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右美托咪定对老年大鼠麻醉手术后对海马 琢-突触核蛋白表达
和早期认知功能障碍的影响 *
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摘要 目的：探讨右美托咪定对老年大鼠麻醉手术后对海马 琢-突触核蛋白表达和早期认知功能障碍的影响。方法：24只 20-24个

月龄 SD大鼠机分为三组：对照组（不给予任何治疗，n=8），麻醉手术组（在异氟烷麻醉下进行剖腹手术，n=8），右美托咪定组（麻醉

前 30分钟，腹膜内注射 25 滋g/ kg右美托咪定，在异氟烷麻醉下进行剖腹手术，n=8）。通过 Y迷宫和爬杆测试分别评估干预措施

对认知功能和运动行为的影响。通过蛋白质免疫印迹检测干预措施对 琢-突触核蛋白，S100茁蛋白，caspase 3，Bax和 Bcl-2表达的

影响。通过 RT-qPCR检测干预措施对 TNF-琢和 IL-1茁 mRNA表达的影响。通过酶联免疫吸附测定干预措施对 ROS，MDA和

ATP表达水平的影响。通过免疫组织化学分析干预措施对 NDUFV2，MT-ND1，SDHA和 SDHC的表达水平的影响。结果：与对照

组相比，麻醉手术组试验次数和爬杆时间、琢-突触核蛋白、S100茁、caspase 3和 Bax蛋白表达水平、TNF-琢和 IL-1茁 mRNA表达水

平、ROS和MDA水平均显著增加，Bcl-2蛋白表达、ATP水平以及 NDUFV2、MT-ND1、SDHA和 SDHC的表达水平均显著降低

（P<0.05）；与麻醉手术组相比，右美托咪定组试验次数和爬杆时间、-突触核蛋白、S100茁、caspase 3和 Bax蛋白表达水平、TNF-琢
和 IL-1茁 mRNA表达水平、ROS和 MDA水平均显著降低，Bcl-2蛋白表达、ATP水平以及 NDUFV2、MT-ND1、SDHA和 SDHC

的表达水平均显著增加（P<0.05）。结论：右美托咪定通过降低海马的炎症反应和神经元凋亡，以及增加 琢-突触核蛋白和 S100茁的
水平，抑制线粒体功能障碍，保护老年大鼠麻醉术后早期认知功能障碍。
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The Effect of Dexmedetomidine on the Expression of Hippocampal

琢-synuclein and Early Cognitive Dysfunction after Anesthesia Surgery
in Aged Rats*

To investigate the mechanism of dexmedetomidine on the expression of 琢-synuclein in hippocampus and
early cognitive dysfunction after anesthesia surgery in aged rats. Twenty-four SD rats aged 20-24 months were divided into

three groups: control group (no treatment, n=8), anesthesia group (laparotomy under isoflurane anesthesia, n=8), dexmedetomidine group

(before anesthesia) In 30 minutes, 25滋g/kg dexmedetomidine was injected intraperitoneally, and laparotomy was performed under isoflu-
rane anesthesia, n=8). The Y maze and pole climbing tests were used to evaluate the effects of interventions on cognitive function and

motor behavior. Western blot was used to detect the effect of intervention measures on the expression of 琢-synuclein, S100茁 protein, cas-

pase 3, Bax and Bcl-2. The effect of intervention measures on the expression of TNF-琢 and IL-1茁 mRNA was detected by RT-qPCR.

The effect of intervention measures on the expression levels of ROS, MDA and ATP was determined by enzyme-linked immunosorbent

assay. The influence of intervention measures on the expression levels of NDUFV2, MT-ND1, SDHA and SDHC was analyzed by im-

munohistochemistry. Compared with the control group, the number of trials and pole climbing time, 琢-synuclein, S100茁, caspase
3 and Bax protein expression levels, TNF-琢 and IL-1茁 mRNA expression levels, ROS and MDA levels in the anesthesia surgery group

increased significantly, while Bcl-2 protein expression, ATP level and the expression levels of NDUFV2, MT-ND1, SDHA and SDHC

were significantly reduced (P<0.05); Compared with the anesthesia surgery group, the number of trials and pole climbing time, 琢-Synu-
clein, S100茁, caspase 3 and Bax protein expression levels, TNF-琢 and IL-1茁 mRNA expression levels, and ROS and MDA levels in the

dexmedetomidine group were significantly reduced, while the expression of Bcl-2 protein, ATP level and the expression levels of

NDUFV2, MT-ND1, SDHA and SDHC increased significantly (P<0.05). Dexmedetomidine inhibits mitochondrial dysfunc-
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tion by reducing hippocampal inflammation and neuronal apoptosis, as well as increasing the levels of 琢-synuclein and S100茁, and pro-
tects early cognitive dysfunction after anesthesia in aged rats.

