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七氟醚暴露致新生大鼠未成熟脑损伤的研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨七氟醚早期暴露对新生大鼠脑发育的影响。 方法　 选取新生 ６ 日龄 ＳＤ 大

鼠 ８０ 只，随机分为四组，每组 ２０ 只，分别为空白对照组（Ｃ 组），１％七氟醚暴露 ２ ｈ 组（Ｓｅｖ１ 组），２％
七氟醚暴露 ２ ｈ 组（Ｓｅｖ２ 组），４％七氟醚暴露 ２ ｈ 组（Ｓｅｖ３ 组）；七氟醚暴露组分别置于 １％、２％、４％七

氟醚中每天暴露 ２ ｈ，连续 ３ ｄ；出生后第 ９ 天采用 ０．５％戊巴比妥钠麻醉后处死新生大鼠取出脑组织；
采用电子天平秤检测各组大鼠在出生后 ６、９、１５、２８ ｄ 体重和脑重的变化；采用荧光定量 ＰＣＲ 法（ＲＴ⁃
ＰＣＲ）检测 Ｃｘ３０、ＩＬ⁃６ 及 ＢＤＮＦ 基因 ｍＲＮＡ 表达量；采用免疫荧光法检测 ＧＦＰ 蛋白含量；出生后 ２８ ｄ
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫评价新生大鼠学习记忆能力。 结果　 与 Ｃ 组比较，Ｓｅｖ１、Ｓｅｖ２ 和 Ｓｅｖ３ 组新生大鼠体质

量和脑质量均有所减轻，且随着日期延长这种减轻更为明显，Ｃｘ３０ ｍＲＮＡ 和 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达量明

显降低，ＩＬ⁃６ｍＲＮＡ 表达量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＧＦＰ 细胞数量明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｓｅｖ１ 组比较，
Ｓｅｖ２ 和 Ｓｅｖ３ 组新生大鼠体质量和脑质量均明显减轻，ＧＦＰ 数量明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｃ 组比较，
Ｓｅｖ１、Ｓｅｖ２ 和 Ｓｅｖ３ 组逃避潜伏期和游动距离均明显延长（Ｐ＜０􀆰 ０５），目标象限停留时间明显缩短（Ｐ＜
０􀆰 ０５），穿越虚拟平台次数明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 新生大鼠接受七氟醚暴露可致未成熟脑损伤

及远期学习记忆能力下降，且这种脑损伤程度与七氟醚浓度呈正相关；其机制可能与其脑内 Ｃｘ３０、
ＢＤＮＦ 基因表达水平改变有关。

【关键词】 　 七氟醚；未成熟脑；星型胶质细胞；新生大鼠；Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫
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　 　 我国每年大约有 ６００ 万儿童（其中新生儿约

１５０ 万） 接受手术，其中的绝大部分在全麻下进

行［１］。 新生儿阶段是神经系统发育的敏感和高峰

时期，此时若接受药物刺激可对脑的发育产生影

响［２］。 七氟醚作为一种吸入麻醉剂，因其起效迅

速、诱导时间短、苏醒快等诸多优点，被广泛应用于

小儿外科临床麻醉［３］。 近年来研究发现，未成熟大

脑早期接受七氟醚暴露后可导致海马区神经元和

神经胶质细胞的凋亡。 本研究拟通过不同七氟醚

浓度暴露模型探讨七氟醚暴露对新生大鼠未成熟

脑损伤的影响。

材料与方法

实验动物与分组 　 ６ 日龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ８０
只，由湖北医药学院实验动物中心提供。 将动物按

