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七氟醚预处理对大鼠脑缺血再灌注损伤的改善机制 *
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摘要目的：探究七氟醚预处理对大鼠脑缺血再灌注损伤的影响，以及转化生长因子 -茁2（TGF-茁2）/Smad3信号通路的活化情况。
方法：将 50只 SD大鼠随机分为 5组（n=10）：假手术组、模型组、七氟醚预处理组、吡非尼酮组和七氟醚预处理 +吡非尼酮组。通

过右颈内动脉（ICA）缝线结扎方法制备脑缺血再灌注（I/R）损伤模型。建模前 1h，七氟醚组大鼠吸入 2.0%七氟醚 1h，吡非尼酮组

大鼠腹膜内注射 200 mg/kg的 TGF-茁2抑制剂吡非尼酮，七氟醚 +吡非尼酮组大鼠同时应用两种药物处理。再灌注 24 h后，通过

Zea-Longa五级评分法评价大鼠神经功能缺损评分，处死大鼠并测量梗死体积。通过苏木精 -伊红（HE）染色和 Nissl染色评价脑

组织损伤程度。TdT介导的 dUTP缺口末端标记法（TUNEL）分析细胞凋亡。免疫荧光染色和Western blot检测 TGF-茁2、Smad3、
血管内皮生长因子 -A（VEGF-A）和 CD34的表达情况。结果：七氟醚预处理明显降低了大鼠的脑梗塞面积和神经功能缺损评分。

七氟醚预处理抑制了大鼠大脑皮质和海马 CA1区的神经元凋亡。七氟醚预处理上调了 TGF-茁2、VEGF-A和 CD34的表达，以及

Smad3的磷酸化水平。TGF-茁2抑制剂吡非尼酮处理均可减弱七氟醚的脑保护作用并抑制 TGF-茁2、VEGF-A和 CD34的表达和

Smad3的磷酸化。结论：七氟醚预处理通过激活 TGF-茁2/ Smad3信号通路来减轻 I/R损伤大鼠的脑损伤。
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Mechanism of Sevoflurane Pretreatment on Cerebral Ischemia-reperfusion
Injury in Rats*

To explore the effect of sevoflurane pretreatment on cerebral ischemia-reperfusion injury and the activation

of transforming growth factor-茁2 (TGF-茁2)/Smad3 signaling pathway. Fifty SD rats were randomly divided into 5 groups

(n=10): sham group, model group, sevoflurane pretreatment group, pirfenidone group, and sevoflurane pretreatment + pirfenidone group.

A brain I/R model was prepared by suture ligation of the right internal carotid artery (ICA). 1 h before modeling, rats in the sevoflurane

group inhaled 2.0% sevoflurane for 1 h, rats in the pirfenidone group were injected intraperitoneally with 200 mg/kg of TGF-茁2 inhibitor
pirfenidone, rats in the sevoflurane pretreatment + pirfenidone group were treated with two drugs simultaneously. After 24 h of

reperfusion, the neurological deficit score of the rats was evaluated by Zea-Longa five-level scale. The degree of brain tissue damage was

evaluated by hematoxylin-eosin (HE) staining and Nissl staining. Apoptosis was analyzed by TdT-mediated dUTP nick-end labeling

(TUNEL) method. Immunofluorescence staining and Western blot were used to detect the expression of TGF-茁2, Smad3, Vascular
endothelial growth factor-A (VEGF-A) and CD34. Sevoflurane pretreatment significantly reduced cerebral infarct size and

neurological deficit score in rats. Sevoflurane pretreatment inhibited neuronal apoptosis in rat cerebral cortex and hippocampal CA1

region. Sevoflurane pretreatment up-regulated the expression of TGF-茁2, VEGF-A and CD34, as well as the phosphorylation level of

Smad3. Treatment with the TGF-茁2 inhibitor pirfenidone attenuated the brain protective effect of sevoflurane and inhibited the

expression of TGF-茁2, VEGF-A and CD34 and phosphorylation of Smad3. Sevoflurane pretreatment can reduce brain injury

in rats with I/R injury by activating the TGF-茁2 / Smad3 signaling pathway.
Cerebral ischemia-reperfusion injury; Sevoflurane;TGF-茁2/Smad3signalingpathway;Brainprotection;Cerebral infarction
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前言