Dexmedetomidine; Anesthesia; Hippocampus; 琢-synuclein; Cognitive dysfunction

前言

术后认知功能障碍的特征是认知功能逐渐恶化，自我护理

减少，住院增加和恢复延迟[1,2]。一些术后认知功能障碍病例甚

至发展成永久性认知障碍，例如阿尔茨海默氏病和痴呆症，并

最终丧失了独立的生活技能[3]。据报道，外科手术，尤其是大手

术，在老年人群中引起术后认知功能障碍[4]。在老龄大鼠中，异

呋喃麻醉会引起短暂和短暂的认知缺陷[5]。手术创伤加麻醉，尤

其是大手术，会导致更严重的术后认知功能障碍[6]。右美托咪定

是一种选择性的琢2肾上腺受体激动剂，具有麻醉，镇痛和脑保
护作用[7,8]。其可改善异氟烷引起的新生大鼠神经元凋亡，并增

加了抗凋亡蛋白的表达，同时降低了脑出血大鼠的促凋亡蛋白

的表达[9,10]。线粒体功能障碍在术后认知功能障碍的发病机理

中起着核心作用，而线粒体异常可能导致进行性神经退行性疾

病[11]。此外，许多因素参与了线粒体功能障碍的机制，最终导致

线粒体神经退行性疾病[12]。在许多认知功能障碍患者中，几种

线粒体氧化磷酸化（OXPHOS）系统复合物的活性和数量均下

降，并且该患者的某些亚基也与认知功能障碍相关[13]。临床研

究表明，琢-突触核蛋白和 S100茁水平升高可能与术后认知功
能障碍有关[14]。本研究旨在探究右美托咪定对老年大鼠麻醉手

术后海马琢-突触核蛋白表达和早期认知功能障碍的影响机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验大鼠 24只 SD大鼠（20-24 个月龄）在 20-22℃，

12 h的明 /暗光照周期中饲养，可随意获得食物和水。在适应

环境 7天后，进行实验。

1.1.2 实验分组 将大鼠随机分为三组：对照组（不给予任何

治疗，n=8），麻醉手术组（在异氟烷麻醉下进行剖腹手术，n=8），

右美托咪定组（麻醉前 30分钟，腹膜内注射 25 滋g/ kg右美托
咪定，在异氟烷麻醉下进行剖腹手术，n=8）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠手术加麻醉 所有大鼠实施异氟烷麻醉后，将一根

