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摘= =要：目的= =研究术后疲劳综合征（mlcp）大鼠海马内炎症因子及经典炎症通路变化，探讨 mlcp 的中枢发生机制，并

考察人参皂苷 obN对中枢疲劳的干预作用。方法= =将 VS只 pa大鼠随机分为对照组、mlcp模型组（mlcp组）和人参皂苷

obN干预组（人参皂苷 obN组），每组再按时间点分为术后 N、P、R、T= d= Q个亚组。术后对应时间点进行旷场实验，实时荧

光定量 mCo检测大鼠海马炎症因子的 mokA表达；testern=blotting检测磷酸化 pPU（pJpPU）、核因子 κB/p65（kcJκBLpSR）
蛋白表达；免疫组化法检测海马内 pJpPU蛋白表达；免疫荧光法检测海马内 kcJκBLpSR蛋白核内外分布。结果= =术后 N、P=d，
与对照组比较，mlcp 组大鼠运动距离减少（m＜MKMN），休息时间增加（m＜MKMR）；中枢内炎症因子水平升高（m＜MKMR）；
pJpPU蛋白表达也增加（m＜MKMR），EkcJκB/p65 胞核FLEkcJκBLpSR胞浆F=增加（m＜MKMR）；人参皂苷 obN组与 mlcp组比较，

术后 N、R=d，大鼠休息时间明显缩短（m＜MKMR）；术后 N、P=d，大鼠运动距离增加（m＜MKMN），炎症因子表达下降（m＜MKMR），
EkcJκB/p65 胞核FLEkcJκBLpSR胞浆F=明显减少（m＜MKMR）；术后 P、R、T=d=pJpPU蛋白表达也降低（m＜MKMR）。免疫组化、免

疫荧光结果与testern=blotting结果相同。结论= = mlcp大鼠海马内炎症因子表达升高，经典炎症通路激活，人参皂苷 obN可
通过抗炎作用来改善 mlcp大鼠的中枢疲劳。=
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day=N=and=day=P=after=surgeryI=the=journey=of=rats=was=enhanced=Em=Y=MKMNFI=the=level=of=inflammation=cytokines=was=declined=and=the=
ratio=of=kcJκB/p65 cytoplasmLkcJκB/p65/nuclear was=decreased=Em=Y=MKMRFK=qhe=levels=of=pJpPUjAmh=in=postoperative=day=PI=day=RI=
and= day= T=were= also=declined=Em= Y= MKMRFK=qhe=results=of=immunohistochemisty=and=immunohistofluorescence=were=accordance=with=
testern=blottingK=Conclusion= = qhe= inflammatory=cytokine= in=hippocampus=of=mlcp=rats= is= increased=and= the= inflammation=signal=
pathway=is=activatedK=dinsenoside=obN=has=some=improvement=effects=on=central=fatigue=in=mlcp=ratsK=
hey=wordsW=postoperative=fatigue=syndromeX=ginsenoside=obNX=pPUjAmhX=kcJκBX=antiJinflammation=
=

