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　 　 【摘要】 　 目的 　 研究不同环境条件对脓毒症相关性脑病（ ｓｅｐｓｉｓ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，
ＳＡＥ）认知功能的影响和机制。 方法　 成年雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ９６ 只，３～ ４ 月龄。 采用腹腔注射脂多

糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）建立脓毒症相关性脑病模型，分为生理盐水＋标准环境（ＳＥ）组（ＮＳ 组）、
生理盐水＋丰富环境（ＥＥ）组（ＮＥ 组）、生理盐水＋恶劣环境（ＩＥ）组（ＮＩ 组）、ＬＰＳ＋ＳＥ 组（ＬＳ 组）、ＬＰＳ＋
ＥＥ 组（ＬＥ 组）和 ＬＰＳ＋ＩＥ 组（ＬＩ 组）。 应用矿场实验检测小鼠运动总距离和中央格停留时间，应用条

件恐惧实验检测小鼠场景性僵直时间和条件性僵直时间。 检测前额叶皮质和海马炎性因子（ＴＮＦ⁃
α，ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃６，ＩＬ⁃１０）浓度，脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）含量。 结

果　 ＮＩ组和 ＬＳ 组场景性僵直时间明显短于 ＮＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＬＥ 组场景性僵直时间明显长于 ＬＳ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＬＩ 组场景性僵直时间明显短于 ＮＩ 组、ＬＳ 组和 ＬＥ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＮＩ 组和 ＬＳ 组海马 ＩＬ⁃６
浓度明显高于 ＮＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），海马 ＢＤＮＦ 含量明显低于 ＮＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 恶劣环境可增加

脓毒症脑病海马炎性因子的水平，加重认知损伤，而丰富环境可降低炎性因子的水平，改善脓毒症脑

病的认知损伤。
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　 　 脓毒症引起的中枢神经系统损伤是 ＩＣＵ 患者 常见的脑病之一，可降低患者远期认知功能与生活

质量，甚至增加死亡率［１］。 研究表明，环境条件对

认知功能具有重要作用，丰富环境（ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｎｖｉ⁃
ｒｏｎｍｅｎｔ，ＥＥ）可增强学习与记忆功能［２］，恶劣环境

（ｉｍｐｏｖｅｒｉｓｈｅｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ＩＥ） 则起相反作用［３］。
ＩＣＵ 患者常暴露于不良环境之中，可能对其认知产
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生负面影响［４］。 然而，目前少有研究探讨环境条件

与脓毒症相关认知功能损伤之间的关系。 本研究

通过建立脓毒症相关性脑病（ ｓｅｐｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎ⁃
ｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＳＡＥ）动物模型，观察不同环境条件对

ＳＡＥ 的影响及其机制，以期为临床有效防治 ＳＡＥ 提

供一定的理论依据。

材料与方法

实验动物与分组　 成年雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ９６
只，３～４ 月龄，购于动物中心。 建模后随机分为六

组：生理盐水＋标准环境组（ＮＳ 组）、生理盐水＋ＥＥ
组（ＮＥ 组）、生理盐水＋ＩＥ 组（ＮＩ 组）、ＬＰＳ＋标准环

境组（ＬＳ 组）、ＬＰＳ ＋ＥＥ 组（ＬＥ 组）和 ＬＰＳ＋ＩＥ 组（ＬＩ
组）。 参照文献［５］，采用腹腔注射 ＬＰＳ 法建立 ＳＡＥ
动物模型。 ＬＳ 组、 ＬＥ 组和 ＬＩ 组腹腔注射 ＬＰＳ
（５ ｍｇ ／ ｋｇ），ＮＳ 组、 ＮＥ 组和 ＮＩ 组给予等量生理

盐水。
环境设置　 ＮＳ 组和 ＬＳ 组小鼠置于中号笼（４５

ｃｍ×３０ ｃｍ×２０ ｃｍ）中，每笼 ４～６ 只。 ＮＥ 组和 ＬＥ 组

置于大号笼（６０ ｃｍ×４０ ｃｍ×２０ ｃｍ）中，每笼 ４～６ 只，
内有不同形状、颜色、材质的玩具（隔一天换一次）。
ＮＩ 组和 ＬＩ 组置于小号笼中单笼饲养（３０ ｃｍ×２０ ｃｍ
×１５ ｃｍ）。 小鼠在不同环境条件下饲养 ３ 周。

