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钙激活氯通道参与七氟醚对大鼠脑缺血后神经血管单元的保护机制研究 
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摘  要：目的  探究钙激活氯通道参与七氟醚对大鼠脑缺血后神经血管单元的保护机制研究。方法  将 TMEM16A 局部脑

内基因敲除大鼠分为假手术组、模型组、沉默 TMEM-16A（LV-shTMEM16A）组、七氟醚组、七氟醚＋LV-shTMEM16A 组。

除假手术组外，其余各组大鼠建立中动脉脑缺血模型，七氟醚组与七氟醚＋LV-shTMEM16A 组大鼠中动脉缺血期间，持续

吸入 3%七氟醚治疗。大鼠脑缺血 2 h 后，拔除线栓，检测神经元中 Ca2+与 Cl−含量。3 d 后评估神经功能。将大鼠处死，取

大鼠脑组织分别开展 TTC 染色分析各组大鼠脑梗死区面积，TUNEL 染色观察大鼠脑组织中 TUNEL 染色阳性细胞率，CD31

免疫组化法检测新生血管生成标记物 CD31，Western blotting 检测凋亡和神经营养相关蛋白表达。结果  与模型组相比，七

氟醚组大鼠神经元中 Ca2+与 Cl−浓度降低，神经功能评分降低且脑梗死面积明显减少。七氟醚组大鼠脑组织中 CD31 水平与

VEGF 蛋白表达进一步升高，TUNEL 染色阳性细胞率减少，凋亡相关蛋白 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、活化的半胱氨酸蛋白

酶-3（cleaved-Caspase-3）表达量降低，神经营养相关蛋白转化生长因子-β（TGF-β）、脑源性神经营养因子（BDNF）与酪氨

酸激酶受体 B（TrkB）蛋白表达量升高。与七氟醚组相比，七氟醚＋LV-shTMEM16A 组大鼠神经元中虽然 Cl−没有变化，但

Ca2+浓度增加，神经功能评分升高且脑梗死面积增加，大鼠脑组织中 CD31 水平与 VEGF 蛋白表达减少，TUNEL 染色阳性

细胞率增加，Bax、cleaved-Caspase-3 蛋白表达量增加，而 TGF-β、BDNF 与 TrkB 蛋白表达量减少。结论  七氟醚可能通过

抑制 TMEM16A 蛋白表达，降低 Ca2+与 Cl−电流，一方面抑制了神经元凋亡，另一方面促进了神经血管单元的新生，最终达

到减轻神经功能损伤的作用。 
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Calcium-activated chloride channels are involved in the protective mechanism of 

sevoflurane on neurovascular units after cerebral ischemia in rats 
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Abstract: Objective  To explore the protective mechanism of calcium-activated chloride channels involved in sevoflurane on 

neurovascular units after cerebral ischemia in rats. Methods  TMEM16A local brain knockout rats were divided into sham operation 

group, model group, LV-shTMEM16A group, sevoflurane group, sevoflurane + LV-shTMEM16A group. Except for the sham operation 

group, the middle artery cerebral ischemia model was established in other groups. During the middle artery ischemia, sevoflurane 

group and sevoflurane +LV-shTMEM16A group were treated with continuous inhalation of 3% sevoflurane. The content of Ca2+ and 

Cl− in neurons was detected after 2 h of cerebral ischemia. Neurological function was assessed after 3 days. The rats were killed, and 

the brain tissues of the rats were analyzed by TTC staining. TUNEL staining was used to observe the TUNEL staining positive cell rate 

in the brain tissues of the rats, and CD31 immunohistochemical method was used to detect the neovascularization marker CD31. The 

expressions of apoptosis-related and neurotrophic proteins were detected by Western blotting. Results  Compared with the model 

group, the concentrations of Ca2+ and Cl− in the neurons of sevoflurane group were decreased, the neural function scores were 

decreased, and the cerebral infarction size was significantly reduced. In sevoflurane group, the expressions of CD31 and VEGF protein  
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were further increased, the rate of TUNEL stained positive cells was decreased, the expressions of apoptosis-related proteins Bax and 

cleaved Caspase-3 were decreased, and the expressions of neurotrophic proteins TGF-β, BDNF and TrkB were increased. Compared 

with sevoflurane group, although there was no change in Cl− in sevoflurane + LV-shTMEM16A group, there was an increase in Ca2+ 

concentration, an increase in neural function score, an increase in cerebral infarction area, a decrease in the expression of CD31 and 

