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摘要 目的：探讨与研究七氟醚对血管性痴呆（Vascular dementia，VaD）大鼠海马区细胞凋亡及 B淋巴细胞瘤 -2 (B-cell lym-

phoma-2，Bcl-2)蛋白表达的影响及相关机制。方法：60只老年雄性 SD大鼠随机平分为两组 -七氟醚与对照组，两组大鼠都采用双

侧颈动脉缺血再灌注法制作 VaD模型，七氟醚组与对照组在建模前分别吸入 0.11 %七氟醚与空气各 45 min，分别于建模后 7 d、

14 d与 21 d进行Morris水迷宫实验检测大鼠的逃避潜伏期；建模后 21 d，采用 TUNEL法测定各组大鼠海马组织细胞凋亡情况，

采用黄嘌呤氧化酶法、硫代巴比妥酸法分别测定血清超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）活性与丙二醛（Malondialde-

hyde，MDA）含量，采用Western blot法检测 Bax、Bcl-2蛋白相对表达水平。结果：两组各有 26只大鼠顺利建立 VaD模型，建模后

7 d、14 d与 21 d，七氟醚组的逃避潜伏期均显著少于对照组(P<0.05)；建模后 21 d，七氟醚组大鼠海马组织神经元细胞凋亡指数显

著低于对照组(P<0.05)；建模后 21 d，七氟醚组大鼠血清 SOD活性显著高于对照组，而 MDA含量则显著低于对照组(P<0.05)；建
模后 21 d，七氟醚组大鼠海马组织 Bax、Bcl-2蛋白的相对表达水平均显著高于对照组 (P<0.05)。结论：七氟醚干预可通过促进
VaD大鼠海马组织抗凋亡蛋白 Bcl-2表达抑制细胞凋亡，并可平衡大鼠的氧化应激反应水平，从而促进大鼠记忆功能恢复正常。
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Effects of Sevoflurane on Apoptosis and Bcl-2 Protein Expression in
Hippocampus of Rats with Vascular Dementia and Related Mechanisms*

To investigate and study the effects and related mechanism of sevoflurane on apoptosis of hippocampus and

expression of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) protein in rats. 60 SD rats were randomly equally divided into two groups-sevoflurane

and control group. Both groups of rats were made the vascular dementia model by bilateral carotid ischemia-reperfusion method. The

sevoflurane group and control group were under construction Inhale 0.11% sevoflurane and air for 45 minutes before the mold, and the

Morris water maze test was performed on 7 d, 14 d and 21 d after modeling to detect the escape latency of rats; 21 days after modeling,

TUNEL method was used to determine the apoptosis of hippocampus in each group. Xanthine oxidase method and thiobarbituric acid

method were used to determine serum superoxide dismutase (SOD) activity and malondialdehyde (MDA) content, respectively. Western

blot was used to detect the relative expression levels of Bax and Bcl-2 proteins. 26 rats in each group successfully established

vascular dementia models. At 7 d, 14 d and 21 d after modeling, the escape latency of the sevoflurane group was significantly less than

that of the control group (P<0.05); 21 days after modeling, the apoptosis index of neurons in the hippocampus of the sevoflurane group
was significantly lower than that of the control group (P<0.05); 21 days after modeling, the serum SOD activity of rats in the sevoflurane

group was significantly higher than that of the control group, while the MDA content was significantly lower than that of the control

group (P<0.05); 21 days after modeling, the relative expression levels of Bax and Bcl-2 protein in hippocampus of rats in the sevoflurane
group were significantly higher than those in the control group (P<0.05). Sevoflurane intervention can inhibit cell apoptosis

by promoting the expression of the anti-apoptotic protein Bcl-2 in the hippocampus of VaD rats, and can balance the level of oxidative

stress in rats, thereby promoting the normal memory function of rats.
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前言

