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不同剂量异氟醚对中年小鼠认知功能及海马MBP

和 pNF-H表达的影响 *
刘军昌 周翠红 薛 芬 王化宁 乔昱婷△

（空军军医大学第一附属医院心身科陕西西安 710032）

摘要目的：探讨异氟醚对中年小鼠认知功能及海马髓磷脂碱性蛋白 (MBP, myelin basic protein)和磷酸化神经丝重亚单位(pNF-H,

phosphorylated neurofilament heavy chain)表达的影响。方法：给予中年小鼠不同浓度的异氟醚处理，实验分为对照组和异氟醚处理

组(0.5ISO，1.0ISO，1.5ISO)，其中异氟醚组小鼠细胞分别给予 0.5 MAC，1.0 MAC和 1.5 MAC三个浓度的异氟醚处理 4小时，对照

组给予 O2处理 4小时，随后通过水迷宫测试检测其学习记忆能力变化，通过免疫荧光检测海马形态结构及髓鞘相关蛋白 MBP

和 pNF-H表达变化。结果：与对照组相比，(1) 类临床浓度的异氟醚处理不影响中年小鼠的自发运动能力（总运动距离：sham:

7275.17 ± 1732.58; 0.5ISO: 8057.58 ± 1732.58; 1.0ISO: 7540.98 ± 1401.61; 1.5ISO: 8243.79 ± 1257.65;运动速度：sham: 116.75 ±

22.35; 0.5ISO: 135.45 ± 32.84; 1.0ISO: 130.16 ± 21.38; 1.5ISO: 142.31 ± 20.58），但 1.0 MAC和 1.5 MAC的异氟醚处理明显降低

了中年小鼠在水迷宫目标象限的活动时间百分比(sham: 58.62 ± 13.70; 0.5ISO: 48.92 ± 7.22; 1.0ISO: 31.23 ± 13.16; 1.5ISO: 30.29

± 15.76）（P < 0.05），且高浓度异氟醚作用强于低浓度异氟醚；(2) 1.0 MAC和 1.5 MAC的异氟醚处理明显下调了海马的MBP和

pNF-H表达 (MBP: sham: 60.48 ± 8.20; 0.5ISO: 56.69 ± 7.86; 1.0ISO: 40.15 ± 4.50; 1.5ISO: 31.66 ± 5.46; pNF-H: sham: 62.23 ±

9.45; 0.5ISO: 55.47 ± 6.98; 1.0ISO: 40.16 ± 6.97; 1.5ISO: 30.94 ± 5.89) (P < 0.05)，造成了小鼠海马髓鞘结构损伤，且高浓度损伤强
于低浓度。结论：异氟醚可能通过下调中年小鼠海马MBP和 pNF-H表达，破坏海马髓鞘完整性而损伤小鼠的学习认知能力。
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Effect of Isoflurane on the Cognitive Function and Expression of
Myelin basic Protein (MBP) and Phosphorylated Neurofilament Heavy

Polypeptide (pNF-H) in the Hippocampus of Middle-aged Mice*

To investigate the effect of isoflurane (ISO) on the cognitive function and the expression of myelin basic

protein (MBP)and phosphorylated neurofilament heavy polypeptide (pNF-H) in the hippocampus of Middle-aged mice.

Twenty-four 8-month-old mice were divided into control and isoflurane groups (0.5ISO, 1.0ISO and 1.5 ISO): control group was treated

with O2 for 4 hours and isoflurane treatment groups (0.5ISO, 1.0ISO and 1.5ISO) were treated with 0.5 MAC, 1.0 MAC and 1.5 MAC of

isoflurane for 4 hours respectively (n = 6 for each group). After 24 hours of isoflurane treatment, cognitive function was determined by

Morris Water Maze (MWM) test, and then mice were perfused and the expression of MBP and pNF-H in the hippocampus were detected

by immumofluorescence method. Compared with the control (sham: 0.53 ± 0.14), (1) 1.0MAC (0.31 ± 0.13) and 1.5 MAC

(0.30 ± 0.16) isoflurane treatment significantly decreased the time spent in target quadrant with the platform of hippocampus of

Middle-aged mice (P<0.05); (2) 1.0MAC and 1.5 MAC isoflurane treatment significantly decreased the expression of MBP ( sham: 60.48