术 后 疲 劳 综 合 征 （ postoperative= fatigue=
syndrome，mlcp）是外科手术后恢复期主要和常见

的并发症之一，多发于心脏及腹部大手术后，可分

为中枢疲劳和外周疲劳xNz。近年来，国内外大量研究

表明，炎症反应与疲劳、心情低落、抑郁样行为有

着密切的关系，于志愿者体内注射内毒素、白细胞

介素JS（fiJS）等，可导致一系列病态行为（sickness=
behavior）产生xOz。腹部大手术可造成全身广泛的炎

症反应，人参皂苷 obN 具有广泛的抗炎及抗术后疲

劳作用xPz。然而术后中枢内炎症反应与 mlcp的关系

以及人参通过何种机制改善中枢疲劳尚未见报道。

研究 mlcp的中枢发生机制，寻找有效的干预手段，

具有重要的理论和实际意义。本研究在前期成功建

立 mlcp大鼠模型的基础上xQz，通过观察海马内炎症

因子、pPU丝裂原活化蛋白激酶（pPUjAmh）、核转

录因子JκB（kcJκB）等经典炎症通路的改变来研究

mlcp中枢疲劳的发生机制及人参皂苷obN的治疗效

果，为防治 mlcp提供理论依据。=
N= =材料=
NKN= =实验动物=

pmc级 O～P月龄雄性 pa大鼠，体质量（OPM±
NM）g，购自上海斯莱克实验动物有限公司，动物

许可证号 pCuh（沪）OMMTJMMMR。=
NKO= =药品与试剂=

oq 试剂盒、pvBo= dreen 试剂盒，购自日本

qoyobo公司；qrizol，购自美国 iife=qechnology公
司；ofmA蛋白裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒，

购自上海碧云天生物技术有限公司；核蛋白提取试

剂盒，购自美国 mierce公司；兔抗 pPUjAmh（pPU）
yphosphorJpPUjAmh（pJpPU）单克隆抗体，兔抗

kcJκBLpSR单克隆抗体，购自美国 Cpq公司；兔抗

dAmae 单克隆抗体，购自杭州贤至生物科技有限

公司；辣根过氧化物酶（eom）标记的山羊抗兔二

抗，购自美国 Bioworld公司；aylight=QUU标记的免

疫荧光二抗，购自欧洲 gackson公司；人参皂苷 obN
（质量分数≥VUB，批号 NOMVOUON），购自上海同田

生物技术股份有限公司。=

NKP= =仪器=
旷场实验场地（自制）；RUMQo台式低温离心机

（美国 bppendorf公司）；电动匀浆器（himble公司）；

数显式电热恒温水浴锅（上海跃进医疗器械厂）；

酶标仪（qhermo=pcientific公司）；TRMM=mCo仪（美

国Applied=Biosys公司）；超低温冰箱（qhermo=cisher=
pcientific）；电子天平（上海精密科学仪器有限公

司）；rJVNN 全自动放免计数仪（中国科技大学实业

总公司）。=
O= =方法=
OKN= =动物分组及模型制备=

VS 只实验大鼠饲养于温州医科大学外科实验

室屏障环境中，给予标准饲料和饮用水。适应性喂

养N周后采用随机数字表法分为P组：对照组、mlcp
模型组（mlcp组）、人参皂苷 obN干预组（人参皂

苷 obN组），每组再按时间点分为术后 N、P、R、T=d=
Q个亚组，共 NO组，每亚组 U只。对照组大鼠开腹

后仅翻动肠袢，mlcp 组和人参皂苷 obN组大鼠采

用 TMB中段小肠切除法制备 mlcp 大鼠模型xQz。本

研究得到温州医科大学伦理委员会批准，在整个实

验中遵守《实验动物管理条例》。=
OKO= =给药方法=

人参皂苷 obN组大鼠在术前 P=d开始 ip给予 NR=
mgLkgxRz（Q= miLkg）人参皂苷 obN溶液（生理盐水

配制成 PKTR=mgLmi溶液，现配现用），术后每天 ip
同样剂量人参皂苷 obN溶液，直至取材当天。对照

组及 mlcp组大鼠于每天相同时间 ip相同体积的生

理盐水。=
OKP= =旷场实验=

各组大鼠按照术后不同时间点进行旷场实验。

旷场装置为 NMM=cm×NMM=cm×RM=cm大小的敞箱，

中间以白线平均划分出 OR 格。在安静，弱光源的

环境中进行。将大鼠放入箱中一角，通过图像采集

装置采集以下参数数据：总穿越格子数、直立次数、

休息时间以及修饰时间，每只大鼠记录 P= min。以

运动距离、直立次数、休息时间以及修饰时间评估

疲劳状态。=
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OKQ= =取材=
各组大鼠于术后相应时间点取材。大鼠 ip= OB