七氟醚是一种常用的吸入麻醉药物 [1-3]，有人研究显示，

七氟醚预处理可减轻大脑中动脉闭塞（Middle cerebral artery

occlusion, MCAO）大鼠的脑组织损伤 [4]。转化生长因子 -茁
（Transforming growth factor-茁, TGF-茁）家族是生长因子的超家
族，在调节生物过程中起重要作用，可调节细胞增殖、凋亡、组

织修复等多种生物功能[5，6]。TGF-茁2是必不可少的神经保护因
子，相关工作者已经对 TGF-茁1进行了广泛的研究，但很少报
道 TGF-茁2在脑缺血中的作用[7，8]。多种生物学因素和相关的信

号通路都可能参与脑缺血再灌注（Ischemia/Reperfusion, I/R）损

伤保护过程，其他研究者发现，吸入七氟醚通过降低肿瘤坏死

因子（Tumor necrosis factor, TNF-琢）和白细胞介素 1（Interleukin-

1, IL-1茁）水平对局灶性脑 I/R损伤起延迟性保护作用[9]。然而，

尚不清楚 TGF-茁2/ Smad3信号通路是否参与七氟烷预处理对
脑 I/R损伤的保护机制。本研究旨在阐明 TGF-茁2/ Smad3信号
通路在七氟醚预处理后脑 I/R损伤中的神经保护机制。

1 材料与方法

1.1 材料

成年雄性 Sprague-Dawley大鼠由陕西省人民医院（SYXK

（陕）2016-006）提供，体重为 220～260 g。七氟醚(sevoflurane,

SEV H20060586) 购自美国 Baxter公司，吡非尼酮购自美国

Selleck Chemicals公司，盐酸氯胺酮购自江苏恒瑞医药股份有

限公司。TTC（2,3,5-氯化三苯基四氮唑）染色溶液、Nissl染色

液和 HE染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。化学发光

ECL试剂购自美国 Thermo Fisher公司。光学显微镜和聚焦激

光扫描显微镜购自日本奥林巴斯。原位细胞凋亡检测试剂盒购

自德国罗氏公司，BCA蛋白质测定试剂盒购自碧云天生物技

术研究所。TGF-茁2、p-Smad3、total-Smad3、VEGF-A、CD34 和
GAPDH一抗购自美国 Santa Cruz Biotechnology公司，HRP标

记的山羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 实验动物造模 将大鼠饲养在 25℃、55%相对湿度、12h