± 8.20; 0.5ISO: 56.69 ± 7.86; 1.0ISO: 40.15 ± 4.50; 1.5ISO: 31.66 ± 5.46) and pNF-H (sham: 62.23 ± 9.45; 0.5ISO: 55.47 ± 6.98;

1.0ISO: 40.16 ± 6.97; 1.5ISO: 30.94 ± 5.89) in hippocampus of Middle-aged mice (P<0.05). Isoflurane exposure disturbed

the expression of MBP and pNF-H in the hippocampus and induced memory impairment in middle-aged mice
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前言

异氟醚（isoflurane, ISO）是临床常用的一种吸入型麻醉剂，

通过作用于中枢神经系统导致意识模糊或丧失以达到麻醉效

果[1]。近年来，对使用异氟醚麻醉导致的不良副反应受到了医生

和患者的高度关注[2]。研究表明异氟醚影响婴幼儿中枢神经发

育，损伤新生大鼠的海马神经干细胞的活性及功能，促使神经

元凋亡而影响系统神经发育，最终导致婴幼儿或幼龄动物发育

期后认知功能障碍[3-6]，同样异氟醚也会影响成年大鼠的中枢神

经系统，破坏其海马结构，导致其空间记忆能力下降[7，8]。但是异

氟醚影响成年个体的学习记忆功能的机制目前尚无定论。

海马体是一个涉及大脑高级功能重要的结构，海马结构完

整性与学习认知空间记忆能力密切相关 [9]。髓磷脂碱性蛋白

(MBP, myelin basic protein)是脊椎动物中枢神经系统少突细胞

和周围神经系统雪旺细胞合成的一种强碱性膜蛋白，是少突胶

质细胞发育成熟形成髓鞘的的重要标志，是维持髓鞘结构和功

能完整性的重要蛋白，他们都与学习认知功能密切相关。磷酸

化神经丝重亚单位 (pNF-H, phosphorylated neurofilament heavy

chain)是轴突的主要结构蛋白，是轴突髓鞘化形成成熟髓鞘结

构的另一个重要标志物，与海马结构功能完整性密切相关[10]。

研究表明，在阿尔兹海默症和多发性硬化等多种神经系统疾病

中所表现的认知功能缺陷都与海马体髓鞘损伤有关[11]。但是异

氟醚是否会对成年个体海马髓鞘造成损伤并不清楚。因此，本

实验以中年小鼠为对象，以MBP和 pNF-H作为髓鞘结构完整

性的检测指标，研究了异氟醚对其学习记忆能力和海马髓鞘结

构的影响。

1 材料与方法

1.1 实验小鼠及分组

24只 4月龄的雄性 C57BL /6小鼠，购自空军军医大学实

验动物中心），随机分为 4 组，每组 6 只：对照组（sham），0.5

ISO (n = 6)，1.0 ISO (n=6)和 1.5ISO组。所用动物饲养在标准

实验条件下(自由取食、水，12 h明与 12 h暗的光照周期)。小

鼠养至 8月龄时开始实验。实验由空军军医大学动物研究伦

理委员会批准。

1.2 实验仪器

Morris水迷宫检测系统，荧光显微镜（Leica），冰冻切片机

（Leica），激光共聚焦显微镜（Olympus）。

1.3 实验试剂

异氟烷（扬子江药业集团有限公司），蛋白提取试剂盒（Key

GEN BioTECH，KGP2100），Anti-MBP antibody（abcam，ab7260,

Anti-pNF-H antibody（ab7795; Abcam）, Donkey anti-Rabbit IgG

(H+L) Alexa Fluor誖 488 conjugate（Invitrogen，A-21206），Goat

anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor誖 555 conjugate（Invitrogen，

