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焦虑样行为的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨海马 β２肾上腺素能受体激活对脓毒症相关性脑病焦虑样行为的影响。 方

法　 成年雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ７６ 只，随机分为四组：ｓｈａｍ＋生理盐水组（Ａ 组，ｎ＝ １３）、ｓｈａｍ＋克伦特罗

组（Ｂ 组，ｎ＝ １３）、盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）＋生理盐水组（Ｃ 组，ｎ ＝ ２５）、ＣＬＰ＋克伦特罗组（Ｄ 组，ｎ ＝ ２５）。
所有小鼠在术后即刻至术后 １５ ｄ 腹腔注射克伦特罗 ０ ５ ｍｇ ／ ｋｇ 或等容量的生理盐水。 每组各取 ３
只小鼠于术后第 １２ ｈ 处死取海马组织，检测小鼠海马内 ＣＤ１１ｂ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 及 ＢＤＮＦ 蛋白含量。 每

组剩余小鼠于术后第 １３、１４ 天分别行旷场、高架十字迷宫实验。 结果　 与 Ａ、Ｂ 组比较，Ｃ 组进入开

放臂的时间缩短，次数减少；海马 ＣＤ１１ｂ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 蛋白含量明显增加，ＢＤＮＦ 含量明显减少（Ｐ＜
０ ０５）；与 Ｃ 组比较，Ｄ 组小鼠进入开放臂的时间明显延长、次数明显增加；海马 ＣＤ１１ｂ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 蛋

白含量明显减少，ＢＤＮＦ 含量明显增加（Ｐ ＜ ０ ０５）。 结论　 激活 β２肾上腺素能受体可以改善脓毒症

相关性脑病小鼠的焦虑样行为，这可能与其抑制小胶质细胞的激活，减少炎性因子的释放，增加

ＢＤＮＦ 的含量有关。
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　 　 脓毒症相关性脑病（ ｓｅｐｓｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｃｅｐｈａ⁃
ｌｏｐａｔｈｙ， ＳＡＥ）是一种常见的脓毒症相关中枢神经系

统并发症，其发生率比较高［１］，主要表现为精神状

态的急剧恶化，如情绪紊乱、认知障碍等。 约 １０％ ～
６０％的脓毒症患者表现出不同程度的焦虑症状［２］，
严重影响患者的生活质量，但其具体的发生机制目

前尚不清楚。 β２肾上腺素能受体（β２⁃ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ， β２⁃ＡＲ）是一种 Ｇ 蛋白偶联受体，在觉醒、情
感和认知的调节中发挥重要作用，该受体功能的异
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常与多种神经退行性疾病密切相关［３］。 有研究显

示在阿尔兹海默症中，β⁃淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄ β⁃ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ， Ａβ）可引起 β２⁃ＡＲ 内吞和下调，而激活 β２⁃ＡＲ
则可以阻止 Ａβ 对长时程增强的损害作用［４］。 但有

关 β２⁃ＡＲ 在 ＳＡＥ 中的作用却鲜有报道，本研究旨在

观察 β２⁃ＡＲ 的激活对脓毒症相关性脑病的焦虑样

行为的影响，并探讨其可能的机制。

材料与方法

实验动物与分组　 雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ７６ 只，３
～４ 月龄，体重 ２２～２６ ｇ，采用随机数字法分为四组：
ｓｈａｍ＋生理盐水组（Ａ 组，ｎ ＝ １３）、ｓｈａｍ＋克伦特罗组

（Ｂ 组，ｎ＝ １３）、ＣＬＰ＋生理盐水组（Ｃ 组，ｎ＝ ２５）、ＣＬＰ
＋克伦特罗组（Ｄ 组，ｎ ＝ ２５）。 Ｂ、Ｄ 组小鼠在术后立

即腹腔注射克伦特罗 ０ ５ ｍｇ ／ ｋｇ，每天 １ 次，每隔 ５
天停 ２ ｄ［５］，直至术后 １５ ｄ 处死，Ａ、Ｃ 组小鼠注射相

应的等容量的生理盐水。
ＳＡＥ 模型的建立［６］ 　 采用盲肠结扎穿孔的方

法（ ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ， ＣＬＰ） 建立 ＳＡＥ 模

型。 腹腔注射 ２％戊巴比妥 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉小鼠，在
其腹部正中线处剪开 １ ｃｍ 的切口，暴露出盲肠，紧
贴盲肠根部结扎，并用 ２２ 号注射针头穿刺 ２ 次，轻
轻挤出少许粪便，然后将盲肠送回腹腔，随后缝合