VEGF protein, and an increase in the rate of TUNEL staining positive cells. Expression of apoptosis-associated proteins Bax and 

cleaved Caspase-3 increased, while expression of neurotrophic proteins TGF-β, BDNF, and TrkB decreased. Conclusion  Sevoflurane 

may inhibit the expression of TMEM16A protein and reduce the Cl− and Ca2+ concentration. It inhibits neuronal apoptosis and promotes 

the regeneration of neurovascular units, which finally achieves the effect of reducing neurological damage. 
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脑梗死是常见的中枢血管性疾病，常发于围术

期间。据世界卫生组织公布，每年脑卒中患者病死

率约 10%，总数高达 570 万[1]。由于神经功能修复

能力有限，脑梗死可引起暂时甚至永久的运动功能

障碍[2]。随着麻醉学的进步，通过吸入麻醉延长脑

缺血耐受时间、减轻神经功能损伤得到了更多的关

注与研究。七氟醚可以明显减轻脑梗死大鼠神经功

能损伤，其机制主要涉及调控凋亡相关基因、抑制

炎症、诱导效应因子增强缺血耐受等方面[3-4]。脑梗

死损伤贯穿了早期细胞能量耗竭至细胞程序性坏

死，到达神经血管单元丢失等一系列事件。研究表

明，七氟醚可激活转化生长因子-β（TGF-β）超家族

上游信号，通过 Smad 分子依赖途径调控下游丝裂

原活化蛋白激酶（MAPK）、水通道蛋白（AQP）发

挥促神经血管单元生成作用[5]。血管内皮细胞内广

泛分布着钙激活氯通道（calcium-activated chloride 

channels，CaCCs），可被胞浆内升高的 Ca2+离子电

流激活[6]。跨膜蛋白 16A（TMEM16A）是 CaCCs 的

分子基础，研究曾报道 TMEM16A 活化产生的 Cl−

离子电流会引起细胞肿胀，这是造成的血脑屏障破

坏、脑细胞水肿的重要原因[7]。以上文献报道提示

CaCCs 可能参与了缺血性脑卒中的脑损伤过程中

神经血管单元的损伤。基于此，本研究探讨了七氟

醚对脑缺血大鼠神经血管单元的保护机制。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

75 只 SPF 级 SD 雄性大鼠，由新疆医科大学动

物 实 验 中 心 提 供 ， 实 验 动 物 许 可 证 编 号

430022031002，8 周龄，体质量 170～180 g。入组

后饲养于新疆医科大学动物实验中心SPF级动物房

中，饲养条件温度 22～26 ℃，湿度 30%～70%，

12 h/12 h 固定昼夜循环，充足的食物和水源。本研

究经新疆医科大学动物实验伦理委员会批准，批准

文号 XJMU202203010015。 

1.2  试剂与仪器 

七氟醚（质量分数：≥98.0%，深圳瑞沃德生命

科技有限公司，批号 R302091）；脑缺血模型线栓（广

州佳灵生物技术公司，批号 20190483）；2,3,5-三苯

基氯化四氮唑染色试剂盒（TTC，北京索莱宝公司，

批号 s7832）；TUNEL 染色试剂盒（美国 Thermo 公

司，批号 1003-1938）；Anti-rat TMEM16A（英国

abcam 公司，批号 ab1736）、血小板内皮细胞黏附分

子（CD31，英国 abcam 公司，批号 ab1184）、Bcl-

2 相关 X 蛋白（Bax，北京博奥森生物技术公司，批

号 bs8742）、B 淋巴细胞瘤 2（Bcl-2，武汉博士德生

物技术公司，批号 746323）、活化的半胱氨酸蛋白

酶-3（cleaved-Caspase-3，，武汉博士德生物技术公

司，批号 764531、Caspase-3（北京博奥森生物技术

公司，批号 bs8732）、TGF-β（武汉博士德生物技术

公司，批号 876113）、脑源性神经营养因子（BDNF，

英国 abcam 公司，批号 ab1364）、酪氨酸激酶受体

B（TrkB，英国 abcam 公司，批号 ab7263）、血管内

皮生长因子（VEGF，，北京博奥森生物技术公司，

批号 bs7163）、β-actin 抗体（北京博奥森生物技术

公司，批号 bs1093）。 

R500 小动物麻醉机（深圳瑞沃德生命科技有限

公司）；脑立体定位注射仪（深圳瑞沃德生命科技有

限公司）；SN0192876 微透析采样系统（北京铭泰佳

信科技有限公司）；DM500 生物显微镜（德国徕卡

公司）；Mini-protean Tetra 凝胶电泳装置（美国

Biorad 公司）；化学发光成像仪（上海天能生物

公司）。 

1.3  TMEM16A 基因敲除大鼠制备、分组及给药 

靶向 TMEM16A 的 shRNA 序列与对照 LV-

shNC 均由上海吉凯生物有限公司设计与提供。将

合成的寡核苷酸插入到慢病毒表达质粒中，分别由

pGC-LU 载体、pHelper 1.0 载体、pHelper 2.0 载体

3 质粒组成。使用 Lipofectamine 3000 试剂盒进行高
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纯度无内毒素抽提，转染 293T 细胞，收集细胞上

