
中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

中国药房 2018年第29卷第14期 China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 14

出版社，2007：430-441.

[10] 闫研，殷果，刘凯双，等. 近红外光谱法快速鉴别三九胃

泰颗粒及其水分定量分析[J].中国药房，2016，27（18）：

2551-2554.

[11] 张迪文，白雁，谢彩侠. 近红外光谱法快速测定女贞子药

材中女贞苷的含量[J].中国药房，2016，27（36）：5140-

5143.
[12] 朱静毅，应忠良，闻琍毓. 近红外光谱分析技术在药品质

量控制中的应用[J]. 中国药房，2009，20（7）：550-554.
[13] 阮治纲，李彬. 近红外光谱分析技术的原理及在中药材

中的应用[J]. 药物分析杂志，2011，31（2）：408-412.
[14] 江燕，杨眉，张学博，等. 中药饮片近红外光谱水分定量

模型的研究[J]. 药物分析杂志，2013，33（9）：1572-1577.
[15] 马晓青，蔡皓，刘晓，等. 近红外光谱在中药鉴别和质量

控制中的应用[J]. 中国药房，2012，23（7）：661-663.
（收稿日期：2017-11-27 修回日期：2018-01-03）

（编辑：张 静）

七氟烷对小鼠空间记忆能力和海马组织BDNF、TrkB表达的影响
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摘 要 目的：研究七氟烷对小鼠空间记忆能力和海马组织中脑源性神经营养因子（BDNF）、酪氨酸激酶B（TrkB）表达的影响。

方法：将54只C57BL/6小鼠随机分为麻醉组和对照组，每组27只。上述2组又分别分为麻醉后第1 d（第一阶段）、第7 d（第二阶

段）、第28 d（第三阶段）3个亚组，每亚组9只。麻醉组小鼠置于麻醉箱中，给予七氟烷（初始体积分数为 5％，维持1 min，后降至

2.5％，维持120 min），完成麻醉后复苏；对照组小鼠始终给予纯氧。每阶段均进行Morris水迷宫实验，每阶段结束后分别采用聚

合酶链式反应法、酶联免疫吸附法测定海马组织中BDNF、TrkB mRNA和蛋白表达水平。结果：与对照组比较，第一阶段麻醉组

小鼠平台象限停留时间显著延长，平台象限停留时间百分比显著升高，差异均有统计学意义（P＜0.05），穿越平台次数差异无统计

学意义（P＞0.05）；第二、三阶段麻醉组小鼠平台象限停留时间、平台象限停留时间百分比、穿越平台次数差异均无统计学意义

（P＞0.05）。3个阶段中，麻醉组小鼠海马组织中BDNF、TrkB mRNA和蛋白表达水平差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论：七氟

烷麻醉可增强麻醉后早期小鼠空间记忆能力，且不影响其海马组织中BDNF和TrkB的合成。

关键词 七氟烷；小鼠；空间记忆；Morris水迷宫；脑源性神经营养因子；酪氨酸激酶B

Effects of Sevoflurane on Spatial Memory Ability and Expression of BDNF and TrkB in Mice Hippocampus
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of sevoflurane on spatial memory ability and expression of brain-derived

neurotrophic factor（BDNF）and tyrosine kinase B（TrkB）in hippocampus of mice. METHODS：A total of 54 C57BL/6 mice were

randomly divided into anesthesia group and control group，with 27 rats in each group. Above 2 groups were divided into first day

（first stage），seventh day（second stage），twenty-eighth day（third stage）sub-groups after anaesthesia，with 9 mice in each. In

anesthesia group，mice were placed in a narcotic box，given sevoflurane 5％ for 1 min and then decreased to 2.5％ for 120 min；

mice recoveried after anaesthesia completion. In control group，mice were always given pure oxygen. Morris water maze test was

conducted in each stage. mRNA and protein expression levels of BDNF and TrkB in mice hippocampus were determined by PCR

and ELISA after each stage. RESULTS：Compared with control group，platform quadrant and retention time of mice was prolonged

significantly in first stage of anesthesia group，and the percentage of platform quadrant time was increased significantly，with

statistical significance（P＜0.05），but there was no significant change in the times of crossing platform（P＞0.05）. In second and

third stage，there was no significant change in platform quadrant and retention time，the percentage of platform quadrant time or

the times of crossing platform in anesthesia group（P＞0.05）. There was no significant change in mRNA and protein expression

levels of BNDF and TrkB in mice hippocampus of anesthesia group （P＞0.05）. CONCLUSIONS：Sevoflurane anesthesia can

strengthen spatial memory ability of mice in the early stage after anesthesia，but does not influence the generation of BDNF and

TrkB in hippocampus.

