
114　   解放军医学杂志　2021年2月28日　第46卷　第2期

论　著

[摘要]　目的　探讨七氟烷对不同性别新生大鼠认知功能影响的差异。方法　82只出生后7 d (P7) SD大鼠，

随机分为对照组与七氟烷处理组，然后按照性别分为以下亚组：雌性对照组、雄性对照组、雌性七氟烷处理组、

雄性七氟烷处理组，每组19~22只。各组大鼠分别吸入空气或4%七氟烷4 h后，应用ELISA法检测外周血血清皮质

酮、雌二醇(E2)水平，采用免疫组化法检测海马Ki-67和神经元核心抗原(NeuN)的表达。各组大鼠于P21行旷场实

验，P35行Morris水迷宫实验。结果　ELISA检测结果显示，与对照组相比，七氟烷处理组大鼠外周血血清皮质酮水

平明显升高[(7.93±1.58) ng/ml vs. (11.60±1.41) ng/ml，P<0.05]，E2水平差异无统计学意义[(35.0±8.25) pmol/L vs. 

(34.2±9.73) pmol/L，P>0.05]；不同性别各亚组间皮质酮、E2水平差异无统计学意义(P>0.05)。免疫组化检测结果显

示，与对照组相比，七氟烷处理组大鼠海马CA1区和齿状回区Ki-67、NeuN阳性细胞数均明显减少(P<0.05)；不同性

别各亚组大鼠海马CA1区和齿状回区Ki-67、NeuN阳性细胞数差异无统计学意义(P>0.05)。Morris水迷宫实验结果显

示，获得性训练第4、5天，与雄性对照组相比，雄性七氟烷处理组大鼠平台潜伏期和移动距离均明显延长(P<0.01或
P<0.05)，雌性对照组与雌性七氟烷处理组大鼠平台潜伏期、移动距离差异无统计学意义(P>0.05)；对位训练第2天，

与雄性对照组相比，雄性七氟烷处理组大鼠平台潜伏期和移动距离明显延长(P<0.05)，雌性对照组与雌性七氟烷处理

组大鼠平台潜伏期、移动距离差异无统计学意义(P>0.05)；对位探查训练中，各处理组及不同性别大鼠游泳速度、目

标象限次数比较，差异均无统计学意义(P>0.05)，但与雄性对照组相比，雄性七氟烷处理组大鼠平台潜伏期明显延长

(P<0.01)，目标象限耗时明显缩短(P=0.031)。结论　七氟烷处理对新生大鼠血清皮质酮水平影响较大，可抑制海马神

经干细胞增殖及神经元发生，成年后雄性大鼠学习能力有所减退，但对雌性大鼠无明显影响。
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[Abstract]　Objective　To investigate the gender difference of cognitive function in neonatal rats treated with sevoflurane. 

Methods　Eighty two postnatal 7-day (P7) SD rats were randomly divided into control group and sevoflurane treated group, 

then divided into the following subgroups according to gender: female control group, male control group, female sevoflurane 

treated group, and male sevoflurane treated group. After inhaling air or 4% sevoflurane for 4 hours, the levels of serum cortisone 

and estradiol (E2) were detected by ELISA, and the expressions of Ki-67 and neuronal core antigen (NeuN) in hippocampus were 

detected by immunohistochemistry. The open field experiment was performed with rat P21 and Morris water maze experiment 

was performed with rat P35 to explore the effects of sevoflurane exposure on the spatial cognitive function in different gender 

of rats. Results　ELISA reveled that, compared with the control group, the serum cortisone level in sevoflurane treated group 
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was significantly higher [(11.60±1.41) ng/ml vs. (7.93±1.58) ng/ml, P<0.05], while the serum E2 level showed no significantly 

different [(35.0±8.25) pmol/L vs. (34.2±9.73) pmol/L, P>0.05]; and no significant difference existed in the levels of cortisone 

and E2 between different genders (P>0.05). Immunohistochemistry showed that the number of Ki-67 and NeuN positive cells 

in hippocampal CA1 and dentate gyrus (DG) decreased significantly in sevoflurane treated group than those in control group 

(P<0.05). Also, no significant difference existed in the expression of hippocampal neurons between different genders (P>0.05). 