清液，浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩液。转染

72 h 后，收集含重组慢病毒的培养基，检测病毒滴

度。将大鼠麻醉，固定在立体定向仪上，颅骨钻孔，

坐标（−0.3 mm、±1.0 mm、−2.2 mm）。将微细套

管置入单侧侧脑室，分别注入靶向沉默 TMEM16A

慢病毒（LV-shTMEM16A）、非靶向慢病毒干扰液

（LV-shNC），钢丝封闭套管外口预防颅内感染，牙

科用水泥固定。每天注射干扰病毒液 1 次，连续 3 

d，即可得到 TMEM16A 局部脑内基因敲除的大鼠。

将脑室注射 LV-shNC 大鼠分为假手术组、模型组、

七氟醚组；将脑室注射 LV-shTMEM16A 组大鼠分

为 LV-shTMEM16A 组、七氟醚＋LV-shTMEM16A

组，每组 15 只。取各组大鼠构建脑缺血模型，脑缺

血期间，七氟醚组、七氟醚＋LV-shTMEM16A 组大

鼠持续吸入体积分数为 3%的七氟醚–氧气混合气

体用于神经功能保护。 

1.4  中动脉脑缺血模型的构建 

采用戊巴比妥钠（60 mg/kg）麻醉大鼠，仰卧

位固定在恒温（37 ℃）手术台上，参照文献改良的

方法建立中动脉脑缺血模型[8]。颈部正中备皮、消

毒、切口，分离左侧颈总动脉、颈外动脉、颈内动

脉，结扎颈外动脉及颈总动脉近心端。在颈总动脉

近动脉分叉处剪一小口，插入线栓，阻断中动脉血

流。插入深度为距分叉（18.0±1.0）mm 处，固定

线栓。假手术组仅颈部正中备皮、消毒、切口，分

离各个颈动脉。阻断中动脉血流 120 min 后，小心

取出线栓，逐层缝合颈部皮肤。 

1.5  神经元微环境中离子浓度检测 

造模 2 h 后，随机取 6 只大鼠，通过在体脑微

透析技术检测神经元微环境中 Ca2+/Cl−离子浓度。

先立体定位大鼠脑皮质，植入微透析探针，坐标

（−0.3 mm，±1.0 mm，−2.2 mm）。大鼠恢复 1 周后，

将微透析探针与 PE 管和微量进样器连接，微灌注

人工脑脊液，即在微透析探针中灌注 Cl−、Ca2+离子

交换树脂，自尾端分别灌入 100 mmol/L CaCl2，用

电极拉制仪拉制 Cl−、Ca2+离子电极。梯度增加 Ca2+

浓度，达到与组织内 Ca2+和 Cl−进行透析交换，获

得待测样本。应用基因编码 Ca2+探针（AAV5• 

GCamp6f）和 Cl−荧光探针（MQAE），通过共聚焦

显微镜成像观察脑内 Ca2+和 Cl−浓度的变化。 

1.6  神经功能评分 

造模后，将大鼠放回笼中恢复，3 d 后评估各组

大鼠神经功能。参考文献评分标准对大鼠进行神经

功能评定[8]。评分方法如下：0 分为大鼠无神经损伤

