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瑞芬太尼改善异氟醚致新生大鼠神经毒性的机制
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#摘要$

!

目的
!

研究瑞芬太尼对异氟醚引起的新生大鼠海马神经毒性急性期和远期影响及其可能机制&方法

将出生
)

天的大鼠随机分成
%

组%对照组!

,:$=

组")异氟醚组!

E64

组")异氟醚
.

切开组!

E64.E

组"及异氟醚
.

切开
.

瑞芬太尼组!

A+@

组"#采用每天
!:

连续
(

天的处理方式模拟临床多次麻醉暴露&在第
(

天麻醉结束后

&:

取新鲜海马组织用
0+69+5%N>49

检测
H!<

%

R

7

&'

蛋白入核的比例#

U

<AL<Q3A

检测炎症因子
EW<#

&

)

EW<&

和

LH!<

$

的
=AHB

的相对表达量$灌注取脑后用免疫荧光计数离子钙接头蛋白抗原分子
<#

!

'4%'T+#-$>-'"=

N'%#'%

8

$#$

7

945=4>+-">+#

#

ERB#

"阳性细胞数量&大鼠在出生后的第
&'

天进行被动回避实验#观察其学习与记

忆能力&结果
!

与
,:$=

组相比#

E64

组和
E64.

!

组
H!<

%

R

7

&'

蛋白入核的比例显著增加#

EW<#

&

与
LH!<

$

的

=AHB

的表达量上调#而且这种神经毒性在幼鼠成年后表现为学习与记忆障碍#然而瑞芬太尼显著改善由异氟

醚多次暴露所致的神经炎症反应及学习记忆障碍&结论
!

瑞芬太尼改善异氟醚致新生大鼠神经炎症反应#可能

通过
H!<

%

R

7

&'

通路发挥作用&

#关键词$

!

发育大脑$

!

瑞芬太尼$

!

异氟醚$

!

神经炎症
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临床上#由于各种疾病的影响#孕产妇和婴幼儿

常常需要接受全身麻醉&常用的全麻药容易透过胎

盘进入胎儿体内#由于胎儿或者婴幼儿的大脑发育

不完善#麻醉药极易通过血脑屏障对发育大脑产生

影响-

#

.

&目前#大量基础研究表明#全麻药无论是吸

入麻醉药还是静脉麻醉药#均会损伤发育中的大脑#

表现在多个脑区-

!+(

.或同一脑区的不同类型细

胞-

%

.

#并且这种幼年时期由麻醉药所致的神经毒性

会延续到成年#表现为学习记忆等行为的改变-

'+&

.

&

!"#)

年美国
!CB

发出警告#称反复或长时间暴露

于麻醉药或镇痛药会损伤胎儿及
(

岁以下儿童的大

脑发育-

)

.

&尽管目前还没有高质量的临床研究支持

这一结论#但这一问题已引起广泛关注#改善麻醉药

对发育大脑的影响也成为研究的热点&

神经炎症被认为是全麻药神经毒性机制之一&

异氟醚可使细胞膜)线粒体膜及内质网上的钙通道

发生改变#增加细胞内钙离子浓度&钙离子浓度的

增加导致胞质内的
H!<

%

R

活化#进入细胞核识别目

的基因#促进炎症因子的进一步转录-

*+$

.

&适当的

炎症反应对机体修复是有利的#过度的炎症反应就

会对机体造成损伤&瑞芬太尼作为一种短效的阿片

受体激动药#因其独特的药代动力学特性广泛应用

于临床#近年来在婴幼儿中的应用也逐渐增多-

#"

.

&

有研究发现瑞芬太尼可改善由脂蛋白引起的中性粒

细胞激活-

##

.

#并且在肝损伤-

#!

.及肺缺血再灌注损

伤-

#(

.等模型中发现有抑制外周炎症的作用&因此#

我们用切口痛模型模拟临床手术操作#探究在创伤

刺激条件下#瑞芬太尼能否改善新生大鼠多次异氟

醚暴露引起的神经毒性&

材 料 和 方 法

实验动物及分组
!

孕
#&

#

#*

天的
,C

大鼠购

于上海斯莱克实验动物有限公司&

#!:

明暗循环#

环境温度
!"

#

!!X

#自由饮食#提供充足的食物和

水&记录自然分娩的时间&将出生后 第
)

天

!

7

469%$9$>#$

K

)

#

Q)

"的同一窝大鼠!

#!

#

#&

8

"随机

分为
%

组%空白组!

