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七氟醚对脑缺血再灌注损伤大鼠认知功能及海马 S100茁
及 PGRN表达的影响 *
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摘要 目的：探索用七氟醚预处理后脑缺血再灌注损伤大鼠的认知功能变化情况以及海马细胞内钙结合蛋白（S100茁）及颗粒蛋白
前体（Progranulin,，PGRN）的表达水平。方法：选取 SPF级雄性大鼠 36只，按照随机数字表法分为假手术组（A组）、脑缺血再灌注

损伤组（B组）、七氟醚预处理组（C组），每组 12只。B组和 C组大鼠采用线栓法建立脑缺血再灌注损伤模型，缺血 2 h，再灌注 24

h，假手术组仅切开不插入线栓。术前七氟醚预处理组大鼠吸入体积分数 3 %七氟醚和氧流量为 2 L/min的混合气体，持续 1 h，假

手术组和脑缺血再灌注损伤组单纯吸入 2 L /min的氧气。建模完成后采用大鼠神经功能缺损评分（modified neurological severity

score，mNSS）评估大鼠的神经功能状况；Morris水迷宫实验检测各组大鼠学习认知功能；Western Blot检测各组大鼠 S100茁和
PGRN的表达情况。结果：（1）B、C组大鼠 mNSS评分显著高于 A组，C组评分较 B组有明显降低（P＜0.05）；（2）与 A组相比 B、C

两组逃逸潜伏期明显延长，C组与 B组相比逃逸潜伏期显著缩短（P＜0.05）；（3）B、C组大鼠海马 S100茁和 PGRN的表达较 A组

有显著上调，其中 C组 S100茁表达较 B组显著降低，PGRN表达显著升高（P＜0.05）。结论：本文通过观察七氟醚预处理对 CIRI

大鼠认知功能及海马 S100茁和 PGRN蛋白表达水平的影响，发现七氟醚预处理对 CIRI大鼠认知功能有显著提高，其作用机制与

海马 S100茁和 PGRN的表达密切相关，为进一步探索其作用机制提供参考证据。
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Effects of Sevoflurane on Cognitive Function in Rats with Cerebral Ischemia
Reperfusion Injury and the Expression of the S100茁 and PGRN in

Hippocampus*

To investigate the changes of cognitive function and the expression levels of calcium-binding protein

(S100茁) and granule-protein precursor (PGRN) in hippocampal cells of rats pretreated with sevoflurane after cerebral ischemia reperfu-

sion injury. 36 SPF male rats were selected and divided into sham operation group (group A), cerebral ischemia reperfusion in-

jury group (group B) and sevoflurane pretreatment group (group C) according to random number table method, with 12 rats in each

group,Cerebral ischemia/reperfusion injury models were established in group B and group C by wire embolization method. The rats were

treated with ischemia for 2h and reperfusion for 24h. The sham operation group was only cut without inserting wire embolization. Rats in

the sevoflurane preconditioning group were inhaled a mixture of sevoflurane with a volume fraction of 3% and an oxygen flow of 2 L

/min for 1h, while the sham operation group and the cerebral ischemia/reperfusion injury group were simply inhaled oxygen of 2 L/min.

After the modeling, the neurological function of the rats was evaluated by the Rat Neurological Deficiency Score (MNSS). Morris water

maze test was used to detect the learning and cognitive function of rats in each group;The expression of S100茁and pGRN in each group

was detected by Western Blot. （1）Mnss score in groups B and C was significantly higher than that in group A, and score in

group C was significantly lower than that in group B (P<0.05).（2）Compared with group A, the escape latency of group B and group C

was significantly longer, and the escape latency of group C was significantly shorter than that of group B (P<0.05). （3）Compared with
group A, the expression of S100茁 and pGRN in the hippocampus of rats in groups B and C were significantly up-regulated, and the ex-

pression of S100茁in group C was significantly decreased compared with group B, while the expression of pGRN was significantly in-
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creased (P<0.05). In this study, the effects of sevoflurane pretreatment on cognitive function and the protein expression levels

of S100茁 and PGRN in hippocampus of CIRI rats were observed. The results show that sevoflurane pretreatment significantly improved

the cognitive function of CIRI rats, and the mechanism of action was closely related to the expression of S100茁 and PGRN in hippocam-

pus, which provided evidence for further exploration of the mechanism of action.