体征；1 分为大鼠不能完全伸展对侧前爪；2 分为大

鼠提尾后向对侧转圈；3 分为大鼠提尾后向对侧倾

倒；4 分为大鼠不能自发行走，意识丧失；5 分为大

鼠死亡。分值越高说明神经功能损伤越严重。 

1.7  TTC 染色 

将所有大鼠处死，各组取 3 只大鼠全脑 TTC 染

色。取脑组织冷冻后切片，浸没于质量分数 2% TTC

溶液中，37 ℃避光孵育 30 min，每 5 分钟翻动 1 次

切片。将切片依次排列、拍摄，分析各组大鼠脑梗

死区面积。 

1.8  免疫组化染色与 TUNEL 染色 

各组取 3 只大鼠，灌流后取全脑包埋切片后进

行免疫组化染色、TUNEL 染色。免疫组化染色：大

鼠吸入 CO2处死，取脑组织固定于多聚甲醛中。梯

度乙醇脱水，石蜡包埋、切片。取切片脱蜡至水，

滴加二甲苯孵育 10 min。将切片在微波炉中高温烘

烤 5 min，放入 3% H2O2清洗槽中孵育 10 min，消

除内源性过氧化物酶活性。PBST 清洗，切片上滴

加 5%山羊血清封闭 1 h。PBST 清洗，切片上滴加

Anti-CD31 抗体稀释液（1∶100），放入湿盒中孵育

过夜。取出切片，PBST 清洗，滴加偶联生物素二抗

稀释液（1∶200），室温孵育 30 min。PBST 清洗，

滴加 streptavidin-HRP，孵育 30 min。PBST 清洗，

加 DAB 显色液，孵育 10 min。双蒸水清洗，苏木

精复染 10 s，中性树脂封片，显微镜下观察、记录。 

TUNEL 染色：取切片脱蜡至水，滴加二甲苯孵

育 10 min。将切片在微波炉中高温烘烤 5 min，放

入 H2O2 清洗槽中孵育 10 min，消除内源性过氧化

物酶活性。取试剂盒中生物素标记液，混合后滴加

在切片上，37 ℃水浴 60 min。PBS 洗涤切片，滴

加标记反应终止液，PBS 清洗，滴加偶联生物素二

抗稀释液（1∶200），室温孵育 30 min。PBST 清洗，

滴加 streptavidin-HRP，孵育 30min。PBST 清洗，

滴加 DAB 显色液，孵育 10 min。双蒸水清洗，苏

木精复染 10 s，中性树脂封片，进行显微镜下观察、

记录。 

1.9  Western blotting 检测相关蛋白表达 

收集剩余大鼠脑组织，取海马组织，加入组织

裂解液研磨、静置 30 min。离心取上清液、测定大

鼠脑组织神经元新生相关蛋白浓度。加入上样缓冲

液，沸水浴 10 min，完成样品制备。取 SDS-PAGE
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凝胶，加入等量样品，开启凝胶电泳，待上样缓冲

