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海马 Sirt1在高压氧预处理改善异氟醚诱导老龄小鼠
认知功能障碍中的作用 *
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摘要 目的：通过 shRNA抑制沉默信息调节因子 1（sirtuin 1，Sirt1）基因表达，研究 Sirt1在高压氧预处理改善异氟醚（isoflurane，

ISO）诱导小鼠认知功能障碍中的作用及其对小鼠海马 BDNF、GDNF基因表达的影响。方法：将 64只 C57雄性小鼠随机分为假

手术组（Sham组）、高压氧组（HBO组）、异氟醚组（ISO组）、高压氧预处理 +异氟醚组（HBO + ISO组）；以及对照组（NS组）、Sirt1

抑制组（sh-Sirt1组）、对照 +高压氧预处理组（NS + HBO组）和 Sirt1抑制 +高压氧预处理组（sh-Sirt1 + HBO组），每组 8只。经慢

病毒转染以及 ISO末次暴露 24小时后进行认知功能测试（Morris水迷宫测试），随后处死小鼠，利用实时荧光定量聚合酶链反应

（RT-qPCR）检测海马 BDNF和 GDNF的 mRNA表达情况。结果：（1）异氟醚可以导致明显的认知功能障碍，与 Sham组相比，ISO

组靶象限探索时间百分比显著减低（P<0.01），ISO组小鼠海马 BDNF和 GDNF mRNA表达水平显著下降（P<0.01）。（2）高压氧预
处理可以改善 POCD小鼠的认知功能障碍，ISO + HBO组靶象限探索时间百分比显著高于 ISO组（P<0.05），ISO + HBO组小鼠

海马 BDNF（P<0.05）和 GDNF（P<0.01）mRNA表达水平显著升高。（3）高压氧预处理可以显著增加 POCD小鼠海马 BDNF

（P<0.01）和 GDNF（P<0.05）mRNA表达水平，慢病毒介导 shRNA靶向下调 Sirt1可以逆转高压氧预处理对 POCD小鼠海马 BD-

NF（P<0.05）和 GDNF（P<0.01）mRNA表达水平的改变。结论：高压氧预处理是治疗 POCD的有效方法，Sirt1可能是 POCD治疗的

潜在分子靶点。
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Sirt1 Mediates Improvement of Isoflurane-induced Memory Impairment
Following Hyperbaric Oxygen Preconditioning*

To investigate the role of Sirt1 in hyperbaric oxygen preconditioning to isoflurane induced cognitive dys-

function in mice and the effect of BDNF and GDNF expression in mice. 64 C57 male mice were randomly divided into sham

group,HBO group, ISO group, HBO+ISO group; and NS group, sh-Sirt1 group, sh-Sirt1+HBO group, NS+HBO group (8 in each group).

After the last exposure for 24 hours or lentivirus transfection, the cognitive function test (Morris water maze test) was carried out, and

then the mice were killed. The mRNA levels of BDNF and GDNF in hippocampus was measured by Real-time PCR. (1) Isoflu-

rane could cause significant cognitive impairment. Compared with sham group, the percentage of target quadrant exploration time in ISO

group was significantly reduced (P<0.01), and the expression level of BDNF and GDNF mRNA in hippocampus of ISO group was signif-

icantly decreased (P<0.01). (2) Hyperbaric oxygen pretreatment can improve the cognitive dysfunction of POCD mice. The percentage of

target quadrant exploration time in ISO+HBO group was significantly higher than that in ISO group (P<0.05). The mRNA expression lev-

els of BDNF(P<0.05) and GDNF(P<0.01) in hippocampus of ISO+HBO group were significantly increased. (3) HBO pretreatment could

significantly increase the expression of BDNF(P<0.01) and GDNF(P<0.05) mRNA in the hippocampus of POCD mice. SIRT1 down-reg-

ulated by shRNA mediated by lentivirus could reverse the changes of BDNF (P<0.05) and GDNF (P<0.01) mRNA expression in the hip-

pocampus of POCD mice. HBO preconditioning is a useful treatment for POCD and that Sirt1 may be a potential molecular

