05).
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ComparedwithgroupC,theaveragelatencyweresignificantlydecreased,theaveragenumberof
crossplatform weresignificantlyincreased,thedistanceandtimeofratsswiminginthetarget
quardrantweresignificantlyextended,thelevelsofplasmaIL-1β,TNF-αandS100βweredecreased,
thelevelsofhippocampusα7nAChRwasincreasedingroupK(P <0.05).ComparedwithgroupS,
thelevelsofAChandactivitiesofChATweredescended,AchEactivitywasenhancedingroupsC
andK (P <0.05).ComparedwithgroupC,thelevelsofAChandactivitiesofChATwereen-
hanced,AchEactivitywasdescendedingroupK(P <0.05).Therewasnosignificantlydifference
neitherbetweengroupsKandSnorgroupsNandC.Conclusion KORsagonistactivationCAPraises
theexpressionofα7nAChR,relievesinflammationoftheratsafterCPB,thenimprovesthepostoper-
ativecognitivefunction.

【Keywords】  Kappaopioidreceptorsagonist;Cognitivefunction;Cardiopulmonarybypass;
α7Nicotinicacetylcholinereceptors;Watermaze

  胆碱能抗炎通路(cholinergicanti-infammatory
pathway,CAP)在中枢神经系统与免疫、抗炎系统

之间有着密切联系,激活CAP可减少机体IL-1β、

IL-6、TNF-α等炎性因子的释放,有效抑制局部及

全身的炎症反应[1]。研究表明,α7烟碱型乙酰胆

碱受体(a7nAChR)是介导胆碱能抗炎通路所必须

的 受 体。κ 阿 片 受 体 (kappaopioidreceptors,

KORs)在全身和局部脑缺血动物模型中均具有减

轻脑组织损伤以及提高功能恢复的作用。本研究

拟 探 讨 KORs激 动 剂 U50488H 对 心 肺 转 流

(CPB)后大鼠认知功能的影响及其机制,为KORs
临床应用提供实验依据。

材料与方法

实验动物 与 分 组 清洁级雄性健康成年SD
大鼠,2月龄,体重400~450g,由沈阳军区总医院

动物实验科供应和饲养,饲养期间动物自由饮水、
自由摄食。对于所有入组大鼠首先利用水迷宫进

行定位航行试验,剔除智能低下或不会游泳者,同
时确保在开始实验前所有组别大鼠的认知功能无

统计学差异。用SUPERMAZE小动物行为记录

分析系统记录每组大鼠每次训练轨迹和运动数

据。选出符合上述条件的大鼠32只,随机分为四

组:Sham 组 (S 组)、CPB 组 (C 组)、CPB+
U50488H 组(K组)、CPB+KORs拮抗剂Nor-BNI
+U50488H组(N组),每组8只。S组只进行麻

醉诱导及置管操作;C组建立心肺转流并持续60
min;K组CPB前30min静脉注射 U50488H1.5
mg/kg;N 组 CPB 前 1h静 脉 注 射 Nor-BNI2
mg/kg,CPB前30 min静 脉 注 射 U50488H1.5
mg/kg。

CPB模型的制备 术前禁食6h,不禁水。麻

醉后插管连接小动物呼吸机行机械通气,RR70
次/分,VT2ml/100g,维 持 大 鼠 PCO235~40

mmHg,I∶E1∶1.25,Ppeak3.75~11.25mmHg。
持续血氧饱和度、体温、心电监测。右股静脉置24
G套管针,建立静脉补液通路;左股动脉置24G
套管针用于监测动脉压和血气分析;尾动脉穿刺

置22G套管针,右颈静脉置管18G套管针(有侧

孔)用于建立CPB[2]。CPB期间动态监测血气分

析、纠正内环境紊乱,60min后开始机械通气,缓
慢停止转流,鱼精蛋白1∶1中和肝素,右颈静脉监

测中心静脉压指导液体复苏,并进行复温治疗。
待内环境恢复正常、循环稳定后,拔除动静脉管

道,结扎血管,缝合切口。侧卧位等待苏醒,恢复

自主呼吸后吸痰拔出气管导管。术后吸氧,及时

补充饮水,升高室温。
水迷宫实验 分为隐藏平台测试及空间探索

测试。(1)获取实验(定位航行实验):为使大鼠形

成记忆,故进行连续5d的水迷宫训练,一组训练包

括四个象限。一旦大鼠找到平台后,计时器立即停

止,所需时间即为逃避潜伏期。若大鼠在各象限游

泳时间达60s仍未找到平台,则终止计时,并引诱

大鼠游到平台附近、休息30s后继续换另一象限实

验,潜伏期为60s。记录大鼠平均游泳速度、平均潜

伏期及运动轨迹,以此判断大鼠的自主学习能力。
(2)记忆保留实验(空间探索实验):经过隐藏平台

训练形成记忆后撤掉平台,将大鼠随机依次从四个

象限入水点面对池壁释放入水,60s后停止实验,取
出大 鼠 并 休 息 60s。SUPER MAZE 软 件 记 录

RightTop象限释放大鼠后穿越原平台的次数、目
标象限游泳距离及停留时间,以此判断大鼠记忆再

现的能力。进行第5天水迷宫训练时应用SUPER
MAZE软件系统自动采集轨迹图像及数据作为术

前标准值,可与术后采集的数据进行对照分析。
标本采集 于CPB术后第1天进行水迷宫测

试,随后麻醉下去除大鼠眼球放血处死,采集的血

标本在常温下静置10min后,于离心机中以3000
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r/min转速离心10min,取上部血清,置于-80℃
环境中保存待测。生理盐水灌注后组织剪离断颅

