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【=药效学评价=】

自噬在丙泊酚麻醉致老年大鼠术后认知功能障碍中的作用

杨= =宁，李伦旭，刘涛涛，韩登阳，李正迁，倪= =诚，徐= =懋，郭向阳G=
北京大学第三医院麻醉科，北京= = NMMNVN=

摘  要：目的 =探讨丙泊酚麻醉对老年大鼠术后认知功能的影响及自噬在其中的作用。方法 =将老年大鼠 TO只，随机分为 Q
组：对照组、丙泊酚组、雷帕霉素组、丙泊酚＋雷帕霉素组。雷帕霉素组及丙泊酚H雷帕霉素组于麻醉前 R=d=áé雷帕霉素 NM=
mgLkg，每天 N次，麻醉当日为麻醉前 N=Ü注射，共 S=d。丙泊酚组及丙泊酚H雷帕霉素组以 OM=mgLkg丙泊酚诱导麻醉，并以

RQ=mgLkgLÜ维持 Q= Ü。采用jorrás水迷宫评测大鼠学习与记忆功能；testern= _äottáng技术及免疫荧光观察麻醉后 OQ= Ü、S= d
海马区自噬相关蛋白的表达。结果  与对照组比较，丙泊酚组第 N～P天逃避潜伏期显著延长（m＜MKMR、MKMN），目标象限探索

时间明显缩短，穿平台次数明显减少（m＜MKMR）；麻醉后 OQ=Ü、S=d海马区自噬相关蛋白 iCP_、_ecäánJN蛋白表达明显减少，

éSO蛋白表达明显增多（m＜MKMR）。与丙泊酚组比较，丙泊酚H雷帕霉素组第 N～P天逃避潜伏期缩短，目标象限探索时间显著

延长，穿平台次数明显增加（m＜MKMR）；麻醉后 OQ= Ü、S= d海马区自噬相关蛋白 iCP_、_ecäánJN表达明显增多，éSO表达明显

减少（m＜MKMR）。结论  丙泊酚连续麻醉 Q=Ü可导致老年大鼠空间学习记忆能力损伤，其机制可能与抑制海马区自噬有关。=
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术后认知功能障碍（mlCa）是老龄患者术后