戊巴比妥钠 PKR= miLkg麻醉，生理盐水灌注后冰上

迅速取出脑海马组织，液氮储存待测。免疫组化法

取材时，在生理盐水灌注后继续灌注 QB多聚甲醛

溶液约 NRM= mi进行活体固定，迅速取出脑海马组

织，置于 QB多聚甲醛中继续固定。免疫荧光法取

材时则将生理盐水灌注后取出脑海马组织，包埋于

lCq包埋胶中，−UM=℃冰箱内冷冻固定。=
OKR= =实时荧光定量 mCo检测=

取 PM=mg大鼠海马组织，qrizol法抽提总 okA。
严格按照逆转录试剂盒要求进行逆转录，实时荧光定

量 mCo采用 pvBo染料法，扩增条件：VR=℃、P=s，
VR=℃、NR=s，SM=℃、NR=s，TO=℃、QR=s，共 QM个循

环，绘制熔解曲线，扩增过程中 TO=℃延长时自动收

集荧光信号，内参基因选择 β 肌动蛋白（βJactin），
以相对表达量表示 mokA 的表达程度。引物由上海

生工科技有限公司设计，各引物序列见表 N。=

表 N= =实时荧光定量 mCo引物序列=
qable=N= =pequences=of=primers=for=realJtime=mCo=

引物名称= 序列= ER’JP’F=
βJactin= 正向：qCACCAACqdddACdAqAqd=
= 反向：dqqddCCqqAdddqqCAdAd=
fiJ1β= 正向：dCAqCCAdCqqCAAAqCqCA=
= 反向：ACdddCAAdACAqAddqAdC=
fiJS= 正向：AAddACCAAdACCAqCCAAC=
= 反向：ACCACAdqdAddAAqdqCCA=
qkcJα= 正向：dAdAqdqddAACqddCAdAd=

= 反向：AdCAddAAqdAdAAdAddCq=
=
OKS= =testern=blotting检测=

取部分海马组织加入 ofmA 蛋白裂解液提取蛋

白，测定并定量蛋白。提取核蛋白及胞浆蛋白则严

格按照 mierce核蛋白提取试剂盒说明书提取。取 PM=
μg蛋白变性；NMB=papJmAdb胶分离，再电转至聚

偏二氟乙烯（msac）膜，RB的脱脂牛奶封闭 O=h，
加入兔抗 pJpPU 单克隆抗体（N∶ORM）、兔抗 pPU
单克隆抗体（N∶N=MMM）、兔抗 kcJκBLpSR单克隆抗

体（N∶N=MMM）、兔抗 dAmae单克隆抗体（N∶N=MMM）
过夜，qBpq 清洗 P 次后加入辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔 fgd（N∶R= MMM）孵育 N= h，加入 bCi
发光液显色曝光。取胶片于扫描仪上获取图像，利

用软件进行灰度值分析，总蛋白以总EkcJκBLpSRFL=
dAmae、 pJpPULpPU 表达量表示，核蛋白以

EkcJκB/p65 胞核FLEkcJκBLpSR胞浆F=表示。=
OKT= =免疫荧光检测=

海马冠状位切开，包埋于 lCq 胶中，−UM=℃
冰箱内固定，冰冻切片为 NM=μm组织片，QB多聚甲

醛固定 PM=min，山羊血清封闭后兔抗 kcJκBLpSR单
克隆抗体（N∶NMM）一抗孵育过夜。mBp 清洗后

aylightQUU标记的山羊抗兔二抗（N∶RMM）孵育 N=h，
mBp清洗 P次，aAmf染核 R= min，再次 mBp清洗

后抗荧光猝灭剂封片，荧光显微镜下观察。=
OKU= =免疫组化检测=

海马 QB多聚甲醛固定，梯度脱水后石蜡包埋，

切为 Q= μm组织片，微波抗原修复，滴加 PB= eOlO
封闭内源性过氧化氢酶，RB山羊血清封闭后兔抗

pJpPU（N∶NMM）孵育过夜，mBp清洗后孵育二抗，

aAB显色，苏木素复染，常规封片，光镜下观察。=
OK9= =统计学方法=

采用 pmpp=NVKM统计软件分析，数据用 ±x s表
示，组间比较采用单因素方差分析（lneJway=
AklsA），方差齐采用 ipaJt检验，方差不齐采用