行为学测试　 建模后第 ２２ 天行旷场试验，将小

鼠放入试验箱（５０ ｃｍ×５０ ｃｍ×４０ ｃｍ）中探索 ５ ｍｉｎ，
记录运动总距离和中央格停留时间。 第 ２７ ～ ２８ 天

行条件恐惧实验，训练阶段将小鼠放入测试箱 （３２
ｃｍ×２５ ｃｍ×２５ ｃｍ） 探索 １８０ ｓ，接着给予 ３０ ｓ 声音

刺激（７０ ｄＢ，３ ０００ Ｈｚ），在声音的最后 ２ ｓ 给予电刺

激（０􀆰 ７５ ｍＡ），再记录 ３０ ｓ 的僵直行为。 场景性条

件恐惧测试在训练后 ２４ ｈ 进行，将小鼠置于原试验

箱内监测 １８０ ｓ 的僵直行为。 ２ ｈ 后开始声音条件

性测试，先在新环境中适应 １８０ ｓ，再给予 １８０ ｓ 相同

的声音刺激并监测僵直行为，记录小鼠场景性僵直

时间和条件性僵直时间。
海马和前额叶皮质炎性因子检测 　 建模后第

２９ 天处死小鼠取海马和前额叶皮质备用。 按照试

剂盒说明书检测海马和前额叶皮质 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 等炎性因子浓度。 取海马和前额叶皮质

包被后加样，室温孵育 １ ｈ，洗涤。 加酶标抗体，室温

孵育 １ ｈ，洗涤。 加底物溶液显色，检测炎性因子

浓度。
海马脑源性神经营养因子检测　 取海马组织，

加裂解缓冲液，冰上裂解，４ ℃离心，取上清液，ＢＣＡ

法测定蛋白浓度，加上样缓冲液煮沸 ５ ｍｉｎ 变性，经
ＳＤＳ 凝胶电泳，转至 ＰＶＤＦ 膜。 用 ５％脱脂乳在 Ｔｒｉｓ
缓冲液中封闭 １ ｈ，加一抗在 ４ ℃ 房间孵育过夜。
充分洗膜，加二抗室温孵育 １ ｈ。 电化学发光（ＥＣＬ）
显影后，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值，测定海马脑源

性神经营养因子（ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，
ＢＤＮＦ）含量。

统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行统计分

析。 计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，多组间比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ
法。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

ＮＳ 组、ＮＥ 组和 ＮＩ 组均未出现死亡（存活率

１００％）。 ＬＳ 组死亡 １ 只（存活率 ９３􀆰 ７％），ＬＥ 组和

ＬＩ 组各死亡 ２ 只（存活率 ８７􀆰 ５％）（图 １）。

图 １　 六组小鼠存活率情况

旷场试验中，ＮＩ 组运动总距离明显长于 ＮＳ 组

和 ＮＥ 组（Ｐ <０􀆰 ０５）；ＬＩ 组运动总距离明显长于 ＬＳ
组和 ＬＩ 组（Ｐ <０􀆰 ０５）（图 ２）。

　 　 注：与 ＮＳ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＮＥ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＬＳ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 ＬＥ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 六组小鼠运动总距离的比较

六组小鼠中央格停留时间差异无统计学意义

（图 ３）。
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条件恐惧实验中，ＮＩ 组和 ＬＳ 组场景性僵直时

间明显短于 ＮＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＬＥ 组场景性僵直时间

明显长于 ＬＳ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＬＩ 组场景性僵直时间明

显短于 ＮＩ 组、ＬＳ 组和 ＬＥ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４）。

图 ３　 六组小鼠中央格停留时间的比较

　 　 注：与 ＮＳ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＬＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＮＩ

组比较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＬＥ 组比较，ｄＰ＜ ０􀆰 ０５

图 ４　 六组小鼠场景性僵直时间的比较

六组小鼠条件性僵直时间差异无统计学意义

（图 ５）。

图 ５　 六组小鼠条件性僵直时间的比较

六组小鼠前额叶皮质 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０
等炎性因子浓度差异无统计学意义。

ＮＩ 组和 ＬＳ 组海马 ＩＬ－６ 浓度明显高于 ＮＳ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＬＩ 组 ＩＬ－６ 浓度明显高于 ＮＩ 组、ＬＳ 组和

ＬＥ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＬＥ 组 ＩＬ⁃６ 浓度明显低于 ＬＳ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ６）。 六组小鼠海马 ＴＮＦ⁃α，ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃

１０ 浓度差异无统计学意义。

　 　 注：与 ＮＳ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＬＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＮＩ

组比较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＬＥ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５

图 ６　 六组小鼠海马炎性因子 ＩＬ⁃６浓度的比较

ＮＩ 组和 ＬＳ 组海马 ＢＤＮＦ 含量明显低于 ＮＳ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＬＥ 组和 ＬＩ 组海马 ＢＤＮＦ 含量与 ＬＳ 组