最常见的并发症，显著增加老龄患者致残和致死率，

增加医疗成本并降低患者生存质量xNz。mlCa 机制

尚未明了，目前研究主要集中在神经炎症反应、血

脑屏障结构及功能完整性失调、Abet~ 代谢障碍、

胆碱能系统功能障碍等xOz；自噬（~utoéÜ~gy）是由

溶酶体介导的胞质蛋白和细胞器降解过程，基础水

平的自噬在维持细胞内代谢平衡中发挥着重要作

用，病理水平的自噬起损害作用xPz。有关 mlCa与

自噬关系的研究相对较少，研究发现，老龄大鼠接

受 OB异氟醚麻醉 Q=Ü后，海马区自噬先短暂激活后

呈显著抑制状态xQz。wÜ~ng 等xRz研究发现，OM 月龄

的pa大鼠接受OB的七氟烷麻醉R=Ü，可导致mlCa，
并且与七氟烷麻醉导致的老年大鼠海马自噬抑制、

凋亡增加有关，而自噬诱导剂雷帕霉素可缓解七氟

烷麻醉导致的老年大鼠 mlCa。=
丙泊酚是临床最常用的静脉麻醉药，丙泊酚进

入人体后能够抑制海马CAf区细胞突触的长时程增

强（iqm），而 iqm恰恰是学习和记忆的基础，因而

患者在应用丙泊酚后有可能会出现 mlCa。关于丙

泊酚对老年大脑术后认知的影响目前研究较少xSJUz，

自噬在其中的作用目前尚无相关研究。本实验拟探

讨丙泊酚麻醉对老龄大鼠术后认知功能的影响，并

评价海马自噬水平变化在其中的作用，为可能的治

疗方案提供理论依据。

N= =材料=
NKN= =动物=

本研究已通过北京大学生物医学伦理委员会实

验动物福利伦理分会的批准（伦理批复文件 iA=
OMNQJNP）。老龄 pér~gueJa~ïäey（pa）大鼠 TO只，

OM月龄，体质量 RMM～RRM=g，由长沙市开福区东创

实验动物科技服务部提供，生产许可证号 pCuh
（湘）OMNQJMMNN。转运至北京大学医学部实验动物科

学部，pmc级标准化饲养：每笼 O只，实验前 N周适

应环境，实验室温度（OQ±O）℃，湿度 RRB±RB，

避免强光、噪音等刺激，维持光照∶黑暗（NO= Ü∶
NO= Ü）交替的生活节律，自由摄食和饮水，所有动

物在纳入实验研究前适应性饲养至少 N周。=
NKO= =药物及主要试剂=

丙泊酚（力蒙欣，西安力邦制药有限公司，规

格 OM= mi׃OMM= mg）；iCP、_ecäánJN、éSO、βJ~ctán
抗体（Abc~m公司）；雷帕霉素（págm~公司）；NMB
浓度的脂肪乳（华瑞制药有限公司）。

NKP= =主要仪器=
电子天平，美国双杰兄弟公司；jorrás水迷宫

测试仪，北京硕林苑科技公司；低温离心机，德国

bééendorf公司；－OM=℃恒温冰箱，海尔公司；－

UM=℃恒温冰箱，德国 krAfo；高速离心机，美国

k~ägene 公司；摇床，江苏海门其林贝尔仪器制造

有限公司；磁力搅拌器，金坛市荣华仪器制造有限

公司；电泳仪，美国 _áoJr~d 公司；转膜仪，美国

_áoJr~d公司；ieác~共聚焦荧光成像仪器设备系统，

qCp=pmU=u，德国 ieác~公司。=
O= =方法=
OKN= =动物分组、给药及去取材=

大鼠随机分为对照组、丙泊酚组、雷帕霉素组、

丙泊酚＋雷帕霉素组。雷帕霉素先溶解在 ajpl
中，质量浓度 OR= mgLmi，进一步以聚乙二醇 QMM
和 RB聚山梨酯 UM稀释成 NM= mgLmi的溶液。雷帕

霉素与丙泊酚＋雷帕霉素组于麻醉前 áé= NM= mgLkg
雷帕霉素，每天 N次，连续 R=d，麻醉当天为麻醉前

N=Ü= áé给药，对照组与丙泊酚组 áé等质量浓度空白

溶剂。丙泊酚组与丙泊酚H雷帕霉素组以 NV= mgLkg
丙泊酚 áé诱导麻醉，老龄大鼠的翻正反射在数分钟

内消失，继以尾静脉置管以 RQ= mgL（kg·Ü）xVz持续

滴注 Q=Ü。麻醉期间各组成年大鼠鼻唇、趾端肤色保

持红润，无紫绀等缺氧表现。因为临床上所用的丙

泊酚均为丙泊酚纯药与脂肪乳的复合物，因此，对

照组与雷帕霉素组以 RQ=mgLkg= áé=NMB脂肪乳剂，N
次LÜ，连续 Q 次。所有动物呼吸节律正常，无紫绀

等缺氧表现。

麻醉结束后 OQ=Ü，每组处死大鼠 S只，海马取

材，testern= _äottáng 检测自噬相关蛋白 iCP_、
_ecäánJN、éSO表达。每组剩余 NO只行jorrás水迷

宫评测大鼠学习记忆功能，连续 S=d，行为学测试结

束后立即处死大鼠取材，testern=_äottáng检测自噬

相关蛋白 iCP_、_ecäánJN、éSO表达，免疫荧光检

测海马区 iCP蛋白表达。=
OKO= =行为学测试=

jorrás水迷宫测试分为定位航行实验和空间探

索实验两部分，于丙泊酚麻醉后 OQ=Ü开始，每日训

练 Q次，连续 R=d，将平台置于西南象限正中，训练

开始时，将大鼠随机从 Q个实验起始点（东南、东

北、西南、西北）面向池壁放入水池，大鼠将在水

池内游泳直到找到隐藏在水面下的平台为止，如果

大鼠在 NOM= s 内没有找到平台，则实验者帮助其找
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到平台（潜伏期记为 NOM=s）。之后允许大鼠在平台