qamhane’s=qO检验。=
P= =结果=
PKN= =疲劳评估=

旷场实验显示，术后 N、P= d，mlcp组大鼠运

动距离较对照组显著缩短（m＜MKMN），而人参皂苷

obN 组大鼠运动距离较 mlcp 组显著延长（m＜
MKMN）。术后 N、P=d，mlcp组大鼠休息时间较对照

组显著延长（m＜MKMR）；术后 N、R=d，人参皂苷 obN
组大鼠休息时间较 mlcp 组明显缩短（m＜MKMR）。
术后 N、P= d，mlcp组大鼠直立次数较对照显著减

少（m＜MKMR、MKMN）；术后 N=d，人参皂苷 obN组大

鼠直立次数较 mlcp 组显著增加（m＜MKMR）。各组

大鼠修饰时间无统计学意义。结果见表 O。=
PKO= =海马组织内炎症因子 mokA的表达=

实时荧光定量 mCo 结果显示，术后 N、P= d，=
mlcp组大鼠海马内 fiJ1β=mokA水平较对照组显著

上升（m＜MKMR）；术后 N=d，人参皂苷 obN组大鼠海

马内 fiJNβ= mokA 水平较 mlcp 组显著下降（m＜
MKMR）。术后 N、P=d，mlcp组大鼠海马内 fiJS=mokA
水平较对照组显著上升（m＜MKMR）；术后 P=d，人参

皂苷obN组大鼠海马内 fiJS=mokA水平较 mlcp组
明显下降（m＜MKMR）。术后 N、P= d，mlcp 组大鼠

海马内 qkcJα=mokA水平较对照组明显上升（m＜
MKMR）；术后 P=d，人参皂苷 obN组大鼠海马内 qkcJα=
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mokA水平较 mlcp组明显下降（m＜MKMR）。结果

见图 N。=
PKP= =海马内 pJpPU的表达=

testern=boltting结果显示，术后 N、P=d，mlcp
组大鼠海马内 pJpPU 水平较对照组显著升高（m＜
MKMR），术后 P、R、T= d，人参皂苷 obN组大鼠海马

内 pJpPU 水平较 mlcp 组明显减少（m＜MKMR），结

果见图 O。免疫组化结果显示，mlcp组大鼠海马内

pJpPU染色呈强阳性，对照组为阴性，人参皂苷 obN
组染色则呈弱阳性，结果见图 P。=
PKQ= =海马内 kcJκBLpSR在细胞内的分布=

testern=boltting结果显示，术后 N、P、R=d，mlcp
组大鼠海马内= EkcJκB/p65 胞核FLEkcJκB/p65 胞浆F
较对照组明显上升（m＜MKMR），术后 N、P=d，人参=

表 O= =旷场实验结果= E x±sI=n===U=F=
qable=O= =oesult=of=open=field=test=E x±sI=n===U=F=

