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异氟烷预处理对电磁脉冲辐射所致脑损伤的保护作用研究 *
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摘要目的：探讨异氟烷预处理对电磁脉冲辐射所致脑损伤的保护作用。方法：选取成年雄性 SD大鼠 48只，采用随机数字表法，

将其随机分为 4组（n = 12），分别为：假辐照组（CON组）、电磁辐照组（EMP组）、异氟烷预处理组（IP组）和异氟烷预处理 +电磁

辐照组（IP+EMP组）。EMP组场强为 400 KV/m，脉冲为 200次，连续辐照 3天；IP组吸入 2.0%异氟醚 2h；IP+EMP组吸入 2.0%异

氟醚 2 h，24 h后制备 EMP损伤模型。于辐照后 24 h处死大鼠，每组随机抽取 3只大鼠，取脑组织，采用 ELISA法检测大鼠海马

IL-6和 TNF-琢的表达变化；尼氏染色法观察大鼠海马区神经元的凋亡；采用 Western blot法检测大鼠海马区 BDNF蛋白的表达

情况；采用免疫荧光法检测大鼠海马区 BDNF细胞水平的表达。结果：与 CON组比较，EMP组、IP组、IP+EMP组的 IL-6和

TNF-琢的表达增高，尼氏小体减少，BDNF蛋白及细胞水平的表达均下调 (P < 0.05)；与 EMP组比较，IP组和 IP+EMP组 IL-6和

TNF-琢的表达降低，尼氏小体增多，BDNF蛋白及细胞水平的表达上调 (P < 0.05)。结论：异氟烷预处理可减轻电磁脉冲辐射所
致脑损伤，其机制可能与减轻大鼠炎症反应有关。
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Effect of Isoflurane Preconditioning on EMP induced Brain Injury*

To investigate the effect of isoflurane preconditioning on EMP induced cognitive impairment.

Forty-eight healthy male SD rats, aged 3 months, weighing 250-280 g, were randomly divided into four groups ( n=12): CON group,

EMP group, isoflurane preconditioning group ( IP group ) and IP+EMP group. In groups EMP and IP+EMP, the animals were exposed or

not to 200 pulses of EMP at 400 kV/m and continuous for 3 days. In group IP+EMP, the animals in haled 2.0% isoflurane for 2h, and

electromagnetic radiation was performed at 24h after the end of preconditioning. The rats were sacrificed at 24h after irradiation. Three

rats in each group were randomly selected to take the brain tissue, and the expression of IL-6 and TNF-琢 were detected by ELISA

method; Nissl staining method was used to observe the nissl body of hippocampal in rats. The hippocampal was removed for detection of

the expression of BDNF protein by Western blot analysis．BDNF was detected in the hippocampal using immunofluorescence.

Compared with CON group, the expression of IL-6 and TNF-琢 in the EMP group, IP group and IP+EMP group were increased, the Nissl

bodies were reduced, the expression of BDNF protein and cell level were down regulated (P <0.05). Isoflurane preconditioning

significantly reduced the expression of IL-6 and TNF-琢 and increased the Nissl bodies, and up-regulated the expression of BDNF protein

and cell level (P <0.05). Isoflurane preconditioning can reduce cognitive impairment induced by EMP, and its mechanism

may be related to the reduction of inflammatory response in rats.
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前言

