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　 　 【摘要】 　 目的　 探究孕酮是否能够减轻七氟醚诱导的原代海马神经元损伤及其可能机制。
方法　 取新生 ２４ ｈ 内的 ＳＤ 乳鼠，提取海马神经元培养至第 ７ 天后随机分为对照组（Ｃ 组）、七氟醚

组（Ｓ 组）、孕酮＋七氟醚组（Ｐ 组）和醋酸乌利司他＋孕酮＋七氟醚组（Ｕ 组）。 Ｃ 组神经元加入溶剂二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）后正常培养；Ｓ 组加入 ＤＭＳＯ 后行七氟醚处理；Ｐ 组加入孕酮 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 预处理 １ｈ
后行七氟醚处理；Ｕ 组加入醋酸乌利司他 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 预处理 １ ｈ 后，余同 Ｐ 组。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测神

经元细胞活力，采用 ＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡率，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）和磷酸

化蛋白激酶 Ｂ（ｐ⁃Ａｋｔ）蛋白含量，在倒置相差显微镜下观察各组细胞形态改变。 结果　 与 Ｃ 组比较，
Ｓ 组细胞活力明显减弱、细胞凋亡率明显升高、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量和 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值明显下降（Ｐ＜
０ ０１）；与 Ｓ 组比较，Ｐ 组细胞活力明显增强、细胞凋亡率明显降低、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量和 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值

明显升高（Ｐ＜０ ０１）；与 Ｐ 组比较，Ｕ 组细胞活力明显减弱、细胞凋亡率明显升高、ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量和

ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值明显下降（Ｐ＜０ ０１）。 形态学上，Ｃ 组细胞形态正常，Ｓ 组和 Ｕ 组细胞表现出凋亡形

态，而 Ｐ 组细胞形态基本正常。 结论　 孕酮可通过孕酮受体上调 Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平减轻七氟醚诱

导的原代海马神经元损伤。
【关键词】 　 孕酮；七氟醚；原代海马神经元；蛋白激酶 Ｂ

Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ　 ＬＩＮ
Ｘｉａｏｗａｎ， ＭＡ Ｌｉ， ＬＩＵ Ｂｅｉｂｅｉ，ＧＵＯ Ｈａｎｇ， ＳＵＮ Ｌｉ，ＧＡＯ Ｍｉｎｇｌｏｎｇ， ＬＩＵ Ｙｏｎｇｚｈｅ，ＭＡ Ｙａｑｕｎ，ＧＵＯ
Ｗｅｎｚｈｉ． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ， Ｓｈａｎｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００１， Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＧＵＯ Ｗｅｎｚｈｉ， Ｅｍａｉｌ： ｅｌｉｔｅ２００５ｇｇ＠１６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｃａｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄａｙ １ ＳＤ ｒａｔｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｏｒ ７ ｄ． Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｃ），ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｓ）， ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ＋ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｐ）
ａｎｄ ｕｌｉｐｒｉｓｔａｌ ａｃｅｔａｔｅ＋ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ＋ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｇｒｏｕｐ （ ｇｒｏｕｐ Ｕ）． Ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｎｏ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｕｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ （ＤＭＳＯ）． Ｇｒｏｕｐ Ｓ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ａｆｔｅｒ
ａｄｄｉｎｇ ＤＭＳＯ． Ｇｒｏｕｐ Ｐ ｗａｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｆｏｒ １ ｈ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ
ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ． Ｇｒｏｕｐ Ｕ ｗａｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｕｌｉｐｒｉｓｔａｌ ａｃｅｔａｔｅ ｆｏｒ １ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ａｄｄｉｎｇ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ａｎｄ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ． Ｔｈｅｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｎｄ ＴＵＮＥＬ
ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃Ａｋｔ ａｎｄ Ａｋｔ． Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎ⁃
ｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃ， ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃Ａｋｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｓ， ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃Ａｋｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｐ， ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｕ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃Ａｋｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｐ
ｈａｄ ｎｏｒｍａｌ ｏｒ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｎｏｒｍａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｗｈｉｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｓ ａｎｄ Ｕ ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ｔｙｐｉｃａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｈａｒ⁃
ａｃｔｅｒ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｃａｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃Ａｋｔ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ； Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ；Ｐｒｉｍａｒｙ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ； Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ

·１９６·临床麻醉学杂志 ２０２０ 年 ７ 月第 ３６ 卷第 ７ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊｕｌｙ ２０２０，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．７



　 　 七氟醚是临床上最常用的吸入麻醉药之一，因
其血流动力学稳定，诱导及苏醒迅速，对气道刺激

小等优势而广泛应用于产科及小儿手术麻醉。 然

而，研究发现在母体妊娠末期及出生后最初几年是

人类大脑快速发育的关键时期，易受多种因素影

响，如环境刺激、应激、药物等［１］。 同时，有证据表

明七氟醚对发育期大脑具有一定的神经损害作用，
七氟醚的早期暴露可能影响大脑发育和认知功

能［２］。 因而，寻求防治七氟醚所致神经毒性的药物

及措施具有重大意义。 另一方面，孕酮在多种创伤

性脑损伤（ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＴＢＩ）模型中表现

出神经保护作用［３⁃４］，其非生殖相关药物作用逐渐

受到关注，且既往研究［５］ 表明孕酮受体广泛分布于

中枢神经系统，对调节神经系统功能有重要作用，
这预示着孕酮可成为一种潜在的神经保护药物。
本研究探讨孕酮是否可以减轻七氟醚所致的原代

海马神经元损伤，并进一步研究可能的作用机制。

材料与方法

实验材料与动物 　 七氟醚（批号：１８０７１０３１），
孕酮（批号：Ｐ０１３０），醋酸乌利司他（批号：Ｓ３０８１），
二 甲 基 亚 砜 （ ＤＭＳＯ ）， ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培 养 液，
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基，Ｂ２７ 添加剂，谷氨酰胺，胎牛血

清，双抗，一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒，
ＣＣＫ⁃８ 试剂盒，ＤＡＰＩ 染色液，神经元核抗原（Ｎｅｕｎ）
抗体，磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐ⁃Ａｋｔ）抗体，蛋白激酶 Ｂ
（Ａｋｔ）抗体。 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 孕鼠购自北京斯贝福

生物技术有限公司，生产许可证号为 ＳＣＸＫ（京）
２０１６—０００２。

细胞培养　 参照文献［６］ 稍作调整，取新生 ２４ ｈ
内的 ＳＤ 乳鼠，分离海马组织，用终浓度为 ０ １２５％
的胰蛋白酶在 ３７ ℃下消化 １５ ｍｉｎ。 加入 １ ｍｌ 胎牛

血清终止消化，离心弃上清，加入含 １０％胎牛血清

培养液吹打过滤，收集细胞悬液种板，于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养 ４ ｈ 后全量换液为 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 无
血清培养基，随后每 ３ 天半量换液。 培养至第 ７ 天

用于实验。 经 Ｎｅｕｎ 染色法鉴定神经元纯度达 ９０％
以上进行后续实验。

七氟醚损伤模型 　 将培养的原代海马神经元

随机分为 ７ 组：６ ｈ 对照组（Ｃ１ 组）、１２ ｈ 对照组（Ｃ２
组）、２％七氟醚 ６ ｈ 组（Ｓ１ 组）、４％七氟醚 ６ ｈ 组（Ｓ２
组）、８％七氟醚 ６ ｈ 组（ Ｓ３ 组）、４％七氟醚 １２ ｈ 组