骨,游离并取出全脑。在冰袋上迅速将脑组织沿正

中矢状线对称切开,用显微器械游离出右侧海马区

脑组织,置于-80℃冰箱保存待用。
观察 指 标 采 用 ELISA 法 检 测 血 清IL-1、

TNF-α和S100β浓度、海马 Ach含量及ChAT和

AchE 活 性;采 用 Western blot 法 检 测 海 马

α7nAChR蛋白含量。
统计分 析 采用SPSS19.0软件进行分析。

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。P<0.05为差异有

统计学意义。

图1 四组大鼠游泳轨迹

结  果

定位航行实验 与S组比较,C、K和N组逃避

潜伏期明显延长(P<0.05);与C组比较,K组逃避

潜伏期明显缩短(P<0.05);与 K组比较,N组逃

避潜伏期明显延长(P<0.05);N组与C组逃避潜

伏期差异无统计学意义。四组游泳速度差异无统

计学意义(表1)。

表1 四组大鼠定位航行实验的比较(x±s)

组别 只数 逃避潜伏期(s) 游泳速度(cm/s)

S组 8 21.6±0.5 21.7±0.3

C组 8 46.8±0.4a 19.9±0.6

K组 8 25.3±0.8ab 22.3±0.4

N组 8 48.9±0.6ac 20.1±0.8

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与

K组比较,cP<0.05

空间探索实验 与S组比较,C、K和N组穿越

平台次数明显减少,目标象限游泳距离和停留时间

明显缩短(P<0.05);与C组比较,K组穿越平台次

数明显增多,目标象限游泳距离和停留时间明显延

长(P<0.05);与 K组比较,N组大鼠穿越平台次

数明显减少,目标象限游泳距离和停留时间明显缩

短(P<0.05);N组与C组差异无统计学意义(表

2,图1)。

表2 四组大鼠空间探索实验的比较(x±s)

组别 只数
穿越平台

次数(次)
游泳距离

(cm)
停留时间

(s)

S组 8 3.8±0.3 615.7±5.2 37.8±0.3

C组 8 1.5±0.7a 387.1±6.5a 18.4±0.8a

K组 8 4.2±0.5ab 596.4±4.3ab 32.7±0.5ab

N组 8 1.4±0.4ac 402.3±7.3ac 21.5±0.3ac

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与

K组比较,cP<0.05

血清IL-1β、TNF-α和S100β浓度 与S组比

较,C、K和 N组血清IL-1β、TNF-α和S100β浓度

明显升高(P<0.05);与C组比较,K组血清IL-1β、

TNF-α和S100β浓度明显降低(P<0.05);与K组

比较,N组血清IL-1β、TNF-α和S100β浓度明显升

高(P<0.05),N 组 和 C 组 差 异 无 统 计 学 意 义

(表3)。
海马ACh含量及ChAT、AchE活性 与S组

比较,C组和N组海马ACh含量、ChAT活性明显

降低,AchE活性明显升高(P<0.05)。与C组比

较,K 组 海 马 ACh含 量、ChAT 活 性 明 显 升 高,

AchE活性明显降低(P<0.05)。与 K组比较,N
组海马ACh含量、ChAT活性明显降低,AchE活性

明显升高(P<0.05),K组和S组海马 ACh含量

及ChAT、AchE活性差异无统计学意义,N组和C
组海马ACh含量及ChAT、AchE活性差异无统计

学意义(表4)。
海马α7nAChR蛋白含量 C、K和 N组海马

α7nAChR蛋白含量明显高于S组(P<0.05);K组

α7nAChR蛋白含量明显高于C组(P<0.05);N组

α7nAChR蛋白含量明显低于K组(P<0.05);N组

和C 组α7nAChR 蛋 白 含 量 差 异 无 统 计 学 意 义

(图2)。
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表3 四组大鼠血清IL-1β、TNF-α和S100β浓度的比较

(x±s)

组别 只数
IL-1β
(pg/L)

TNF-α
(μg/L)

S100β
(ng/L)

S组 8 8.3±1.2 2.1±0.5 6.8±0.9

C组 8 32.4±0.9a 6.3±0.7a 17.1±1.2a

K组 8 26.7±1.1ab 4.8±0.6ab 12.5±1.0ab

N组 8 33.6±1.3ac 6.9±0.5ac 15.6±1.1ac

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与

K组比较,cP<0.05

表4 四组大鼠海马ACh含量及ChAT、AchE活性的比较

(x±s)

组别 只数
Ach
(ng/g)

ChAT
(U/g)

AchE
(U/mg)