16号针头插入靠近大鼠鼻子的视锥中，以监测异氟烷的浓度。

从剑突到皮肤，腹肌和腹膜上的耻骨联合近端 0.5 cm进行纵

向中线切口。用 5-0 Vicryl线将切口逐层缝合。每只大鼠的手术

持续约 10分钟。手术加异氟醚麻醉后，将大鼠放回麻醉室，接

受其余麻醉，由 100%氧气中的 1.4%异氟烷组成，长达 2小时。

控制麻醉室的温度，以在麻醉期间将大鼠的直肠温度维持在

37± 0.5℃。从麻醉中恢复后，将大鼠放回笼子。

对照组的大鼠置于一个类似的透明丙烯酸室中，充入

100%的氧气 2小时。

1.2.2 认知功能测试 不同干预措施后，通过 Y-迷宫评估海

马依赖性的地方学习和记忆能力。Y型迷宫由三个臂和一个连

接组成。每个手臂放在细铜杆的底部，细铜杆与刺激力相通。每

个臂的末端都装有信号灯。指示灯亮起时会指示安全区域。安

全区域可以随机更改。当一只手臂处于安全区域时，另外两只

手臂需要充电。可以训练大鼠主动做出反应并逃逸到安全区

域。如果大鼠在遭受电击时直接逃脱到安全区域，则被认为是

正确的反应。反之亦然，这是错误响应。在实验开始之前，将所

有大鼠适应迷宫环境 3到 5分钟。顺时针旋转安全区域和电击

位置。安全区域中的信号灯点亮五秒钟后，请对非安全区域进

行充电。当老鼠跑到安全处时，结束一次训练。重复训练，直到

在 10个连续试验中获得 9个正确答案的结果。记录试验总数。

试验次数越少，意味着学习和记忆能力越强。

1.2.3 行为测试 使用爬杆测试分析运动行为。将杆放置在水

平位置（45度角），并将大鼠放置在末端。将杆逐渐升至垂直位

置（成 90° 角）。大鼠是否爬到顶部之后，将其从电线杆上移开，

划痕并放回桶中，直到进行下一次试验，统计大鼠爬杆时间。

1.2.4 蛋白质印迹分析 在测试后将大鼠处死。将每组中的一

部分大鼠麻醉并断头。快速取出海马组织，并立即在液氮中冷

却，并在 -80℃下储存，直到测量 RNA和蛋白质为止。用 RIPA

裂解缓冲液提取海马组织总蛋白，使用 Bradford方法定量，并

通过 SDS-PAGE分离（12.5%）。转移至聚偏二氟乙烯膜后，在

室温或 37℃下，将膜用 1-3%BSA或 5%脂肪封闭 1-2小时。将

膜与一抗（1：100~1：3000）在 4℃下孵育过夜。将膜与 HRP偶

联的二抗在室温下孵育 1-2小时。使用 ECL观察结合的蛋白

质，并使用 BioImaging Systems分析。

1.2.5 实时 PCR分析 提取大鼠海马组织总 RNA，将一微克

总 RNA用于 cDNA合成。合成的 cDNA通过 ABI-Prism 7500

序列检测系统中后续扩增的模板。在 94℃初始变性 10分钟后

进行定量 PCR，进行 35个扩增循环（94℃持续 30 s和 58℃持

续 30 s）。所有样品均一式三份进行分析，包括阴性对照和标准

品。根据与样品同时扩增并校正了 茁-肌动蛋白 mRNA水平的

系列稀释标准曲线计算出 mRNA的丰度。

1.2.6 酶联免疫吸附测定 将大鼠海马组织匀浆液在 4℃下

以 1,000× g离心 10分钟，将上清液移至试管中，以进行下一

步测定。根据制造商的协议，分别用山羊抗大鼠 ROS，MDA和

ATPELISA试剂盒评估组织匀浆中的ROS，MDA和ATP水平。

1.2.7 免疫组织化学分析 用 20%氨基甲酸乙酯麻醉大鼠

（1.5 g / kg），并先后向左心室灌注 0.9%的生理盐水，再灌注 4%

的多聚甲醛。小心取出大脑，并在 4%多聚甲醛中固定过夜。将

组织包埋在石蜡中。根据两步 IHC方法的说明，收集连续切片

（从前 reg -2.12 mm到前 滋-3.80 mm的 5 滋m）并进行免疫组织
化学染色。一抗包括兔抗大鼠烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（Nicoti-

namide adenine dinucleotide，NADH）脱氢酶泛醌黄素蛋白 2

（dehydrogenase ubiquinoneflavin 2，NDUFV2），线粒体编码的

NADH脱氢酶 1（mitochondrial-encoded NADH dehydrogenase
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1，MT-ND1），琥珀酸脱氢酶复合物亚基 A（succinate dehydro-

genase complex subunit A，SDHA）和 SDHC，稀释比例分别为

1：300。在所有方案中，空白处理均用于实验样品，不同之处在

于将一抗替换为 PBS。每个载玻片以 200倍的放大倍数进行检

查。通过Motic Med 6.0数字医学图像分析系统计算完整图像

中目标蛋白的密度。

1.3 统计分析

所有数据均表示为平均值± 标准偏差（SD）。使用

Wilcoxon-Mann-Whitney检验和 Bonferroni校正以成对的方式

对两组之间进行比较。使用 Spearman的相关检验分析了变量

之间的相关性。所有数据均使用统计软件 SPSS进行分析，P<0.
05被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 三组大鼠认知功能和运动行为比较

与对照组相比，麻醉手术组试验次数和爬杆时间增加

（P<0.05）。与麻醉手术组相比，右美托咪定组试验次数和爬杆
时间降低（P<0.05）。（表 1）。

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the anesthesia group, #P＜0.05.

表 1 认知功能和运动行为评估

Table 1 Assessment of Cognitive Function and Motor Behavior

2.2 三组 琢-突触核蛋白和 S100茁蛋白表达比较
与对照组相比，麻醉手术组 琢-突触核蛋白和 S100茁蛋白

表达水平增加（P<0.05）。与麻醉手术组相比，右美托咪定组琢-
突触核蛋白和 S100茁蛋白表达水平降低（P<0.05）。（表 2）。

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the anesthesia group, #P＜0.05.