随着无线电通讯设备和电磁能设备的广泛使用，电磁脉冲

（Electromagnetic Pulse，EMP）辐射引起的健康危害已经受到越

来越多的重视[1]，并且正逐渐成为国内外学者研究的热点问题。

中枢神经系统（Central nervous system，CNS）对 EMP辐射非常

敏感，长时间暴露后可出现严重的组织细胞损伤，引发生物体

神经行为的改变，甚至继发认知功能障碍 [1-3]，关于 EMP辐射

损伤脑神经的具体机制至今仍不甚清楚。另有研究表明，异氟

烷对生物的脑神经有保护作用[4-7]。大量实验研究显示，异氟烷

预处理在体内、体外[8-10]均具有脑保护作用。而使用异氟烷能

否对 EMP辐射所致的脑损伤产生保护作用是本项研究的目

的所在。

1 材料与方法

1.1 动物的选择及分组

选取健康成年雄性 SD 大鼠 48 只，平均 3 月龄，体重

250～280 g，由空军军医大学实验动物中心提供。采用随机数

字表法，将大鼠随机分为 4组（n = 12）：假辐照组（CON组）、电

磁辐射组（EMP组）、异氟烷预处理组（IP组）和异氟醚预处理

+电磁辐射组（IP+EMP组）。EMP组场强 400 KV/m，上升时间

为 13.5 ns，脉宽为 14 ns，重复频率为 1 HZ，脉冲为 200次，连

续辐照 3 天；IP组吸入 2.0%异氟醚 2h；IP+EMP 组吸入 2.0%

异氟醚 2 h，24 h后制备 EMP损伤模型。

1.2 异氟醚预处理方法

按照参考文献[11]表述的方法，进行异氟烷预处理。将需要

异氟烷预处理的大鼠置于密闭的、可循环的有机玻璃箱内（43

cm× 32 cm× 16 cm），在玻璃箱的入口端连接麻醉挥发罐，并持

续吸入 2.0%异氟醚（批号：H19980141，河北九派制药有限公

司），流量为 2 L/min；出口端连接气体监测仪并持续监测出口

端的气体浓度。为了避免 CO2的吸入，在箱底铺一层钠石灰（批

号：FA04-01，W. R.Grace S.A.公司，美国），并在钠石灰上铺一

大小适宜的一次性透气铺巾将其与大鼠隔离，以防止大鼠误食

钠石灰颗粒或误吸粉尘。调节麻醉气体挥发罐与氧气流量表，

以维持出气口端异氟烷浓度为 2.0%，持续 2 h，预处理结束后

24 h制备大鼠 EMP损伤模型。

1.3 大鼠 EMP损伤模型的制备

EMP组、IP组和 IP+EMP组参照文献表述的方法[3]，制备

电磁脉冲辐照损伤模型。场强 400 KV/m，上升时间为 13.5 ns，

脉宽为 14 ns，重复频率为 1 HZ，脉冲为 200次，连续辐照 3天。

1.4 大鼠海马区 IL-6和 TNF-琢的表达变化
使用酶联免疫吸附法（ELISA），观察大鼠海马 IL-6 和

TNF-琢的表达变化。各组大鼠断头取材，4℃冰上操作，分离海
马组织。4℃匀浆，离心后取上清。在各孔中加入 100 滋L的标准
品或待测样品，与单克隆抗体 IL-6 (1:100, anti-rabbit多克隆,微

孔,美国)和 TNF-琢 (1:100; anti-rabbit多克隆,微孔,美国)反应。

洗涤后，加入生物素抗体工作液，洗涤后加入终止液，立即在

450 nm波长处（EpochTM, BioTek, USA）测量 OD值，之后进

行结果分析。

1.5 Nissl染色

于最后一次辐照后 24 h时，每组随机取出 3只大鼠，1.5%

戊巴比妥钠 40 mg/Kg麻醉后，4%多聚甲醛经心脏灌注固定后

取脑，4%多聚甲醛中固定，室温保存备用。梯度脱水，包埋。将

包埋好的蜡块固定于切片机上，切成 5 滋m厚薄片。脱蜡至水，
蒸馏水洗 5 min× 3次，Nissl染色液中染色 40 min，用蒸馏水将

燃料冲洗干净，室温自然干燥，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中

性树脂封片。

1.6 BDNF细胞表达的测定

将包埋好的 5 滋m厚蜡块切片，65℃熔蜡，脱蜡至水，PBS
洗 3 min× 3次，0.3%TritonX-100孵育 30 min，PBS洗 3 min×

3次。柠檬酸盐溶液行抗原修复，100℃煮沸 2 min，中低火 2

min，自然冷却至室温，PBS洗 3 min× 3次。5%过氧化氢浸泡

30 min（消除过氧化氢酶），PBS洗 3 min× 3次。血清封闭 30

min，加入稀释后的兔抗 BDNF（1:200），4℃孵育过夜，PBS漂洗

5 min× 3次；荧光二抗（1:150）37℃避光孵育 1 h，PBS漂洗 5

min× 3 次；DAPI复染 5 min（室温），PBS漂洗 3 次，每次 5

min，50%甘油封片。荧光显微镜下采集图片。红色为 BDNF阳

性细胞，蓝色为 DAPI。

1.7 BDNF蛋白表达的测定

每组随机抽取 3只大鼠，断头处死，冰上快速切取海马组

织，置液态氮中冻存备用。样品称重，按 5-10 mg/mL加入裂解

液，冰上匀浆、震荡，4℃高速离心后取上清，采用 BCA法测定

蛋白浓度，加 5× 上样缓冲液 100℃煮沸 5 min。取 30 滋g蛋白
样品于 12％SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白，转至 PVDF膜，