组别= 术后时间Ld= 穿越格子数L个= 休息时间Ls= 修饰时间Ls= 直立次数=

对照= N= NUKOS±OKSM SRKVM±NMKUT NNKSP±OKSS UKNV±NKPV 

= P= = PMKTU±PKSR OVKNM±QKSR NNKRM±OKVQ NMKOP±NKOM 

= R= = OVKPO±PKSN OVKQV±QKSP NMKNR±NKQS NMKON±OKNQ 

= T= = OVKPS±RKQQ OTKPV±PKQQ TKNM±NKNN NNKMS±QKMS 

mlcp= N= = NOKNV±NKVUGG TSKQM±SKVVG NOKMS±NKTV QKUV±NKRPGG 

P= = OPKSV±PKQQGG PRKUV±QKSQG NMKPR±OKMR UKOS±OKPTG 

R= = OVKQV±QKVN PQKMO±TKOU NMKNN±OKNU UKSU±NKST 

T= = OVKOT±QKQR PMKRS±TKRP SKUN±NKNQ NMKUV±OKMO 

人参皂苷 obN= N= = NSKVU±NKPO@@ SSKUS±SKSR@ NPKTN±OKVN SKUM±NKTO@ 

P= = OUKVO±PKUR@@ PMKSM±TKRO NNKOM±PKRM VKRU±NKPU 

R= = OUKTO±PKQO OTKMU±RKOS@ UKVO±PKNM VKSM±NKVV 

T= = PMKMQ±PKSV OVKVQ±PKVS SKVU±NKQS NMKON±OKPU 

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与 mlcp组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN，下同= =
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=control=groupX=@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=mlcp=groupI=same=as=below=

=

= = = = = = = = = = =
=

图 N= =大鼠海马组织内 fiJS、fiJNβ、qkcJα=mokA的相对表达量= E x±sI=n===U=F=
cigK=N= =mokA=bxpression=of=fiJSI=fiJ1βI=and=qkcJα=in=hippocampus=of=rats=E x±sI=n===U=F=

=

= = = = = ==

图 O= =大鼠海马组织内 pJpPU蛋白相对表达量= Etestern=blottingF=
cigK=O= = oelative=expression=of=pJpPU=in=hippocampus=of=rats=Etestern=blottingF=

=
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皂 苷 obN 组 大 鼠 海 马 内 = EkcJκB/p65 胞

核FLEkcJκB/p65 胞浆F=较 mlcp 组明显下降（m＜
MKMR）。结果见图 Q。免疫荧光结果显示，mlcp 组

大鼠海马内，kcJκB/p65 入核多于对照组，人参皂

苷 obN组 kcJκB/pSR入核较 mlcp组减少。结果见

图 R。=
=

=

图 P= =大鼠海马内 pJpPU免疫组化染色结果=
cigK=P= =pJpPU=fmmunohistochemical=staining=of=hippocampus=of=rats= =

=

= = = = = = = = = = = = = = = = =
=

图 Q= =大鼠海马内 kcJκBLpSR胞核与胞浆蛋白表达量= Etestern=blottingF=
cigK=Q= =Analysis=of=kcJκB/p65=protein=expression=in=nuclear=and=cytoplasm=of=hippocampus=in=rats=Etestern=blottingF=

=
=

白色箭头代表 kcJκBLpSR与细胞核融合=
thite=arrows=stand=for=kcJκB/p65 merged in nuclear=

图 R= =大鼠海马中 kcJκBLpSR免疫荧光染色=
cigK=R= =kcJκB/p65=fmmunofluorescence=staining=of=hippocampus=of=rats=
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Q= =讨论=
mlcp 常见于腹部及心脏大手术后，是术后延