target for POCD therapy.
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前言

术后认知功能障碍（Postoperative cognitive dysfunction，

POCD）是手术麻醉后常见的中枢神经系统并发症，可表现为术

后学习、记忆、判断能力等认知功能下降，导致患者住院费用增

加，住院周期延长，甚至导致患者死亡率增加等，给家庭和社会

带来极为沉重的负担[1]。目前，对于 POCD尚无有效的临床治

疗方法。因此，迫切需要了解 POCD的病理生理机制，以制定一

种新的治疗策略。

国内外研究均证实，高压氧预处理（Hyperbaric oxygen pre-

conditioning, HBO - PC）可防治脑缺血或手术性脑损伤[2,3]。孙立

等研究发现，高压氧预处理可改善手术对老年大鼠造成的早期

认知功能损害，提高体内抗氧化酶水平，从而产生神经保护作

用[4]。HBO - PC对 POCD的保护作用亦得到证实，但是其背后

的机制还有待阐明。

Sirt1是一种 NAD+依赖性脱乙酰基酶，参与记忆形成、神

经可塑性、轴突及神经元保护等过程[5-7]。研究显示，Sirt1可以调

节脑内炎症反应和氧化应激反应，发挥神经保护作用[8]。还有研

究发现，Sirt1 对神经营养性因子有调节作用 [9,10]。BDNF 和

GDNF是神经营养因子家族重要成员，在 POCD发病机制中有

重要作用[11-13]。Sirt1是否通过影响 BDNF和 GDNF参与 HBO -

PC改善异氟醚麻醉诱导的小鼠记忆障碍的保护作用尚不清楚。

本文选用 HBO-PC治疗异氟醚麻醉诱导的 POCD模型小

鼠，评估其认知功能和小鼠海马 BDNF、GDNF mRNA表达情

况，此外，应用 shRNA 抑制 Sirt1 基因表达，以确定其在

HBO-PC中的作用，为进一步明确 HBO-PC预防 POCD的作用

机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 实验动物选择清洁级雄性 14月龄 C57BL/6J小