,:$=

组"吸入
("D

空氧混合气

体$异氟醚组!

E64

组"吸入
#.*D

异氟醚$异氟醚
.

切开组!

E64.

!

组"吸入
#.*D

异氟醚同时脚掌切

开$异氟醚
.

切开
.

瑞芬太尼!中国宜昌人福药业公

司#批号%

&#)"$"%

"组!

A+@

组"吸入
#.*D

异氟醚并皮

下输注瑞芬太尼!

#"

'

8

(

P

8

+#

(

:

+#

"#脚掌切开&所有

的实验操作都遵守复旦大学实验动物伦理委员会的

相关规定&每组
&

只用于
0+69+5%N>49

和
U

<AL<Q3A

实验#

%

只用于免疫组化#

#"

只用于被动回避实验&

麻醉与手术
!

除
,:$=

组外#吸入麻醉均采用

吸入
#.*D

异氟醚每天
!:

连续
(

天的方法&碘酒

消毒颈部皮肤后#将
!%

号静脉套管针置于颈部皮

下#并用敷贴固定&每只幼鼠所需瑞芬太尼的剂量

根据
#"

'

8

(

P

8

+#

(

:

+#计算&自麻醉开始以
".!=W

*

:

的速度持续泵入#直至麻醉结束&创伤模型采用

R5+%%$%

切口痛模型-

#%

.

&脚掌切开前先涂碘酒消

毒#再涂丁卡因凝胶进行局麻#按切口痛模型操作&

手术结束后用碘酒再次消毒#并涂抹丁卡因明胶&

第
#

天切开左侧后脚掌#第
!

天切开右侧后脚掌#第

(

天将两侧缝合线拆除后#重新缝合&手术操作结

束后#平均
#'='%

用尖头镊子夹脚掌给予疼痛刺

激&每次麻醉暴露结束后#待翻正反射恢复后再放

回到母鼠身边&在每次麻醉之前测量幼鼠的体重#

麻醉过程中观察皮肤黏膜颜色变化及监测呼吸频

率&一部分幼鼠在第
(

天麻醉结束后
&:

取海马组

织用于
0+69+5%N>49

和
U

<AL<Q3A

#灌注取脑用于

免疫荧光&另一部分幼鼠麻醉结束后在母鼠的喂养

下至第
!#

天断奶#在第
&'

天进行被动回避实验&

J'0+'2-*(%+

检测
!

各组幼鼠在第
(

天麻醉结

束后
&:

取材&各组幼鼠直接断头在冰上迅速分离

海马组织&将双侧海马组织放入清洁的
;Q

管中#加

入
(""

'

W%==4>

*

WG;Q,

!

%"==4>

*

WG;Q,'=W

.'.%*

8

葡萄糖
.#

片
-4-P9$'>

溶于
'"=W

蒸馏水

中"#冰浴上用匀浆器低速匀浆#至液体浑浊组织完全

裂解$置于
%X

离心机!

#"""

>

/#"='%

"#取出上清

)
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#
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%&
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!

即为胞质蛋白#沉淀为膜蛋白$在沉淀里加入
#'"

'

W

裂解液后超声震荡即可进行后续操作#或储存于

+*"X

冰箱&用
R3B

法测量蛋白浓度&将计算好

的样品与
#/

加样缓冲液混匀后#在
#""X

金属浴中

加热
'='%

#然后放到冰上冷却&配制
#!D

的分离胶

及
'D

的浓缩胶#每孔加
("

'

W

配制好的样品#浓缩胶

的电压为
&"V

#恒流#待溴酚蓝跑成一条直线将电压

调至
#""V

#直至到达距离玻璃板下缘
".'-=

处#关

掉电源&在冰浴中#

#""V

恒流电压
$"='%

条件下转

膜&用
'D

脱脂牛奶室温封闭
#:

&将
QVC!

膜放入

用含
#D

脱脂牛奶的
LR,L

稀释的
H!<

%

R

7

&'

抗体

!美国
3,L

公司#

$&&#6

#

#0#"""

"与
/BQCG

抗体

!美国
R'4O45>#

公司#

#0#"""

"#

&

<$-9'%

抗体!美国

BN-$=

公司#

#0#"""

"摇床室温
#:

#然后置于
%X

摇

床过夜&

LR,L

洗膜
%

次#每次
#'='%

&将
QVC!