Cerebral ischemia reperfusion injury; Sevoflurane; Cognitive function; S100茁; PGRN

前言

脑缺血再灌注损伤（cerebral ischemiareperfusion injury，

CIRI）是临床治疗缺血性脑卒中溶解血栓、恢复血液灌注后，时

常出现的缺血性损伤进一步加重的现象，更有甚者脑组织在缺

血一定时间恢复血流后发生不可逆性损伤，严重威胁人类生命

健康[1]。脑缺血再灌注损伤对海马组织的影响更为明显[2]，可加

速海马区细胞的凋亡、导致学习和记忆能力等认知功能的损

害[3,4]，严重影响患者的生活质量。七氟醚是一种临床应用较广

的吸入麻醉剂，研究表明 [5,6]经七氟醚预处理可以明显减轻脑

缺血再灌注损伤，其作用机制还需探索。S-100茁蛋白是细胞内
钙结合蛋白 S100家族最具活性的成员之一，相对分子量为

21× 103，主要存在于中枢神经系统中[7]，难以通过血脑屏障，表

现出明显的浓度特异性。大量研究证明[8-10]血清 S-100茁蛋白浓
度与脑损伤程度呈明显相关性，损伤程度加深时，S-100茁蛋白
通过受损血脑屏障进人外周血，是目前反映脑损伤程度的关键

生化标志物。颗粒蛋白前体（progranulin，PGRN）是一种由 Grn

基因编码的具有多种生理功能的分泌性糖蛋白，参与机体生长

发育、细胞增殖、损伤修复以及炎性反应等过程 [11]。研究发

现 [12-14]其通过抑制炎症反应、减轻血脑屏障的破坏保护脑缺血

损伤大鼠的生理功能，促进脑内神经再生对大鼠认知功能与学

习记忆能力有显著改善作用。因此，本研究通过探索经七氟醚

预处理后 CIRI大鼠学习记忆能力改变，以及海马区 S-100茁、
PGRN蛋白的表达情况，为作用机制研究提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 试剂与仪器