A32727）。

1.4 麻醉方法

将 24只小鼠随机分为四组，每组 6只。对照组小鼠吸入

100%氧气，0.5 ISO组小鼠吸入 0.7%异氟醚（0.5MAC [minimum

alveol concentration]）4 h，1.0 ISO组小鼠吸入 1.4 %异氟醚（1.0

MAC）4 h，1.5 ISO组小鼠吸入 2.1 %异氟醚（1.5 MAC）4 h。麻

醉过程中维持氧流量 2 L /min，新鲜气流进入麻醉箱之前先湿

化，麻醉过程中持续监测异氟醚浓度和 CO2浓度。将麻醉箱置

于电热毯上面，以维持小鼠温,电热毯温度设为 38℃。麻醉结

束后，让小鼠吸入空气，待小鼠清醒能自由移动后放回笼中饲

养。小鼠苏醒 48 h后再进行水迷宫训练。

1.5 水迷宫测试

小鼠Morris水迷宫检测系统由一个不锈钢喷塑圆柱形水

池和图像采集分析系统两部分组成。水池直径为 122 cm，高

51 cm。平台直径 10 cm。按东南西北四个方向将水池平均划分

为 4个象限（NE、SE、SW、NW），象限池壁圆弧中点为可选的动

物入水点，平台可置于任意一个象限的中央。图像采集分析系

统记录动物游泳轨迹数据，用于指标的提取及分析[12]。

学习记忆行为测试：实验第一天水池中不放置平台，让小

鼠自由游泳 2 min以适应环境(水温稳定在 25 ± 0. 5℃，水深

40 cm)。第二天实验时 SE象限水面下 1. 5 cm处固定平台，选

择一个入水点将动物面向池壁放入水中，由录像记录系统记录

小鼠找到平台的时（逃避潜伏期）和游泳路径，小鼠找到平台后

将其拿上平台，在平台上休息 15 s再进行下一次试验，若 60 s

内未能找到平台则潜伏期记为 60 s。每天训练 4次，每次训练

时间间隔为 15 min，每次入水点顺序以半随机的方法安排，（同

一次测试中所有动物的入水点相同，且在实验期间实验物品和

人员位置固定不变），以小鼠 4次训练潜伏期的平均值作为小

鼠当日的学习成绩。如上连续训练 3天。训练结束 24后（实

验第 5天）给予上述麻醉处理。第六天拆除平台进行测试，选择

NW象限作为入水象限，通过动物在 60 s内穿过原平台位置

的次数、原平台象限游程比率及时间比率(即动物在原平台象

限的游程及时间占总游程及总时间的比率)来评价动物的空间

记忆能力。

1.6 免疫荧光染色

水迷宫测试结束后将动物麻醉，采用 4%的多聚甲醛进行

灌注，取出大脑经过 20%蔗糖脱水 3天，30%蔗糖继续脱水 3

天后进行冰冻切片（12 滋m），之后进行免疫银光染色。切片经
PBS润洗 10 min，12%山羊血清封闭 20 min，然后在室温孵育

一抗 Anti-MBP (1:500)和 Anti-pNF-H antibody (1:500)16 h，PBS

洗 3 次，然后室温避光孵育二抗 Donkey anti-Rabbit IgG (1:

1000, Invitrogen），Donkey anti-mouse IgG (1:1000) 2 h，PBS洗

后封片，激光共聚焦显微镜检测拍照。

1.7 统计分析

数据经 SPSS19.0进行统计分析表示。各组之间比较用单

因素方差分析，两两数据比较前进行方差齐性检验，满足方差

齐性则采用 LSD-t检验，方差不齐则采用 Dunnett T检验。设

P < 0.05时有统计学意义。

2 结果

2.1 异氟醚损伤中年小鼠的空间记忆能力

实验首先对小鼠进行 3天的水迷宫训练，之后给予不同浓

度的异氟醚处理，然后再回到水迷宫进行空间记忆能力测试，

结果如图 1所示。图 1A和 B显示，四组小鼠在水迷宫中运动

的速度和运动总距离并无明显差异（F(3,20) = 1.327，p = 0.286；
F(3,20) = 0.398，p = 0.756），表明异氟醚处理对中年小鼠的运动
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图 1不同浓度异氟醚对中年小鼠学习认知的影响（水迷宫测试）。A.小鼠在水迷宫中运动的总距离；

B.小鼠在水迷宫中运动速度；C.小鼠在目标象限的运动时间。

注：与 sham组比 *P < 0.05，**P < 0.01。
Fig.1 Effect of isoflurane on the cognitive function of Middle-aged mice. A Total distance traveled in MWM test;

B. Average speed in MWM test; C. Percentage of time spent in Time spent in target quadrant with the platform.

Note: Compared with sham *P < 0.05, **P < 0.05.