膜

放入含
#D

脱脂牛奶的
LR,L

稀释的
GAQ

偶联的二

抗室温
#:

#洗膜后化学发光&用
E=$

8

+)#.'"

软件

进行分析条带&

T

E!>EB<!

检测
!

将左侧的海马组织加入
".'=W

L5'T4>

中#用电动匀浆器充分匀浆#然后再加入
".'=W

L5'T4>

#室温下充分裂解
'='%

#使核蛋白完全解离$

向
#

中
!""

'

W

三氯甲烷#剧烈震荡
#6

#静止
(='%

$

%X

下
#""""/

>

离心
#'='%

#取上清&加入等体

积的异丙醇#颠倒混匀#室温放置
#"='%

$

% X

下

#""""/

>

离心
#"='%

#除去上清液&加入
C;Q3

配制的
)'D

乙醇
#=W

#充分洗涤管壁和管盖#轻弹

管底让沉淀悬浮起来$

%X

下
#""""/

>

离心
(='%

#

弃上清#超净台中晾干$加入
!"=WC;Q3

溶解沉

淀&对提取的
AHB

进行定量与定性分析#随后进

行逆转录&

免疫荧光
!

腹腔注射水合氯醛
".(=W

*

P

8

麻

醉#固定四肢#暴露胸腔#将头皮针置入左心室#剪开

右心耳#灌注生理盐水
'"=W

后继续灌注
%D

多聚

甲醛
'"=W

&取出大脑#用
%D

多聚甲醛固定
!%:

#

再分别用
!"D

及
("D

蔗糖溶液进行梯度脱水&用

S3L

包埋后置于横冷冰冻切片机内&做冠状切片

!

("

'

=

"并收集在
!%

孔板内#置于原位杂交保护液

中
+!" X

保存&清洗脑片%

QR,#"='%/!

次#

".(DQR,L#"='%/!

次$破胞膜%

#DQR,L#'='%

#

".(D QR,L'='%/!

次$封闭%

#"D

羊血清封闭

#:

$一抗孵育%

#D

羊血清与
ERB#

一抗!美国
0$P4

公司#

#0!"""

"涡旋震荡混匀后室温孵育
#:

#置于

%X

摇床过夜$复温%

()X

温箱
("='%

#

".(DQR,L

'='%/(

次$二抗孵育%

#D

羊血清与二抗!美国

,'

8

=$

公司#

#0#"""

"涡旋震荡混匀后室温避光孵

育
#:

#

".(D QR,L'='%/(

次$贴片#封片后置于

荧光显微镜下观察&

被动回避实验
!

被动回避实验是经典的检测学

习与记忆的行为学测试#我们在大鼠出生后第
&'

和

&&

天进行被动回避实验&实验设备由明箱!

!".(-=

/#'.$-=/!#.(-=

"和暗箱!

!".(-=/#'.$-=/

!#.(-=

"构成#中间由自动门将明箱与暗箱分隔开&

被动回避实验由两部分构成#一部分是电刺激训练

阶段#另一部分是潜伏期测试阶段&训练阶段是将

大鼠从明箱的一侧放入#

#"6

后电动门自动打开#大

鼠进入暗箱#自动门
# ='%

后关闭#给予大鼠

".'=B

电刺激
(6

#

(='%

后取出大鼠&第
!

天进

行潜伏期测试#记录大鼠由明箱进入暗箱的时间&

如果大鼠
(='%

后未进入暗箱#记作'无反应(&每

只大鼠测试完毕后#清理排泄物并用酒精擦拭#避免

气味对后续大鼠造成影响&

统计学分析
!

新生大鼠大脑
ERB#

计数%同一

大脑的海马取
%

个连续切面&用
!"

倍镜观察海马

3B#

)

3B(

和
C/

区
ERB#

阳性细胞#并采用相同曝

光强度#同一区域采用相同位置进行观察#

E=$

8

+)

#.'"

软件计数定量分析&

0+69+5%N>49

用
E=$

8

+)

#.'"

软件作定量分析&所有数据均采用
E

+

-2

表

示#并用
,Q,,!"."."

软件和
/5$

7

:Q$#Q5'6='."#

进行统计学分析&组间比较先行正态性检验和方差

齐性检验#再用
S%+<O$

K

BHSVB

统计方法&

8

'

"."'

为差异有统计学意义&

结
!!!

果

海马内炎 症因子
PUEG

"

'

PUER

和
>SDE

#

的

7!S#

的相对表达量变化
!