VaD是一种因缺血性脑血管病引起的智能损害综合症，动

脉硬化而导致的动脉硬化性脑萎缩被认为是老年性痴呆的主

要原因[1,2]。在颅内脑组织中，海马组织是学习、记忆等高级神经

活动的重要部位[3]。近年来，VaD现在已演变为血管性认知障

碍的概念，不仅包括 VaD，而且还包括具有脑血管疾病的 AD

和无痴呆的血管性认知障碍，调查显示，VaD患者的海马组织

受到伤害，导致其出现学习、记忆功能障碍[4,5]。细胞凋亡是脑损

伤的一个重要组织学特点，海马区细胞凋亡与脑损伤的程度成

正相关。Bcl-2为原癌基因，可抑制神经元凋亡和坏死，相关研

究显示该基因表达上调可对脑缺血后神经细胞损伤发挥保护

作用[6]。七氟醚具有麻醉诱导、血流动力学稳定、苏醒迅速等等

的特点，七氟醚预处理可以减轻内毒素诱导的脑组织损伤，也

不会影响海马区细胞结构的完整性[7,8]。本研究七氟醚对大鼠进

行吸入干预，然后采用双侧颈动脉缺血再灌注法制作 VaD大

鼠模型，通过分析 VaD大鼠海马区细胞凋亡及 Bcl-2蛋白表达

的变化，从而进一步探讨七氟醚的干预对 VaD的影响及相关

机制。现总结报道如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

60只 SPF级老年雄性 SD大鼠（西安交通大学实验动物中

心，许可证号 SCXK(陕)08-014），4-5 周龄，体重 140 g~160 g。

七氟烷购自山东新时代药业有限公司 (国药准字 H20080680，

批号 10110334)，兔抗鼠 Bax抗体、兔抗鼠抗 Bcl-2抗体购自北

京中杉金桥生物有限公司，细胞凋亡检测试剂盒购自美国 sigma

公司。

1.2 VaD大鼠模型建立与麻醉

将 SD大鼠随机平分为两组 -七氟醚与对照组，每组各 30

只大鼠。两组大鼠均采用双侧颈动脉缺血再灌注法制作 VaD

模型，碘伏消毒大鼠颈部并固定，从大鼠颈正中纵行 1.5 cm的

切口，切开皮肤后，逐层钝性分离皮下组织及肌肉等，暴露大鼠

双侧颈总动脉。双结扎手术线的两侧颈总动脉近心端、远心端

部位，缝合皮肤，常规抗生素预防感染。

成功标准：大鼠出现轻微的反应迟钝和精神萎靡，但无明

显的肢体运动障碍。

七氟醚组与对照组在建模前将大鼠安置于连接有低流量

（0.5 L/min）闭合环路吸入麻醉系统的容器内，分别吸入 0.11 %

七氟醚（0.05 %最低肺泡有效浓度）与空气各 45 min，然后进行

常规饲养，饮食、饮水自由。

1.3 观察指标

1.3.1 Morris水迷宫实验 分别在建模后 7 d、14 d与 21 d进

行实验，通过计算机实时捕捉大鼠从入水至跳上平台所用时间

进行记录，并以此作为大鼠逃避潜伏期时间，逃避潜伏期最长

时间为 2 min，即大鼠 2 min时即进行记录并完成此次计时。

1.3.2 细胞凋亡检测 于建模后 21 d，将所大鼠麻醉后实施安

乐死，断头并完整取出脑组织，分离海马组织神经元细胞，采用

TUNEL法测定细胞凋亡情况。

1.3.3 氧化应激指标检测 取处死大鼠的心脏血液 0.5 mL，不

抗凝静置放置 30 min后，4℃低温离心 10 min，取上层血清，采

用黄嘌呤氧化酶法、硫代巴比妥酸法试剂盒（均购自上海碧云

天生物科技有限公司）分别测定两组大鼠血清 SOD活性与

MDA含量。

1.3.4 凋亡蛋白检测 同 1.3.2取大鼠脑海马组织样本，并研

磨为组织匀浆，然后采用全蛋白提取试剂盒（购自上海碧云天

生物科技有限公司）提取海马组织总蛋白，常规通过免疫印迹

实验（Western blot法）检测两组 VaD大鼠海马组织中 Bax、

Bcl-2蛋白相对表达水平，以茁-actin作为内标。
1.4 统计方法

通过 SPSS20.00软件进行数据分析，使用（x± s）来描述计
量数据，组间对比采用 t检验等，检验水准为琢=0.05。