照随机数字表法分为四组，即空白对照（Ｃ）组，１％
七氟醚组（Ｓｅｖ１ 组），２％七氟醚组（Ｓｅｖ２ 组），４％七

氟醚组（Ｓｅｖ３ 组），每组 ２０ 只。
七氟醚吸入模型 　 七氟醚麻醉在麻醉箱中进

行，保持箱内温度在 ２５ ℃左右，湿度在 ５０％ ～６０％；
调节麻醉机氧气流量表和七氟醚蒸发罐，待七氟醚

达到预定浓度后，将新生大鼠放置于麻醉箱中，并
持续监测新生大鼠 ＳｐＯ２、ＨＲ 以及箱内 ＣＯ２ 浓度。
新生大鼠七氟醚暴露每天 ２ ｈ，连续暴露 ３ ｄ；Ｃ 组新

生大鼠同样放置在麻醉箱中，持续输入不含七氟醚

的相同流量的氧气（１ Ｌ ／ ｍｉｎ）２ ｈ，连续 ３ ｄ。 七氟醚

麻醉模型建立后各新生大鼠与母鼠同窝饲养。 七

氟醚暴露完毕后，即生后第 ９ 天将各组分别取出 １０
只新生大鼠采用 ０􀆰 ５％戊巴比妥钠麻醉后处死，用
于脑组织中 Ｃｘ３０、ＩＬ－６、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 和 ＧＦＰ 蛋白

含量的检测；其余剩下的各组新生大鼠饲养至生后

２８ ｄ 用于体重、脑重检测和水迷宫实验。
体重和脑重测量 　 分别将新生大鼠按照相应

天数（６、９、１５、２８ ｄ）用电子天平称其体重和脑重的

变化。
Ｃｘ３０、ＩＬ⁃６、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达检测 　 将脑组织

采用组织匀浆机进行研磨，按 Ｔｒｉｚｏｌ 法抽提取总

ＲＮＡ，并测定 ＲＮＡ 浓度和纯度，逆转录合成 ｃＤＮＡ，
ＰＣＲ 扩增（表 １）。 ＰＣＲ 反应体系 １０ μｌ：ｃＤＮＡ １ μｌ，
上下游引物各 ０􀆰 ２５ μｌ，ＳＹＢＲ 溶液 ４􀆰 ５ μｌ，超纯水 ４

μｌ。 反应条件：９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，６０ ℃
３０ ｓ，３９ 个循环；７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 测定目的基因、
校对基因和 β⁃ａｃｔｉｎ 的 ＰＣＲ 产物的 Ｃｔ 值，Ｃｘ３０、ＩＬ⁃
６、ＢＤＮＦ 基因的相对表达量采用 ２－△△ｃｔ法计算。

表 １　 引物名称及序列

基因 位置 引物序列

Ｃｘ３０
上 游 ５′⁃ＣＡＴＣＣＴＧＧＴＣＡＣＣＴＧＴＣＣＴＴ⁃３′

下 游 ５′⁃ＴＧＡＧＡＣＴＣＡＧＣＡＧＧＴＡＣＧＴＣ⁃３′

ＩＬ⁃６
上 游 ５′⁃ＴＣＡＧＧＣＴＣＡＣＡＧＡＧＣＡＧＡＧＡ⁃３′

下 游 ５′⁃ＡＧＧＣＡＴＴＴＡＣＡＡＧＧＧＧＧＴＴＣ⁃３′

ＢＤＮＦ
上 游 ５′⁃ＴＣＣＣＴＧＧＣＴＧＡＣＡＣＴＴＴＴＧＡ⁃３′

下 游 ５′⁃ＴＴＣＣＴＣＣＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡＧＣＡ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ
上 游 ５′⁃ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ⁃３′

下 游 ５′⁃ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ⁃３′

　 　 ＧＦＰ 蛋白含量检测　 将动物采用 ０􀆰 ５％戊巴比

妥钠麻醉后，４％多聚甲醛经左心室灌注固定后，迅
速取出脑组织于 ４％多聚甲醛固定 １０～１４ ｈ，然后依

次置入梯度蔗糖溶液（２０％、３０％）脱水，采用冰冻切

片机制成 １５ μｍ 冰冻切片。 将冰冻切片水化，封
闭，加一抗［鼠单抗 ＧＦＰ（１ ∶５００）］４℃孵育过夜。 次

日，室温复温 ２ ｈ，加稀释的二抗 ４８８ 标记山羊抗鼠

（１ ∶２００），３７ ℃孵育 １ ｈ，ＤＡＰＩ 室温孵育 １５ ｍｉｎ，封
片，荧光显微镜下观察并拍照。

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验 　 将各组出生 ２８ 天大鼠行

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验。 选择大鼠通用型 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫，包括圆形恒温水池，直径 １１０ ｃｍ，高 ６０ ｃｍ，水深