缓患者恢复至正常生活状态的生理和心理症状的

集中表现。mlcp 可分为外周疲劳和中枢疲劳，中

枢疲劳症状主要为精神紊乱，如失眠、抑郁、焦虑、

注意力难以集中等。mlcp 的病因是多元性的，主

要包括手术创伤、术后心理状态的改变、炎症反应

及营养不良等xSz。目前，中枢疲劳的确切发病机制

尚不清楚。本研究在建立 mlcp大鼠模型的基础上，

通过旷场实验评价 mlcp大鼠术后疲劳程度，检测

中枢海马内炎症因子、pJpPUjAmh、kcJκBLpSR等
指标来阐释中枢疲劳机制。=

研究表明，某些炎症因子如 fiJS、fiJNβ、qkcJα
等可导致一系列精神紊乱及抑郁样行为。注射脂多

糖、fiJS 的大鼠可产生显著的“病态行为”，而于

志愿者体内注射 fiJS、fck、内毒素等，也可同样

导致疲劳、焦虑、嗜睡、抑郁等一系列表现xTJUz。腹

部大手术作为一种巨大应激，可导致全身广泛炎症

反应。maddison 等xVz发现，腹部大手术术后早期即

可出现外周血中明显的炎症因子升高，并在 OQ=h内
达到高峰。然而，腹部大手术是否会导致中枢神经

系统的炎症反应，以及以何种机制引起中枢疲劳，

目前尚未有明确报道。本研究显示，mlcp 大鼠在

术后 N、P=d运动时间显著减少，休息时间显著增加，

提示 mlcp大鼠在术后 N和 P= d出现了明显的包括

外周疲劳和中枢疲劳在内的 mlcp。而在术后相应

时间点内，mlcp 大鼠海马内 fiJS、fiJNβ、qkcJα=
mokA水平均较对照组显著上升，提示腹部手术也

可导致中枢内炎症因子明显升高。而在随后的时间

点内（术后 R、T=d），mlcp大鼠中枢内炎症因子逐

渐下降并恢复正常，提示中枢内炎症反应的高峰位

于术后早期，与疲劳最显著的时间点相一致。=
作为经典的转录因子，kcJκB 包含 pRM和 pSR

两种经典亚基。其可被内毒素、炎症因子等多种信

号激活，活化的kcJκB转位到核内与其相关的akA
基序结合以诱导靶基因的转录xNMz。研究表明xNNz，磷

酸化的 pPUjAmh是 kcJκB 重要的上游信号，其可

磷酸化 fJκBα，从而使 fJκBα 从 pSR 亚基上解离，

促使 pSR 亚基进入胞核。本研究显示，mlcp 大鼠

海马内 pJpPU蛋白水平在术后 N、P=d显著升高，组

织学上也有相同表现；术后 N、P、R=d，mlcp大鼠

EkcJκB/p65 胞核FLEkcJκB/p65 胞浆F=亦显著升高，

免疫荧光也可见相同结果。提示腹部大手术于术后

早期激活了大鼠海马内 pPUjAmhJkcJκB 这一经典

炎症信号通路，导致了大鼠中枢内显著的炎症反

应，中枢炎症可能是导致中枢疲劳的重要机制。=
人参为五加科多年生草本植物，其活性成分人

参皂苷 obN 有着良好的抗氧化应激、抗炎、神经损

伤修复等药理作用xNOJNPz。有研究报道，人参皂苷 obN
可抑制脑缺血大鼠的中枢炎症反应xNQz。本课题组前

期研究发现，人参具有通过促进神经损伤修复，改

善术后疲劳作用xNRz，然而其通过何种机制改善术后

疲劳尤其是中枢疲劳尚未明确。在本研究中，使用

人参皂苷 obN干预的 mlcp大鼠，行为学表现明显改

善；中枢内炎症因子转录水平明显下降；pJpPUjAmh
蛋白水平亦明显下降；EkcJκB/p65 胞核FLEkcJκB/p65
胞浆F=也较 mlcp大鼠显著降低，并与组织学结果一

致。提示了人参皂苷 obN有一定的中枢内抗炎效果，

并在一定程度上可通过抑制中枢内炎症反应及相关

炎症通路的激活来改善术后中枢疲劳。=
综上所述，本研究初次从中枢内经典炎症通路

的变化来阐述 mlcp中枢疲劳的发生机制。发现在

术后较早的一段时间内，手术创伤应激使 mlcp大

鼠海马炎症因子的转录水平升高，pPUjAmh 及

kcJκB等炎症通路激活，从而导致显著的中枢内炎

症，引发中枢疲劳。而人参皂苷 obN在一定程度上

可通过抑制中枢内炎症反应保护中枢神经细胞，改

善中枢疲劳。为今后临床治疗 mlcp提供了理论依

据和新的治疗方法。=
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