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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨非竞争性 Ｎ⁃甲基⁃Ｍ⁃天冬氨酸受体拮抗剂金刚烷胺对术后认知功能障碍

（ＰＯＣＤ）的治疗作用及可能机制。 方法　 雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ５４ 只，１６ 月龄，体重 ３５～４０ ｇ，随机分为

三组，每组 １８ 只：对照组（ＣＶ 组）、七氟醚麻醉＋剖腹探查＋溶剂组（ＰＶ 组）、七氟醚麻醉＋剖腹探查＋
金刚烷胺组（ＰＡ 组）。 采用七氟醚麻醉＋剖腹探查术建立 ＰＯＣＤ 动物模型。 ＰＡ 组于麻醉前腹腔注射

金刚烷胺 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，之后每日注射一次直到术后第 ２ 天；另外两组注射等容量溶剂。 术后第 ６ 天行

旷场实验，第 ７ 天行条件性恐惧实验训练，第 ８ 天行条件性恐惧测试。 术后第 １ 天采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测海马组织白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）和活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃３（ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）含量，
免疫荧光染色结合图像分析技术检测神经核抗原（ＮｅｕＮ）阳性细胞数量。 结果　 三组总探索路程和

中央格停留时间差异无统计学意义。 与 ＣＶ 组比较， ＰＶ 组僵直时间明显缩短， ＩＬ⁃１β、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３含量明显升高，ＮｅｕＮ 阳性细胞数量明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＰＶ 组比较，ＰＡ 组僵直时间明

显延长，ＩＬ⁃１β、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 含量明显降低，ＮｅｕＮ 阳性细胞数量明显增多（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 金

刚烷胺可能通过减少海马炎症反应和细胞凋亡来改善 ＰＯＣＤ。
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　 　 术后认知功能障碍（ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓ⁃
ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＰＯＣＤ）是麻醉手术后常见的神经系统并发

症，主要表现为认知功能下降、人格、社交能力等的改

变［１⁃２］。 最近，国际该领域的专家讨论将 ＰＯＣＤ 更名

为围术期神经认知障碍（ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ， ＰＮＤ），建议用 ＰＮＤ 描述术前与术后 １２ 个

月内发生的，包含术后谵妄在内的所有围术期认知功

能改变［３］。 本实验研究中只研究术后出现的以学习

和记忆能力下降为主要表现的神经认知障碍，故仍用

ＰＯＣＤ。 ＰＯＣＤ 增加术后并发症和死亡率，降低生活

质量，延长住院时间，给患者家庭及社会带来沉重负

担，而 ＰＯＣＤ 的发病机制目前尚不明确［４］。
近来有研究表明，手术或麻醉引起的神经炎症

和细胞凋亡是 ＰＯＣＤ 发生的主要原因［５⁃７］。 金刚烷

胺（ＡＭＡ）是非竞争性 Ｎ⁃甲基⁃Ｍ⁃天冬氨酸（ＮＭＤＡ）
受体拮抗剂，具有多巴胺能和去甲肾上腺素能作

用，最初被用作抗病毒药物，现其临床应用已扩展

到很多领域，如帕金森病和外伤性脑损伤，可改善

患者预后［８⁃１１］。 近年来，大量研究表明，ＡＭＡ 具有

明显的神经保护作用［７⁃１１］。 Ｚｈａｎｇ 等［７］ 已证实 ＡＭＡ
对 ＰＯＣＤ 具有显著改善作用，其机制可能与抑制海

马小胶质细胞活化和神经炎症反应相关。 本研究

以该篇文章为基础，检测关键炎性因子ＩＬ⁃１β，同时

进一步探讨 ＡＭＡ 是否可通过缓解细胞凋亡来改善

ＰＯＣＤ，为临床应用提供依据。

材料与方法

实验动物与分组 　 雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ５４ 只，
１６ 月龄，体重 ３５～４０ ｇ，由东部战区总医院比较医学

科提供，随机分为三组：对照组（ＣＶ 组）、七氟醚麻

醉＋剖腹探查＋溶剂组（ＰＶ 组）、七氟醚麻醉＋剖腹探

查＋ＡＭＡ 组 （ ＰＡ 组）。 ＰＡ 组于麻醉前腹腔注射

ＡＭＡ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，之后每日注射一次直到术后第 ２ 天；
另外两组注射等容量的溶剂。