２５ ｃｍ，水温控制在（２２±２） ℃，在水池中加入牛奶，
使水池中呈白色不透明状。 并在圆形池壁上标记

四个等距离点 Ｎ、Ｅ、Ｓ、Ｗ 作为实验的起始点，将水

池分为四个象限，选第三象限在中央放置平台（平
台与池壁圆心距离相等）；平台黑色，直径 １２ ｃｍ，高
２３ ｃｍ，没于水下 ２ ｃｍ，使平台不可见。 水池周围贴

有丰富的参照线索（如三角形、四方形、圆、菱形等

几何图形置于各个象限）且保持不变，供大鼠用来

定位平台。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验内容包含定位航行实

验和空间探索实验。
定位航行实验　 将各组 ＳＤ 大鼠分别按顺时针
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方向依次由第一、二、三、四象限入水点顺序放入圆

形水池中。 记录其在 ２ ｍｉｎ 内寻找平台所用的时间

（逃避潜伏期）和其寻找平台所游动的距离。 如果

大鼠在 ２ ｍｉｎ 内找到平台，记录 ２ ｍｉｎ 内实际逃避潜

伏期和游动距离；如果在 ２ ｍｉｎ 内未找到平台，由实

验者将其引上平台并停留 ２０ｓ，逃避潜伏期则记录

为 ２ ｍｉｎ。 每次将完成实验后的 ＳＤ 大鼠擦干，必要

时将大鼠放在 １５０ Ｗ 的白炽灯下烤 ５ ｍｉｎ，放回笼

内，防止其感冒影响实验数据。 每只大鼠每天训练

４ 次，两次训练之间间隔 １５ ～ ２０ ｍｉｎ，所有实验大鼠

连续训练 ５ ｄ。
空间探索实验　 定位航行试验结束 ２４ ｈ 后，撤

除水池中的平台。 继续将大鼠由不同象限放入水

中，记录大鼠在 １２０ ｓ 内的游泳路径，并记录大鼠在

目标象限（第三象限）的停留时间和穿越目标象限

的次数，观察受试大鼠的空间定位能力，及在空间

探索过程中的变化规律（在电脑屏幕上用圆形环标

记出站台原所在位置，便于记录穿越原平台所在位

置的次数）。
统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计学软件分析。

样本量计算根据公式 ｄｆｅ ＝ｋ（ｎ－１）≥１２，正态分布计

量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示；免疫荧光图片的

光密度采用 ＩＰＰ ６􀆰 ０ 软件分析；组间比较采用单因

素方差分析和 ＬＳＤ 检验；定位航行实验和空间探索

实验数据使用重复测量方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。

结　 　 果

术后第 ６ 天、第 ９ 天时四组大鼠体重、脑重差异

无统计学意义。 术后第 １５ 天和第 ２８ 天时 Ｓｅｖ１、
Ｓｅｖ２ 和 Ｓｅｖ３ 组大鼠体重、脑重依次明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５）（图 １—２）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 １　 七氟醚暴露后四组大鼠出生后不同时点

体重的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 七氟醚暴露后四组大鼠出生后不同时间脑重

的比较

与 Ｃ 组比较，Ｓｅｖ１、Ｓｅｖ２ 及 Ｓｅｖ３ 组 Ｃｘ３０、ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ 表达量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），与 Ｓｅｖ２ 组比较，
Ｓｅｖ３ 组 Ｃｘ３０、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达量明显降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｃ 组比较， Ｓｅｖ１、 Ｓｅｖ２ 及 Ｓｅｖ３ 组 ＩＬ⁃６
ｍＲＮＡ 表达量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｓｅｖ１、Ｓｅｖ２ 组