2 结果

2.1 逃避潜伏期对比

两组各有 26只大鼠顺利建立 VaD模型，建模后 7 d、14 d

与 21 d，七氟醚组的逃避潜伏期均显著少于对照组(P<0.05)。见
表 1。

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

表 1 两组建模后不同时间点的逃避潜伏期对比（s，x± s）
Table 1 Comparison of the escape latency at different time points after the modeling of the two groups (s, mean ± standard deviation)

Groups n 7 d after modeling 14 d after modeling 21 d after modeling

Sevoflurane group 26 88.09± 11.23* 75.87± 18.23* 55.32± 7.45*

Contorl group 26 118.34± 19.93 109.88± 20.34 80.34± 8.41

2.2 海马组织神经元细胞凋亡指数对比

建模后 21 d，七氟醚组大鼠海马组织神经元细胞凋亡指数

显著低于对照组(P<0.05)。见表 2。

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

表 2 两组建模后 21 d的海马组织神经元细胞凋亡指数对比（%，x± s）
Table 2 Comparison of the apoptosis index of hippocampal neurons in the two groups at 21 days after modeling (%, x± s)

Groups n apoptosis index

Sevoflurane group 26 13.11± 2.39*

Contorl group 26 26.87± 3.13
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2.3 SOD与MDA活性对比

建模后 21 d，七氟醚组大鼠血清 SOD活性显著高于对照

组，而MDA含量则显著低于对照组(P<0.05)。见表 3。

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

表 3 两组建模后 21 d的血清 SOD与MDA活性对比（x± s）
Table 3 Comparison of serum SOD and MDA activities at 21 days after modeling in the two groups（x± s）

Groups n SOD(U/mgprot) MDA(nmol/mgprot)

Sevoflurane group 26 15.98± 1.98* 1.09± 0.14*

Contorl group 26 7.18± 0.22 1.98± 0.09

2.4 Bax、Bcl-2蛋白相对表达水平对比

建模后 21d，七氟醚组大鼠海马组织 Bax、Bcl-2蛋白的相

对表达水平均显著高于对照组(P<0.05)。见表 4。

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

表 4 两组建模后 21d的海马组织 Bax、Bcl-2蛋白相对表达水平对比（x± s）
Table 4 Comparison of the relative expression levels of Bax and Bcl-2 proteins in hippocampus tissues of the two groups at 21 days after modeling（x± s）

