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异氟醚麻醉通过导致神经干细胞的丢失降低幼鼠的神经发生
和认知发育的实验研究 *
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摘要 目的：探讨异氟醚麻醉通过导致神经干细胞的丢失降低幼鼠的神经发生和认知发育。方法：SPF级雄性 Sprague Dawley(SD)

幼年大鼠(30只)平分为两组 -对照组与异氟醚组，对照组吸入 30 %氧气，异氟醚组吸入 1.5最低肺泡有效浓度(minimum alveolar

concentration，MAC)异氟烷，检测两组神经干细胞丢失降低与幼鼠的神经发生、认知发育情况。结果：两组建模后 6 h的逃避潜伏

期、Longa评分对比差异无统计学意义(P>0.05)，异氟醚组建模后 12 h、24 h的逃避潜伏期、Longa评分高于对照组(P<0.05)。两组
建模后 6 h、12 h、24 h的下肢动脉血氧饱和度在组内与组间对比差异都无统计学意义(P>0.05)。异氟醚组建模后 14 d的海马组织

葡萄糖调节蛋白 8(GRP8)、糖原合成酶激酶 -3茁(GSK-3茁)蛋白相对表达水平都低于对照组(P<0.05)。结论：异氟醚麻醉可通过导致
神经干细胞的丢失，抑制血清 GRP8、GSK-3茁的释放，从而影响幼鼠的神经发生和认知发育。
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Experimental Study of Isoflurane Anesthesia by Causing the Loss of Neural
Stem Cells to Reduce Neurogenesis and Cognitive Development

in Young Mice*

To explore that isoflurane anesthesia reduce the neurogenesis and cognitive development of young rats by

causing the loss of neural stem cells. SPF male Sprague Dawley (SD) juvenile rats (30 rats) were equally divided into two

groups-control group and isoflurane group. The control group were inhaled 30 % oxygen, and the isoflurane group were inhaled 1.5 mini-

mum alveolar effective concentration (MAC) isoflurane, and were to detect the loss of neural stem cells, neurogenesis and cognitive de-

velopment in the two groups. There were no statistically significant difference in the escape latency and Longa score compared

between the two groups at 6 h after modeling (P>0.05). Thehigher escape latency and Longa score at 12 h and 24 h after modeling in the
isoflurane group at 12 h and 24 h after modelingwere more than the control group(P<0.05). There were no significant difference in the
arterial blood oxygen saturation of the lower extremities compared between the two groups at 6 h, 12 h, 24 h after modeling (P>0.05).
The relative expression levels of glucose-regulated protein 8 (GRP8) and glycogen synthase kinase-3茁(GSK-3茁) in hippocampus 14 days
after modeling in the isoflurane group were lower than those in the control group (P<0.05). Isoflurane anesthesia can inhibit

the release of serum GRP8 and GSK-3茁 by causing the loss of neural stem cells, thereby affect the neurogenesis and cognitive develop-

ment of young mice.
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前言

术后认知功能障碍是指机体麻醉手术后出现的中枢神经

系统并发症，主要表现为认知异常、记忆缺损或健忘综合征，严

重情况下可导致机体出现严重记忆损害的痴呆[1,2]。该病确切的

发病机制尚不明确，常是多因素协同作用的共同结果，包括老

龄、合并基础疾病、酗酒、长期服用某些药物等[3,4]。现代医学研

究表明该病的致病基础为脑血管病，如果机体出现脑灌注不

足，促使氧自由基和脂质过氧化产物发生堆积，造成氧化应激

损伤、神经元凋亡、细胞能量衰竭，最终导致认知功能障碍的发

生[5,6]。当前多数手术患者在麻醉中采用吸入麻醉，虽然其应用

方便，但是其术后认知功能障碍在老年吸入麻醉患者中的发生
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率比较高[7,8]。临床中发现异氟醚可以对患者的脑血流、血压、脑