光照周期的实验室内，不限制饮食。使用右颈内动脉（ICA）缝

线结扎方法制备脑 I/R模型 [10]。大鼠腹膜内注射盐酸氯胺酮

60 mg/kg麻醉，将大鼠仰卧固定，颈前正中切开逐层分离，暴露

了右颈总动脉（CCA）、颈外动脉（ECA）和 ICA。然后将 18毫米

3-0尼龙线插入 ICA并结扎。缺血 1.5 h后开始灌注。

1.2.2 动物分组和药物处理 将 50 只大鼠随机分为 5 组

（n=10）：假手术组（Sham）、模型组（Model）、七氟醚预处理组

（SEV）、吡非尼酮组（PIR）和七氟醚预处理 +吡非尼酮组

（SEV+PIR）。建模前 1 h，七氟醚组和七氟醚 +吡非尼酮组大鼠

经 Ibis200七氟烷挥发罐吸入 2.0%七氟醚，共吸入 1 h。七氟醚

+吡非尼酮组大鼠在吸入等量的七氟醚基础上，于建模前腹膜

内注射 200 mg/kg的 TGF-茁2抑制剂吡非尼酮。
1.2.3 神经功能缺损评分的评估 再灌注 24 h后，对大鼠进

行神经功能评分来观察脑缺血对神经功能的影响。采用

Zea-Longa五级评分法评估神经功能[11]，评分标准如下：0分：无

神经功能缺损；1分：轻微神经功能缺损，无法完全伸展左前

肢；2分：中度神经功能缺损，表现为对侧旋转；3分：严重的神

经功能缺损，表现为向对侧倾倒；4分：无法独立行走并表现出

较低的意识水平。评分越高代表神经功能损伤越严重。

1.2.4 梗死体积的测量 将大鼠深麻醉并处死。分离大脑并切

成 2 mm厚的切片，在黑暗环境中与 TTC（2,3,5-氯化三苯基四

氮唑）染色溶液在 37℃下孵育 30 min。染色后，将大脑固定在

4%多聚甲醛中并进行成像和分析。

1.2.5 苏木精 -伊红（HE）染色 麻醉大鼠，在建模 24 h后用

生理盐水和 4%多聚甲醛进行心脏灌注。分离大鼠海马组织

10%甲醛固定，常规石蜡包埋，用切片机 4 滋m厚切片，然后用
苏木精染色 3 min，伊红染色 1 min。

1.2.6 Nissl染色 对海马组织切片进行常规脱蜡再水化。然

后，在 37℃下用 Nissl染色液将切片染色 1 h。在显微镜下观察

大脑皮层和海马 CA1区的细胞形态。

1.2.7 细胞凋亡检测 染色之前将石蜡切片在 60℃的烤箱中

烤片 2 h。按照制造商的说明，使用原位细胞凋亡检测试剂盒进

行 TUNEL分析并计算细胞凋亡率。

1.2.8 免疫荧光染色 将切片用 3% H2O2处理 30 min。然后用

含 0.3% Triton X-100和 10%牛血清白蛋白的 PBS封闭，将切

片与抗 TGF-茁2（1：1000）在 4℃下过夜。接下来，在黑暗中将细

胞核用碘化丙啶溶液染色 5 min。最后，使用日本奥林巴斯聚焦

激光扫描显微镜捕获图像，并使用 Image-Pro Plus 6.0软件分析

平均荧光密度。

1.2.9 Western blot分析 从大鼠脑组织中分离蛋白质并使

用 BCA蛋白质测定试剂盒检测蛋白浓度。然后，将样品加载到

6-12%SDS-PAGE凝胶上并转移到 PVDF膜上。用 5%脱脂牛

奶封闭 1h后，将膜与抗 TGF-茁2（1：1000）、p-Smad3（1：1000）、
total-Smad3 （1：1000）、VEGF-A （1：1000）、CD34 （1：500）和

GAPDH（1：500）抗体在 4℃下孵育过夜。然后在室温下用 HRP

标记的山羊抗兔二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）孵育

1 h。用增强的化学发光 ECL试剂（美国 Thermo Fisher公司）检

测蛋白质的表达水平，并使用 Image J软件进行光密度定量。

1.3 统计分析

使用 SPSS 19.0软件进行统计分析，所有数据均表示为平

均值± 标准差。通过单因素方差分析及 Tukey事后检验进行组

间数据差异比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 七氟醚预处理在大鼠 I/R损伤后减少了梗塞体积并改善了

神经系统

与模型组相比，七氟醚预处理组大鼠的梗塞面积明显减

少。相反，TGF-茁2抑制剂吡非尼酮显著减弱了七氟醚预处理的
保护作用。此外，吡非尼酮还增加了右颈内动脉结扎和再灌注

后大鼠的梗塞体积。在假手术组中未观察到梗塞体积和神经功

能缺损。再灌注 24 h后，与模型组相比，七氟醚预处理组的神

经功能缺损评分降低，而吡非尼酮显著提高了神经功能缺损评

分。见图 1。

2.2 七氟醚预处理减轻 I/R损伤后的皮质和海马组织学损伤

HE染色结果显示，假手术组的皮质细胞形态正常。在模型

组中，神经元发生固缩并且具有不规则的外观。与模型组相比，
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图 1各组大鼠的脑梗死体积和神经功能缺损评分

Fig. 1 Cerebral infarction volume and neurological deficit scores in each group of rats

Note: A: cerebral infarction volume; B: neurological deficit score; "abcde": Different letters indicated comparison between groups, P<0.05.
Identical letters indicated comparison between groups, P > 0.05.