试剂：七氟醚（上海将来实业股份有限公司，规格 500 mL，

批号 81001），线栓（美国 Doccol，型号 403756PK5Re），Anti-

S100beta抗体（上海谷研实业有限公司，规格 0.2mL/200mg），Anti-

progranulin/PGRN抗体（深圳子科生物科技有限公司，规格：0.1

mL/0.2 mL），蛋白测定试剂盒、提取试剂盒北京百奥莱博科技

有限公司，凝胶配制试剂盒上海万生昊天生物技术有限公司，

通用型抗体稀释液购自上海雅酶生物科技有限公司。

仪器：动物麻醉机（山东博科科学仪器有限公司，型号

ZS-MX-HX），麻醉气体监测仪（北京康高特仪器设备有限公

司，日本 RIKEN理研，型号 FI-21），电泳仪（北京六一生物科技

有限公司，型号 DYCP-32B），多功能酶标仪（美国赛默飞世尔，

型号Multiskan FC）。

1.2 实验方法

1.2.1 试验动物 选取健康雄性 SD大鼠 36只，均为 SPF级，

体重 230~280 g，平均( 258.6± 7.5）g，所有动物购自中国科学院

上海实验动物中心，动物合格证编号：SLAC.SD No00050023。

保持室温 22～25℃、相对湿度 47 %～65 %。按照随机数字表法

将所有动物分成 3组，每组 12只，假手术组（A组），脑缺血再

灌注组（B组），七氟醚预处理组（C组）。

1.2.2 模型建立 试验前所有动物进行 3 d适应性喂养后，模

型组和七氟醚预处理组采用线栓法[10]建立大鼠脑缺血再灌注

损伤模型。首先用 10 %水合氯醛 0.30 g/kg腹腔注射进行麻醉，

将大鼠呈仰卧姿势固定在手术台上，颈旁正中切开分离右侧颈

总动脉和颈内动脉，结扎颈内动脉阻断血流，在颈外动脉做个

小切口，插入线栓，沿颈内动脉推动至有阻力为止，缝合伤口并

进行防感染处理。缺血 2 h之后，拔出线栓再灌注 24 h。术中保

持大鼠呼吸通畅、体温恒定（肛温 37℃左右）。假手术组大鼠只

切开不结扎也不插线栓。本实验中大鼠双侧颈总动脉血管被剪

断，即造模成功。

1.2.3 给药方式 七氟醚组预处理，将 C组大鼠置于铺有钠石

灰的密闭麻醉箱中，适当位置放置取暖器，维持大鼠肛温 37℃

左右。进气口吸入七氟醚及氧气混合气体，3 %的七氟醚、氧流

量 2 L/min，持续 1 h。麻醉过程监测大鼠呼吸状况及出气口麻

醉剂、其他气体浓度，麻醉结束后将大鼠置于加热垫上自然清

醒，并放回鼠笼中。A组和 B组单纯吸入 2 L/min氧气，保持体

温稳定。

1.3 检测方法

神经功能缺损评分[15]造模完成后大鼠参考 mNSS评价大

鼠的运动、平衡、反射等神经功能，根据大鼠具体表现症状进行

评分，如：提尾悬空时不能完全伸展对侧前肢，行走时对侧倾

倒、转圈，甚至不能行走、意识模糊等，分值范围 0～18分，症状

越严重评分越高，无神经功能缺损表现评分为 0分。

Morris水迷宫实验[16-18]：实验周期 7d，训练阶段连续进行 6 d，

每天训练 8次，于第 7 d测定记录大鼠寻找平台所耗时间。具

体操作方法：选取长 120 cm，高 50 cm，深 30 cm的水槽，分成 4

个部分，训练时将 2 cm的平台轮流放置在 4部分，训练大鼠寻

找池底的平台，逃逸潜伏期以 60 s为准，60 s内找到平台记录

实际时间，超过 60 s则记 60 s为逃逸潜伏期。撤除平台后测定

后，大鼠从离平台最远位置出发 60 s内穿越平台次数。

Western Blot制备：各组大鼠在深度麻醉情况下进行断头

取脑，在低温条件下快速剥离海马组织，精确称重后制成 10 %

的组织匀浆，每 100 mg组织中加入 1.5 mL提前配制好的全蛋

白提取液（每 1 mL冷蛋白裂解液中加入 10 滋L浓度为 100

mmoL/L的 PMSF、1 滋L蛋白酶抑制剂以及 10 滋L磷酸酶抑制
剂），研磨 1 min后离心，吸取上清液，采用 BCA法测定蛋白浓

度。配制聚丙烯酰胺凝胶(10 %分离胶，4 %积层胶)，灌胶时避

免气泡产生，上样后电泳 100 V 30 min、120 V 50 min，切取目
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标凝胶区域转至 PVDF膜 100 V 2 h，5 %封闭液封闭 2 h，加入

兔抗鼠 S-100茁抗体(1: 2000)，兔抗鼠 PGRN抗体(1: 2000)，用

TBST稀释后与膜在 4℃过夜，TBST清洗 3 次，5 min / 次，加

HRP标记的山羊抗兔 IgG（1：5000）清洗方法同上，室温孵育

1 h，滴加 ECL发光液显影成像，测量各膜的灰度值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件对试验数据进行分析，计量指标以均

数± 标准差（x± s）表示，采用单因素方差分析进行组间比较，
P＜0.05时，说明组间差异有统计学意义。计数资料以百分率

n%表示，组间比较用 x2检验。

2 结果

2.1 神经功能缺损评分

比较各组大鼠神经功能缺损 mNSS评分结果发现，脑缺血

再灌注损伤组和七氟醚组大鼠 mNSS评分显著高于假手术组，

且七氟醚预处理组大鼠评分较脑缺血再灌注组有明显降低

（P＜0.05），见表 1。

2.2 Morris水迷宫实验

Morris水迷宫实验结果表明，脑缺血再灌注损伤组和七氟

醚组大鼠与假手术组相比逃逸潜伏期明显延长，且与脑缺血灌

注组相比七氟醚组逃逸潜伏期显著缩短（P＜0.05），见表 2。

Note: Compared with Sham group, *P＜0.05; compared with CIRI group,
＆P＜0.05.