Groups n Bax Bcl-2

Sevoflurane group 26 5.62± 0.33* 3.82± 0.13*

Contorl group 26 1.18± 0.22 1.37± 0.22

3 讨论

VaD是由各种脑血管因素引起的获得性认知功能障碍的

临床综合征，是中老年痴呆的第二常见原因，通常认为血管危

险因素 -糖尿病、高胆固醇血症、高血压以及吸烟是导致 VaD

发病的危险因素[9,10]。痴呆患者的脑组织多伴随有水肿和炎性

细胞浸润，海马区神经元存在大量变性、死亡，从而导致认知功

能障碍，认知功能障碍和随后的痴呆症之间的关联非常复杂，

但目前尚未完全明确[11]。在建立 VaD大鼠模型中，手术也可为

机体带来强烈的应激反应，使得大脑神经元减少，导致大脑的

应激能力下降[12]。Morris水迷宫实验是目前比较公认的评价啮

齿类动物学习记忆的一种实验手段，可同步自动记录大鼠运动

轨迹及寻找平台的时间等，有利于判断大鼠的认知功能。本研

究显示两组各有 26只大鼠顺利建立 VaD模型，七氟醚组建模

后 7 d、14 d与 21 d的逃避潜伏期显著少于对照组(P<0.05)，表
明大鼠建立 VaD 模型前应用七氟醚能改善建模后的记忆功

能，也与 Lu[13]与 Li[14]等学者的研究相似。主要在于七氟醚因对

气道无刺激，具有血流动力学稳定、苏醒迅速、血气分配系数低

等优势[15,16]。特别是七氟醚吸入后经肺进入血液循环，需要到达

中枢神经系统后发挥麻醉作用，从而有利于大鼠术后的恢复[17,18]。

海马是人类学习记忆功能的重要脑区，也是脑缺血时易损

伤脑区，VaD患者学习记忆能力降低的重要病因是由于脑缺血

时海马神经元损伤，也伴随有皮质损伤。另外，VaD的发病病因

涉及到胆碱能传导通路受损、炎性机制、遗传机制、神经元间接

触点 -突触改变等，但是具体的发病机制还不明确。临床证据

支持以下假设：慢性脑灌注不足与衰老和神经退行性疾病的认

知能力下降有关，最终发生痴呆细胞凋亡是海马组织神经细胞

损伤的重要组织学特点，高氧诱导的细胞凋亡与神经细胞损伤

伤的程度[19,20]。本研究显示建模后 21 d，七氟醚组的海马组织神

经元细胞凋亡指数显著低于对照组(P<0.05)。七氟醚是临床常

用的吸入麻醉药，可以改善内毒素导致的神经损伤；也可以阻

止细胞内钙超载，阻滞细胞凋亡的发生，从而促进海马组织修

复[20,21]。氧化反应在 VaD的发生与发展的各环节中都发挥重要

作用，在正常生理状态下，机体的氧化应激状态处于平衡状态；

当 VaD发生时，可导致机体活性氧堆积[22,23]。SOD是在正常情

况下存在于体内的重要的自由基天然清除剂，VaD的发生可使

得 SOD活性下降，使膜结构受损程度逐步加重[24,25]。MDA是一

种重要的生物大分子交联剂，可影响 DNA复制与转录，导致

SOD生成减少与活性降低[26,27]。本研究显示建模后 21 d，七氟醚

组大鼠血清 SOD活性显著高于对照组，而MDA含量则显著

低于对照组(P<0.05)，表明建立 VaD模型前应用七氟醚可改善

大鼠的氧化应激状态。有研究显示七氟醚可增加大鼠的下丘脑

神经元钠钾电流，增加海马部位 K+介导的乙酰胆碱的释放，从

而缓解缺血缺氧对神经元的损伤[28,29]。七氟醚的应用能平衡机

体氧化应激作用，可减少大鼠体外循环后氧自由基的释放，减

轻对海马组织细胞的损伤作用[30]。

凋亡是细胞死亡的一种方式，在细胞死亡的不同机制中，

已有研究提出凋亡可用于解释神经系统疾病中观察到的细胞

丢失，包括阿尔茨海默氏病、VaD、帕金森氏病、亨廷顿氏病等。

VaD是继阿尔茨海默氏病之后第二大最常见的痴呆类型，当由

于阻塞或患病的血管系统减少了大脑的血液供应时，就会出现

VaD并导致记忆力和认知功能的逐步下降，并导致明显的白质

损伤以及学习和记忆障碍。Bcl-2为抗凋亡蛋白，其高表达可降

低神经元对凋亡刺激的敏感性，达到对神经元的保护作用[31,32]。

本研究显示建模后 21 d，七氟醚组的海马组织 Bax、Bcl-2蛋白

相对表达水平高于对照组(P<0.05)，表明建立 VaD模型前应用

七氟醚可促进海马组织 Bcl-2的表达。本研究也有一定的不

足，研究的样本数量较少，且七氟醚的应用剂量梯度也没有进

行细致阐述，七氟醚的作用机制还不明确，将在下一步进行深

入分析。
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总之，七氟醚干预可通过促进 VaD大鼠海马组织抗凋亡

蛋白 Bcl-2表达抑制细胞凋亡，并可平衡大鼠的氧化应激反应

水平，从而促进大鼠记忆功能恢复正常。
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