与
,:$=

组相比#

E64

组

与
E64.E

组
EW<#

&

与
LH!<

$

的
=AHB

显著增加#

但两组间差异无统计学意义 !

EW<#

&

%

(.!)-".&(

62I(.(!-".(!

#

8,#.""

$

LH!<

$

%

(.#*-".&%62I

!.$"-".%*

#

8,#.""

"#

EW<&

在各组间表达无明显

变化!

,:$=62IE64

%

#.""-".""62I!.##-".'&

#

8,#.""

$

,:$=62IE64.E

%

#.""-".""62I(.!"-

#.#'

#

8,".(&)

"&然而#瑞芬太尼显著下调
EW<#

&

和
LH!<

$

的
=AHB

水平!

EW<#

&

%

#.&*-".!#62I

(.(!-".%!

#

8,"."%)

$

LH!<

$

%

#.#'-".!"62I

!.$"-".%*

#

8,"."%(

"#详见图
#

&

*!
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图
G

!

海马炎症因子的
7!S#

相对表达量

D&
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G
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4
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!!

海马内
SDE

$

V

4

RH

蛋白入核比例变化
!

0+69+5%N>49

结果显示!图
!

"#

E64.E

组海马内胞核

和胞质的
H!<

%

R

7

&'

比值较
,:$=

组明显升高

!

#.""-".""62I#.)'-".!#

#

8,".""(

"#说明
H!<

%

R

7

&'

入核较多&瑞芬太尼能下调
H!<

%

R

7

&'

入

核量!

#.)'-".!#62I#.#$-".")

#

8,"."($

"&

!!

C$9+O+5+6:4O%$6E

+

-2

!

(,&

"

.

!

#

"

8

'

"."'

#

!

!

"

8

'

".""'.

图
N

!

SDE

$

V

4

RH

蛋白入核比例变化

D&
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N

!

!)+&%%/-31(')2)-$1

,

+%0%(&1SDE

$

V

4

RH

4

2%+'&-

!!

海马
<#G

'

<#Q

和
AI

区
PV#G

阳性细胞数变化

在海马
3B#

)

3B(

和
C/

区#

E64.E

组较
,:$=

组出

现较多的
ERB#

阳性细胞 !

3B#

%

'%.)(-%.)$62I

$'.&%-'."!

#

8

'

".""'

$

3B(

%

(&.!"-%.!'62I

&).$#-'.'#

#

8

'

".""#

$

C/

%

(!.""-%.!&62I

&!I''-'I"%

#

8

'

".""#

"&

E64.E

组与
A+@

组相

比#瑞芬太尼在
3B#

和
3B(

显著减少由异氟醚所

致的
ERB#

数量的增加!

3B#

%

$'.&%-'."!62I)"I%$

-(I*%

#

8,".""*

$

3B(

%

&).$#-'.'#62I%)I$$-

%I!$

#

8,"."#$

"#而在
C/

区两组之间差异无统计

学意义!图
(

"&

!!

C$9+O+5+6:4O%$6E

+

-2

!

(,%

"

.

!

#

"
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!

(

"

8

'

".""#.

图
Q

!

海马
<#G

'

<#Q

和
AI

区
PV#G

阳性细胞数变化
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!!

被动回避实验
!

与
,:$=

组相比#

E64.E

组潜

伏期!

6

"明显缩短!

$&.'"-!".!%62I("I!!-*I$)

#

8,"."(

"&在创伤条件下#与
A+@

组相比#

E64.E

组瑞芬太尼能改善异氟醚所致的潜伏期!

6

"缩短

!

##*.#*-!".)%62I("I!!-*I$)

#

8,"."(

"&

E64

组与
E64.E

组之间潜伏期!

6

"差异无统计学意义

!

(#.$(-##.""62I(".!!-*.$)

#

8,#.""

"#详见

图
%

&

讨
!!!

论

在体外实验中#瑞芬太尼被发现可以通过阿片

受体和
H<

甲基
<C<

天冬氨酸!

H<=-9:

K

><C<$6

7

$59'-

$-'#

#

H*CB

"受体对发育中的大脑发挥抗凋亡的作

用-

#'

.

#在我们之前的实验中也发现瑞芬太尼对新生

鼠暴露
%:

的异氟醚产生的神经毒性有抗凋亡的作

用-

#&

.

&但瑞芬太尼改善异氟醚所致神经毒性的机

制仍不明确&

!!
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M
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被动回避实验的潜伏期变化
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!!

出生
)

天的大鼠相当于人类的
!