Morris water maze test showed that no significant difference was found among female rats (P>0.05); compared with male control 

group, the platform latency and moving distance of male sevoflurane treated group were significantly prolonged at the forth and 

fifth day of acquired training (P<0.01 or P<0.05). At the second day of counterpoint training, the platform latency and movement 

distance of rats in male sevoflurane treated group were significantly prolonged (P<0.05). In counterpoint exploration training, the 

platform latency of rats in male sevoflurane treated group was significantly prolonged (P<0.01), and the time spent in the target 

quadrant reduced significantly (P=0.031). Conclusions　Sevoflurane treatment has a great influence on the serum cortisone level 

of postnatal rats, may inhibit the proliferation of hippocampal neural stem cells and neurogenesis. The learning ability of male rats 

decreased after adulthood, but no obvious effect on female rats.

[Key words]　sevoflurane; gender; endocrine; hippocampus; learning and memory; Morris water maze

七氟烷具有芳香味，且不易燃、起效快、麻

醉恢复快，常用于小儿全身麻醉[1]。对啮齿类动物

的研究发现，麻醉剂暴露对动物的学习记忆功能可

产生持久的影响，且海马神经失调在认知功能障碍

的发生发展中起重要作用。既往基础研究多选用雄

性动物，以避免雌孕激素水平波动干扰实验结果，

但认知水平的发展具有明显的性别差异[2]。人类流

行病学调查显示，早期麻醉暴露可对男性认知功能

产生长期的影响，而对女性的认知功能影响较轻，

其生理学机制尚待进一步研究[3-4]。新生大鼠反复

给予丙泊酚，仅雄性表现出非空间记忆受损[5]。应

激及性激素相关研究发现，异丙酚麻醉可导致新生

大鼠体内皮质类固醇激素如皮质酮和醛固酮分泌增

多[6]。Chastain-Potts等[7]研究表观遗传修饰发现，

出生7 d的幼鼠暴露于七氟醚6 h可导致神经元DNA
甲基化程度降低，且暴露组雌性大鼠所生雄性幼鼠

Arc和JunB mRNA表达上调，具有性别差异，这些

改变可能进一步导致神经发育和行为异常。然而七

氟烷暴露对新生大鼠内分泌、海马神经元发生和认

知功能影响的性别差异研究较少。本研究旨在探讨

七氟烷对不同性别新生大鼠认知功能影响的差异。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组　出生7 d (P7)的SD大鼠82
只，购自北京科宇动物养殖中心，随机分为对照组