差异无统计学意义，仅表现为升高或降低的趋

势（图 ７）。

注：与 ＮＳ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５

图 ７　 六组小鼠海马 ＢＤＮＦ 相对含量的比较

讨　 　 论

ＳＡＥ 是脓毒症患者严重的中枢神经系统并发

症，可表现为觉醒，认知和行为等的改变。 研究表

明 ＳＡＥ 可延长患者住院时间，增加致残率和死亡

率［１］。 然而，ＳＡＥ 的发病机制尚未清楚。 本实验通

过腹腔注射 ＬＰＳ 制备 ＳＡＥ 动物模型，结果显示，ＬＰＳ
处理后，小鼠场景性僵直时间明显减少，提示其学

习、记忆能力下降，显示 ＳＡＥ 动物模型制备成功。
越来越多的研究表明，环境对许多疾病的发生发展

具有重要作用。 丰富环境可以改善大鼠抑郁症

状［６］。 暴露于慢性应激环境常常会引起学习和认

知能力的下降［７］。 本研究在 ＳＡＥ 动物模型基础上
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分别暴露于不同环境中，结果表明 ＥＥ 可逆转 ＬＰＳ
引起的认知损伤，而 ＩＥ 则进一步恶化损伤，提示不

同的环境对 ＳＡＥ 认知功能的重要作用。
动物实验认为，脓毒症诱导的认知功能损伤与

中枢炎症反应，神经递质改变等有关［５］。 ＥＥ 可预

防小胶质细胞引起的炎症反应［８］。 然而慢性应激

增加促炎细胞因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达［９］，加重认知

功能损伤。 本实验结果显示，注射 ＬＰＳ 的小鼠生活

在 ＩＥ 中海马 ＩＬ⁃６ 浓度最高，场景性僵直时间最短，
而注射 ＬＰＳ 的小鼠生活在 ＥＥ 中可逆转 ＩＬ－６ 浓度

的升高以及场景性僵直时间的缩短。 这可能是 ＩＥ
小鼠处于慢性应激状态，促炎细胞因子表达增多合

并 ＬＰＳ 的损伤作用使得认知功能进一步降低，而
ＥＥ 减少小鼠海马炎性因子的释放，对认知损伤起到

改善作用。 上述结果表明炎性因子在认知功能损

伤中起到重要作用。
ＢＤＮＦ 是神经营养因子家族的成员之一，在维

持神经元存活，保持突触可塑性方面具有重要作

用。 先前的研究提示 ＳＡＥ 引起学习和记忆能力下

降， 并伴随海马 ＢＤＮＦ 表达的下调［１０］。 ＥＥ 可以增

加 ＢＤＮＦ 的表达，对提高突触可塑性和认知功能方

面有重要作用［１１］。 应激引起的糖皮质激素升高可

以通过糖皮质激素受体结合到 ＢＤＮＦ 基因调节序列

上从而下调 ＢＤＮＦ 的表达［１２］，进而影响突触可塑

性。 本实验中，单纯注射 ＬＰＳ 或单纯生活在 ＩＥ 中均

可引起小鼠海马 ＢＤＮＦ 含量的降低以及场景性僵直

时间的缩短，这表明 ＬＰＳ 和 ＩＥ 均可引起 ＢＤＮＦ 降

低，影响认知功能。 然而，注射 ＬＰＳ 的小鼠生活在

ＩＥ 中其海马 ＢＤＮＦ 含量仅表现为进一步降低的趋

势，差异无统计学意义。 可能的解释是反复应激引

起海马 ＢＤＮＦ 降低的同时激活体内某些机制来对抗

ＢＤＮＦ 的下调，比如环磷腺苷效应元件结合蛋白表

达的增加。 此外，注射 ＬＰＳ 的小鼠生活在 ＥＥ 中其

海马 ＢＤＮＦ 含量并无明显增加，这可能与 ＥＥ 作用

时间较短有关。
综上所述，不同环境条件对脓毒症诱导的认知

功能损伤具有明显的影响，恶劣环境可加重脓毒症

引起的认知功能损伤，而丰富环境具有改善作用，
其机制可能与炎症反应和神经营养因子有关。
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［１２］ 　 Ｃｈｅｎ Ｈ， Ｌｏｍｂèｓ Ｍ， Ｌｅ Ｍｅｎｕｅｔ Ｄ． Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅ⁃
ｐｒｅｓｓｅｓ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎ⁃
ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ． Ｍｏｌ Ｂｒａｉｎ， ２０１７， １０（１）： １２．

（收稿日期：２０１８ ０８ ２８）

·６９６· 临床麻醉学杂志 ２０１９ 年 ７ 月第 ３５ 卷第 ７ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊｕｌｙ ２０１９，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．７