液到达凝胶底部时，取出凝胶。根据预染蛋白

Marker 截取目标蛋白条带，开始湿法转膜。PBST

清洗蛋白条带，在 2% BSA 溶液中封闭 2 h。取蛋

白条带，4 ℃孵育不同一抗 1∶（1 000～2 000）稀

释液。次日取蛋白条带，PBST 清洗，滴加 HRP 单

抗兔/鼠 IgG（H+L）二抗稀释液，室温孵育 2 h。蛋

白条带上滴加发光液，成像仪下获得蛋白条带，使

用 Image J 软件进行量化统计，以目标蛋白灰度值

与 β-actin 蛋白灰度比值作为最终统计结果。 

1.10  统计学分析 

采用 SPSS 22.0 软件分析，所有数据使用x ± s

表示，各组数据之间采用单因素方差分析（One way 

Anova），通过 Tukey 检验两组之间统计学差异。 

2  结果 

2.1  各组大鼠脑组织神经元中 Ca2+、Cl−的浓度 

与假手术组相比，模型组与LV-shTMEM16A组

大鼠脑组织神经元中 Ca2+浓度明显增加（P＜0.05）；

与模型组相比，七氟醚组大鼠脑组织神经元中 Ca2+

浓度明显减少（P＜0.05）；与七氟醚组相比，七氟

醚＋LV-shTMEM16A 组大鼠脑组织神经元中 Ca2+

浓度明显增加（P＜0.05）。与假手术组相比，模型

组大鼠神经元中 Cl−浓度明显升高（P＜0.05）；与

模型组相比，LV-shTMEM16A 组、七氟醚组、七

氟醚＋LV-shTMEM16A 组大鼠神经元中 Cl−浓度均

明显减少（P＜0.05），见图 1。 

 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与七氟

醚组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 

0.05 vs sevoflurane group 

图 1  各组大鼠脑组织神经元中 Ca2+、Cl−浓度（x ± s，n = 

15） 

Fig. 1  Ca2+ and Cl− concentrations in neurons of brain 

tissue of rats in each group (x ± s, n = 15 ) 

2.2  各组大鼠神经功能评分和脑梗死面积 

假手术组大鼠没有插线栓阻断中动脉血流，所

有大鼠行为表现正常，评分为 0，且没有脑梗死区

域；与假手术组相比，模型组与 LV-shTMEM16A 组

大鼠出现明显的神经功能障碍，评分显著增加，且

出现明显的梗死区域，而七氟醚组大鼠神经功能评

分降低，脑梗死面积减少（P＜0.05）；与七氟醚组

相比，七氟醚＋LV-shTMEM16A 组大鼠神经功能评

分提高，脑梗死面积增加（P＜0.05），见图 2、3。 

 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与七氟

醚组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 

0.05 vs sevoflurane group 

图 2  各组大鼠神经功能评分（x ± s，n = 15） 

Fig. 2  Neurological function scores of rats in each group (x ± 

s, n = 15 ) 

2.3  各组大鼠脑组织中神经元 TUNEL 染色 

与假手术组相比，模型组和LV-shTMEM16A组

大鼠脑组织中 TUNEL 染色阳性细胞率增加（P＜

0.05）；与模型组相比，七氟醚组大鼠脑组织中

TUNEL 染色阳性细胞率降低（P＜0.05）；与七氟醚

组相比，七氟醚＋LV-shTMEM16A 组大鼠 TUNEL

染色阳性细胞率增加（P＜0.05），将图 4、5。 

2.4  各组大鼠脑组织中 CD31 表达情况 

假手术组大鼠脑组织血管没有损伤，新生血管

生成标记物 CD31 几乎没有表达；与假手术组相比，

模型组和 LV-shTMEM16A 组大鼠脑组织中 CD31

表达明显增加（P＜0.05）；与模型组相比，七氟醚

组大鼠脑组织中 CD31 表达进一步增加（P＜0.05）；

与七氟醚组相比，七氟醚＋LV-shTMEM16A 组大鼠

CD31 表达却明显减少（P＜0.05），见图 6、7。 

2.5  七氟醚通过 TMEM16A 对凋亡相关蛋白和神

经营养相关蛋白表达的影响 

与假手术组相比，模型组 TMEM16A 表达明显

增加（P＜0.05）；与模型组相比，七氟醚组 TMEM16A 
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与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与七氟

醚组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 

0.05 vs sevoflurane group 

图 3  各组大鼠脑梗死面积（x ± s，n = 15） 

Fig. 3  Cerebral infarction size of rats in each group (x ± s, 

n = 15 ) 

 

图 4  各组大鼠脑组织神经元 TUNEL 染色结果 

Fig. 4  TUNEL staining results of brain tissue of rats in each 

group 

表达明显减少（ P ＜ 0.05 ）；与此同时， LV-

shTMEM16A 组和七氟醚＋LV-shTMEM16A 组大

鼠脑组织中 TMEM16A 表达几乎没有。 

凋亡相关蛋白检测中，与假手术组相比，模型

组和 LV-shTMEM16A 组 Bax、cleaved-Caspase-3 蛋

白表达明显增加，Bcl-2 蛋白表达减少（P＜0.05）；

与模型组相比，七氟醚组 Bax、cleaved-Caspase-3 蛋 

 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与七氟

醚组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 

0.05 vs sevoflurane group 

图 5  各组大鼠脑组织神经元 TUNEL 染色阳性细胞率（x ± 

s，n = 15） 

Fig. 5  TUNEL staining positive cell rate of rats in each group 

(x ± s, n = 15 ) 