KEYWORDS Sevoflurane；Mice；Spatial memory；Morris water maze；Brain-derived neurotrophic factor；Tyrosine kinase B
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吸入麻醉药能影响患者麻醉后的记忆能力，这也是

引起术后认知功能障碍（POCD）的主要原因之一[1-3]。七

氟烷是临床中广泛应用的吸入麻醉药，动物实验已发现

临床麻醉量的七氟烷能抑制小鼠对新事物的记忆能力[4]，

这可能与海马组织的记忆形成和储存功能受到抑制有

关[5]。而Alkire MT等[6]却发现，在逃避抑制实验中七氟

烷（0.11％）能显著提高大鼠的恐惧记忆能力。

以往研究发现，全身麻醉药物（异氟醚、咪唑安定

等）具有诱导神经元凋亡的作用，进而可抑制实验动物

的学习记忆能力，其原因与脑源性神经营养因子

（BDNF）及其受体酪氨酸激酶 B（TrkB）相关 [7]。而

BDNF是决定记忆能力的重要因素[8]，通过对基因敲除

小鼠的研究发现，海马组织中BDNF表达较低的小鼠在

Morris水迷宫实验中对平台位置的记忆能力较弱[9]。七

氟烷对记忆能力的影响是否亦与BDNF有关目前尚不

清楚。鉴于此，本研究观察了临床麻醉量（2.5％）的七氟

烷对小鼠空间记忆能力及其海马组织中BDNF、TrkB表

达的影响，以期为阐明七氟烷对记忆能力影响的作用机

制提供参考。

1 材料
1.1 仪器

SpectraMax 190 型微孔板检测系统（美国 MD 公

司）；GZX-970MBE型电热鼓风箱（上海博迅实业有限公

司）；9700PCR 型扩增仪（美国 ABI 公司）；Dolphin-

Doc114102型凝胶成像系统（美国Wealtec公司）；Ultro-

spec2100型紫外分光光度仪（美国Amershan Bioscience

公司）；DY602S型稳流稳压电泳仪（南京大学仪器厂）；

DigBehv-MG 型 Morris 水迷宫、Morris 水迷宫动物行为

分析系统 2.0版（上海吉量软件科技有限公司）；QIA-

GEN TissuLyserⅡ型高通量组织研磨器（德国Retsch公

司）。

1.2 药品与试剂

七氟烷（江苏恒瑞医药股份有限公司，批号：

1001563）；小鼠 BDNF 酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒

（批号：EK0309100512）、小鼠 TrkB ELISA 试剂盒（批

号：EK0849091152）均购自武汉博士德生物工程有限

公司；鼠白血病逆转录酶（M-MLV）、RNA 酶抑制剂

（美国 Promega 公司）；二喹啉甲酸法（BCA）蛋白定量

分析试剂盒[赛默飞世尔科技（中国）有限公司，批号：

091150123]；TaqMan 基因表达聚合酶链反应法（PCR）

MIX（批号：4369510_ml）、BDNF 基因表达探针（批号：

Mn01334042_ml）、TrkB 基 因 表 达 探 针（ 批 号 ：

Mn00435422_ml）、小 鼠 β-action 内 参 引 物（批 号 ：

4352933E）均购自美国ABI公司；二氧化钛、戊巴比妥钠

（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）。

1.3 动物

C57BL/6小鼠 54只，♂，9～10周龄，体质量 27～29

g，购自南京大学模型动物研究所，动物生产合格证号：

SCXK（苏）2010-0001，动物使用许可证号：SYXK（沪）

2008-0001。小鼠饲养于 22 ℃恒温动物房，每 12 h光照

与黑暗交替（光照时间 7：00－19：00），自由饮水和饮

食。期间应避免小鼠受到异常惊扰而产生应激反应。

2 方法
2.1 分组与麻醉