鼠，由空军军医大学动物实验中心提供。体质量在 18 - 25 g。动

物饲养条件为室温（23± 1）℃，湿度 50% - 55%，12h/12h（8:00 -

20:00）明暗控制。实验已经被空军军医大学动物研究伦理委员

会批准。

1.1.2 仪器和试剂 动物高压氧舱（中国烟台冰轮高压氧舱有

限公司，型号 NG90 - IIC）；Morris水迷宫（上海吉量软件科技

有限公司，中国）；立体定向仪（RWD，中国）；PCR 仪（Thermo

Scientific，美国）；实时定量 PCR仪（Thermo Scientific PikoReal，

美国）；异氟醚购自扬子江药业集团有限公司；Trizol（Takara，

108-95-2,中国）；反转录试剂盒（Takara，RR036A，中国）。

1.2 方法

1.2.1 实验分组及步骤 实验一：对小鼠适应性喂养 7天后，

将 32只小鼠根据随机数字表法将小鼠随机分为 4组：对照组

（Sham）、高压氧组（HBO）、异氟醚组（ISO）、高压氧 +异氟醚组

（HBO+ISO），每组 8只。Sham组和 HBO组的小鼠分别接受连

续 5天的治疗，然后放置在充满对照气体的密闭室中。ISO、

HBO+ISO、HBO组的小鼠接受假手术或 HBO治疗，然后放置

在用异氟醚冲洗的密闭室中（详细描述见下文）。所有小鼠在

HBO或 Sham治疗 2小时后进行Morris水迷宫（MWM）训练，

并在最后干预后 24小时内进行MWM测试。随后处死小鼠，测

定海马中 BDNF和 GDNF水平。

实验二：对小鼠适应性喂养 7天后，将 32只小鼠随机均分

为 4组：对照序列组（NS组）、Sirt1抑制组（sh-Sirt1组）、对照序

列 +高压氧预处理组（NS+HBO组）和 Sirt1抑制 +高压氧预处

理组（sh-Sirt1+HBO组）。所有小鼠均接受 ISO治疗和分子检

测，如实验一所述。

1.2.2 高压氧预处理 先用纯氧动物高压氧舱洗舱 10分钟，

保持舱内氧浓度在 98-100%和 2.5绝对压（Atmospheres abso-

lute，ATA)，以 0.2 atm/min的速度增压和减压，将小鼠放置 1小

时，连续 5天。使用血氧计监测氧浓度，保持舱内温度在 23 -

26℃之间。对照组小鼠在同一个房间的常压空气下。每天均在

同一时间开始实验，以减少可能的生物节律的影响。

1.2.3 异氟醚给药方法 在最后一次MWM训练 24小时后开

始。将小鼠随机放置在密闭箱中，用异氟烷以 4 L/min速度冲洗

约 5 分钟，直至室中异氟醚浓度达到 1.5 个最低肺泡浓度

（Alveolar concentration，MAC），并保持稳定 2小时。将小鼠在

其中停留 1小时。对照组在密闭箱内自由吸入空气。

1.2.4 Morris水迷宫试验 水迷宫装置由一个高 51厘米，直

径 122厘米的圆形白色水池组成，水池放置在一个独立的房间

内。池中充满 20-22℃的水，深度为 40 cm，分为四个象限。随后

确定一个象限为靶象限，并在内放置了一个隐藏的逃生平台

（直径 10厘米），将大鼠随机从除靶象限外的不同位置面壁置

入池内，若小鼠在 60 s内找到平台，则允许其在平台上继续停

留 10 s加强空间记忆；若大鼠 60 s内没有找到平台，则人为引

导大鼠至平台，并允许其在平台上面停留 10 s。在正式测验的 3

天前开始，每天均将每只小鼠均进行四次适应性训练试验。在

最后一次训练结束后移除平台，将小鼠自原平台对侧放入水

中，任其自由活动 60 s，使用自动分析系统（美国 Clever系统）

记录和分析试验。

1.2.5 定量 PCR检测 严格按照 Invitrogen公司 TRIzol试剂

说明书进行，将海马组织放置在 TRIzol中均匀化加入用氯仿

在冰上分离提取 RNA，再加入等体积的异丙醇沉淀 RNA颗

粒，使用预冷 75%乙醇洗涤 RNA，最后溶解于 DEPC水中。取

1 滋L样本用于 RNA 浓度测定。用 Prime - Script RT 试剂盒

（Takara）反向转录。此后，用 Prime Script RT Reagent试剂盒

（Takara）进行反转录，进行 cDNA定量。以 GAPDH为对照，采

用 驻驻Ct法计算相关基因表达水平 [14]。PCR所用的引物为：

GAPDH 上游引物：5'-CCAATGTGTCCGTCGTGGATCT-3'；

GADPH下游引物:5'-CTCTGCGACCTTTCCCTCTG-3'；Sirt1上

游引物 :5'-GCTGACGACTTCGACGACG-3'；Sirt1 下游引物 :

5'-TCGGTCAACAGGAGGTTGTCT-3'。

1.2.6 慢病毒转染术 使用携带报告基因绿色荧光蛋白（green

nuorescent protein，GFP）的慢病毒载体转染制备扩增纯化携带

非沉默 RNA或 Sirt1 - shRNA。使用水合氯醛（400 mg/kg）麻醉

小鼠，并将其定位于立体定向仪上。然后，在皮肤上做一个中线

切口，在适当的位置钻一个小孔，以 bregma为参照，DG的坐标

AP = -2 mm；ML = ± 1.5 mm；DV = - 1.9 mm，使用带 30号针头

的纳米注射泵以 0.25 滋L/min的速率在 DG中注射 4 滋L体积
的慢病毒载体。双侧注射后，将针头留在原位 5分钟，以确保病
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毒完全扩散，然后逐渐从大脑中撤出。

1.3 统计学分析

采用 SPSS19.0进行数据统计分析，数据资料用表示。各组

之间的比较用单因素方差分析，两两数据比较前进行方差齐性

检验，满足方差齐性则采用 LSD-t检验，方差不齐则采用 Dun-

nett T3检验。设 P<0.05时有统计学意义。

2 结果

2.1 水迷宫试验结果

各组小鼠在水迷宫实验中，运动速度（F3,28=0.732, P=0.543）
和运动距离（F3,28=0.574, P=0.638）均无显著差异。与 Sham组相

比，ISO组靶象限停留时间百分比显著减低（P<0.01），ISO +

HBO组可显著逆转这一效应（P<0.05）。见表 1。

Note: Compared with Sham **P<0.01; Compared with ISO #P<0.05.

表 1 各组大鼠水迷宫实验情况的比较（x± s）
Table 1 Comparison of water maze test in each group(x± s)

Groups Amount Speed of movement（cm/s） Distance of movement(cm)
Percentage of target

quadrant dwell time(%)

Sham 8 1.21± 0.23 84.59± 16.07 48.33± 9.18

HBO 8 1.23± 0.30 93.28± 21.23 52.77± 12.86

ISO 8 1.43± 0.43 100.31± 30.39 26.74± 10.52**

ISO+HBO 8 1.33± 0.37 92.87± 26.01 39.06± 8.38#

F value 0.732 0.574 9.836

P value 0.543 0.638 0.000

2.2 各组小鼠海马内 BDNF和 GDNF表达情况

PCR结果显示各组 BDNF（F3,28=32.50, P<0.01）和 GDNF

（F3,28=93.78, P<0.01）均存在显著差异。进一步比较发现，ISO组

可以显著减少 BDNF 和 GDNF 表达（P<0.05 or P<0.01），而
HBO + ISO组可以逆转次效应（P<0.05）。见图 1。

图 1 各组小鼠 BDNF和 GDNF实验结果比较

注:与 Sham组相比，**P<0.01，与 ISO组相比, #P<0.05，##P<0.01。
Fig.1 Comparison of BDNF and GDNF experimental results in each group of mice

Note: **P<0.01, vs. sham; #P<0.05, ##P<0.01, vs. ISO.