比较，Ｓｅｖ３ 组 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达量明显升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ３—５）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 四组新生大鼠脑内 Ｃｘ３０ ｍＲＮＡ 表达量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 四组新生大鼠脑内 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达量的比较
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 四组新生大鼠脑内 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达量的比较

与 Ｃ 组比较，Ｓｅｖ２、Ｓｅｖ３ 组找到平台次数和在

目标象限停留时间明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｓｅｖ１、
Ｓｅｖ２ 组比较，Ｓｅｖ３ 组找到平台次数和在目标象限停

留时间均明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 ２）。
与 Ｃ 组比较，Ｓｅｖ１、Ｓｅｖ２ 及 Ｓｅｖ３ 组 ＧＦＰ ＋表达明

显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｓｅｖ１ 组比较，Ｓｅｖ２ 和 Ｓｅｖ３ 组

脑内 ＧＦＰ ＋细胞数也明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ６—７）。

表 ２　 四组大鼠七氟醚暴露后空间搜索能力的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数
目标象限停留时间

（ｓ）
找到平台次数

（次）

Ｃ 组 １０ ５８􀆰 １±４􀆰 ８ １３􀆰 ６±２􀆰 １

Ｓｅｖ１ 组 １０ ４９􀆰 ４±５􀆰 ０ １０􀆰 ９±１􀆰 ８ａ

Ｓｅｖ２ 组 １０ ３５􀆰 ２±３􀆰 ６ａｂ ６􀆰 ４±１􀆰 ２ａｂ

Ｓｅｖ３ 组 １０ ２８􀆰 ６±４􀆰 １ａｂｃ ３􀆰 ８±１􀆰 ０ａｂｃ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与
Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

　 　 与 Ｃ 组比较，从训练第 ２ 天开始，Ｓｅｖ１、Ｓｅｖ２、
Ｓｅｖ３ 组逃避潜伏期和游动距离均明显延长 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｓｅｖ１ 组比较，Ｓｅｖ３ 组大鼠逃避潜伏期和

游动距离明显延长（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ８—９）。

注：ＧＦＰ（绿色荧光）显示星型胶质细胞，ＤＡＰＩ（蓝色荧光）显示细胞核

图 ６　 四组新生大鼠脑内 ＧＦＰ 蛋白荧光含量的比较（ｎ＝５，×２００ 倍，５０ μｍ）

讨　 　 论

脑发育过程中有一段突触大量生长的时期即

大脑生长突增期，此时期大脑内的神经元增值、分
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ７　 四组新生大鼠脑内 ＧＦＰ＋相对细胞数的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ８　 四组新生大鼠高氧暴露后定位航行能力中游动

距离的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｓｅｖ１ 组比较，ｂ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与