将54只C57BL/6小鼠随机分为麻醉组和对照组，每

组 27只。上述两组小鼠又分别分为麻醉后第 1 d（第一

阶段）、第 7 d（第二阶段）、第 28 d（第三阶段）3个亚组，

每亚组9只。麻醉组小鼠置于麻醉箱中，给予七氟烷（初

始体积分数为 5％，维持 1 min，后降至 2.5％，维持 120

min），完成麻醉后复苏；对照组小鼠始终给予纯氧。

2.2 小鼠空间记忆能力考察

Morris 水迷宫实验包含 4 d 训练实验和 1 d 探索实

验。实验用水槽为圆形，直径122 cm，分为4个象限，在

第Ⅱ象限中央设圆形平台，直径10 cm，以透明有机玻璃

制成，位于水平面下0.8 cm左右，水中加入白色染料（二

氧化钛），水温保持在22～24 ℃。在训练期间每只小鼠

每天从 4个不同起点入水训练 4次，每次入水时间最长

不超过 2 min，如果小鼠在 2 min内无法找到平台，则人

为诱导小鼠到达平台；每次训练完毕后均让小鼠在平台

上停留15 s，以加深对空间线索的记忆。

末次水迷宫训练结束 24 h后进行探索实验。第Ⅱ

象限的平台被拆除，小鼠从一个新起点入水，对平台位

置进行搜索。入水时间限定 1 min，记录小鼠穿越平台

次数、平台象限停留时间和平台象限停留时间百分比。

2.3 小鼠海马组织中BDNF、TrkB mRNA表达水平检测

每阶段空间记忆能力考察结束后，小鼠腹腔注射

1.5％戊巴比妥钠250 μL进行麻醉，去除颅骨，剥离海马组

织并于－80 ℃下保存，一半用于提取总RNA，另一半用

于检测 BDNF、TrkB 蛋白表达水平。 采用 PCR 法检测

小鼠海马组织中BDNF、TrkB mRNA表达水平。取处于

对数期细胞，按 1×107 L－1密度，每孔 2.5 mL接种于 6 孔

板中，以 Trizol 法提取总 RNA，逆转录合成 cDNA，以

β-actin 引物为内参。PCR 条件：95 ℃预变性 1 min，

95 ℃变性 15 s，58 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 20 s，循环 40

次；72 ℃延伸5 min终止反应。读取循环阈值（Ct值），以

2－ΔΔCt表示目的基因mRNA的表达水平（－ΔΔCt计算公

式：－ΔΔCt XY＝Ct XY－Ct β-actinY－Ct X对照，其中X为基因，Y为

处理因素）[10]。以 BDNF/β-actin、TrkB/β-actin 比值分别

代表各自mRNA相对表达水平。各组设3个复孔，实验

重复3次。

2.4 小鼠海马组织中BDNF、TrkB蛋白表达水平检测

采用ELISA法检测小鼠海马组织中BDNF、TrkB蛋

白表达水平。取处于对数生长期细胞，按 1×107 L－1密

度、每孔 2.5 mL 接种于 6 孔板中。设置空白孔、待测样

品孔进行加样，温育 30 min，用 30倍浓缩液稀释后进行

洗涤，每孔加入酶标试剂后再温育 30 min，重复洗涤后

加入显色剂显色15 min，加入终止液终止反应。以空白

孔调零，于 450 nm 波长处检测各孔的吸光度（OD）值。
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以标准物的浓度为横坐标、OD 值为纵坐标，进行线性回

归，根据回归方程计算相应浓度。采用BCA蛋白定量法

检测小鼠海马组织中总蛋白含量，以每 1 mg总蛋白中

BDNF、TrkB 蛋白含量分别代表各自蛋白相对表达水

平。各组设3个复孔，实验重复3次。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 11.5软件对所得数据进行统计学分析。

计量资料以 x±s表示，采用单因素方差分析进行组间数

据比较；非参数资料采用 Mann-Whitney U 检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 动物死亡情况