ＰＯＣＤ 模型建立　 采用七氟醚麻醉＋剖腹探查

建立 ＰＯＣＤ 模型，参考本课题组前期实验［４］。 用

３％七氟醚（批号：１８１０１８３１） ＋１００％Ｏ２ 预充透明半

封闭麻醉箱 ３０ ｍｉｎ，然后将 ＰＶ 和 ＰＡ 组小鼠放入箱

内，维持麻醉 ３０ ｍｉｎ。 麻醉后进行手术消毒，取腹正

中线约 １􀆰 ５ ｃｍ 切口，开始腹腔探查，手术约持续 １０
ｍｉｎ。 最后用无菌丝线缝合肌肉筋膜及皮肤。 ＣＶ
组持续吸入 １００％Ｏ２，除注射溶剂外不进行任何处

理。 通过后期行为学测试发现模型组小鼠整体认

知表现下降，表明 ＰＯＣＤ 模型制备成功。

旷场实验　 每组取 １２ 只小鼠，术后第 ６ 天做旷

场实验，观察小鼠的运动和探索行为。 实验在安静

的环境下进行。 将小鼠放入白色无顶不透明塑料

箱（４０ ｃｍ×４０ ｃｍ×４０ ｃｍ）的中部，同时进行摄像和

计时，观察时间为 ５ ｍｉｎ，记录其总探索路程和中央

格停留时间。 计算三组中央格停留时间占总观察

时间的比例。 每次实验结束后清洗场地。
条件性恐惧实验 　 分训练和测试两阶段。 术

后第 ７ 天上述小鼠做条件性恐惧实验训练。 采用底

部为铜条栅栏可通电的斯金纳箱（３０ ｃｍ×３０ ｃｍ×４５
ｃｍ），将小鼠放入其中适应 ３ ｍｉｎ，给予 ３０ ｓ 的声音

刺激（７０ ｄＢ，３ ０００ Ｈｚ），刺激的最后 ２ ｓ 给予足底电

击（０􀆰 ７５ ｍＡ），后继续停留 ３０ ｓ 后放回饲养笼。
２４ ｈ 后（术后第 ８ ｄ）做场景性条件恐惧测试：

将小鼠再次放入箱内，不予刺激，观察 ５ ｍｉｎ 内僵直

反应时间。 计算三组僵直反应时间占总观察时间

的比例。 每次实验结束后清洗场地。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 术后第 １ 天取每组剩余 ６

只小鼠海马组织。 加裂解液，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，４ ℃
离心（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ），取上清，Ｂｒａｆｏｒｄ 法测

蛋白浓度后煮 ５ ｍｉｎ。 凝胶电泳分离，转膜，室温摇

动封闭 １ ｈ。 加一抗 ４ ℃过夜，ＴＢＳＴ 漂洗三次后加

二抗，室温孵育 １ ｈ，漂洗、底物显色反应、显影。 采

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件检测海马组织白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃
１β）活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃３ （ ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３）含量。 ＩＬ⁃１β 抗体购于美国 Ａｂｃａｍ 公司，
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体购于美国 ＣＳＴ 公司。

免疫荧光染色和图像处理　 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸缓

冲液修复神经核抗原（ＮｅｕＵ）２０ ｍｉｎ，１０％羊血清封闭

后滴加一抗（ＮｅｕＮ 抗体，兔抗，１ ∶ ５００），将上述行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测的小鼠脑片置于湿盒中 ４ ℃孵育过

夜。 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 洗涤后滴加二抗（山羊抗兔，１ ∶
５００），室温孵育 ２ ｈ，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 洗涤，ＤＡＰＩ 封

片。 用荧光显微镜拍摄，ＮｅｕＮ 阳性细胞呈现绿色荧

光。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析相对 ＣＶ 组的 ＮｅｕＮ 阳性

细胞数量的变化。 ＮｅｕＮ 抗体购于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。
统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 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，
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