肌肉和皮肤。 ｓｈａｍ 组只做剖腹、分离肠段和关腹手

术。 术后立刻腹腔注射 ３０ ｍｌ ／ ｋｇ 的生理盐水做液

体复苏。
旷场实验　 术后第 １３ 天做旷场实验，以观察小

鼠的运动和探索行为。 敞箱由白色无顶不透明塑

料板组成（４０ ｃｍ × ６０ ｃｍ × ５０ ｃｍ）。 将小鼠轻放在

敞箱中心，让其自由探索环境 ５ ｍｉｎ，并用图像自动

检测系统（ＸＲ⁃ＸＺ３０１）记录小鼠的探索路程及在中

央格停留时间。 每只小鼠实验结束后立刻用 ７５％
酒精擦拭敞箱。

高架十字迷宫　 术后第 １４ 天进行高架十字迷

宫实验检测小鼠的焦虑样行为。 高架十字迷宫由

一个平台区（１０ ｃｍ ×１０ ｃｍ）、两个开放臂（３５ ｃｍ ×５
ｃｍ）和两个闭合臂（３５ ｃｍ × ５ ｃｍ ×１５ ｃｍ）组成。 每

只小鼠面向开放臂放于十字迷宫中心，让其自由探

索迷宫 ５ ｍｉｎ，并用图像自动检测系统（ＸＲ⁃ＸＺ３０１）
记录小鼠进入迷宫的开放臂的探索时间以及次数。
实验结束以后用 ７５％酒精擦拭场地。

小胶质细胞标志物和炎性因子检测 　 术后第

１２ 小时，每组随机取 ３ 只小鼠处死，取海马组织进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 海马组织加入 ＲＩＰＡ 裂解液，

用玻璃匀浆器研磨后于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，４ ℃离心

（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ）取上清液，Ｂｒａｆｏｒｄ 法测定蛋

白质浓度后煮沸 １０ ｍｉｎ。 凝胶电泳分离、转膜，５％
脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ。 加入一抗： ＣＤ１１ｂ （ １ ∶
１ ０００）， ＩＬ⁃１β（１ ∶ ５００）， ＩＬ⁃６（１ ∶ ２００），ＢＤＮＦ（１ ∶
５００），４ ℃过夜，次日用 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次后加入二抗，
室温孵育 １ ｈ 后漂洗、底物显色反应、显影。 用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析 ＣＤ１１ｂ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＢＤＮＦ 蛋白

含量。
统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２１ 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，
组间比较采用双因素方差分析，两两比较用 Ｔｕｋｅｙ
法；生存率比较采用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法分析。 Ｐ＜０ ０５
为差异有统计学意义。

结　 　 果

生存率分析 　 造模后第 １５ 天，Ａ 组、Ｂ 组生存

率均为 １００％，Ｃ 组生存率为 ４５％，Ｄ 组生存率为

５５％。 与 Ａ 组和 Ｂ 组比较，Ｃ 组和 Ｄ 组生存率明显

降低（Ｐ＜０ ０５），Ｃ 组和 Ｄ 组生存率差异无统计学

意义。
旷场试验 　 四组在旷场中的总探索路程及进

入旷场中心区域的时间差异无统计学意义（表 １）。

表 １　 四组小鼠探索总路程及进入中心区域时间的

比较（ｘ±ｓ）

组别 只数
探索总路程

（ｃｍ）
进入中心区域时间

（ｓ）

Ａ 组 １０ ２ ８７０ ４±６２９ ７ １２ ４±５ ４

Ｂ 组 １０ ２ ６１１ ７±４１５ ４ １２ ３±５ ０

Ｃ 组 １０ ２ ７１９ ３±４９４ ９ １１ ０±６ １

Ｄ 组 １０ ２ ７６８ ８±３１７ ９ １１ ９±３ ４

　 　 高架十字迷宫实验　 与 Ａ 组比较，Ｃ 组进入开

放臂的时间明显缩短（Ｐ＜０ ０５），次数明显减少（Ｐ＜
０ ０１）；与 Ｃ 组比较，Ｄ 组进入开放臂的时间明显延

长，次数明显增加（Ｐ＜０ ０５ 或 Ｐ＜０ ０１）（图 １—２）。
小胶质细胞的标记物及炎性因子的改变　 与 Ａ

组比较，术后 １２ ｈ Ｃ 组海马小胶质细胞标记物

ＣＤ１１ｂ 蛋白含量明显增加（Ｐ＜０ ０５）；与 Ｃ 组比较，
Ｄ 组海马中 ＣＤ１１ｂ 蛋白含量明显减少（Ｐ＜０ ０５）。
与 Ａ 组比较，术后 １２ ｈ Ｃ 鼠海马中炎性因子 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃６ 蛋白含量明显增加（Ｐ＜０ ０５ 或 Ｐ＜０ ０１）；与
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 １　 四组小鼠进入开放臂时间的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５，ｂＰ＜０ ０１

图 ２　 四组小鼠进入开放臂次数的比较

Ｃ 组比较，Ｄ 组海马 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 蛋白含量明显减

少（Ｐ ＜０ ０５ 或 Ｐ＜０ ０１）（图 ３—５）。

　 　 注：Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 ３　 四组小鼠海马 ＣＤ１１ｂ 蛋白含量的比较

ＢＤＮＦ 的改变　 与 Ａ 组比较，术后 １２ ｈ Ｃ 组海

马神经营养因子 ＢＤＮＦ 表达明显减少（Ｐ ＜ ０ ０５）；
与 Ｃ 组比较，Ｄ 组小鼠海马中 ＢＤＮＦ 表达明显增加

（Ｐ＜０ ０５）（图 ６）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ ＜０ ０１，ｂＰ＜ ０ ０５