图 2各组大鼠大脑皮层和海马 CA1区 HE染色和 Nissl染色

Fig. 2 HE staining and Nissl staining in the cerebral cortex and hippocampal CA1 area of each group of rats

Note: A: HE staining; B: Nissl staining.

七氟醚预处理组的神经元形态学改变较少。在吡非尼酮组和七

氟醚预处理 +吡非尼酮组中，发现了大量不规则和空泡化的神

经元，并且细胞周围的间隙变宽。海马 CA1区神经元的形态学

变化与皮质神经元相似。Nissl染色结果显示，假手术组的皮质

神经元被深染色并呈现蓝紫色，并且在边界清晰的神经元中发

现了大量 Nissl体。模型组的结构模糊，神经元中的 Nissl体较

少。与模型组相比，七氟醚预处理组的神经元数量更多，并且神

经元中的 Nissl体更为丰富。而且，与七氟醚预处理组相比，吡

非尼酮组和七氟醚预处理 +吡非尼酮组中的 Nissl体的数量明

显减少，并且染色变浅。同样，CA1区的神经元也显示出这种变

化趋势。见图 2。

2.3 七氟醚预处理降低 I/R损伤后的皮质和海马细胞凋亡

TUNEL染色结果显示，假手术组大鼠大脑皮层中仅发现

了少数 TUNEL阳性细胞。与模型组相比，七氟醚预处理组的皮

质凋亡指数显著降低。吡非尼酮显著增加了皮层凋亡指数。在

海马 CA1区中，与假手术组相比，模型组海马细胞凋亡指数显

著增加。与模型组相比，七氟醚预处理组的海马凋亡指数明显下

降。同样，吡非尼酮增加了海马 CA1中的细胞凋亡指数。见图3。

2.4 七氟醚预处理增强了大鼠 I/R损伤后 TGF-茁2的表达
免疫荧光染色表明 TGF-茁2 位于细胞质中。皮层中

TGF-茁2的荧光密度分析表明，在假手术组中 TGF-茁2的表达
水平较低。与假手术组相比，模型组中 TGF-茁2的表达水平显
著增加，并且七氟醚预处理增加了 TGF-茁2的表达。然而，吡非

尼酮减弱了 TGF-茁2的表达。此外，吡非尼酮组中 TGF-茁2的表
达水平在所有组中最低。海马 CA1区中 TGF-茁2的荧光密度分
析表明，I/R损伤后 TGF-茁2明显增加，而七氟醚预处理进一步
促进了 TGF-茁2的表达。吡非尼酮处理显著抑制了海马 CA1中

TGF-茁2的表达。见图 4。

2.5七氟醚预处理上调了 TGF-茁2、VEGF-A和 CD34的表达

Western blot 结果表明，模型组的 TGF-茁2、VEGF-A 和
CD34的表达及 Smad3的磷酸化水平显著升高。与模型组相

比，七氟醚预处理组的 TGF-茁2、VEGF-A和 CD34的表达和

Smad3的磷酸化水平显著上调。而吡非尼酮抑制了 TGF-茁2、
VEGF-A和 CD34的表达和 Smad3的磷酸化。见图 5。
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图 4免疫荧光染色检测各组大鼠大脑皮层和海马 CA1区的 TGF-茁2
Fig. 4 Immunofluorescence staining to detect TGF-茁2 in the cerebral cortex and hippocampal CA1 region of each group of rats

Note: "abcde": Different letters indicated comparison between groups, P<0.05. Identical letters indicated comparison between groups, P> 0.05.

图 3 TUNEL检测各组大鼠大脑皮层和海马 CA1区的细胞凋亡

Fig. 3 TUNEL to detect apoptosis in cerebral cortex and hippocampal CA1 region of each group of rats

Note: "abcde": Different letters indicated comparison between groups, P <0.05. Identical letters indicated comparison between groups, P > 0.05.
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图 5 Western blot检测各组大鼠大脑皮层和海马 CA1区的 TGF-茁2、VEGF-A和 CD34的蛋白表达及 Smad3的磷酸化情况

Fig.5 Western blot to detect TGF-茁2, VEGF-A and CD34 protein expression and phosphorylation of Smad3 in cerebral cortex

and hippocampal CA1 region of each group of rats

Note: "abcde": Different letters indicated comparison between groups, P<0.05. Identical letters indicated comparison between groups, P>0.05.