Ｔｕｋｅｙ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

旷场试验 　 三组总探索路程及中央格停留时

间差异无统计学意义（图 １—２）。
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图 １　 三组小鼠总探索路程的比较

图 ２　 三组小鼠中央格停留时间的比较

条件性恐惧实验　 与 ＣＶ 组比较，ＰＶ 组僵直反

应时间明显缩短（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＰＶ 组比较，ＰＡ 组

僵直反应时间明显延长（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３）。

　 　 注：与 ＣＶ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＰＶ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 三组小鼠僵直反应时间的比较

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 与 ＣＶ 组比较，ＰＶ 组海马组

织 ＩＬ⁃１β、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＰＶ 组比较，ＰＡ 组海马组织 ＩＬ⁃１β、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＣＶ 组和 ＰＡ 组海马组织

ＩＬ⁃１β、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 含量差异无统计学意义（图
４—５）。

免疫荧光染色和图像处理　 与 ＣＶ 组比较，ＰＶ
组海马组织 ＮｅｕＮ 阳性细胞数量明显减少 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＰＶ 组比较，ＰＡ 组海马组织 ＮｅｕＮ 阳性

　 　 注：与 ＣＶ 组比较，ａ Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＰＶ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 三组小鼠海马组织 ＩＬ⁃１β含量的比较

　 　 注：与 ＣＶ 组比较，ａ Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＰＶ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 三组小鼠海马组织 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３含量的比较

细胞数量明显增多（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＣＶ 组和 ＰＡ 组海马

组织 ＮｅｕＮ 阳性细胞数量差异无统计学意义 （图

６）。

讨　 　 论

本研究结果显示，麻醉手术后第 １ 天小鼠海马

组织 ＩＬ⁃１β、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 含量明显升高，ＮｅｕＮ
阳性细胞数量减少，提示麻醉手术会增加海马炎症

反应和细胞凋亡，并减少神经元的数量。 麻醉手术

后第 ８ 天小鼠条件性恐惧实验中僵直反应时间明显

缩短，表明损害海马依赖性记忆。 但是给予 ＡＭＡ
治疗后 ＩＬ⁃１β、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 含量明显降低，
ＮｅｕＮ 阳性细胞数量增多，小鼠场景性条件恐惧实

验中僵直反应时间明显延长，说明 ＡＭＡ 可能通过

抑制海马内炎症反应和细胞凋亡，发挥保护神经元
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　 　 注：与 ＣＶ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＰＶ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ６　 三组小鼠海马组织 ＮｅｕＮ 阳性细胞数量的比较

的作用，进而改善术后认知功能损伤。 ＡＭＡ 可减轻

麻醉手术引起的学习和记忆障碍，这一发现是 ＡＭＡ
可用于 ＰＯＣＤ 治疗的初步证据。

ＡＭＡ 是一种三环癸烷氨基衍生物，最早主要用

于流行性感冒的治疗和预防，后来发现其具有治疗

帕金森病的作用，其可能的机制是促进纹状体内多

巴胺能神经末梢释放多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）；另外，
ＡＭＡ 还是非竞争性 ＮＭＤＡ 受体拮抗剂，并具有去

甲肾上腺素能作用［８⁃９］。 ＡＭＡ 具有神经保护作用，
早期的研究发现它可通过拮抗 ＮＭＤＡ 受体对神经

元产生影响［１０⁃１１］。 之后有研究表明，在小胶质细胞

培养或小鼠中，ＡＭＡ 可减轻脂多糖引起的神经炎症

反应［１２⁃１３］。 先前已有研究表明，神经炎症和细胞凋

亡可能是术后认知功能障碍的重要机制之一［１４⁃１５］，
因此，本研究在验证这一机制的同时提出假设，
ＡＭＡ 是否可通过抗炎抗凋亡来减轻 ＰＯＣＤ。 与先

前研究一致，麻醉手术增加了小鼠海马组织炎性因

子ＩＬ⁃１β和凋亡因子 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的水平，减少

了 ＮｅｕＮ 阳性细胞数量。
关于 ＡＭＡ 如何减轻神经炎症和减少细胞凋

亡，知之甚少。 有文献报道，ＡＭＡ 可诱导胶质细胞

源性生长因子 （ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）的产生，ＧＤＮＦ 可能是 ＡＭＡ 抗神经炎