Ｓｅｖ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ９　 四组新生大鼠高氧暴露后定位航行能力的逃避

潜伏期的比较

化、迁移以及神经突触的发生、修饰、髓鞘的形成等

都非常活跃，多种物质广泛并集中参与到极其复杂

的中枢神经系统（ＣＮＳ）发育成熟分化的过程中，也
是 ＣＮＳ 的易感期，此时神经发育对内外环境的变化

异常敏感［４－５］。 人类大脑快速发育阶段从怀孕第 ３
个月晚期到产后第 ３ 年。 出生后第 ６ 天是大鼠脑发

育的高峰点，相当于人类胎儿期 ３１ ～ ３５ 周［６］。 因

此，本课题为了研究七氟醚暴露对未成熟脑发育影

响，选择 ６ ｄ 龄大鼠建立实验动物模型。 本研究结

果提示，七氟醚早期暴露后新生大鼠脑质量和体质

量均明显减轻，而且七氟醚暴露浓度越高，脑重和

体重减轻越明显；且随着新生大鼠的不断生长发

育，这种对体质量和脑质量的影响愈发明显。 脑重

的减轻也从一个侧面反映出七氟醚对脑发育的

影响。
星形胶质细胞（Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ）是 ＣＮＳ 中一种重要

的神经胶质细胞，能够释放多种化学物质参与 ＣＮＳ
发育过程，如转化生长因子 β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β）、白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６， ＩＬ⁃
６）、脑源性神经营养因子（ ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ ）及一些类固醇物质等［７］。 ＩＬ⁃６ 是一

种白细胞介素因子，可促进神经细胞（特别是免疫

细胞）的增值、分化［８］。 七氟醚暴露后脑内炎症因

子增多，小胶质细胞介导的免疫反应增强，间接促

进 ＩＬ⁃６ 因子大量表达。 ＢＤＮＦ 是在脑内合成的一种

蛋白质，其主要通过与神经突触受体结合介导神经

元、星型胶质细胞的存活、分化、生长发育［９］。 本研

究结果显示七氟醚暴露后新生大鼠脑内 ＩＬ⁃６ 表达

减少，ＢＤＮＦ 表达含量增加，提示脑内免疫细胞特别

是星型胶质细胞大量激活，免疫反应异常增强，从
而损害正常脑组织的发育。

缝隙连接蛋白（ ｃｏｎｎｅｘｏｎｓ， Ｃｘ）是星型胶质细

胞膜上的一种重要的蛋白质，控制着多种物质的释

放，如神经递质、Ｇ 蛋白以及 Ｃａ２＋，调节星型胶质细

胞的功能［１０－１１］。 本研究结果显示，七氟醚暴露的浓

度与 Ｃｘ３０ 基因之间存在负相关性，即随着七氟醚浓

度增加，Ｃｘ３０ 基因编码受到明显抑制，导致星型胶

质细胞数量显著减少。 可能机制是七氟醚暴露致

Ｃｘ３０ 表达降低，细胞连接通道数量减少间接导致

Ｃａ２＋内流障碍，从而使星型胶质细胞分化增殖受到

影响。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫是英国心理学家 Ｍｏｒｒｉｓ 于 １９８１

年设计并应用于脑学习记忆机制研究的一种实验

方法，其是一种强迫实验动物（大鼠、小鼠）游泳，学
习寻找隐藏在水中平台，主要用于检测实验动物对

空间位置觉和方向觉 （空间定位） 的学习记忆能
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力［１２⁃１３］。 较为经典的 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫， 主要的实验内

容包括定位航行试验、空间探索试验。 本实验研究

中，通过对 Ｐ２８ 大鼠在前 ５ ｄ 进行游泳定位航行训

练，使大鼠学会了找到固定位置隐蔽的平台以提高

大鼠的空间学习能力；第 ６ 天撤去了隐藏在水池中

的平台，检测大鼠在原平台位置所在第三象限的停

留时间以检测大鼠的空间记忆能力。 结果发现，七
氟醚暴露后大鼠出现远期空间学习记忆障碍；随着

七氟醚浓度的不断增加，大鼠在定位航行逃避时

间、游行距离明显延长，空间搜索实验目标象限停

留时间和穿越平台次数也显著减少；这提示着在相

同条件下随着七氟醚浓度越高，大鼠远期空间学习

记忆能力的损害也越严重。 这表明了七氟醚导致

新生大鼠学习记忆能力损害可能与脑中的星型胶

质细胞减少导致髓鞘形成障碍有关，具体机制需要

我们今后进一步研究证实。
综上所述，七氟醚会对新生大鼠的未成熟脑造

成明显损伤，星型胶质细胞数量减少；七氟醚早期

暴露也会对成年大鼠远期学习记忆能力造成损害；
且在时间相同的条件下，七氟醚浓度与其脑损伤发

生呈现正相关性。
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