上休息 NR=s，两次训练间隔 PM=s，通过自动摄像及

活动记录系统记录大鼠找到平台的游泳时间（逃避

潜伏期），取 Q次成绩的平均值反映大鼠当日的学习

记忆能力。最后 N次训练 OQ=Ü后，去除平台后进行

空间探索实验，从西北象限起始点将大鼠放入水迷

宫池，通过自动摄像系统记录大鼠 NOM= s内的原平

台象限的探索时间。

OKP= = testern=blotting实验xQz=
ofmA液提取组织蛋白，_CA法测定样本总蛋白

浓度，上 RM=μg蛋白于胶孔中，并用 N×pap=io~dáng=
buffer 配平上样量体积。于加样孔两侧孔加入预染的

蛋白质分子量 j~rker。进行十二烷基硫酸钠J聚丙烯

酰胺凝胶（papJmAdb）电泳，其中分离胶浓度 NMB，
浓缩胶浓度 RB。恒压 NPM= s电泳至分离胶底部；恒

流 PMM=mA，NKR=Ü转移到硝酸纤维素膜上。用 RB的脱

脂奶粉封闭 N=Ü后，加入 N∶N=MMM稀释的鼠抗人iCP、
_ecäánJN、éSO、βJ~cán抗体工作液，摇床上轻摇过夜，

q_pq漂洗；再加入 N∶NM= MMM稀释的羊抗鼠荧光二

抗，摇床上避光振摇N=Ü，q_pq洗涤P次，每次NM=mán。
漂洗完后的 msac 膜平铺到蛋白印迹扫描仪上，

ldyseey软件进行扫描并保存实验结果。=

OKQ= =免疫荧光检测 iCPB蛋白表达xQz=
动物处死后大脑取材，随机将一侧大脑半球于

QB多聚甲醛固定 OQ=Ü，PMB蔗糖溶液脱水 OQ=Ü，剥

离出海马组织，lCq包埋。冰冻切片机切片制备，

片厚 NM=μm，置于 Q=℃丙酮固定 NM=mán，m_p洗 P
次，每次 R=mán；PB=_pA封闭液室温下封闭 PM=mán；
MKNBqráton=uJNMM室温孵育 R=mán；PB=_pA稀释一

抗 ~ntáJiCP_（兔抗大鼠 N∶NMM），Q=℃孵育过夜；

去掉一抗，选用 cfqC标记的荧光二抗（羊抗兔 fgd；
N∶OMM）室温孵育 N= Ü；去掉二抗，暗盒内 m_p洗
P次，每次 R=mán；采用含 aAmf的防猝灭封片剂封

片，盖上盖玻片；ieác~=ajPMMM荧光显微镜拍片。=
OKR= =统计学分析=

采用 pmpp=NSKM软件分析数据，数据均用 x s±
表示，testern= bäottáng数据采用单因素方差分析，

组间多重比较采用 ipa检验；水迷宫行为学定位航

行实验数据组间的总体比较采用重复测量数据的方

差分析，空间探索实验数据的组间比较采用单因素

方差分析，组间多重比较采用 ipa检验。=
P= =结果=
PKN= =各组大鼠行为学表现=

如图 N所示，Q组大鼠的游泳速度无明显差异。=

= = = =

=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与丙泊酚组比较：@m＜MKMR=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=controä=grouéX=@m Y=MKMR=vs=éroéofoä=groué=

图 N= = jorris水迷宫实验神经行为学检测结果（ x±sI=n ==NO）=
cigK=N= = keurocognitive=testing= = using=orris=w~ter=m~ze=E x±sI=n ==NOF=