 

图 6  各组大鼠脑组织神经元 CD31 染色结果 

Fig. 6  CD31 staining results of neurons in brain tissue of 

rats in each group 

白表达明显减少，Bcl-2 蛋白表达明显增加（P＜

0.05）；与七氟醚组相比，七氟醚＋LV-shTMEM16A

组 Bax、cleaved-Caspase-3 蛋白表达明显增加，Bcl-

2 蛋白表达明显减少（P＜0.05），见图 8。 

神经营养相关蛋白检测中，与假手术组相比，

模型组和 LV-shTMEM16A 组的 TGF-β、BDNF、

TrkB 蛋白表达明显减少，VEGF 表达增加（P＜

0.05）；与模型组相比，七氟醚组 TGF-β、BDNF、

TrkB 蛋白表达明显增加（P＜0.05），且 VEGF 蛋白

表达进一步增加（P＜0.05）；与七氟醚组相比，七

氟醚＋LV-shTMEM16A 组 TGF-β、BDNF、TrkB、

VEGF 蛋白表达明显减少（P＜0.05），见图 9。 

3  讨论 

脑梗死患者常出现口眼歪斜、思维迟缓、四肢 

 

& 

脑
梗
死
面
积

/%
 

假手术     模型   LV-shTMEM16A 七氟醚  七氟醚＋LV- 

shTMEM16A 

50 

40 

30 

20 

10 

0 

假手术      模型      LV-shTMEM16A   七氟醚  七氟醚＋LV- 

shTMEM16A 

* * 

# 

 
七氟醚        七氟醚＋LV- shTMEM16A 

假手术                模型          LV-shTMEM16A 

100 μm 100 μm 100 μm 

100 μm 100 μm 

 

T
U

N
E

L
阳
性
细
胞
率

/%
 

150 

100 

50 

0 

假手术    模型   LV-shTMEM16A  七氟醚  七氟醚＋LV- 

shTMEM16A 

& 

* 

* 

# 

 

七氟醚       七氟醚＋LV- shTMEM16A 

假手术               模型             LV-shTMEM16A 

50 μm 

50 μm 50 μm 50 μm 

50 μm 



第 38 卷第 1 期  2023 年 1 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 38 No. 1 January 2023 ·13· 

 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与七氟

醚组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 

0.05 vs sevoflurane group 

图 7  各组大鼠脑组织神经元 CD31 量化统计结果（x ± s，

n = 15） 

Fig. 7  Quantitative statistical results of CD31 in brain 

tissue of rats in each group (x ± s, n = 15 ) 

运动功能障碍等症状。CT 平扫缺血侧脑区常出现

大脑中动脉高度密集，豆状核密度降低、脑沟消失；

患者病情加剧后，可出现片状低密度梗塞[9]。本研

究结果显示，模型组大鼠神经功能评分增加，普遍

出现单侧前肢无法完全伸缩，身体向一侧偏瘫或部

分出现瘫痪的情况。此外，TTC 染色中也有显示，

模型组大鼠单侧出现明显的梗塞区域。以上结果提

示本研究脑梗死模型构建成功。与模型组相比，LV-

shTMEM16A 组大鼠神经功能评分与脑梗死区域面

积没有明显改变，提示沉默 TMEM16A 基因表达对

脑梗死大鼠没有明显影响。而七氟醚明显降低了大

鼠神经功能评分与脑梗死区域面积，发挥了正向调

节 作 用 。 与 七 氟 醚 组 相 比 ， 七 氟 醚 ＋ LV-

shTMEM16A 组大鼠神经功能评分与脑梗死区域面

积增加，提示七氟醚发挥脑梗死改善作用可能与

TMEM16A 基因相关。 

目前研究认为神经血管单元是由神经元、胶质

细胞和附近微血管组成的功能和形态相互影响的 

 

  与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与七氟醚组比较：&P＜0.05 

      *P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs sevoflurane group 

图 8  各组大鼠脑组织神经元凋亡相关蛋白表达（x ± s，n = 15） 

Fig. 8  Expression and quantitative statistics of apoptosis-related proteins in rat brain tissue (x ± s, n = 15 ) 