表 1 大鼠神经功能缺损 mNSS评分比较（x± s）
Table 1 Comparison ofMNSS scores of nerve function deficit in rats（x± s）

Groups mNSS scores

Sham operation group（A,n=12） 0.62± 0.03

CIRI group（B,n=12） 14.78± 2.15*

Sevoflurane group（C,n=12） 6.64± 1.72*＆

Note: Compared with Sham group, *P＜0.05; compared with CIRI group, ＆P＜0.05.

表 2 大鼠逃避潜伏期和穿越平台次数比较（x± s）
Table 2 Comparison of the escape incubation period and number of crossing platforms（x± s）

Groups S100茁 PGRN

Sham operation group（A,n=12） 0.14± 0.02 0.17± 0.01

CIRI group（B,n=12） 0.73± 0.11* 0.61± 0.04*

Sevoflurane group（C,n=12） 0.52± 0.06*＆ 0.82± 0.26*＆

2.3 大鼠海马 S100茁和 PGRN表达情况

脑缺血再灌注损伤组和七氟醚组大鼠海马 S100茁 和
PGRN的表达较假手术组有显著上调，其中七氟醚组 S100茁表

达较脑缺血再灌注损伤组显著降低，而 PGRN表达显著升高

（P＜0.05），见表 3。

Note: Compared with Sham group, *P＜0.05; compared with CIRI group, ＆P＜0.05.

表 3 大鼠海马 S100茁和 PGRN的表达水平（x± s, 滋g/L）
Table 3 Comparison of the expression levels of S100茁 and PGRN in each group（x± s, 滋g/L）

Groups Escape incubation period Number of crossing platforms

Sham operation group（A,n=12） 36.62± 7.63 4.35± 0.56

CIRI group（B,n=12） 74.34± 13.16* 0.96± 0.12*

Sevoflurane group（C,n=12） 56.23± 10.38*＆ 2.75± 0.34*＆

3 讨论

脑缺血再灌注损伤是动脉粥样硬化、脑缺血缺氧类心脑血

管患者在治疗过程中脑组织血流量突然改变，血流再灌注，导

致血管压力骤增，甚至破裂，对脑组织及中枢神经系统造成严

重损伤[19]。CIRI在急性心肌梗死、脑血栓等严重创伤性心脑血

管疾病发展过程中均有参与，目前缺血性脑卒中约占脑卒中亚

型的 85 %，我国每年死于缺血性脑卒中的人口约为 160万[20]，

己成为死亡和致残的主要原因之一。大量研究表明[21,22]，大脑海

马区对脑缺血再灌注最为敏感，大鼠全脑缺血 1 d，海马 CA1神

经元坏死率为 30 %，缺血 4 d，神经元坏死率急剧增加至 96 %。

因此，作为与学习记忆功能密切相关的区域，大脑海马区在脑

缺血再灌注损伤时会严重影响患者的认知功能。2000年流行

病学调查结果显示[23]，我国 70~90岁的老年人当中，轻度认知

功能障碍患者约占 10.46 %，2010年人口调查报告显示，60岁

以上人口占总人口 13.3 %，估算患有认知功能障碍的人数在

3000万以上。研究发现[24,25]影响患者认知功能的因素由多种，如

炎症反应、血管性损伤等，诱导因素多种多样，其中最主要的因

素为手术刺激，产生术后认知功能损伤，一般为持续数月的记

忆功能、理解能力下降，严重者丧失生活能力发展为永久性认

知障碍。七氟醚[26]作为临床常用的吸入麻醉药，具有出良好的

脑组织保护作用。S100茁是一种细胞内钙结合蛋白家族 S100

蛋白的成员之一，在中枢神经系统中表达程度较高，当细胞受

损时 S100茁蛋白诱导机体产生炎症反应，促使细胞功能性损伤
进一步加重。颗粒蛋白前体（PGRN）对细胞的作用较为广泛，具

有促进细胞增殖、营养、抗炎等多种功能，在神经系统中表达主
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要分布在海马齿状回的锥体细胞层[27]，脑缺血损伤后在脑内小