PM=

OM=

NM=

M=

NR=

NM=

R=

M=

RM=

QM=

PM=

OM=

NM=

M=

N O= = = = P= = = = Q = R=
训练时间Ld=

G=

G=

@= @=

@=

@=

对照 丙泊酚 = = =雷帕霉素= = =丙泊酚H雷帕霉素= 对照= 丙泊酚 = = =雷帕霉素= = =丙泊酚H雷帕霉素=

游
泳
速
度
Lc
m
·s−N
F=

目
标
象
限
探
索
时
间
百
分
率
LB
=

穿
平
台
次
数
=

NRM=

NMM=

RM=

M=

GG

G=

G=

对照=

丙泊酚=

雷帕霉素=

丙泊酚H雷帕霉素=

N O= = = = P= = = = Q = = R=
训练时间Ld=

逃
避
潜
伏
期
Ls=



= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 R期= = OMNU年 R月=• TSQ=•=

与对照组比较，丙泊酚组大鼠定位航行实验中第

N～P 天逃避潜伏期显著延长（m＜MKMR、MKMN）；空

间探索实验中目标象限探索时间显著缩短（m＜
MKMR），穿平台次数显著减少（m＜MKMR）。与丙泊酚

组比较，丙泊酚＋雷帕霉素组大鼠第 N～P天逃避潜

伏期缩短，目标象限探索时间显著延长（m＜MKMR），
穿平台次数显著增加（m＜MKMR）。对照组、雷帕霉素

组、丙泊酚H雷帕霉素组 P组间逃避潜伏期、目标象

限探索时间、穿平台次数比较无明显差异。结果提

示，与对照组比较，丙泊酚组大鼠空间学习记忆能

力明显减退，Q=d后恢复正常；与丙泊酚组比较，丙

泊酚H雷帕霉素组大鼠空间学习记忆能力明显改善。=
PKO= =各组大鼠海马自噬相关蛋白的表达=

丙泊酚麻醉后 OQ=Ü与 S=d，与对照组比较，丙

泊酚组海马 iCP_JffLiCP_Jf、_ecäánJN 表达明显降

低，éSO 表达明显增高（m＜MKMR）；与丙泊酚组比

较，丙泊酚H雷帕霉素组海马 iCP_JffLiCP_Jf、
_ecäánJN 表达明显升高，éSO 表达明显降低（m＜
MKMR）。结果见图 O。=

PKP= =免疫荧光检测海马区 iCPB蛋白表达=
丙泊酚麻醉后 S=d，免疫荧光染色显示，与对照

组比较，丙泊酚组绿色荧光明显减少，说明 iCP_
蛋白表达明显减少；与丙泊酚组比较，丙泊酚H雷帕

霉素组海马 iCP_蛋白表达明显增多。结果见图 P。=
Q= =讨论=

mlCa 病理生理改变十分复杂，目前多种学说

并存，但均无定论，老龄是目前唯一确定的诱发因

素。丙泊酚是目前临床最常用的静脉麻醉药物，具

有起效迅速、苏醒迅速、持续输注后无蓄积等优点，

因而普遍用于临床麻醉诱导与维持，fCr镇静。目

前关于丙泊酚对认知功能影响的研究主要集中在发

育期“脆弱大脑”，而其对于老年“脆弱大脑”作用

的基础研究相对稀少。研究发现xSJUz，OM 月龄老年

大鼠在 NMM=mgLkg剂量诱导并以 RM=mgLkg维持 P=Ü
的丙泊酚麻醉后 N～O 周仍存在空间记忆能力的损

害，即存在早期认知功能障碍，而这可能与丙泊酚

麻醉后导致海马突触可塑性结构和功能改变、能量

代谢障碍及肌动蛋白聚合异常有关。本研究发现，
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与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与丙泊酚组比较：@m＜MKMR=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=Clk=grouéX=@m Y=MKMR=vs=mol=groué=

图 O= =丙泊酚麻醉结束后 OQ=h、S=d大鼠海马自噬相关蛋白表达情况（ x±sI=n ==S）=
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图 P= =免疫荧光共聚焦检测丙泊酚麻醉后 S=d大鼠海马 iCPB表达情况=
cigK=P= = oepresent~tive=confoc~l=im~ges=of=iCPB=expression=in=hippoc~mpus=~t=S=d=postJ~nesthesi~=