图 ４　 四组小鼠海马 ＩＬ⁃１β蛋白含量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０１，ｂＰ＜０ ０５

图 ５　 四组小鼠海马 ＩＬ⁃６蛋白含量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５

图 ６　 四组小鼠海马内 ＢＤＮＦ 蛋白含量的比较

讨　 　 论

本实验发现，使用 ＣＬＰ 建立 ＳＡＥ 动物模型 １４ ｄ
后，小鼠产生焦虑样行为。 虽然激活 β２⁃ＡＲ 未改善
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ＳＡＥ 小鼠的生存率，但可以减轻 ＳＡＥ 小鼠的焦虑样

行为。 同时，在 ＳＡＥ 急性期 ＳＡＥ 小鼠海马中小胶质

细胞明显激活，炎性因子明显增多，而 ＢＤＮＦ 含量减

少，而激活 β２⁃ＡＲ 可以逆转上述改变。 说明激活

β２⁃ＡＲ 可能通过抑制小胶质细胞的激活，减轻炎症

因子的释放，增加神经营养因子 ＢＤＮＦ 的产生，进而

改善 ＳＡＥ 小鼠的焦虑样行为。
ＳＡＥ 是由于外周感染引起的一种急性弥漫性

的脑功能紊乱，具体的发生机制尚不清楚，目前认

为可能与内皮细胞激活、血脑屏障受损、氧化应激

损伤、神经递质紊乱、神经元凋亡等相关。 小胶质

细胞的激活以及随后产生的神经炎症也在 ＳＡＥ 的

发生发展中发挥重要作用。 有研究显示焦虑与中

枢和外周系统中的炎症因子水平呈正相关，即患者

血清中炎症因子水平越高，焦虑的症状越重［７］。 大

量研究显示在脓毒症发生后，海马内 ＩＬ⁃１β 以及其

他炎症因子明显增加［８］。 Ｍｏｒａｅｓ 等［８］ 研究表明

ＣＬＰ 模型小鼠海马内 ＩＬ⁃１β 在脓毒症发生后 ２４ ｈ
持续增加，一直到建模后 ３０ ｄ 才回到基线水平。 本

研究显示，早在 ＣＬＰ 建模后 １２ ｈ，就可以在脓毒症

小鼠海马内检测到小胶质细胞的激活和炎性因子

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 增加， 这可能是导致脓毒症小鼠产生焦

虑样行为的原因之一。
ＢＤＮＦ 是一种脑源性的神经营养因子，可影响

神经元的存活、突触形成以及突触可塑性，在神经

干细胞的增殖分化、神经元损伤后的修复以及减少

神经细胞的退行性变等方面发挥重要作用［９］。 Ｔｏｎｇ
等［１０］研究表明 ＩＬ⁃１β 通过激活 ｐ３８ 丝裂原激活蛋

白激酶信号通路损害 ＢＤＮＦ 及其下游的对于突触可

塑性的形成具有重要作用的相关分子进而抑制

ＢＤＮＦ 依赖的长时程增强。 本研究结果显示，ＣＬＰ
可能通过激活小胶质细胞，促进炎性因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６ 释放和下调 ＢＤＮＦ 进而导致 ＳＡＥ 的发生。

β２⁃ＡＲ 是在脑内广泛分布的一种 Ｇ 蛋白偶联

受体，对于长时程增强和学习记忆的巩固发挥重要

作用。 有研究表明在阿尔兹海默病中，激活 β２⁃ＡＲ
可以阻止 Ａβ 对长时程增强的抑制作用，进而改善

阿尔兹海默病引起的认知损害［１１］。 此外，有研究显

示激活 β２⁃ＡＲ 可以抑制神经炎症反应［１２］。 Ｍａｒｋｕｓ
等［１３］报道，激活 β２⁃ＡＲ 可以通过抑制外周炎症反应

而减轻 ＬＰＳ 引起的急性肺损伤。 但关于激活 β２⁃ＡＲ
能否通过类似的抗炎作用而改善 ＣＬＰ 引起的 ＳＡＥ，
目前尚无文献报道。 本研究结果显示，β２⁃ＡＲ 激动

剂克伦特罗的确可以通过抑制 ＳＡＥ 小鼠海马内小

胶质细胞的激活，减少炎性因子的释放，增加 ＢＤＮＦ
的产生从而减轻 ＳＡＥ 小鼠焦虑样行为。

综上所述，激活 β２⁃ＡＲ 可以减轻 ＳＡＥ 小鼠的焦

虑样行为，其机制可能与其能够抑制小胶质细胞的

激活，减少炎症因子的释放，增加神经营养因子

ＢＤＮＦ 有关。
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