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DHA通过抑制氧化应激反应减轻七氟烷所致神经元损伤 *
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摘要 目的：观察二十二碳六烯酸（DHA）是否通过抑制氧化应激反应减轻七氟烷所致神经元损伤。方法：HT22小鼠海马神经元分

为 Con组、DHA组和 Sevo组和 DHA+Sevo组，药物处理各组细胞 24 h后，在倒置相差显微镜下拍照记录各组细胞形态改变，采

用MTT法检测神经元存活情况，检测各组培养基中 LDH, NO, SOD及MDA的含量。结果：CON组和 DHA组细胞形态正常，

Sevo组细胞皱缩，胞体破裂，正常形态消失，而 DHA+Sevo组细胞形态基本正常，皱缩破裂的细胞较少；与 CON组和 DHA组相比，

Sevo组 HT22细胞存活率下降至 CON组的 25.79%，培养液中 LDH的漏出量显著增加至 CON组的 400.15%，SOD活力下降至

CON 组的 30.96%，培养液中 NO 及 MDA 的含量分别增加至 CON 组的 507.62%和 342.15%（P<0.05）；而与 Sevo 组相比，

DHA+Sevo组 HT22细胞存活率增加至 CON组的 75.68%，培养液中 LDH的漏出量下降至 CON组的 175.68%，SOD活力增加至

CON组的 70.48%，培养液中 NO及MDA的含量分别下降至 CON组的 355.80%和 192.27%（P<0.05）。结论：DHA通过抗氧化应

激反应减轻七氟烷对 HT22细胞的损伤。

关键词：DHA；神经元；七氟烷；氧化应激

中图分类号：R-33；R338；R614 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2018）19-3618-05

DHA Attenuates Sevoflurane-induced Neuronal Damage through an
Anti-oxidative Stress Response*

To observe whether DHA ameliorate sevoflurane-induced neuronal damage and explore the possible mech-

anism. Cells were assigned to Con group, DHA group, Sevo group and DHA+Sevo group. After treated, the cell morphology

changes were photographed under inverted phase contrast microscope, and cell suvival was assessed by MTT assay; then the medium

was used to assess the concentration of LDH, SOD, NO and MDA. In CON and DHA groups, the cell morphology was normal,

the cells in Servo group were collapsed, the cell body ruptured and the normal morphology disappeared. However, the cell morphology in

DHA+Sevo group was normal and there were fewer rupture cells. Compared with CON group and DHA group, the survival rate of HT22

cells in Sevo group decreased, the amount of LDH leakage and the activity of SOD decreased, the content of NO and MDA in the culture

fluid increased significantly (P<0.05); Compared with the Sevo group, the viability of HT22 cells in DHA + Sevo group was sig- nificantly

increased, the leakage of LDH in the culture fluid decreased, and the activity of SOD increased. The content of NO and MDA in the cul-

ture fluid decreased(P<0.05). DHA attenuates sevoflurane-induced damage to HT22 cells through an anti-oxidative stress re-

sponse.
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前言

七氟烷因其具有气味芳香，刺激性小，诱导苏醒均较快等

优点，是一种在临床麻醉工作中被广泛使用的挥发性麻醉药。

但七氟烷具有潜在神经损害作用，被报道可能与老年患者术后

认知功能障碍的发生有关[1,2]。在一项以幼年动物为实验对象的

研究中发现七氟烷通过氧化应激反应，介导幼年动物神经损害

及脑发育障碍[3]。DHA是一种不饱和脂肪酸，是神经元胞膜的

重要组成成分，DHA在脑内的功能与神经细胞之间信号传递，

防止细胞骨架蛋白降解以及抑制氧化应激和脂质过氧化反应

有关。一项随机对照的研究表明在膳食中添加 DHA的人群，阿

尔兹海默症的发病率下降[4]。但 DHA是否能减轻七氟烷所致

的神经损害尚缺乏文献报道，我们设计如下实验观察 DHA是

否通过抗氧化应激的作用减轻七氟烷对 HT22小鼠海马神经
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2.2 DHA减轻七氟烷所致HT22细胞存活率下降及 LDH的漏出

与 CON组和 DHA组相比，与 CON组和 DHA组相比，

Sevo组 HT22细胞存活率下降至 CON组的 25.79%（P<0.05），

DHA+Sevo 组 HT22 细胞存活率增加至 CON 组的 75.68%

（P<0.05）；与 CON组和 DHA组相比，培养液中 LDH的漏出量

显著增加至 CON组的 400.15%（P<0.05），而与 Sevo组相比，

DHA+Sevo 组培养液中 LDH 的漏出量下降至 CON 组的

175.68%（P<0.05）（见图 2）。

元的损伤。

1 材料与方法

1.1 材料

HT-22小鼠海马神经元细胞系由空军军医大学西京医院

神经内科惠赠，七氟烷（上海恒瑞医药有限公司）；茁-巯基乙醇
和四甲基偶氮唑盐（MTT）（科昊试剂公司）；DMEM细胞培养

基（美国 Hyclone）；0.25%胰蛋白酶和青链霉素混合溶液（美国

Hyclone）；DHA（绿叶生物试剂公司）；LDH、NO、SOD、MDA检

测试剂盒（南京建成试剂公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组 使用含 10%胎牛血清、50 滋mol/L的
茁-巯基乙醇，100单位 /mL的青霉素、100单位 /mL的链霉素