2.3 慢病毒 shRNA下调 Sirt1对 BDNF和 GDNF表达的影响

PCR结果显示各组 BDNF（F3,28=12.27, P<0.01）和 GDNF

（F3,28=7.46, P<0.01）均存在显著差异。进一步比较发现，NS +
HBO组可以显增加 BDNF（P<0.05）和 GDNF（P<0.01）表达，而
sh-Sirt1 + HBO组可以逆转次效应（P< 0.01）。见图 2。

3 讨论

目前 POCD的病因尚不完全清楚，年龄、麻醉时间长、二次

手术、术后感染等因素均会促进 POCD的发生[15,16]。既往研究证

实，挥发性麻醉剂也可以导致 POCD的产生[17]，而全身麻醉后

POCD风险明显高于其他麻醉术式[18,19]。异氟醚是国内外常用

的吸入性全麻药物，经异氟醚麻醉术后患者常出现空间记忆下

降或学习记忆损伤等认知功能障碍[20,21]，而且我们的前期研究

也发现异氟醚吸入可致小鼠认知障碍[22]。故本研究选用老龄小

鼠和异氟醚吸入制作 POCD模型。发现 ISO组小鼠靶象限探

索时间百分比减少，而高压氧预处理可以逆转这一效果，从而
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图 2 shRNA靶向下调 Sirt1后各组小鼠 BDNF和 GDNF结果比较

注：与 NS组相比，**P<0.01，与 NS+HBO组相比，#P<0.05，,与 NS组相比，*P<0.05与 NS+HBO组相比, ##P<0.01。
Fig.2 Comparison of the results of BDNF and GDNF in each group after sirt1-targeted down-regulation by shRNA

Note: **P<0.01, vs. NS; #P<0.05, vs. NS + HBO;*P<0.05, vs NS; ##P<0.01, vs. NS + HBO.

证实了高压氧预处理对全身麻醉引起的记忆缺陷具有改善作用。

海马在记忆、学习中起着重要的作用，POCD患者空间学

习能力和记忆能力下降很可能与海马受损有关[23,24]。挥发性麻

醉药物可能引起海马炎症反应和细胞凋亡，导致海马线粒体功

能障碍，激活 NF-资B信号系统，导致炎性因子表达增加，从而
产生认知损害[25]。

Sirt1在海马中高表达，主要参与神经元再生，学习记忆等

过程。已有研究发现，特异性敲除 Sirt1基因后可导致认知功能

障碍[26]，而过表达 Sirt1则发挥促认知功能[27]。此外，有研究显

示，Sirt1过表达可以上调小鼠海马中 BDNF和 GDNF营养因

子表达水平，增加神经元可塑性，改善 3xTg-阿尔兹海默模型

小鼠认知功能[26]。BDNF和 GDNF是重要的脑源性神经营养因

子，其与海马突触可塑性、学习、记忆等密切相关。已有研究证实，

BDNF信号通路在异氟烷诱导认知缺陷中发挥重要作用[28,29]。

有研究显示，体外循环术 POCD患者 GDNF减少[30]。基础研究

发现，血管性痴呆大鼠海马中 GDNF表达下降，且与学习记忆

功能的下降呈正相关[31]。我们的研究也证实，高压氧预处理可

以改善 POCD小鼠GNDF表达的明显减少，发挥保护效应。而且

慢病毒转染下调 Sirt1抑制了 HPO-PC对 POCD的改善作用并

阻断了 HPO-PC对海马 BDNF和 GDNF的上调作用。

综上所述，本研究证实 HBO预处理对小鼠 POCD模型的

记忆损伤具有神经保护作用，这可能与 Sirt1调控 BNDF和

GDNF有关，为 HBO在 POCD防治中的应用提供了理论依据。

不同氧分压和不同时程 HBO对 POCD的作用还有待在后续

的研究中进一步观察。但本研究具有一定的局限性，未进行不

同氧气压力或不同时间 HBO干预对 POCD的影响的检测，未

对深层次 Sirt1调控的详细的信号级联反应进行研究。
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