5％脱脂牛奶 37℃摇床封闭 1 h，加入兔抗 BDNF一抗（1:1000，

Abcam公司，英国）及内参小鼠抗 GADPH 一抗（1:5000，西安

晶彩生物技术有限公司），4℃孵育过夜，TBST 洗涤 3 次，5

min/次，加入山羊抗小鼠 HRP二抗和山羊抗兔 HRP二抗（1:

5000，联科生物技术有限公司），37℃摇床孵育 1 h，TBST洗 3

次，5 min/次，应用 ECL发光液（批号：1118801，Millipore公司，

美国）、MiniPro化学发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公

司）自动曝光采集图像。采用 Image J图像分析软件测定条带灰

度值，以目的条带灰度值与 GADPH灰度值的比值反映 BDNF

的蛋白表达。

1.8 统计学处理

采用 SPSS 22.0统计学软件进行分析，计量资料以均数±

标准差 (x依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。

2 结果

2.1 各组大鼠海马区 IL-6和 TNF-琢表达量的变化
与 CON组比较，EMP组、IP组、IP+EMP组 IL-6及 TNF-琢

的表达增高，差异有统计学意义（*，P < 0.05）；与 EMP组比较，

IP组、IP+EMP组 IL-6及 TNF-琢的表达降低，差异有统计学意
义（#，P < 0.05），见图 1。

2.2 各组神经元损伤的情况

Nissl染色结果：400倍镜下可见海马 CA1区明显损伤；通

过 400倍镜下计数进行统计分析，结果表明，与 CON组相比，

EMP组、IP组、IP+EMP组海马 CA1区尼氏体减少，病理损伤

严重，差异有统计学意义（*，P<0.05）；与 EMP组相比，IP 组、
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3 讨论

EMP 是一种特殊类型的电磁场 (electromagnetic field，

EMF )。它是一种以上升时间极短和超宽频为特点的短小高压

脉冲波[12，13]。由于其普遍出现于医疗、工业、科学乃至军事等与

人民工作生活密切相关的领域，如广播电视发射台、无线电台、

航空导航、雷达系统、移动通信、高电压送变电设备和轻轨电气

化铁路等，给人们的生活带来了方便，然而，长时间的暴露于电

磁场将对人体产生严重的影响[14]。研究发现，电磁脉冲辐射可

引起小胶质细胞活化[15]，引起炎症反应，进而影起大鼠学习记

IP+EMP组海马 CA1区尼氏体增多，病理损伤减轻，差异有统

计学意义（#，P<0.05）；与 IP组相比，IP+EMP组海马 CA1区尼

氏体，病理损伤减轻，差异有统计学意义（△ ，P<0.05）。见图 2。

2.3 各组 BDNF细胞水平的表达

与 CON组比较，EMP组、IP组、IP+EMP组 BDNF表达下

调，差异有统计学意义（*，P < 0.05）；与 EMP组比较，IP组、

IP+EMP 组 BDNF 的表达增多，差异有统计学意义（#，P <

0.05），见图 3。

2.4 各组 BDNF蛋白水平的表达

与 CON组相比，EMP组、IP组、IP+EMP组 BDNF表达下

调，差异有统计学意义（*，P<0.05）；与 EMP组相比，IP组、

IP+EMP组 BDNF表达上调，差异有统计学意义（#，P<0.05）；与
IP 组相比，IP+EMP 组 BDNF表达上调，差异有统计学意义

（△ ，P<0.05）。BDNF蛋白表达及统计如图 4。

图 1各组大鼠海马区 IL-6和 TNF-琢表达量的变化
Fig. 1 Expression of IL-6 and TNF-琢 expression in hippocampus of four groups (means± SEM)

图 2 400倍镜下海马 CA1区神经元损伤情况

Fig. 2 Representative Nissl staining of hippocampus neurons in rats at 24 h after exposure to EMP radiation, Scale bars= 50 滋m