的 DMEM培养基培养 HT-22小鼠海马神经细胞系，培养箱环

境控制为 37℃，气体环境维持为 95%空气和 5%二氧化碳的混

合气体。参考以往文件及预实验结果，采用 DHA25 滋M作为干
预药物 [5]。细胞分 4 组，Con 组正常培养 24 h；DHA 组用含

DHA25 滋M的培养基培养 24 h；Sevo组将加入正常培养基中

的细胞放置于 2%七氟烷的处理装置中处理 24 h（细胞培养板

底部有持续流动的热水浴保证细胞处于 37℃）；DHA+Sevo组，

加入含 DHA25 滋M的培养基后，将细胞培养板至于 2%七氟烷

的处理装置中处理 24 h。药物处理结束后在倒置相差显微镜下

拍照记录各组细胞的生长状态及形态改变。

1.2.2 MTT法检测细胞活力 将细胞接种于 96孔细胞培养

板中，待细胞生长至覆盖 60%培养孔后按试验计划进行处理，

检测时每孔加入 MTT 溶液（5 mg/mL）20 滋L，37℃继续孵育
24 h，用二甲基亚砜溶解紫色结晶物，采用 490 nm波长，在酶

联免疫检测仪上测定各孔吸光度值进行统计学分析。

1.2.3 LDH，SOD, NO及 MDA检测 将细胞接种于 24孔细

胞培养板中，待细胞生长至覆盖 60%培养孔后按试验计划进行

处理，取培养基上清离心后，分别根据试剂盒说明书检测培养

基中 LDH，SOD，NO及MDA的浓度。

1.3 统计学分析

采用 SPSS15.0软件进行统计分析。细胞存活率和 LDH漏

出量均以均数± 标准差(x± s)表示，各组间采用单因素方差分

析（One-Way ANOVA）进行比较，P<0.05则组间差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 DHA对七氟烷所致神经元形态变化的影响

CON组为倒置相差显微镜下正常培养的 HT22海马神经

元的形态照片，细胞呈长索性，胞膜完整，折光性好；DHA组细

胞形态与 CON组相比无明显差异；Sevo组可见细胞皱缩，胞

体破裂，正常形态消失，漂浮的死亡细胞较多；而 DHA+Sevo组

细胞形态基本正常，皱缩破裂的细胞较少，漂浮死亡的细胞较

少（见图 1）。

图 1 DHA对七氟烷所致 HT22细胞形态改变的影响(bar=100 滋m)
Fig.1 Effect of DHA and sevoflurane on morphological changes of HT22 cells

(bar=100 滋m)
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2.3 DHA增强 SOD的活力，减轻七氟烷所致 HT22细胞 NO

及MDA的释放

与 CON 组和 DHA 组相比，SOD 活力下降至 CON 组的

30.96%（P<0.05），而与 Sevo组相比，DHA+Sevo组 SOD活力

增加至 CON 组的 70.48%（P<0.05）（见图 3）；与 CON 组和

DHA组相比，培养液中 NO及MDA的含量分别增加至 CON

组的 507.62%和 342.15%（P<0.05），而与 Sevo 组相比，

DHA+Sevo组培养液中 NO及 MDA的含量分别下降至 CON

组的 355.80%和 192.27%（P<0.05）（见图 4，5）。

3 讨论

本实验结果提示，七氟烷可以使离体培养的 HT22小鼠海

马神经元形态发生改变，胞膜破裂，细胞皱缩或者死亡漂浮，细

胞代谢率下降，同时培养基中 LDH的漏出量增加，这与既往文

献的报道相一致，七氟烷可诱导神经元坏死和凋亡，其机制可

能与氧化应激和神经炎性反应相关[6]。在本实验中 DHA可改

善七氟烷造成的形态改变，细胞代谢率升高，LDH漏出减少，

氧化应激指标 NO和 MDA含量下降，而抗氧化酶 SOD的活

力增高，可见 DHA可减轻七氟烷所致的神经损伤，且与其抗氧

图 2 DHA及七氟烷对 HT22细胞存活率及 LDH的漏出量的影响

Fig.2 Effect of DHA and Sevoflurane on Survival Rate of HT22 Cells and LDH Leakage