功能区域。然而神经血管单元在脑缺血进展中却表

现为两面性。前期研究显示，TGF-β 通过负反馈调

节 JNK 和 p38MAPK 的表达，促进神经元附近血管

修复，从而维护神经元之间营养物质传递，缩小缺

血面积、改善近期神经功能[10-11]。然而，脑梗死后

期，当 TGF-β 过度表达，会导致星形胶质细胞过度

活化，介导梗死区域纤维化和胶质瘢痕形成，同时

大量新生的神经血管单元允许促炎及促凋亡因子

在细胞间扩散，反而加速了神经损伤进程[12]。本研

究结果显示，模型组中血管新生标记蛋白 CD31 表

达增加，提示内源性保护机制在受到缺血的影响后

激活。然而，内源性保护机制无法减轻脑缺血的损

伤作用，TUNEL 染色中表现为凋亡神经元比例增

加。七氟醚治疗后，脑组织中神经营养蛋白 TGF-β、

BDNF、TrkB 蛋白表达增加，血管内皮生长因子

VEGF 表达提高，且 CD31 表达进一步增加且凋亡 
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    与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与七氟醚组比较：&P＜0.05 

         *P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs sevoflurane group 

图 9  各组大鼠脑组织神经元新生相关蛋白表达量（x ± s，n = 15） 

Fig. 9  Expression and quantitative statistics of neuronogenesis related proteins in brain tissue of rats (x ± s, n = 15 ) 

 

神经元比例降低，提示七氟醚不仅通过提高神经营

养蛋白表达促进了神经元血管新生，还提高了神经

元对缺血环境的耐受，抑制的神经元凋亡。由于本

次研究观察时间周期较短，增加的神经血管单元并

没有表现出诱导炎症，加速损伤的情况。 

进一步研究结果显示，与模型组相比，七氟醚

组大鼠脑组织中 TMEM16A 蛋白表达明显降低，且

七氟醚＋LV-shTMEM16A组大鼠脑组织中CD31表

达没有增加，神经元凋亡比例较高。因此，七氟醚

极有可能是通过调控 TMEM16A 蛋白表达提高神

经血管单元修复。TMEM16A 是阴离子通道的重要

组成部分，属于 CaCCs 的分子基础，参与脑缺血后

的脑水肿和脑梗死区域的形成[13]。TMEM16A 存在

钙离子或钙调蛋白结合位点，Sirianant 等[14]提出

TMEM16A 可以作为细胞容量调节性 Cl−通道，会

被胞内外排的 Ca2+经瞬时受体电位通道激活。当

Ca2+浓度升高时，一方面会导致线粒体相关的凋亡

信号通路蛋白活化，造成神经元凋亡[15]。另一方面，

TMEM16A活化会介导细胞中过量的Cl−离子内流，

导致细胞肿胀 [16]。然而，通过抑制剂干预降低

TMEM16A 基因表达能够明显抑制细胞内钙依赖的

氯离子分泌，减轻细胞肿胀。本研究结果也有显示，

与假手术组相比，模型组大鼠神经元中 Cl−浓度明

显增加，TMEM16A 蛋白表达升高；但与模型组相

比，LV-shTMEM16A 组、七氟醚组、七氟醚＋LV-

shTMEM16A 组神经元中 Cl−浓度明显减少。这提示

七氟醚可能通过抑制 shTMEM16A 蛋白表达降低

Cl−浓度。与此同时，与假手术组相比，模型组与 LV-

shTMEM16A 组大鼠脑组织中 Ca2+浓度明显增加，

且 Bax、cleaved-Caspase-3 等凋亡相关蛋白表达明

显增加，Bcl-2 等抗凋亡蛋白表达明显减少。与模型

相比，七氟醚组大鼠脑组织中 Ca2+浓度明显减少，

且 Bax、cleaved-Caspase-3 等凋亡相关蛋白表达明

显减少，Bcl-2 等抗凋亡蛋白表达明显增加。 

综上所述，本研究证实了钙激活氯通道活化在

脑缺血模型诱发损伤中扮演着重要角色。七氟醚通

过抑制钙激活通道的分子基础蛋白 TMEM16A 蛋

白表达，降低 Cl−与 Ca2+电流，一方面抑制了神经

元凋亡，另一方面促进了神经血管单元的新生，最

终达到减轻缺血性卒中诱发神经功能损伤的作用。 
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