代谢等生命体征产生负面影响。异氟醚可以降低自身脑功能代

偿作用功能，从而导致机体出现缺血性代谢和病理变化[9,10]。葡

萄糖调节蛋白 8(GRP8)作为内质网的重要分子伴侣，在内质网

应激反应、蛋白质折叠和转运过程中都发挥着重要的作用[11,12]。

糖原合成酶激酶 -3茁(GSK-3茁)是一种丝氨酸 /苏氨酸激酶，其

表达状况被认为是调节神经元失活的重要机制之一[13,14]。本文

具体探讨了异氟醚麻醉通过导致神经干细胞的丢失降低幼鼠

的神经发生和认知发育，以明确异氟醚麻醉的的作用效果与机

制。现总结报道如下。

1 资料与方法

1.1 实验材料

SPF级雄性 Sprague Dawley(SD)幼年大鼠(30只)购自北京

维通利华实验动物技术有限公司(动物许可证编号 00010751，1

月龄，体重（50± 6）g，饲养环境：温度在 22℃~24℃，相对湿度

40 %~60 %，食水自由，12/12 h光照黑暗循环)。异氟醚 (美国

Baxter Healthcare 公司 )，Morris 水迷宫仪由本实验室保存，

Drager Fabius型麻醉机购自德国 Drager公司，七氟醚(国药准

字 09110942，江苏恒瑞医药股份有限公司)。

1.2 动物分组与处理

所有 SD大鼠平分为两组 -对照组与异氟醚组，每组 15只

大鼠。对照组吸入 30 %氧气，异氟醚组吸入 1.5最低肺泡有效

浓度(minimum alveolar concentration，MAC)异氟醚。吸入过程：

采用自制透明玻璃麻醉吸入箱通过螺纹管连接麻醉机，控制麻

醉气体输出浓度，监测麻醉气体浓度、氧气浓度以及二氧化碳

浓度。

1.3 观察指标

(1) 在建模过程中将血氧饱和度探头接于大鼠左下肢记录

动脉血氧饱和度。(2)在水迷宫装置自动记录大鼠从入水到寻台

成功的时间，即逃避潜伏期，如 120 s大鼠仍未找到平台，则潜

伏期为 120 s。(3)Longa评分：分为 5个等级，4分：不能自发行

走，有意识丧失；3分：行走时大鼠身体倾倒，重度神经功能缺

损；2分：行走时大鼠身体转圈，中度神经功能缺损；1分：左侧

前爪不能完全伸张，轻度神经功能缺损；0分：完整正常。(4)处

死大鼠，取海马组织提取总蛋白，测完蛋白含量，用进样器取样

品上样，电泳、转膜、封闭，封闭液中加适当一抗(抗 GRP8 抗

体、GSK-3茁抗体(稀释浓度为 1:500)，清洗后加入二抗 37℃(稀

释浓度为 1:5000) 1 h，采用 ECL法检测 GRP8、GSK-3茁蛋白相
对表达水平，以茁-actin作为内标。
1.4 统计方法

应用软件 SPSS20.00分析数据，使用均数± 标准差来描述

计量数据，对比为 t检验，检验水准为琢=0.05。

2 结果

2.1 逃避潜伏期对比

两组建模后 6 h 的逃避潜伏期对比差异无统计学意义

(P>0.05)，异氟醚组建模后 12 h、24 h的逃避潜伏期时间长于对

照组，经过对比差异有统计学意义(P<0.05)，见表 1。

Note: compared with the control group, *P<0.05.

表 1 两组建模后不同时间点的逃避潜伏期对比(s，x± s)
Table 1 Comparison of escape latency between two modules at different time points (s, x± s)

Groups n 6 h 12 h 24 h

Control group 15 0.56± 0.08 0.52± 0.09 0.53± 0.07

Isoflurane group 15 0.57± 0.09 1.87± 0.12* 1.98± 0.13*

2.2 下肢动脉血氧饱和度对比

两组建模后 6 h、12 h、24 h的下肢动脉血氧饱和度在组内

与组间对比差异都无统计学意义(P>0.05)，见表 2。

表 2 两组建模后不同时间点的下肢动脉血氧饱和度对比(%，x± s)
Table 2 Comparison of lower extremity arterial oxygen saturation at different time points after the two models (%, x± s)

Groups n 6 h 12 h 24 h

Control group 15 20.22± 2.48 20.22± 2.29 20.29± 1.42

Isoflurane group 15 21.98± 1.47 38.67± 3.10* 44.76± 3.11*

2.3 Longa评分对比

两组建模后 6 h 的 Longa 评分对比差异无统计学意义

(P>0.05)，异氟醚组建模后 12 h、24 h的 Longa评分高于对照

组，经过对比差异有统计学意义(P<0.05)，见表 3。

Note: compared with the control group, *P<0.05.

表 3 两组建模后不同时间点的 Longa评分对比(分，x± s)
Table 3 Comparison of Longa scores at different time points after the two models (score, x± s)

Groups n 6 h 12 h 24 h

Control group 15 98.22± 1.49 98.76± 2.77 98.00± 3.14

Isoflurane group 15 99.09± 1.33 97.98± 1.34 98.02± 1.93
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2.4 海马组织 GRP8、GSK-3茁蛋白相对表达水平对比
异氟醚组建模后 14 d的海马组织 GRP8、GSK-3茁蛋白相

对表达水平都低于对照组，经过对比差异有统计学意义(P<0.
05)，见表 4。

Note: compared with the control group, *P<0.05.