（Ｓ４ 组）、８％七氟醚 １２ ｈ 组（Ｓ５ 组）。 参考文献［７］
进行七氟醚处理：将细胞置于密闭容器中，Ｓ１、Ｓ２、

Ｓ３ 组以 ９５％空气和 ５％ＣＯ２为载气气体通过七氟醚

挥发罐分别通入 ２％、４％、８％七氟醚，共 ６ ｈ，气体流

量 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，３７℃；Ｓ４ 组和 Ｓ５ 组则分别通入 ４％和

８％七氟醚，共 １２ ｈ，余条件同上；Ｃ１、Ｃ２ 组通入 ９５％
空气和 ５％ＣＯ２分别处理 ６ ｈ 和 １２ ｈ，余条件同上。
每组设 １０ 个复孔，采用 ＣＣＫ⁃８ 法，Ｓ１－Ｓ３ 组和 Ｓ４－
Ｓ５ 组分别以 Ｃ１ 和 Ｃ２ 组细胞存活率为 １００％，计算

各组细胞存活率＝［（实验孔－空白孔） ／ （对照孔－空
白孔）］×１００％。 根据实验结果选择最合适的七氟

醚浓度。
实验分组与处理　 根据 ＣＣＫ⁃８ 结果，后续采用

七氟醚干预强度为 ８％七氟醚处理细胞 １２ ｈ，处理

方法同上。 随后取新培养的原代海马神经元，采用

随机数字表法将其分为 ４ 组：对照组（Ｃ 组）、七氟

醚组（Ｓ 组）、孕酮＋七氟醚组（Ｐ 组）、醋酸乌利司他

＋孕酮＋七氟醚组（Ｕ 组）。 其中 Ｃ 组和 Ｓ 组在相应

时点加入 ＤＭＳＯ 后，Ｃ 组正常培养，Ｓ 组通入七氟醚

处理 （方法同前）。 Ｐ 组加入孕酮 （ ０ ００１、 ０ ０１、
０ １、１ μｍｏｌ ／ Ｌ）预处理 １ｈ 后行七氟醚暴露。 Ｕ 组先

加入醋酸乌利司他 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理 １ ｈ，再加入孕酮

１ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理 １ｈ，最后进行七氟醚暴露。
ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 将原代海马神经元以

３×１０４个 ／孔的密度种植于 ９６ 孔板中培养 ７ ｄ，每组

细胞设 １０ 个复孔，经各组处理后，更换培养基，加入

１０ μｌ ＣＣＫ⁃８，置于 ３７℃、５％ＣＯ２条件下培养 ２ ｈ。 使

用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定 ＯＤ 值。
ＴＵＮＥＬ 染色法检测细胞凋亡 　 取经各组处理

后的细胞爬片，ＰＢＳ 洗 ３ 次各 ５ ｍｉｎ，在细胞爬片上

加 １００ μｌ 的 ＴＵＮＥＬ 检测液，３７℃避光孵育 ６０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗 ３ 次各 ５ｍｉｎ，加 ＤＡＰＩ 室温下染核 １５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗 ３ 遍，甘油封片，于荧光显微镜下观察拍摄。
每组随机选 ５ 个视野，计算神经元凋亡率＝ ［ＴＵＮＥＬ
阳性细胞 ／细胞总数（ＤＡＰＩ）］×１００％。

ｐ⁃Ａｋｔ 和 Ａｋｔ 蛋白含量检测 　 取各组培养在 ６
孔板里的细胞，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每孔加入 １００ μｌ 的细

胞裂解液，冰上震荡裂解 ３０ ｍｉｎ，４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ３０ ｍｉｎ，取上清液，加入变性蛋白上样缓冲液，
混匀后沸水煮 ５ ｍｉｎ。 １０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离蛋白

质并转膜（ＰＶＤＦ 膜），１０％的脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，加
一抗 ４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，室温下二抗摇床

孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，使用 ＢＩＯ－ＲＡＤＸＲＳ＋Ｓｏｆｔｗａｒｅ
显影，Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 图像分析软件对结果进行灰度

分析。
统计分析 　 应用 Ｇｒａｐｈｐａｐ ｐｒｉｓｍ５ ０ 软件进行
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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，组内比较采用