与七氟烷处理组，然后按照性别分为以下亚组：雌

性对照组、雄性对照组、雌性七氟烷处理组、雄性

七氟烷处理组，每组19~22只。采用ALC-HTP动物

恒温系统维持P7幼鼠体温在(36.5±0.5) ℃。室温保

持在20~25 ℃，相对湿度60%~70%，通风良好，自

由摄取食物和水。本研究通过解放军总医院动物伦

理委员会批准(2019-X06-11)，实验过程符合国家和

单位有关实验动物的管理和使用规定。

1.2　七氟烷处理　测量各组大鼠体重，然后置于

一个透明有机玻璃麻醉诱导盒中，对照组自由呼吸

空气4 h，七氟烷处理组吸入4%七氟烷麻醉4 h。采

用实验动物麻醉机(美国MATRX公司)以6%七氟烷

麻醉诱导，4%七氟烷与30%氧气混合维持麻醉4 h，
期间监测幼鼠的呼吸频率，每隔15 min夹尾，确保

存活，开启二氧化碳吸附器吸收废气[8-10]。

1.3　ELISA法检测血清皮质酮、雌二醇(E2)水平　

自主呼吸/七氟烷暴露4 h后，各组随机取6只大鼠，

断颈取血0.5 ml于抗凝管中，常温静置2 h，４ ℃下

2500 r/min离心15 min，取上清于–20 ℃保存。采用

ELISA试剂盒(上海酶联生物科技有限公司)检测皮

质酮、E2水平，严格按照试剂盒说明书操作。

1.4　免疫组化法检测海马Ki-67和神经元核心抗原

(NeuN)的表达　自主呼吸/七氟烷暴露4 h后，各组

随机取5只大鼠，经左心室灌注生理盐水50 ml，继

续灌注预冷的4%多聚甲醛100 ml，灌注完毕后断

头，收集大脑标本，采用免疫组化法检测大鼠海

马CA1区及齿状回(DG)区神经细胞的增殖和分化

情况，具体操作步骤参照文献[11]。加入Ki-67、
Ne u N一抗( 1 : 1 0 0，北京中杉金桥生物技术有限

公司)和相应二抗(北京中杉金桥生物技术有限公

司)，采用ImageJ软件分析并计数切片中1 mm2视野

内Ki-67、NeuN阳性细胞数。

1.5　旷场实验[12]观察大鼠行为学变化　大鼠(P21)
在安静黑暗实验室中适应30 min后，将其放入旷场

箱(长×宽×高：100 cm×100 cm×40 cm)中心位

置，自由探索5 min，记录大鼠在旷场中央区及周

围区所待时间。

1.6　Morris水迷宫实验 [13]测定大鼠认知功能　各

组大鼠(P35)进行连续15 d的Morris水迷宫实验，测

试分为以下5步：(1)环境适应。大鼠在水迷宫实验

室自由摄取食物和水，每天2 h，连续5 d。(2)获得
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性训练。水温维持在(26±1) ℃，将大鼠头朝池壁

放入水中，随机取东、西、南、北4个方向之一，

记录大鼠找到水下平台的时间及移动距离，以在平

台上停留30 s为结束；如超过60 s，则将大鼠引导至

平台，并停留30 s。每天4次，间隔15~20 min，连

续训练5 d，记录大鼠平台潜伏期和移动距离等。 
(3)探查训练。将平台撤除，大鼠由原平台对侧象

限放入池中1 min，记录大鼠逃避潜伏期时间、逃

逸距离、游泳速度、原平台穿越次数、目标象限次

数、目标象限耗时等。(4)对位训练。将大鼠放置

于原平台所在象限的对侧象限，方法同获得性训

练，连续3 d，记录大鼠平台潜伏期和移动距离等。

(5)对位探查训练。方法与探查训练类似，记录大

鼠逃避潜伏期时间、逃逸距离、游泳速度、原平台

穿越次数、目标象限次数、目标象限耗时等。

1.7　统计学处理　采用SPSS 20.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，组间比较采用析因设计

的方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2 . 1　七氟烷处理对新生大鼠血清皮质酮、E 2的

影响　E L I S A检测结果显示，与对照组相比，七

氟烷处理组大鼠外周血血清皮质酮水平明显升

高[(7.93±1.58) ng/ml  vs .  (11.60±1.41) ng/ml，
P<0.001]，E2水平无明显差异[(35.0±8.25) pmol/L 
vs. (34.2±9.73) pmol/L，P>0.05]。不同性别各亚组

间比较，大鼠外周血血清皮质酮、E2水平差异无统

计学意义(P>0.05，图1)。

图1　七氟烷处理对新生大鼠血清皮质酮、E2的影响

Fig.1　Effects of sevoflurane exposure on serum cortisone and estradiol of postnatal rats
　　E2. 雌二醇；与对照组比较，(1)P<0.01。
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2 . 2　七氟烷处理对新生大鼠海马神经干细胞和

成熟神经元的影响　免疫组化检测结果显示，与

对照组相比，七氟烷处理组大鼠海马CA1区和DG
区Ki-67阳性细胞数明显减少[(27.5±5.2) 个/mm2 
vs .  (19.3±2.9) 个/mm2；(72.5±10.6) 个/mm2 vs. 