S组 8 48.36±10.95 285.23±26.74 0.21±0.03

C组 8 33.62±8.87a 220.93±23.61a 0.35±0.01a

K组 8 46.54±7.69b 298.16±19.36b 0.20±0.13b

N组 8 32.68±11.08ac 216.82±17.98ac 0.32±0.18ac

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与

K组比较,cP<0.05

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与K组

比较,CP<0.05

图2 四组大鼠海马α7nAChR蛋白含量的比较

讨  论

CPB产生的大量炎性因子主要包括IL-1β、IL-
6和TNF-α等,可直接影响神经系统功能,甚至引

起 神 经 系 统 损 伤,从 而 导 致 POCD 发 生[3-4]。

Kosour等[5]报道,CPB术后COPD患者血清的炎

性因子浓度显著升高。可见POCD是典型的中枢

神经系统功能障碍,其发生、发展及转归显然与炎

性反应密切相关。S100β是脑损伤特异性标志物,
脑脊液S100β比血清S100β更好地评估心肺转流

术后脑损伤。但由于大鼠脑脊液非常有限,因此

可选择血清S100β作为大鼠脑损伤研究的指标。
本实验CPB组血清炎性因子及脑损伤标志物含量

较S组明显升高,水迷宫测试也发现CPB术后大

鼠的学习记忆能力确实受到影响,产生POCD,证
实大鼠CPB后认知功能及脑损伤的改变与炎症反

应密切相关。

KORs在前额叶皮层和其他大脑区域表达丰

富,能调节情绪和认知功能。研究表明,U50488H
通过特异性激活海马神经细胞上的κ阿片受体,产
生神经保护作用,改善认知功能。应用 U50488H
干预由缺血引起的海马神经损伤研究发现,该激动

剂可明显降低认知障碍。本实验结果显示,应用

U50488H后,与心肺转流组比较,KORs组大鼠水

迷宫的逃避潜伏期明显缩短,目标象限游泳距离和

停留时间明显延长,穿越原平台的次数明显增多,
提示KORs能够减轻CPB术后产生的POCD;K组

脑损伤标志物、血清炎性因子等的表达显著低于C
组,给予特异性KORs阻断剂后炎症反应及脑损伤

程度又明显加重,且水迷宫实验又显示出认知障碍

的表现,提示KORs激动剂可减轻CPB后的炎症反

应,该 作 用 可 被 KORs特 异 性 拮 抗 剂 Nor-BNI
阻断。

在众多的抗炎机制中,胆碱能抗炎通路有着独

特的优势,它通过迷走神经及其递质乙酰胆碱与免

疫系统相互作用,产生抗炎作用[1]。在生物体内胆

碱在ChAT作用下生成Ach,发挥生物学效应,Ach
又被AchE水解生成胆碱。ChAT和AchE分别作

为Ach的合成酶及水解酶,是衡量中枢神经系统胆

碱能神经元活性的重要指标。三者之间的动态平

衡失调将导致各种神经精神症状,例如海马ChAT
活性降低、AchE活性增高,使Ach含量显著减少,
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将导致阿尔茨海默(AD)病的发生,早期表现以记忆

障碍为主。本实验结果显示,与S组比较,C组和N
组AchE活性升高、ACh含量及ChAT活性降低,
炎性因子及脑损伤标志物表达增加,提示认知功能

障碍的发生与胆碱能神经元系统功能失调、CPB后

炎症反应及脑损伤改变相关。
当机体受某种免疫刺激后,激活迷走神经传出

纤维,使外周神经末梢释放乙酰胆碱,与免疫细胞

上α7nAChR结合,通过细胞内信号传导途径抑制

促炎因子的释放,调控炎症反应。α7nAChR是胆碱

能抗炎通路中的关键部分。α7nAChR不仅存在于

外周免疫细胞上,大脑的小胶质细胞也有α7nAChR
分布,激活α7nAChR不仅可以减轻 AD患者的精

神症状,对精神分裂症及唐氏综合症患者的认知功

能也有改善作用[1,6]。α7nAChR 激动剂也可以降

低小胶质细胞释放TNF-α,加强认知功能例如注意

力和记忆等方面[7]。有研究发现,在心肺转流模型

中,给予α7nAChR激动剂后可减轻CPB致大鼠肠

屏障及大脑的损伤,其机制可能与抑制全身炎症反

应及海马神经元凋亡有关[8-11]。
本研究结果显示,通过 Westernblot法检测海

马组织a7nAChR亚单位蛋白水平结果表明,与C
组比较,K组a7nAChR亚单位蛋白水平增加,而加

入阻断剂后逆转上述表达情况,提示κ阿片受体激

动剂抑 制 CPB 致 炎 症 反 应 的 作 用 机 制 与 激 活

α7nAChR有关。从而调控炎症反应,减轻脑损伤

程度。
综上所述,κ阿片受体激动剂通过激活CAP上

调体内α7nAChR的表达,抑制CPB导致的炎症反

应,减轻脑损伤程度,进而对中枢神经系统起到保

护,发挥改善认知功能的作用。然而,κ阿片受体激

动剂对体外循术后认知功能保护的确切机制尚有

待进一步探讨。
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