重复测量方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

七氟醚损伤模型　 与 Ｃ１ 组比较，Ｓ１、Ｓ２ 组细胞

存活率差异无统计学意义，Ｓ３ 组细胞存活率明显下

降（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｃ２ 组比较，Ｓ４、Ｓ５ 组细胞存活率

明显下降（Ｐ＜０ ０５）。 为达到更明显的实验效果，后
续实验选择 Ｓ５ 组处理强度即 ８％七氟醚对原代海

马神经元处理 １２ ｈ，建立神经元损伤模型（图 １）。

　 　 注：与 Ｃ１ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｃ２ 组比较，ｂＰ＜０ ０５，
ｃＰ＜０ ０１

图 １　 不同浓度七氟醚不同处理时间对原代海马

神经元存活率的比较

ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力 　 与 Ｃ 组比较，Ｓ 组细

胞活力明显减弱（Ｐ＜０ ０１）。 与 Ｓ 组比较，Ｐ 组各浓

度组细胞活力明显增强（Ｐ＜０ ０１），且在一定范围内

（０ ００１～１ μｍｏｌ ／ Ｌ）呈浓度依赖性，而与 Ｐ 组中的 １
μｍｏｌ ／ Ｌ 孕酮组比较，Ｕ 组细胞活力明显减弱（Ｐ＜
０ ０１）（图 ２）。 后续 Ｐ 组采用孕酮浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ。

ＴＵＮＥＬ 染色法检测细胞凋亡 　 ＴＵＮＥＬ 染色可

见 Ｃ 组出现少量的神经元凋亡，Ｓ 组出现较多的神

经元凋亡，细胞凋亡率明显高于 Ｃ 组（Ｐ＜０ ０１）。 Ｐ
组凋亡细胞明显少于 Ｓ 组，细胞凋亡率明显低于 Ｓ
组（Ｐ＜０ ０１）。 Ｕ 组见较多凋亡细胞，细胞凋亡率明

显高于 Ｐ 组（Ｐ＜０ ０１）（图 ３—４）。
细胞形态学变化 　 Ｃ 组细胞形态正常，Ｓ 组和

Ｕ 组细胞出现皱缩，胞体破裂，正常形态消失，而 Ｐ
组细胞形态基本正常，皱缩破裂的细胞较少（图 ５）。

ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值　 Ｓ 组 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白含量和 ｐ⁃Ａｋｔ ／
Ａｋｔ 比值明显低于 Ｃ 组（Ｐ＜０ ０１），Ｐ 组则明显高于

Ｓ 组 （ Ｐ ＜ ０ ０１ ）， 而 Ｕ 组 明 显 低 于 Ｐ 组 （ Ｐ ＜
０ ０１）（图 ６）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０１；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０１；与 １ μｍｏｌ ／ Ｌ

比较，ｃＰ＜０ ０１

图 ２　 不同浓度孕酮和醋酸乌利司他对七氟醚损伤

海马神经元细胞活力的比较

　 　 注： 凋亡细胞用 ＴＵＮＥＬ 标记发红色荧光；细胞核用 ＤＡＰＩ
标记发蓝色荧光

图 ３　 荧光显微镜下观察原代海马神经元的凋亡图（×１００）

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０１；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０１；与 Ｐ 组比

较，ｃＰ＜０ ０１

图 ４　 四组细胞凋亡率的比较

讨　 　 论

七氟醚作为儿科及产科手术中最常用的麻醉

药之一，近年来越来越多的证据提示其对发育期大
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图 ５　 原代海马神经元细胞形态变化的光镜图（×４００）