第一阶段麻醉组有1只小鼠因死亡被剔除。

3.2 两组小鼠空间记忆能力比较

第一阶段，与对照组比较，麻醉组小鼠平台象限停

留时间显著延长，平台象限停留时间百分比显著升高，

差异均有统计学意义（P＜0.05）；穿越平台次数差异无

统计学意义（P＞0.05）。第二、三阶段，两组小鼠穿越平

台次数、平台象限停留时间、平台象限停留时间百分比

比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。实验动物运动

轨迹图见图1；两组小鼠穿越平台次数、平台象限停留时

间和平台象限停留时间百分比比较见表1。

3.3 两组小鼠海马组织中BDNF、TrkB mRNA表达水

平比较

3 个阶段中，两组小鼠海马组织中 BDNF、TrkB

mRNA表达水平比较，差异均无统计学意义（P＞0.05），

详见表2。

A.第一阶段麻醉组 B.第一阶段对照组

C.第二阶段麻醉组 D.第二阶段对照组

E.第三阶段麻醉组 F.第三阶段对照组

图1 实验动物运动轨迹图

Fig 1 Morris experiment trajectories

表1 两组小鼠穿越平台次数、平台停留时间和停留时间百分比比较（x±±s）

Tab 1 Comparison on times of crossing platform，platform quadrant time and percentage of platform quadrant

time in 2 groups（x±±s）

指标

穿越平台次数，次
平台象限停留时间，s

平台象限停留时间百分比，％

第一阶段
麻醉组（n＝8）

2.38±0.60

20.17±3.35＊

33.01±5.26＊

对照组（n＝9）

2.00±0.60

13.39±2.69

22.32±3.23

第二阶段
麻醉组（n＝9）

2.33±0.44

23.13±4.23

38.54±7.05

对照组（n＝9）

2.00±0.41

19.48±3.35

32.48±5.59

第三阶段
麻醉组（n＝9）

2.89±0.70

22.31±3.87

37.22±6.45

对照组（n＝9）

3.11±0.56

25.99±4.33

43.36±7.24

注：与对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05

表2 两组小鼠海马组织中BDNF、TrkB mRNA表达水平比较（x±±s）

Tab 2 Comparison on mRNA expression levels of BNDF and TrkB in 2 groups（x±±s）

指标

BDNF mRNA

TrkB mRNA

第一阶段
麻醉组（n＝8）

0.89±0.06

0.95±0.04

对照组（n＝9）

0.95±0.04

1.01±0.05

第二阶段
麻醉组（n＝9）

1.21±0.08

1.08±0.08

对照组（n＝9）

1.01±0.05

1.03±0.10

第三阶段
麻醉组（n＝9）

1.23±0.15

1.16±0.22

对照组（n＝9）

1.02±0.07

1.02±0.08

3.4 两组小鼠海马组织中BDNF、TrkB蛋白表达水平

比较

3个阶段中，两组小鼠海马组织中 BDNF、TrkB 蛋

白表达水平比较，差异均无统计学意义（P＞0.05），详

见表3。

4 讨论
本实验结果显示，七氟烷麻醉结束后早期（第一阶

段），小鼠对空间位置的记忆能力增强，表现为麻醉组小

鼠平台象限停留时间显著延长和平台象限停留时间百

分比显著升高。但是，七氟烷麻醉结束后的中后期（第
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二、三阶段），麻醉组小鼠的空间记忆能力已经恢复到正