图 3 400倍镜下海马 CAI区 BDNF表达情况

Fig.3 Immunofluorescence staining for BDNF-positive in hippocampus at 24 h afer EMP. Scale bars= 50 滋m
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图 4各组大鼠海马区 BDNF蛋白表达情况

Fig.4 The expression of BDNF protein in hippocampus of rats

忆能力下降[16]。

然而，对于 EMP辐照导致的 CNS损伤，除了物理措施进

行防护外，目前还少见有效的防治药物。近年来，随着吸入麻醉

药在临床工作中的广泛应用，其在中枢神经系统损伤或疾病中

的作用备受关注。异氟烷是临床常用的卤族挥发性吸入麻醉

药，具有血气分配系数低，气道刺激小且价格低廉等特点。许多

研究发现，异氟烷预处理对大鼠脑缺血再灌注损伤有神经保护

作用[17，18]。异氟烷的神经保护作用可能与抑制小胶质细胞的活

化，减轻炎症反应，进而减少神经元的凋亡等有关[7，19]。

本研究采用脉冲式电磁波刺激大鼠脑细胞制备出了大鼠

电磁辐照脑损伤模型，结果表明，与 CON组比较，EMP组神经

元减少，病理损伤严重，提示电磁脉冲辐照能引起脑神经元细

胞损伤。参照文献表述方法[3]，选择异氟烷预处理浓度 2%，吸入

时间 2 h，24 h后制备了大鼠 EMP脑损伤模型，结果表明，与

EMP组比较，IP+EMP组尼氏体增加，病理损伤减轻，提示异氟

烷预处理可以减轻 EMP所致的脑神经元细胞损伤。

关于脑神经元损伤的发生机制，以往的基础研究多集中在

阿尔海默氏症（Alzheimer's Disease, AD）领域。有研究证明，

TLR4在 AD的发病过程中发挥重要作用。特别是在早期病理

生理过程中，TLR4 可以通过 NF资B信号通路，促进 TNF-琢、
IFN-酌和 IL-10等的表达，诱发炎症反应，从而对脑神经细胞造

成损伤[20，21]。还有报道显示，A茁可以通过 TLR4/NF资B信号通
路诱导小胶质细胞系 C6发生炎症反应，促进 TNF-琢和 IL-1茁
表达，进而加重神经细胞损伤[22]。更有研究指出，过度激活的炎

症反应是认知功能障碍发病的重要机制之一[23]。这说明，炎症

反应的激活是脑神经细胞损伤的重要影响因素之一。

在本研究结果中，与 EMP组比较，IP+EMP组大鼠的海马

区 IL-6及 TNF-琢的表达降低，说明大鼠经过异氟烷预处理，经
历 EMP辐照后脑细胞炎症反应降低，较低的炎症反应可以降

低脑神经细胞的损伤。这是异氟烷能够降低 EMP所致脑神经

细胞损伤的可能机制之一。

此外，能够营养和保护脑神经细胞的蛋白还有很多，BDNF

是其中较为重要的一类，其属于神经营养因子，对中枢及外周

神经起到修复或再生的功能 [24]。大量研究指出脑内不同区域

BDNF的下调水平与各类神经精神疾病的发生密切相关[25]，而

且 AD患者脑组织中 BDNF浓度明显降低[26,27]。BNDF在成年

后能够调节海马区神经元细胞的可塑性，调节海马新生神经元

的存活和集成，干扰学习和记忆能力[28]。有研究表明，血清中

BDNF的表达水平与 AD患者较差的记忆能力和视力成正相

关[29]。有一项研究通过慢病毒基因转染法制作高表达 BDNF转

基因小鼠，结果发现该类小鼠记忆和学习能力显著降低[30]。

本研究结果显示，EMP后大鼠海马区 BDNF的蛋白和细

胞水平表达明显下调，表明 BDNF与神经疾病的发生有关；而

异氟烷预处理后大鼠海马区 BDNF的蛋白和细胞水平表达明

显上调，表明异氟烷预处理可以通过增加 BDNF的产生从而对

脑损伤产生保护作用。

综上所述，异氟烷预处理可减轻 EMP所致认知障碍，其机

制可能与降低大鼠脑组织内的炎症反应有关。本研究为 EMP

脑损伤效应的防治提供了新的靶点和手段，具有重要的理论及

应用价值。
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