图 2不同浓度异氟醚对中年小鼠海马形态及MBP和 pNF-H表达的影响（× 200，标尺 200 滋m）。A.海马形态及MBP(红色)，pNF-H（绿色）表达；

B.海马MBP阳性面积统计；C.海马 pNF-H阳性面积统计。

Fig.2 Effect of isoflurane on the expression of MBP (red) and pNF-H (green) in the hippocampus of Middle-aged mice (× 200, Bar: 200 滋m).
A. Photomicrographs of hippocampus; B. Percentage of MBP+ area in hippocampus; C. Percentage of pNF-H+ area in hippocampus.

注：与 sham组比 *P < 0.05，**P < 0.01。
Note: Compared with sham *P < 0.05, **P < 0.01.

能力并无影响。图 1C显示，四组小鼠进入目标象限活动的时间

明显不同（F (3,20) = 1.327，p = 0.286），与对照组小鼠相比，
1.0ISO和 1.5ISO吸醚组小鼠在目标象限活动的时间明显减少

（P < 0.05），与对照组相比，0.5ISO组小鼠在目标象限的活动时
间有所下降，但无明显差异（P = 0.488），表明一定浓度的异氟
醚处理对中年小鼠的空间记忆能力有明显损伤作用。

2.2 异氟醚处理影响中年小鼠海马的MBP和 pNF-H表达

MBP是脊椎动物中枢神经系统少突细胞和周围神经系统

雪旺细胞合成的一种强碱性膜蛋白，pNF-H是大脑中磷酸化水

平最高的蛋白之一，他们都是维持髓鞘结构和功能完整性的重

要蛋白，与学习认知功能密切相关[10]。本实验使用免疫荧光的

方法检测了异氟醚处理后小鼠海马的 MBP和 pNF-H的表达

情况，结果如图 2所示。MBP和 pNF-H在四组小鼠海马的表达

水平有明显差异（P < 0.05）。光密度统计分析显示，与对照组相
比，1.0ISO 和 1.5ISO组的 MBP和 pNF-H阳性面积比例明显

减少，差异有统计意义，0.5ISO组的MBP和 pNF-H阳性面积

比例也比对照组少（P < 0.05），但无统计差异。结果表明一定浓
度的异氟醚会降低中年小鼠海马的髓鞘蛋白 MBP和 pNF-H

的表达，损伤海马髓鞘结构。
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3 讨论

异氟醚可以快速达到临床麻醉所需的遗忘、镇痛、催眠等

诸多效果，是临床常用的吸入型麻醉剂。但是，异氟醚可能引起

神经毒性，进而导致认知功能障碍或学习 /记忆障碍，以手术

后认知能力下降为特征的术后认知功能障碍是使用异氟醚麻

醉后产生的最常见的并发症之一。研究表明类似临床麻醉剂量

的异氟醚(1.0 MAC-1.5 MAC)处理 2小时就会明显降低大脑的

乙酰胆碱水平，导致大鼠的学习记忆损伤[13]。此外，还有研究显

示 1.0 MAC异氟醚处理 4小时会激活 caspase-3和 ERK1/2信

号通路促使小鼠神经元凋亡，抑制 NMDA受体表达，导致小鼠

的空间学习记忆能力受损[14]。本研究给予中年小鼠 0.5 MAC，

1.0 MAC和 1.5 MAC三个浓度的异氟醚处理 4小时，结果显

示 0.5 MAC的异氟醚对小鼠的学习记忆能力没有明显影响，

1.0 MAC的异氟醚造成明显抑的学习记忆损伤，异氟醚浓度增

至 1.5 MAC时，小鼠的学习记忆障碍更明显，进一步证实了临

床使用剂量范围类的异氟醚可以导致中年小鼠的学习记忆功

能损伤。

关于异氟醚造成的学习记忆损伤机制目前尚无定论，其候

选机制包括异氟醚造成的细胞毒性凋亡，神经信号传导环路改

变等等[15]。先前的研究已经异氟醚导致的学习认知损伤与其对

海马神经元和星型胶质细胞的作用密切相关[16,17]。髓鞘是包裹

在神经细胞轴突外面的一层膜，能够促进神经递质的传递，对

中枢神经系统的轴突发育和功能维持至关重要[18]。近年来，越