OM 月龄年大鼠在接受 NV= mgLkg 剂量诱导并以= = = =
RQ=mgL（kg·Ü）维持 Q=Ü的丙泊酚麻醉后 S=d，存在

的空间记忆损害与海马自噬功能抑制有关。

海马是人与其他哺乳类动物学习与记忆的重要

功能区xNMz，水迷宫是研究海马依赖性空间学习记忆

能力的经典行为学手段xNNz。jorrás水迷宫结果表明，

与对照组比较，丙泊酚组大鼠第 N～P天时逃避潜伏

期延长，目标象限探索时间缩短，穿平台次数减少，

表明大鼠丙泊酚麻醉后出现了认知功能障碍。参照

文献中的方法xRz，本研究在选择麻醉前 R=d起 áé=NM=

mgLkg雷帕霉素，连续 R=d，麻醉当天为术前 N=Ü=áé
给药，共 S= d，并观察其对术后认知的保护效应。

jorrás水迷宫结果表明，雷帕霉素组较对照组在各

个时间点逃避潜伏期、目标象限探索时间及穿平台

次数均无差异，提示自噬诱导剂雷帕霉素预先给药

对老年大鼠认知功能无影响。与丙泊酚组比较，丙

泊酚H雷帕霉素组老年大鼠逃避潜伏期缩短，目标

象限探索时间延长，穿平台次数增加，提示雷帕霉

素预给药可以有效改善丙泊酚麻醉引起的老龄年大

鼠空间学习记忆能力损害。各组大鼠寻找平台的游

RM=µm=

对照=

丙泊酚=

雷帕霉素=

丙泊酚H雷帕霉素=

aAmf= = = = = iCP_= = = = = = = jerge=
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泳速度没有差异，从而排除了运动功能异常对大鼠

寻找平台潜伏期和游泳路径的影响。

自噬是一个多步骤过程，包括起始、延长、成

熟和终止xNOz。在延长阶段，微管相关蛋白轻链 P
（mácrotubuäeJ~ssocá~ted=éroteán=N=äágÜt=cÜ~án=P，iCP）
在一系列酶促作用下形成胞质可溶形式的 iCPJf，
iCPJf 又在一系列酶促作用下形成膜结合形式的

iCPJff，iCPJff 存在于自噬体的内膜和外膜，且

iCPJff 数量的多少与自噬泡的数量成正比，所以

iCPJff通常被称为哺乳动物自噬体膜的标记蛋白，

iCPJffLiCPJf 比值可作为自噬体形成数量多少的指

标xNPz。_ecäánJN 是自噬重要的正调节因子，与Ⅲ型

磷脂酰肌醇三磷酸激酶（mfPh）结合后可促进自噬

的发生xNQz。éSO由原癌基因 cJmyc编码，胞质中合

成。自噬发生时，胞质中的 éSO经过一系列酶促反

应，在自噬溶酶体中降解，所以，自噬发生时，éSO
水平下降，自噬抑制时，éSO 累积xNRz。本研究蛋白

电泳结果表明，丙泊酚麻醉后 N=d，与对照组比较，

丙泊酚组大鼠海马 iCPJffLiCPJf比值及 _ecäánJN表
达均显著降低，éSO 表达显著增高，提示丙泊酚麻

醉显著抑制了大鼠海马自噬功能，并且这种作用可

持续到术后 S=d。与丙泊酚组比较，丙泊酚H雷帕霉

素组iCPJffLiCPJf比值及_ecäánJN表达均显著增高，

éSO 表达显著降低，并且这种作用仍可持续到术后=
S=d，结合行为学结果，提示自噬诱导剂雷帕霉素可

显著改善老年大鼠丙泊酚麻醉后的认知功能，其机

制与改善老年大鼠海马自噬功能有关。

综上所述，本研究表明，老年大鼠丙泊酚麻醉

后可导致空间学习记忆能力的损害，而且这种损伤

作用与海马自噬功能抑制有关，提高海马自噬水平

可显著改善老年大鼠麻醉后的学习记忆功能。本研

究为 mlCa的预防和治疗，提供了新的基础理论方

向。然而，本研究也有一些不足，比如没有研究丙

泊酚麻醉对老年大鼠其他行为学的影响，如矿场实

验、条件恐惧实验等；另外，没有研究手术因素对

老年大鼠学习记忆能力的影响，这些都是我们下一

步的研究内容。
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