常水平。同时，七氟烷麻醉并不影响小鼠海马组织中

BDNF、TrkB的mRNA和蛋白表达。

全身麻醉可能引起患者术后早期认知功能障碍，主

要涉及学习和记忆能力。吸入麻醉药，包括安氟醚、异

氟醚和七氟烷等，是全身麻醉中的主要候选药品 [11]，但

它们对记忆能力的影响目前仍然有很大争议。Culley

DJ 等 [12]发现，在异氟醚麻醉结束后 24 h 对大鼠进行 12

臂星形迷宫训练，大鼠的记忆能力显著下降。而Komat-

su H等[13]用安氟醚进行类似实验时却发现小鼠的记忆

能力显著提高。以上研究结果提示，不同的吸入麻醉药

对学习记忆的影响可能不同。七氟烷对记忆能力的影

响，目前也没有统一的认识。Wiklund A等[4]发现七氟烷

（2.6％）能抑制小鼠对新事物的记忆能力。在本实验中，

笔者选择了临床所用的麻醉量2.5％。本研究结论与上

述文献不同的可能原因为：（1）七氟烷的用量不同；（2）

所研究的记忆能力种类不同，不同类型的记忆能力与大

脑不同部位的功能相关。

吸入麻醉药对记忆能力的中远期影响是否存在，也

尚无肯定的结论。以往研究发现，异氟烷麻醉后，实验

动物的记忆能力改变可能维持2个月[14]。而本研究结果

却发现，七氟烷麻醉后第7 d和第28 d的小鼠在Morris水

迷宫实验中的空间记忆能力与对照组小鼠没有显著差

异。这两个研究中的吸入麻醉药品种不同，可能是导致

实验结果不同的原因。此方面还需进一步研究。

记忆的形成和储存过程中BDNF起重要作用。实

验发现，BDNF基因敲除小鼠的海马组织神经细胞无法

形成长时程动作电位（LTP），而给予外源性BDNF后，能

恢复小鼠LTP[15]。TrkB是BDNF的受体，BDNF与TrkB

结合后，可以增强兴奋型神经递质谷氨酸的突触传递，

并上调N-甲基-D-天冬氨酸（NMDA）受体数量，进而调

控记忆的形成和储存[15]。记忆的长期维持与记忆形成

属于两个不同阶段。以往研究认为，海马组织并不参

与记忆的长期维持，在海马组织中形成的记忆将转移

至大脑皮层形成稳定的记忆痕迹，使记忆能得到长期

维持[15]。但Bekinschtein P等[16]研究发现，在逃避抑制实

验中大鼠对恐惧记忆的长期维持需要海马组织BDNF的

参与，这一阶段大鼠海马组织中BDNF mRNA表达显著

增强，而抑制其BDNF的合成会干扰恐惧记忆的维持。

全身麻醉对中枢神经系统的损伤可能与神经营养

因子有关 [6-7]。作为一种常用的吸入麻醉药，七氟烷对

BDNF/TrkB系统的影响，目前还缺乏研究。本实验首次

观察了七氟烷对小鼠BDNF/TrkB系统的影响。研究结

果显示，七氟烷麻醉结束后，无论早期还是中后期，

BDNF、TrkB 蛋白表达水平均未显著改变。这说明，七

氟烷对小鼠的记忆增强作用与海马组织中BDNF、TrkB

的合成无关，可能通过其他途径发挥作用。学习和记忆

能力不仅受到BDNF/TrkB系统的调节，还与胆碱能受体

和去甲肾上腺素能神经递质有关[17-18]。吸入麻醉药能增

加去甲肾上腺素的基础释放量[19]，而去甲肾上腺素可能

参与乙酰胆碱对LTP和突触可塑性的调节机制。Murai

T等[20]发现，毒蕈碱样乙酰胆碱受体抑制剂（1 mg/kg）能

降低CD1小鼠对物体位置的记忆能力，而胆碱酯酶抑制

剂（3 mg/kg）则能显著提高CD1小鼠对物体位置的记忆

能力。其机制可能与乙酰胆碱引起的去甲肾上腺素释

放有关。还有研究表明，刺激海马组织的乙酰胆碱受体

能引起去甲肾上腺素释放增加，并增强LTP[21]。此外，麻

醉时的脑内某些离子通道的变化与睡眠时十分接近[22]，

因此，麻醉组小鼠在水迷宫训练前有过一个良好的睡眠

过程，这也可能改善其神经细胞的记忆能力[23]。这些原

因是否与本实验结果有关，仍有待更深入的研究。

本实验设计仍有局限。临床全身麻醉以复合麻醉

（多种药物联合应用）为主，一般不会仅使用七氟烷，因

此，本实验结果并不能全面反映临床麻醉的实际情况。

为更好地了解全身麻醉与POCD发生的关系，还需要一

个设计良好的大样本临床研究进一步揭示。
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