(47.2±4.9) 个/mm2，P<0.05]，不同性别各亚组间

比较差异无统计学意义(P>0.05，图2)。与对照组

相比，七氟烷处理组大鼠海马CA1区和DG区NeuN
阳性细胞数亦明显减少[(117.8±16.4) 个/mm2 vs. 

(79.4±13.1) 个/mm 2；(468.5±40.5) 个/mm 2 vs . 

(390.0±23.2) 个/mm2，P<0.05]，不同性别各亚组

间比较差异无统计学意义(P>0.05，图2)。
2.3　七氟烷处理对新生大鼠行为学的影响　旷场

实验结果显示，对照组与七氟烷处理组大鼠中央

区及周围区探索时间比较差异无统计学意义[中央

区：(18.34±10.15) s vs. (18.91±11.38) s，P>0.05；
周围区：(325.10±20.89) s  vs. (335.90±11.89) s，
P>0.05，图3]；不同性别各亚组间比较差异无统计

学意义(P>0.05，图3)。
2.4　七氟烷处理对新生大鼠认知功能的影响

2.4.1　获得性训练及探查训练结果　Morris水迷

宫实验结果显示，获得性训练第1、2、3天，不同

处理组及不同性别大鼠平台潜伏期和移动距离比

较，差异均无统计学意义(P>0.05)。获得性训练第

4、5天，与雄性对照组相比，雄性七氟烷处理组

大鼠平台潜伏期、移动距离均明显延长[平台潜伏

期：(13.56±2.67) s vs. (22.40±7.20) s，P=0.009； 
(9.23±3.93) s vs. (15.18±1.70) s，P=0.01；移动距 
离：(348.01±69.49) cm vs. (632.23±159.43) cm， 
P=0.046；(290.50±68.06) cm vs. (492.03±199.80) cm， 
P=0.030，图4A、B]；雌性对照组与雌性七氟烷处

理组大鼠平台潜伏期、移动距离差异无统计学意义

(P>0.05)。提示七氟烷处理组雄性大鼠随后的空间

定位能力可能受到影响，但在探查训练中，各处理

组及不同性别大鼠平台潜伏期、游泳速度、目标象

限次数及目标象限耗时比较，差异均无统计学意义

(P>0.05，图4C－F)。
2 . 4 . 2　对位训练及对位探查训练结果　对位训练

第1、3天，不同处理组及不同性别大鼠平台潜伏

期、移动距离比较，差异均无统计学意义(P>0.05)。
第2天，与雄性对照组相比，雄性七氟烷处理组

大鼠平台潜伏期、移动距离均延长[(12.19±7.52) s 
vs. (25.08±6.02) s，P=0.025；(343.25±113.40) cm vs. 

(566.87±141.81) cm，P=0.015，图5A、B]；雌性对照组
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图2　七氟烷处理对新生大鼠海马神经干细胞和成熟神经元的影响 

Fig.2　Effects of sevoflurane exposure on hippocampal neural stem cells and mature neurons of postnatal rats
　　A. 大鼠海马CA1区和DG区Ki-67阳性细胞；B. 大鼠海马CA1区和DG区NeuN阳性细胞；与对照组比较，(1)P<0.01。
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图3　七氟烷处理对新生大鼠行为学的影响

Fig.3　Effects of sevoflurane exposure on the ethology of postnatal rats

图4　七氟烷处理对新生大鼠获得性训练及探查训练结果的影响

Fig.4　Effects of sevoflurane exposure on the results of acquired and exploration training of postnatal rats
　　A－B. 获得性训练；C－F. 探查训练；与雄性对照组比较，(1)P<0.01，(2)P<0.05。
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与雌性七氟烷处理组大鼠平台潜伏期、移动距离差

异无统计学意义(P>0.05)。对位探查训练中，各处理

组及不同性别大鼠游泳速度、目标象限次数比较，

差异均无统计学意义(P>0.05，图5D、E)；但与雄

性对照组相比，雄性七氟烷处理组大鼠平台潜伏期

明显延长[(12.51±2.66) s vs. (8.67±1.03) s，P<0.01，
图5C]，目标象限耗时明显缩短[(28.23±3.07) s vs. 