#

(

岁#此阶段

又称'脑发育关键期(&在成熟大脑中#麻醉药与镇

痛药被认为是具有抗炎作用-

#)

.

#而对发育中的大脑

可能 产 生 促 炎 作 用-

#*

.

&

(

<

氨 基 丁 酸 !

(

<$='%4<

N"9

K

5'-$-'#

#

/BRB

"受体在发育期被激活后产生神

经兴奋作用#到成年后转变为抑制状态#由此可能导

致从促炎状态转变为抑炎状态-

#$

.

&还有研究发现

神经元的凋亡释放炎症因子#这些炎症因子激活小

胶质细胞#促使小胶质细胞进一步分泌炎症因子#这

种恶性循环促使产生炎症瀑布反应-

!"

.

&我们的研

究中发现多次暴露异氟醚可造成新生大鼠大脑神经

炎症反应#表现为海马炎症因子的
=AHB

及蛋白表

达水平增加#小胶质细胞活化#并且这种神经损伤引

起的后果会持续到成年#瑞芬太尼复合异氟醚应用

后能改善异氟醚所致的神经炎症与学习记忆障碍&

与以往基础实验不同的是#我们选择了切口痛

模型模拟临床的手术刺激#切口痛模型被认为是向

临床转化的一个较为合理的模型-

!#

.

&手术本身可

能会引起炎症反应-

!!

.

&

,:"

等-

!(

.发现
Q)

大鼠暴露

于
)"D

一氧化氮与
".)'D

的异氟醚
&:

后#切口痛

刺激都会导致皮层和脊髓神经元凋亡及炎症因子表

达增加#并通过条件恐惧实验发现影响了成年后的

认知功能&但我们的实验中单纯异氟醚组与异氟醚

加手术组相比#海马炎症因子与小胶质细胞数量变

化在两组中并无差异#说明神经炎症和学习记忆损

害更可能是暴露异氟醚而非手术刺激引起#而瑞芬

太尼改善的是异氟醚引起的神经炎症反应#与切口

痛关系可能并不大或者我们选择的这个切口痛模型

不足以引起明显的中枢炎症&另外#我们在切开脚

掌前用丁卡因明胶作表面麻醉#这也会减轻疼痛刺

激从而可能会减轻或抑制切口痛的炎症反应&

小胶质细胞*巨噬细胞特异性蛋白抗体
ERB#

在巨噬细胞和小胶质细胞中表达#并在这些细胞的

活化过程中表达升高&在正常情况下#小胶质细胞

处于一种'静息(状态#当被某些病理或者生理条件

激活后#在形态及数量上会发生明显变化&活化后

的小胶质细胞会产生大量的炎症介质及细胞因子#

而这些炎症因子
EW<#

&

)

EW<&

和
LH!<

$

被认为参与

了中枢炎症反应&当一些外界因素如感染)病毒等

入侵时可通过多种信号途径激活
H!<

%

R

7

&'

通路#

活化的
H!<

%

R

转入到核内与相关的
CHB

基序结合

诱导靶基因的转录#进而促进炎症因子
EW<#

&

)

EW<&

和
LH!<

$

等的释放&施庆余-

!%

.发现新生大鼠暴露

于
#.'D

异氟烷
!:

后#海马
EW<#

&

和
LH!<

$

的

=AHB

表达上调#分别在麻醉
%:

和
&:

时达峰

值#并在麻醉停止
#!:

和
!%:

后恢复至正常水平$

暴露于
#.'D

异氟烷
%

#

&:

时#海马
EW<&

的

=AHB

表达上调#在麻醉停止后恢复至正常水平&

在我们的实验中#麻醉结束后
&:

#海马内炎症因子

EW<#

&

与
LH!<

$

=AHB

的表达显著增加#但
EW<&

=AHB

的表达在各组中没有变化#可能与炎症因子

在脑损伤后表达出现的峰值时间有关&

本实验不足之处在于#新生鼠太小而无法进行

插管#也无法记录生命体征相关指标#但我们通过观

察麻醉过程中皮肤黏膜颜色变化及呼吸频率的变

化#判断有无呼吸抑制现象&我们发现
#.*D

的异

氟醚及瑞芬太尼无论是单独使用还是联合使用均不

会造成明显呼吸抑制&

综上所述#在创伤刺激条件#瑞芬太尼改善异氟

醚多次暴露所致新生鼠海马神经炎症可能通过
H!<

%

R

7

&'

通路发挥作用&
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