*P<0.05 vs CON组，#P<0.05 vs DHA组,$ P< 0.05 vs Sevo组

图 3 DHA及七氟烷对 HT22细胞 SOD活性的影响

Fig.3 Effect of DHA and Sevoflurane on SOD Content in HT22 Cell

Culture Medium

*P<0.05 vs CON组, #P<0.05 vs DHA组,$ P< 0.05 vs Sevo组

图 4 DHA及七氟烷对 HT22细胞 NO释放量的影响

Fig.4 Effect of DHA and Sevoflurane on NO Content in HT22 Cell

Culture Medium

*P<0.05 vs CON组, #P<0.05 vs DHA组,$ P< 0.05 vs Sevo组

图 5 DHA及七氟烷对 HT22细胞培养基中MDA含量的影响

Fig.5 Effect of DHA and Sevoflurane on MDA Content in HT22 Cell

Culture Medium

*P<0.05 vs CON组，#P<0.05 vs DHA组,$ P< 0.05 vs Sevo组
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化应激的作用有关。

七氟烷是目前最常用的挥发性全身麻醉药物之一，在临床

麻醉中被广泛的应用，但有研究证实，长时间多次暴露于七氟

烷可导致幼年动物的神经发育障碍，学习记忆能力受损[7]，另外

对于老年患者的临床研究也表明，暴露于七氟烷与老年患者的

术后认知功能的发生有关[8]。七氟烷的神经毒性具有暴露时间

和剂量的依赖性[9]，Wang等研究者的实验表明[10]，怀孕的大鼠

接触七氟烷可导致新生鼠生后 2 w内发生脑损伤，饲养到成年

后进行的行为学实验中也发现七氟烷暴露组学习记忆能力低

于对照组。在神经发育的高峰期暴露于七氟烷的实验动物，会

影响突触可塑性和长时程增强，进而出现学习记忆能力下降[11,12]。

七氟烷对小鼠海马 CA1 区突触可塑性的损害具有剂量依赖

性，吸入浓度越高，损伤越重[13]。细胞内钙离子浓度升高常被认

为是细胞凋亡发生的重要因素之一，吸入七氟烷可激活肌质网

的 IP3受体，促进肌质网内钙离子的释放，使细胞内钙离子浓

度升高，细胞凋亡增多[14,15]。寻找一种行之有效的措施减轻七氟

烷潜在的神经毒性具有比较重要的意义。

DHA是构成脑的正常结构的物质之一，又容易从深海鱼

油等物质中获得，常被加工成保健品或者营养补充剂加入食品

中。有调查显示在以地中海饮食为主的人群中，神经退行性疾

病的发生率较低，可能与其长期摄入的食物中 DHA等物质的

含量较高有关[16]。DHA的潜在神经保护作用已引起人们的关

注，研究它是否可能对认知下降及其神经病理学产生积极的影

响。在雌性幼龄（3个月）和老龄（24个月）小鼠的研究中，老年

小鼠中的总 DHA水平显着低于年轻小鼠，老年组中的 DHA

降低可以通过给予鱼油（550 mg DHA / kg体重 /天，经口灌胃

21天）来部分补偿[17,18]。在一些老年啮齿动物的研究中，DHA和

/或二十碳五烯酸（EPA）补充剂被证明可以提高认知测试的表

现，并引起对神经炎症和氧化应激的保护[19,20]。但关于 DHA具

有促进神经发育，减轻神经损伤的研究较多都是将 DHA混入

食物或灌胃所得到的结论[21]，在本实验中，我们采用离体培养

的细胞，较直观地观察 DHA对七氟烷造成神经损伤的影响，及

其可能机制，减少了其他成分的干扰。

七氟烷的神经毒性作用，可能与氧化应激损害，活化胶质

细胞造成中枢炎性反应，诱导神经凋亡等多种机制有关[22]。本

实验的结果提示，DHA对七氟烷神经毒性的保护作用可能与

抗氧化机制有关，以往文献也有类似报道，DHA可以通过抗氧

化机制减轻脑缺血再灌注后梗死面积，改善神经功能 [23]。在

CCI脑外伤小鼠的研究中也发现，DHA可以减轻海马区的神

经元数目减少和脑白质损伤，以及促炎性介质的生和内质网应

激[24]。在一项关于创伤性脑损伤（TBI）研究中，模型动物以氧化

应激和学习障碍以及 BDNF减少为主要特征，补充 DHA后

TBI所致氧化应激指标下降，学习障碍改善和 BDNF表达上调
[25,26]。除了抗氧化作用外 DHA还通过抑制炎症反应发挥神经保

护作用，DHA可以形成具有亲电子特性的含氧代谢物，并且这

些代谢物可以通过激活 Nrf2 / ARE途径来转导抗炎活性[27]。有

证据表明补充 DHA和 EPA可以通过抑制 NF-资B和诱导 Nrf2

途径来防止脑缺血再灌注损伤[28,29]。在阿尔兹海默症的模型中，

给予 DHA有助于减轻中枢炎症反应和学习记忆功能减退，其

机制可能与 DHA的抗炎作用有关[30]。这提示我们在以后的研

究中可以进一步研究抗炎作用是否为 DHA减轻七氟烷神经损

伤的可能机制之一。

本研究通过观察在 HT22小鼠海马神经元的培养基中加

入 DHA，观察 DHA对七氟烷神经毒性的保护作用及可能机

制，为寻找七氟烷的神经毒性的治疗药物提供了一定的证据和

支持。
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