(19.69±4.71) s，P=0.031，图5F]。

3　讨　　论

挥发性麻醉剂被广泛应用于临床，但其作用机

制及对神经系统发育的影响尚不明确。研究发现，

发育期麻醉药物暴露对大鼠随后的神经系统发育具

有一定的影响，且存在性别差异[8-9]，其生理机制

有待进一步研究。Xie等[14]发现，七氟醚麻醉可损

害成年大鼠的短期认知功能，且对雄性大鼠的损害

较雌性重，其机制可能是通过下调磷酸化cAMP反

应元件结合蛋白1(p-CREB1)、Bcl-2的表达，上调

caspase-8的表达，从而促进海马神经元凋亡。本研

究发现，七氟烷处理明显增高了大鼠外周血血清皮

质酮水平，但对E2水平无明显影响；七氟烷处理可

抑制海马神经干细胞的增殖及海马神经元发生，但
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无性别差异；七氟烷处理对雄性大鼠的空间认知功

能有一定影响，但对雌性大鼠无明显影响。

神经甾体是由脑组织细胞合成的甾体激素，可

能参与调控γ-氨基丁酸A型受体(gamma-aminobutyric 
acid t y pe A receptor，G ABA AR)的活性并对神经

系统发育产生影响 [15-16]。研究发现，七氟烷可通

过激活边缘系统 -下丘脑 -垂体 -肾上腺轴( l i m b i c -
hypothalamo pituitary adrenal axis，LHPA轴)引起神

经活性甾体释放[17]。Xu等[18]发现，七氟烷暴露6 h
可导致新生大鼠皮质酮水平增高。早期应激如长期

或反复的母子分离，可导致后期严重的行为异常，

以及对应激表现出更强烈的内分泌反应，成年雄性

啮齿动物可能表现出更明显的异常[19]。E2是神经活性

甾体激素，在发育期脑内维持于较高水平，大脑皮

质中含量无性别差异，但雄性大鼠下丘脑中含量明

显高于雌性[20-21]。孕晚期或出生后早期大鼠给予外源

性E2，可降低成年后雌性大鼠的学习记忆功能[22]。 
本研究结果显示，七氟烷处理可明显增高新生大鼠

血清皮质酮水平，与既往研究结果一致[18]，但未发

现性别差异；七氟烷处理对新生大鼠血清E2水平无

明显影响，分析原因为麻醉引起的E2水平升高主要

发生在脑内，但由于实验条件限制，本研究未测定

各组大鼠麻醉后脑内神经活性甾体激素的水平，因

此，七氟烷处理对发育期大鼠E2的影响是目前研究

的重要局限。

神经元发生是神经干细胞不断增殖、分裂产生

新神经元的过程。全身麻醉药物引起的大鼠认知功

能障碍主要表现为海马控制的空间定向力受损及学

习记忆功能下降，但其发生机制尚未明确[23]。有研

究发现，海马颗粒下区齿状回神经干细胞产生发育

成熟神经元的能力是决定海马功能的重要因素[24]。 
脓毒症小鼠海马齿状回神经干细胞分化减少，成

熟神经元凋亡增加，学习和空间记忆功能随之受 
损[25]。Ki-67是一种细胞增殖相关核抗原，其功能

与细胞有丝分裂密切相关，是目前判断细胞增殖

能力的主要指标之一。NeuN是成熟神经元的特异

性标志物。景灵等 [26]使用七氟烷处理老年大鼠，

发现大鼠海马神经干细胞(Ki-67标记)、成熟神经

元(NeuN标记)和星形胶质细胞(GFAP标记)明显减

少，出现神经发生失衡现象。本研究结果显示，吸

图5　七氟烷处理对新生大鼠对位训练及对位探查训练结果的影响

Fig.5　Effects of sevoflurane exposure on the results of counterpoint training, and counterpoint exploration training of postnatal rats
　　A－B. 对位训练；D－F. 对位探查训练；与雄性对照组比较，(1)P<0.01，(2)P<0.05。
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入4%七氟烷可导致新生大鼠海马Ki-67、NeuN阳性