3 讨论

中风是一种由脑血管血流循环障碍引起的高死亡率和致

残率的常见脑血管疾病。中风可分为两类：缺血性中风和出血

性中风，前者占 80%。目前，中风已成为中国居民死亡的主要原

因[12-17]。迄今为止，只有溶栓治疗获得了美国食品药品监督管理

局的临床批准。但是，经过一段时间后，血流的恢复可能会加剧

局部脑损伤和功能障碍，这种现象称为脑缺血 /再灌注（I/R）损

伤。因此，研究具有神经保护作用的药物具有重要的临床价值

和意义。

有人研究显示，七氟醚预处理可减轻MCAO大鼠的脑组

织损伤[4，18，19]。此外，七氟醚预处理可以改善大鼠模型的生存率

和神经系统疾病[20]。本研究发现，七氟醚预处理在大鼠 I/R损伤

后减少了梗塞体积、改善了大鼠的神经系统、减弱了皮质和海

马组织学损伤及细胞凋亡。证实了七氟醚预处理的脑保护作用。

转化生长因子 茁（TGF-茁）家族是生长因子的超家族，在调
节生物过程中起重要作用[21]。它的成员包括许多细胞因子，例

如 TGF-茁1、TGF-茁2、TGF-茁3、骨形态发生蛋白（BMP）、激活素

等。TGF-茁是一种多功能细胞因子，可调节细胞增殖、凋亡、组
织修复等多种生物功能[5，6]。TGF-茁储存在细胞外基质中并调节
血管基质，从而调控细胞变化和血管生成[22]。前人研究证明，

TGF-茁2调节海马神经元的增殖和分化，TGF-茁2是必不可少的
神经保护因子[7，8]。Dhandapani等人报道称 17茁-雌二醇通过增
加神经保护性细胞因子 TGF-茁2的表达，从而提供了神经保护
作用[23]。此外，TGF-茁2蛋白的高表达可保护短暂性脑缺血动物
模型的神经元。因此，活化的 TGF-茁2/ Smad3信号通路对于缺
血性脑损伤的神经保护至关重要。本研究发现，七氟醚预处理

增强了大鼠 I/R损伤后 TGF-茁2/ Smad3信号通路的活化，说明
七氟醚预处理的神经保护作用与 TGF-茁2/ Smad3信号通路的
活化密切相关。

据报道，缺血区域的毛细血管灌注程度直接影响患者的预

后和生存时间 [24]。在控制血管功能的关键细胞因子中，TGF-茁
信号通路在血管生成中起关键作用。缺血性中风后，人体开始

进行代偿性血管生成，新的毛细血管可以改善局部缺血区域的

血液灌注，为神经细胞的修复提供良好的微环境，并促进脑梗

死后神经功能的恢复[25-27]。然而，代偿性血管生成常常不足。在

I/R损伤后，VEGF发挥促进血管生成、改善神经功能和神经血

管重塑的作用[28]。CD34是血管生成的间接标记物[29]。本研究表

明，七氟醚预处理后可显著提高 VEGF-A和 CD34的表达水

平。这项研究的结果与前人研究结果一致。据报道，脑 I/R损伤

后 VEGF表达的增加与梗死面积的减少以及神经系统恢复的

改善有关[30]。本研究进一步确定了 TGF-茁2/ Smad3信号通路是
否参与了七氟醚预处理诱导的血管生成。用吡非尼酮处理后发

现，VEGF-A 和 CD34 的表达水平显著下调，表明 TGF-茁2/
Smad3信号通路通过调节 VEGF-A和 CD34的表达来介导七

氟醚对血管生成的调控作用。

综上所述，本研究表明，TGF-茁2/ Smad3信号通路参与调
节 I/R 损伤的病理过程，七氟醚预处理通过激活 TGF-茁2/
Smad3信号通路来减轻 I/R损伤大鼠的脑损伤。
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