胶质细胞与星形胶质细胞表达明显上调，研究表明[28]，PGRN

可通过抑制炎性反应、减轻血脑屏障的破坏发挥脑缺血损伤后

的神经保护作用。因此，本研究通过探索七氟醚预处理对 CIRI

大鼠认知功能及海马 S100茁和 PGRN蛋白表达水平的影响，

为进一步探索七氟醚作用机制提供实验证据。

本研究结果显示，脑缺血再灌注损伤组和七氟醚组大鼠神

经功能缺损评分显著高于假手术组，说明造模成功，七氟醚预

处理组评分较脑缺血再灌注组有明显降低，说明从临床症状表

现上看，七氟醚预处理组大鼠出现相应症状明显少于 CIRI组，

表现出明显的脑损伤保护作用，与 Du R等[29]研究类似，该学者

表明七氟醚可能通过降低心肌耗氧量，抑制炎症因子、激活线

粒体信号传导通路、减少血管性损伤发挥脑组织的保护作用，

减少患者的术后认知功能障碍的发生，其具体分子机制有待探

索。Morris水迷宫实验结果表明，CIRI组和七氟醚组大鼠与假

手术组相比逃逸潜伏期明显延长，表明造模后大鼠学习记忆功

能较造模前显著退化，与 CIRI组相比七氟醚组逃逸潜伏期显

著缩短，说明七氟醚预处理组大鼠记忆功能比 CIRI组强，进一

步证实了七氟醚对大鼠脑损伤造成的认知障碍有明显缓解。与

薛杭[30]等学者的研究类似，该学者评价七氟烷后处理对缺血缺

氧性脑损伤新生大鼠远期脑白质髓鞘碱性蛋白(MBP)表达的

影响，与对照组比较，缺血缺氧性脑损伤组逃避潜伏期延长，目

标象限停留时间缩短，穿越原平台次数减少，与缺血缺氧性脑

损伤组比较，缺血缺氧性脑损伤组 +七氟烷后处组逃避潜伏期

缩短，目标象限停留时间延长，穿越原平台次数增多，表明七氟

烷后处理减轻缺血缺氧性脑损伤新生大鼠远期认知功能障碍。

本研究 CIRI组和七氟醚组大鼠海马 S100茁 和 PGRN的表达

较假手术组有显著上调，表明上述两种蛋白与脑损伤程度密切

相关，与 Jia D等[31]的研究类似，该学者发现缺血再灌注大鼠的

缺血核心区与半暗带 PGRN表达显著升高；同时 Liu Ming等[32]

的研究也发现 PGRN在学习记忆过程中也有参与，PGRN基因

敲除小鼠表现出明显的记忆功能下降，而本研究中七氟醚组

PGRN表达显著升高，说明 PGRN与学习记忆功能有明显的正

相关关系，PGRN表达水平越高记忆功能越强。本研究通过基

础研究，探究了七氟醚显著提高对脑缺血再灌注损伤大鼠的学

习认知能力，其机制可能与 S100茁和 PGRN在大鼠海马区细

胞的表达水平存在明显相关关系，该结果为进一步探索七氟醚

对脑缺血再灌注损伤大鼠认知功能影响的分子机制提供了实

验参考依据，值得借鉴。

综上，七氟醚对脑缺血再灌注损伤大鼠进行预处理能显著

提高大鼠的学习认知能力，其作用机制与 S100茁和 PGRN在

大鼠海马区细胞的表达水平存在明显相关关系，S100茁蛋白表
达越少，大鼠认知功能越强，PGRN表达水平越高记忆功能越强。
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