细胞明显减少，神经干细胞增殖受损。新生期海马

神经干细胞作为海马神经元发生的起始点，其数量

减少对海马正常发育可能造成一定的影响，且可能

影响远期的神经功能。

有研究发现，多次异氟烷处理与出生后啮齿

类动物大脑神经元凋亡和认知功能障碍相关[27]。与

雌性大鼠相比，雄性大鼠对麻醉药(异氟醚或苯巴

比妥)的神经毒性作用更敏感，主要表现为海马神

经元数量明显减少[28]。Rothstein等[29]认为，突触形

成早期阶段(出生后即刻)全麻暴露大鼠的认知能力

严重受损，且对成年期(1.5个月)雄性大鼠的影响

较雌性大鼠重。脑源性神经营养因子(brain-derived 
neurotrophic factor，BDNF)是一种分泌性蛋白质，

参与调控神经元的生长和发育，且与突触形成有

关，而雌激素已被证实能增加BDNF的表达 [30]， 
这可能是麻醉药物对雌性影响较小的原因。目前

Mor r i s水迷宫为测试大鼠学习记忆功能的经典模

型，主要用于客观评价大鼠空间认知功能的行为学

研究。为排除七氟烷处理可能引起新生大鼠随后的

精神焦虑、探索能力下降等自主行为改变，本研究

在Morris水迷宫实验前，进行了旷场实验筛查，结

果显示，出生后经历七氟烷处理的大鼠，其精神状

况、探索及自主行为等无异常改变。Morris水迷宫

实验中，七氟烷处理的雄性大鼠在获得性训练和对

位训练中的平台潜伏期及移动距离均延长，提示七

氟烷处理可能仅影响新生大鼠学习过程中的表现，

而对随后的空间认知能力无明显影响，与既往研究

结果一致 [31]；同时在对位探查训练中平台潜伏期

及非目标象限耗时均延长，提示七氟烷处理对新生

雄性大鼠的工作记忆能力有一定损害。由此可见，

七氟烷处理对新生雄性大鼠随后的认知功能有一定

影响，但在雌性大鼠的行为学研究中未发现类似 
结果。

麻醉剂不仅影响细胞凋亡，还可影响神经炎 
症[32]、神经元信号变化、细胞增殖及突触形成[33-34]， 
但这些影响可通过雌激素和孕酮激素的保护作用而

减轻[35]。17β-雌二醇可通过激活PI3K/Akt/Bcl-2信
号通路对氯胺酮诱导的神经元凋亡发挥神经保护作

用[36]。但本研究中，七氟烷处理对新生大鼠血清皮

质酮和E2的影响不能解释行为学上的性别差异。有

研究发现，异氟醚处理的雄性大鼠与雌性大鼠海马

和丘脑核内神经元死亡情况相似[37]。Ju等[38]发现，

大鼠暴露于七氟醚，其后代在行为测试和钾离子-
氯离子共转运体2(KCC2)表达方面出现性别差异，

仅雄性表现异常。由于激素水平的差异以及麻醉对

神经系统发育可能产生的影响，雌性大鼠的恢复及

适应能力可能更具弹性。

综上所述，本研究结果显示，七氟烷处理对新

生大鼠血清皮质酮水平影响较大，且可抑制海马神

经干细胞增殖及神经元发生，成年后雄性大鼠的学

习能力有所减退，但对雌性大鼠无明显影响。麻醉

剂对不同性别大鼠生理及学习认知行为的影响仍有

待进一步探讨。
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