来越多的证据表明，髓鞘形成对神经信号通路至关重要，并将

最终影响到认知功能（注意、学习和记忆等），与许多神经性疾

病的学习认知障碍密切相关 [19]。髓鞘碱性蛋白(MBP，myelin

basic protein)是中枢神经系统少突胶质细胞雪旺细胞合成的一

种强碱性膜蛋白，是维持中枢神经系统髓鞘结构和功能的稳定

性的重要组分[20]。已有证据表明，少突胶质细胞和髓鞘功能异

常是造成精神分裂症患者认知损害的使动因素，一些抗精神病

药物的作用机制与少突胶质和髓鞘的存活与功能调节关系密

切[21]。影像学研究显示，精神分裂症患者前额叶，颞叶以及海马

的白质完整性以及连接这些区域的神经束受到损害，髓鞘和少

突胶质细胞有病理改变，髓鞘致密性减低、中枢神经系统内少

突胶质细胞密度及数量减少，相关分析表明这些脑区的结构异

常和精神分类症患者的临床症状和认知缺陷相关[22，23]。也有研

究显示髓鞘损伤也是导致抑郁症患者的学习记忆缺陷的因素

之一。抑郁症患者前额叶、杏仁核和海马在神经元密度下降的

同时，少突胶质细胞数目也显著降低，颞叶少突胶质细胞发育

和髓鞘形成的相关基因表达均显著下降，成熟少突胶质细胞的

功能蛋白髓磷脂碱性蛋白（MBP）含量在背外侧前额叶深部显

著降低[24]。基础研究也表明毒性物质在仅损害胶质细胞而不影

响前额叶神经元时仍可诱导实验大鼠表现明显抑郁样行为和

学习记忆缺陷[25]。目前很多精神药理基础和临床研究表明抗精

神病药物与髓鞘和少突胶质细胞的存活与功能调节关系密切。

5-HT再摄取抑制剂（SSRI）类抗抑郁剂氟西汀可显著促进大鼠

海马和前额叶神经元及胶质细胞再生。氟西汀可促慢性应激小

鼠海马神经元和胶质再生，改善其学习记忆功能[26]。此外还有

研究显示，阿尔茨海默症模型小鼠海马齿状回的少突胶质细胞

退化增加，髓鞘蛋白MBP表达减少，而长期给予褪黑素治疗可

以有效缓解模型小鼠的认知障碍，显著改善其海马结构损伤，

恢复MBP表达，表明海马区髓鞘功能紊乱与神经系统疾病的

认知障碍密切相关[27-29]。术后认知障碍（Post-operative cognitive

impairment, POCD）是临床常见的由麻醉剂应引起的术后并发

症，而 MBP是 POCD时脑损伤的标物之一，同时基础研究也

显示异氟醚会促使新生小鼠少突胶质细胞凋亡，损伤其中枢神

经系统髓鞘结构[30]。磷酸化神经丝重亚单位(pNF-H, phospho-

rylated neurofilament heavy chain)是轴突的主要结构蛋白，是轴

突髓鞘化形成成熟髓鞘结构的另一个重要标志物，与海马结构

功能完整性密切相关[31]。此外血清中的 pNF-H水平高低也是临

床中判断中枢神经系统疾病患者脑损伤程度的生物标志物之

一[32]。本研究给予中年小鼠不同浓度的异氟醚处理后，发现 1.0

MAC和 1.5 MAC(类似临床麻醉剂量)的异氟醚处理 4小时明

显降低了海马中与髓鞘结构和功能密切相关的MBP和 pNF-H

蛋白表达量，表明异氟醚对中年小鼠学习记忆功能的损伤可能

与海马中MBP和 pNF-H表达减少有关。

综上所述，本研究给予 8 月龄的中年小鼠 0.5MAC，

1.0MAC，1.5MAC三个浓度的异氟醚处理 4小时后，通过水迷

宫实验检测小鼠的学习记忆功能的改变情况，通过免疫荧光染

色检测了小鼠海马的MBP和 pNF-H表达变化。水迷宫结果显

示 1.0MAC，1.5MAC的异氟醚处理明显降低了小鼠在目标象

限的活动时间，小鼠的学习记忆功能受损。同时免疫荧光结果

显示 1.0MAC和 1.5MAC 异氟醚处理组的小鼠海马 MBP 和

pNF-H表达明显减少，海马髓鞘结构受损。以上结果表明类似

临床麻醉剂量的异氟醚可能通过降低中年小鼠海马的MBP和

pNF-H表达，破坏海马髓鞘结构和功能进而导致小鼠学习记忆

功能损伤。这可能是临床上使用麻醉剂导致术后认知功能障碍

发生的原因之一。但异氟醚损伤髓鞘的详细作用机制还有待进

一步探索。
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