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０１；与 Ｓ 组比较，ｂＰ＜０ ０１；与 Ｐ 组比

较，ｃＰ＜０ ０１

图 ６　 四组细胞 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值的比较

脑具有神经损害作用［８］，引起病理改变包括氧化应

激、神经炎症、神经细胞凋亡及突触性状改变等［９］，
尤其是重复多次的七氟醚暴露将造成新生鼠海马

体积、海马区神经元数量及树突长度的减少［１０］。 然

而七氟醚的神经毒性也存在一定争议，有研究者表

明低浓度七氟醚早期暴露可促进海马神经元生成，
增加其突触可塑性，增强晚期空间学习记忆能

力［１１］，单次七氟醚暴露造成的空间记忆缺陷是可逆

的［１２］。 提示七氟醚的神经毒性与其作用强度，包括

作用浓度、时间、重复次数等有关，低浓度短时间七

氟醚暴露具有一定的安全性。 本实验尝试以不同

强度的七氟醚处理原代海马神经元，可见较低浓度

七氟醚对神经元细胞活力的影响不甚明显，而高浓

度、长时间的七氟醚暴露所表现出的神经毒性作用

愈加明显。

另一方面，有研究表明七氟醚的神经毒性存在

性别差异［１３］，雄性大鼠在麻醉后表现出比雌性大鼠

更严重的认知功能损害［１４］，这可能与性别相关激素

水平差异有关。 而孕酮［１５－１８］ 在多项神经病理改变

中表现出神经保护作用，如调节认知功能，抗焦虑、
抑郁，调节炎症反应、线粒体功能，参与调节神经元

凋亡、再生、髓鞘形成以及修复创伤性脑损伤等。
但目前尚无孕酮应用于防治七氟醚神经毒性的研

究，本实验使用孕酮对体外培养的原代海马神经元

进行预处理，结果显示孕酮可改善七氟醚所致神经

元活力下降，降低细胞凋亡率，提高 Ａｋｔ 蛋白磷酸化

水平，保持细胞正常形态，提示孕酮可在一定程度

上拮抗七氟醚所致细胞凋亡过程，发挥对细胞的保

护作用，且与其上调 Ａｋｔ 通路有关。
同时，既往研究［１９］也指出孕酮受体在神经保护

作用中扮演了重要角色，Ｚｈａｎｇ 等［１６］ 研究孕酮可以

通过孕酮受体和（或）Ｓｒｃ⁃ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ 通路促进新生

神经元存活。 本实验中使用醋酸乌利司他作为孕

酮受体拮抗剂，探究孕酮受体在孕酮的神经保护作

用中发挥的作用。 结果显示，醋酸乌利司他可部分

拮抗孕酮的神经保护效应，提示孕酮的神经保护作

用可能不完全是通过孕酮受体发挥的，孕酮的神经

保护作用也可能涉及其他受体，如 ＧＡＢＡＡ受体［２０］

等，同时醋酸乌利司他也可拮抗孕酮所致的 ｐ⁃Ａｋｔ
表达上调，提示孕酮可能是通过孕酮受体来调节

Ａｋｔ 信号通路的，具体机制还需进一步研究。
综上所述，孕酮可减轻七氟醚诱导的原代海马

神经元损伤，且部分与其结合孕酮受体上调 Ａｋｔ 蛋
白磷酸化水平有关。
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ｓｙｎａｐｓｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ

Ｓｃｉ， ２０１８， １９（８） ．

［８］ 　 Ｇｏｙａｇｉ Ｔ． Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ ｒｅｄｕｃｅｓ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ

ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔｓ．

Ｎｅｕｒｏｔｏｘ Ｒｅｓ， ２０１９， ３６（４）： ８１７⁃８２６．

［９］ 　 Ｃｈａｉ Ｄ， Ｃｈｅｎｇ Ｙ， Ｊｉａｎｇ Ｈ． Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ

ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｏ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ． Ｉｎｔ Ｊ Ｄｅｖ

Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１９， ７２： ３１⁃３５．

［１０］ 　 Ａｚｉｍａｒａｇｈｉ Ｏ， Ｎｅｚｈａｄ Ｓｉｓｔａｎｉ Ｍ， Ａｂｄｏｌｌａｈｉｆａｒ ＭＡ， ｅｔ ａｌ．

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｅｖｏｆｌｕ⁃

ｒａｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ． Ｒｅｖ Ｂｒａｓ Ａｎｅｓｔｅｓｉｏｌ，

２０１９， ６９（１）： ５８⁃６３．

［１１］ 　 Ｃｈｅｎ Ｘ， Ｚｈｏｕ Ｘ， Ｙａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｏｎａｔａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ

（ １． ２％） ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｒａｔｓ ＇ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ

ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｌａｔｅｒ ｌｉｆｅ． Ｎｅｕｒｏｔｏｘ Ｒｅｓ， ２０１８， ３４（２）：

１８８⁃１９７．

［１２］ 　 Ｓｕｎ ＧＹ， Ｘｉｅ Ｋ， Ｓｕｎ ＺＹ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｅｍｐｏｒａｒｙ

ｓｐａｔｉａｌ ｗｏｒｋｉｎｇ ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｍ⁃

ｐａｉｒｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔｓ． Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ， ２０１９， ２３（６）： ２６２０⁃２６２９．

［１３］ 　 Ｊｕ Ｘ， Ｊａｎｇ Ｙ， Ｈｅｏ ＪＹ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ａｆｆｅｃｔｓ ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ ／ ｉｎｈｉｂ⁃

ｉｔｏｒｙ ｓｙｎａｐｓｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｓｙｎａｐｔｏｇｅｎｉｃ ｐｅｒｉｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐ⁃

ｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｙｏｕｎｇ ｍｉｃｅ： Ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｓｅｘ ａｓ ａ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｒｉａ⁃

ｂｌｅ． Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２０１９， ７０： １４６⁃１５３．

［１４］ 　 Ｘｉｅ Ｈ， Ｓｈｅ ＧＭ， Ｗａｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ， ２０１５，

１９（４）： ６４７⁃６５７．

［１５］ 　 Ａｎｄｒａｂｉ ＳＳ， Ｐａｒｖｅｚ Ｓ， Ｔａｂａｓｓｕｍ Ｈ． Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｎｅｕｒｏ⁃

ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ⁃ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎ⁃

ｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｄｉｓ Ｍｏｄｅｌ Ｍｅｃｈ，

２０１７， １０（６）： ７８７⁃７９６．

［１６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｙａｎｇ Ｒ， Ｚｈｏｕ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｓｕｒ⁃

ｖｉｖａｌ ｏｆ ｎｅｗｂｏｒｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｎｔａｔｅ ｇｙｒｕｓ ｏｆ ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ．

Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ２０１０， ２０（３）： ４０２⁃４１２．

［１７］ 　 Ｆａｂｒｅｓ ＲＢ， ｄａ Ｒｏｓａ ＬＡ， ｄｅ Ｓｏｕｚａ ＳＫ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓ⁃

ｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｂｒａｉｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｓｃｈｅｍｉａ． Ｍｅｔａｂ

Ｂｒａｉｎ Ｄｉｓ， ２０１８， ３３（３）： ８１３⁃８２１．

［１８］ 　 Ｑｉｎ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｚ， Ｈａｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ Ａβ（２５⁃

３５）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｖｉａ ＪＮＫ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒ⁃

ｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ １⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉ⁃

ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ． Ｊ Ｓｔｅｒｏｉｄ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，

２０１５， １５４： ３０２⁃３１１．

［１９］ 　 Ｌｉｕ Ａ， Ｍａｒｇａｉｌｌ Ｉ， Ｚｈａｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ： ａ ｋｅｙ

ｆｏｒ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｏｋｅ． Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ， ２０１２，

１５３（８）： ３７４７⁃３７５７．

［２０］ 　 Ｍｅｎｄｅｌｌ ＡＬ， Ｃｈｕｎｇ Ｂ， Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ ＣＥ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｏｓｔｅｒｏｉｄ ｍｅｔａｂ⁃

ｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ＥＲＫ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｍｙｌｏｉｄ β ｉｎ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｉ⁃

ｍａｒｙ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１８， １６８６： ８３⁃９３．

（收稿日期：２０１９ ０７ １０）

·５９６·临床麻醉学杂志 ２０２０ 年 ７ 月第 ３６ 卷第 ７ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊｕｌｙ ２０２０，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．７