症作用的一种可能介质，ＧＤＮＦ 降低脂多糖诱导的

ｐ６５ 核易位和 ＩＬ⁃１β 的产生，ｐ６５ 是核转录因子 κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ， ＮＦ⁃κＢ）的组成部分，当与

ｋａｐｐａ Ｂ 抑制分子（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ， ＩκＢ）结合时，

ＮＦ⁃κＢ 的成分通常在胞质中，当 ＮＦ⁃κＢ 的成分与

ＩκＢ 分离时，它就会被激活并转移到细胞核中来上

调各种炎症介质的表达，造成认知功能损伤［７］。 同

时也有研究表明，持续表达的 ＩＬ⁃１β 还可促进 Ｔ 细

胞和 Ｂ 细胞活化，诱导 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 等炎性因子的

产生，激活炎症级联反应，引起脑水肿和神经元坏

死，并且 ＩＬ⁃１β 也是一种促凋亡的因子，ＩＬ⁃１β 可通

过线粒体途径促进人退行性髓核细胞凋亡，小鼠的

矽肺模型细胞凋亡由 ＩＬ⁃１β 通过 ＮＯ 途径来介

导［１６］。 ＧＤＮＦ 在 ＡＭＡ 抗神经炎症和细胞凋亡中的

作用有待更多的研究予以证实。 对于检测炎症和

凋亡反应，本实验参照以往大部分研究［７，１６］ 只选取

了术后第 １ 天这一代表性的时间点，主要因为术后

第 １ 天炎症和凋亡反应较为严重。
本研究也存在一些局限性。 首先，因为 ＰＯＣＤ

发病机制尚未完全清楚，从目前研究水平来看，建
立 ＰＯＣＤ 模型缺乏金标准，但国内外学者倾向于通

过动物组间行为学差异来判断认知功能的改变［１７］。
ＰＯＣＤ 常用到的动物模型包括剖腹探查术、胫骨平

台骨折术、颈动脉暴露术等。 因本课题组一直沿用

剖腹探查术作为 ＰＯＣＤ 动物模型，造模技术已经较

为成熟和稳定，所以本研究继续应用该模型。 此

外，本研究中使用雄性动物以避免雌激素和孕酮对

雌性小鼠学习和记忆的潜在影响，因此 ＡＭＡ 对麻

醉手术后雌性小鼠认知功能的影响尚不清楚。 其

次，本研究中炎症反应和细胞凋亡的分析指标较

少，因已有实验表明在术后 ６、２４ ｈ，ＡＭＡ 可阻断

ＰＯＣＤ 模型大鼠海马 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 表达增加［７］，而
且中枢炎性细胞因子 ＩＬ⁃１β 在接受各种应激后含量

明显增多，与神经元损伤密切相关，所以本研究选

取 ＩＬ⁃１β 这一关键性的炎性因子予以验证。 目前认

为 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在细胞凋亡中的作用非常关键，它在生

理状态下以缺乏活性的酶原形式存在，其活化是细

胞凋亡的必经之路［１８］，因此可通过检测 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
的活性判断细胞是否凋亡。 同时，本研究应用免疫

荧光检测 ＮｅｕＮ，发现 ＰＯＣＤ 模型组海马组织 ＮｅｕＮ
数量明显减少，加上 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达的增强，可间接

表明麻醉手术后神经元的凋亡增加［１９］。 而给予

ＡＭＡ 后可明显改善上述变化，这也再一次验证

ＡＭＡ 的神经保护作用。 最后，本研究未探讨 ＡＭＡ
减轻海马神经炎症以及细胞凋亡的具体通路，需未

来更多研究进一步证实。
综上所述，本研究观察到雄性小鼠在剖腹探查

术后出现学习和记忆障碍，ＡＭＡ 可通过抑制海马神
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经炎症反应和细胞凋亡，进而改善海马依赖性记

忆，这可能为研究 ＰＯＣＤ 的发病机制及其防治提供

新的参考。
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