表 2 琢-突触核蛋白和 S100茁表达水平
Table 2 琢- Levels of synaptic nuclear protein and S100茁 expression

Groups Test number (TN) Climbing time（s）

Control group 25.35± 3.18 5.21± 0.13

Anesthesia group 77.96± 5.12* 14.16± 1.27*

Dexmedetomidine group 37.74± 3.20# 8.47± 0.61#

F 13.064 15.146

P <0.001 <0.001

2.3 三组炎症反应水平比较

与对照组相比，麻醉手术组 TNF-琢和 IL-1茁 mRNA表达

水平增加（P<0.05）。与麻醉手术组相比，右美托咪定组 TNF-琢
和 IL-1茁 mRNA表达水平降低（P<0.05）。（表 3）。

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the anesthesia group, #P＜0.05.

表 3 TNF-琢和 IL-1茁 mRNA表达水平

Table 3 TNF-琢 and IL-1茁 mRNA expression levels

Groups 琢-synaptic ribonucleoprotein S100茁

Control group 1.34± 0.12 1.21± 0.10

Anesthesia group 3.48± 0.12* 4.61± 0.23*

Dexmedetomidine group 1.87± 0.14# 2.06± 0.24#

F 13.604 15.418

P <0.001 <0.001

2.4 三组细胞凋亡水平比较

与对照组相比，麻醉手术组 caspase 3和 Bax蛋白表达水

平增加，Bcl-2蛋白表达水平降低（P<0.05）。与麻醉手术组相

比，右美托咪定组 caspase 3和 Bax蛋白表达水平降低，Bcl-2

蛋白表达水平增加（P<0.05）。（表 4）。

Groups TNF-琢 IL-1茁

Control group 1.33± 0.14 1.58± 0.23

Anesthesia group 5.76± 0.41* 6.13± 0.49*

Dexmedetomidine group 2.39± 0.15# 2.46± 0.28#

F 12.562 15.051

P <0.001 <0.001
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Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the anesthesia group, #P＜0.05.

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the anesthesia group, #P＜0.05.

2.5 三组 ROS、MDA和 ATP水平比较

与对照组相比，麻醉手术组 ROS和 MDA表达水平增加，

ATP表达水平降低（P<0.05）。与麻醉手术组相比，右美托咪定

组 ROS和MDA表达水平降低，ATP表达水平增加（P<0.05）。
（表 5）。

表 4 caspase 3，Bax和 Bcl-2蛋白表达水平

Table 4 Caspase 3, Bax and Bcl-2 protein expression levels

Groups ROS（pg/mL） MDA（nmol/L） ATP（ng/mL）

Control group 43.86± 3.53 4.23± 0.23 57.44± 3.69

Anesthesia group 88.65± 5.41* 11.84± 1.12* 41.28± 2.43*

Dexmedetomidine group 56.34± 4.21# 6.34± 0.51# 54.36± 2.87#

F 16.324 16.324 13.146

P <0.001 <0.001 <0.001

表 5 ROS、MDA和 ATP水平

Table 5 ROS, MDA and ATP levels

Groups caspase 3 Bax Bcl-2

Control group 1.71± 0.24 0.79± 0.11 3.16± 0.12

Anesthesia group 4.87± 0.21* 3.78± 0.12* 0.64± 0.11*

Dexmedetomidine group 2.03± 0.34# 1.28± 0.13# 2.68± 0.16#

F 16.224 15.134 13.064

P <0.001 <0.001 <0.001

2.6 三组NDUFV2、MT-ND1、SDHA和 SDHC的表达水平比较

与对照组相比，麻醉手术组 NDUFV2，MT-ND1，SDHA和

SDHC的表达水平降低（P<0.05）。与麻醉手术组相比，右美托

咪定组 NDUFV2，MT-ND1，SDHA和 SDHC的表达水平增加

（P<0.05）。（表 6）。

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the anesthesia group, #P＜0.05.