表 4 两组建模后 24 h的海马组织 GRP8、GSK-3茁蛋白相对表达水平对比(x± s)
Table 4 Comparison of GRP8, GSK-3茁 protein expression levels in hippocampal tissue 24 h after the two models (x± s)

Groups n GRP8 GSK-3茁

Control group 15 6.36± 0.44 5.87± 0.33

Isoflurane group 15 1.98± 0.28* 3.62± 0.45*

3 讨论

术后认知功能障碍是老年人群术后的常见病、多发病，可

给患者家庭和社会带来沉重的负担。影响患者术后认知功能障

碍影响因素众多，其中麻醉为重要的一个因素[13,14]。特别是不合

理的麻醉可导致脑缺血再灌注损伤，使得海马区和基底节产生

神经元不可逆损伤，压迫周围毛细血管，上述部位呈进行性脑

水肿，导致缺血坏死的程度增加，从而形成术后认知功能障

碍 [15]。异氟醚是全身麻醉的主要用药之一，有研究发现异氟醚

能导致谵妄，吸入异氟醚后可导致幼鼠在早期的学习记忆能力

显著下降，且存在一定的时间与剂量依赖性[16,17]。不过有学者研

究认为吸入异氟醚后对认知功能影响不大，可能与选择的实验

动物种类、动物的年龄都有关[18]。本研究显示两组建模后 6 h的

逃避潜伏期对比差异无统计学意义，异氟醚组建模后 12 h、24 h

的逃避潜伏期长于对照组；两组建模后 6 h、12 h、24 h的下肢

动脉血氧饱和度在组内与组间对比差异都无统计学意义，与蔡

琳[19]等学者的研究类似，该学者探究探究了异氟醚对大鼠海马

区小窝蛋白家族(Cav-1、Cav-2、Cav-3)表达的影响，将 SD大鼠

随机分为对照组、异氟醚 1 组(ISO1)、异氟醚 2 组(ISO2)和异

氟醚 3组(ISO3)，每组 10只，对照组吸入 40 %氧气，ISO1吸入

1.2 %异氟醚，ISO2吸入 1.8 %异氟醚，ISO3吸入 2.4 %异氟醚，

结果显示大鼠麻醉苏醒后 2~4 d，ISO1、ISO2和 ISO3组逃避潜

伏期长于对照组。表明异氟醚影响幼鼠的认知功能，但不会对

生命体征产生严重负面影响。

术后认知功能障碍的促发因素包括手术麻醉、创伤、脑血

管微栓子形成、围术期低血压、脑血流降低、低氧血症、血压波

动剧烈、低氧血症、电解质酸碱平衡紊乱等，特别是手术麻醉可

形成较多的毒性产物，作用于脑组织从而出现精神障碍[20,21]。本

研究显示两组建模后 6 h的 Longa评分对比差异无统计学意

义，异氟醚组建模后 12 h、24 h的 Longa评分高于对照组。与张

贵星[22]等学者的研究类似，该学者探究了异氟醚后处理对局灶

性脑缺血 -再灌注大鼠海马神经损伤的影响，与假手术组组比

较，模型组组大鼠神经行为学评分，神经细胞损伤及凋亡数目

明显增加。分析其原因为异氟醚虽具有无刺激气味、诱导苏醒

迅速、麻醉深度易于掌握、对呼吸道无刺激作用等特点[23]，但是

研究也发现异氟醚的应用能增加幼鼠慢性脑低灌注损伤导致

海马神经元的凋亡，增加海马神经元损伤，对脑功能有一定的

损伤，降低幼鼠的认知功能[24,25]。

GRP8的表达可抑制巨噬细胞凋亡的发生，调节多种抗氧

化应激蛋白基因和解毒酶基因的表达，减少活性氧簇(Reactive

Oxygen Species，ROS)的生成，抑制肝细胞内氧化应激损伤，从

而发挥抗氧化应激的作用[26,27]。GSK-3茁的正常表达是维持细胞
增殖分化的主要因子之一，也是一种高度保守的丝氨酸 /苏氨

酸激酶。当不良因素剌激下，Wnt基因大量编码Wnt蛋白并释

放入细胞质，从而抑制 GSK-3茁的表达[28-30]。海马是人体记忆功

能的活动中枢，对于脑组织的缺氧、缺血等损伤极为敏感。本研

究显示异氟醚组建模后 14 d的海马组织 GRP8、GSK-3茁蛋白
相对表达水平都低于对照组，与孙越[31]的研究类似，评价异氟

醚对发育期大鼠海马神经干细胞 p-GSK-3茁表达的影响，结果
显示与对照组比较，2 %异氟醚组大鼠海马齿状回 BrdU阳性

细胞数减少，p-GSK-3茁表达下调。表明吸入异氟醚麻醉可以导
致中枢神经系统的紊乱，改变大脑的物质代谢和结构功能，使

得机体出现低血压和低灌注压可导致中枢神经系统的损伤，可

以降低脑血供并且减弱脑血管自身调节功能，导致大鼠血清

GRP8、GSK-3茁表达降低[32-34]。本研究也有一定的不足，异氟醚

介导的调节途径比较多，且本研究没有设置剂量分组，可能存

在研究偏倚，将在后续研究中深入分析。

综上所述，异氟醚麻醉可通过导致神经干细胞的丢失，抑

制血清 GRP8、GSK-3茁的释放，从而影响幼鼠的神经发生和认
知发育。
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