表 6 NDUFV2、MT-ND1、SDHA和 SDHC的表达水平

Table 6 NDUFV2, MT-ND1, SDHA and SDHC expression levels

Groups NDUFV2 MT-ND1 SDHA SDHC

Control group 8.32± 0.48 6.93± 0.47 7.21± 0.58 7.90± 0.55

Anesthesia group 2.11± 0.34* 1.37± 0.32* 2.05± 0.13* 2.05± 0.13*

Dexmedetomidine group 7.18± 0.49 5.84± 0.27# 6.58± 0.45# 7.13± 0.42#

F 13.264 15.134 11.322 12.329

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

3 讨论

据报道，吸入异氟烷会损害衰老大鼠的记忆力，海马前炎

症细胞因子的增加可能是导致术后认知功能下降的重要危险

因素[15,16]。促炎症因子，特别是 IL-1茁是 p38MAPK信号激活因

子。p38MAPK是MAPKs家族的重要成员，参与细胞增殖，凋

亡和分化，并在凋亡过程中起重要作用[17]。

在本研究中，手术的大鼠海马神经元中 IL-1茁和 TNF-琢的
表达增加可能是 caspase-3和 Bax反映神经元凋亡的基础，而

右美托咪定改善了老年大鼠的术后认知功能障碍，并降低了

IL-1茁，TNF-琢，caspase-3和 Bax的表达，增加了 Bcl-2的表达，

因此右美托咪定在认知功能中的保护作用可能是调控炎症反

应和神经元凋亡减少的结果，与相关研究结果一致[18,19]。另外，

本研究中，老年大鼠暴露于麻醉性异氟烷中会诱导神经元凋

亡，这与 Bax和 caspase 3表达增加有关，这意味着麻醉剂本身

可能对学习和记忆功能产生有害影响。这与之前在体外和体内

的发现一致，即异氟烷具有细胞毒性[20,21]。在诸如认知功能障碍

的神经退行性疾病中已经发现 OXPHOS系统的异常，该系统

的一些亚基也与认知功能障碍相关[22]。NDUFV2和 SDHA的缺

失分别是认知功能障碍中复合物Ⅰ和Ⅱ缺乏的原因 [23]。
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MT-ND1表达在认知功能障碍中具有致病性，并介导麻醉手术

诱导的大鼠模型中的多巴胺能细胞死亡[24]。麻醉手术改变了 4

个亚基的水平，表明这些亚基可能是线粒体中麻醉手术的分子

靶标[25]。用右美托咪定治疗后，这些亚基的水平恢复到接近正

常水平。这些结果表明，右美托咪定可以通过调节这些亚基的

表达来维持 OXPHOS系统的功能。

来自养分的电子通过 OXPHOS系统复合物并在线粒体内

膜上产生电化学梯度，该梯度用于不同的目的，例如 ATP和

ROS的产生 [26]。神经元完全依赖于 OXPHOS系统的 ATP，当

OXPHOS受到限制时，神经元无法针对 ATP进行糖酵解[27]。这

次本研究数据表明：右美托咪定可以在一定程度上增加 ATP

的水平，结合上述研究可知：其可显著增强 MT-ND1的表达以

催化将超氧化物转变为双原子氧和过氧化氢的反应，并可能降

低大鼠中脑神经元中 ROS和MDA的水平[28]。另外，右美托咪

定可以抑制 MDA的表达，从而减弱麻醉手术向 MPP +的转

化，年龄相关的升高在认知功能障碍中起一定作用，这些结果

表明右美托咪定可以减轻认知功能障碍大鼠 OXPHOS系统亚

基的损伤并改善随后的病理过程。

据报道，琢-突触核蛋白和 S100茁水平变化可能与人类术
后认知功能障碍有关[29,30]。我们发现，手术加麻醉会增加大鼠皮

层中 T-琢-突触核蛋白和 S100茁的水平，并引起大鼠注意力丧
失。这些数据表明，在大鼠中进行手术和麻醉可能会诱发与认

知功能障碍有关的行为和生化 /细胞变化。未来的实验应尝试

进一步检验以下假设：琢-突触核蛋白和 S100茁水平的改变可
能至少部分是术后认知功能障碍的潜在机制。我们的研究有一

些局限性 --仅评估了手术加麻醉对大鼠海马中 琢-突触核蛋白
和 S100茁水平的影响。手术加麻醉对大脑不同区域的 琢-突触
核蛋白和 S100茁水平也可能有不同的影响。未来的研究应利用
我们已建立的系统，探讨手术加麻醉以及其他围手术期因素对

大脑其他区域的 琢-突触核蛋白和 S100茁水平的潜在影响。
综上所述，本研究证明了右美托咪定在老年大鼠术后认知

功能障碍中的神经保护作用。这种保护作用可能是由于海马的

炎症反应和神经元凋亡减少，以及 琢-突触核蛋白和 S100茁的
水平增加，线粒体功能障碍抑制所致。这项研究为临床预防老

年人术后认知功能障碍提供了一个很好的选择。
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