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基于 ＮＬＲＰ３炎症小体介导的铁死亡探究七氟烷诱导的大鼠术后认知功
能障碍的作用机制
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摘要：目的　探究ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎症小体介导的铁死亡机制在七氟烷（Ｓｅｖ）诱导大
鼠术后认知功能障碍（ＰＯＣＤ）中的作用。方法　采取体积分数４％ Ｓｅｖ吸入麻醉及腹腔探查术构建 ＰＯＣＤ大鼠模型。首先，
将１８～２０月龄ＳＤ大鼠随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和Ｓｅｖ麻醉组，每组各１０只。其次，将ＳＤ大鼠随机分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＮＯＤ样
受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体抑制剂组（ＭＣＣ９５０）、Ｓｅｖ组、Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组，每组各１０只。ＭＣＣ９５０组和 Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大
鼠麻醉前１ｈ腹腔注射３ｍｇ·ｋｇ－１ＭＣＣ９５０；Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｓｅｖ组大鼠腹腔注射等量的生理盐水。通过 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测
大鼠学习记忆功能，ＨＥ染色观察海马组织病理学变化，ＴＵＮＥＬ检测海马神经元细胞凋亡情况，普鲁士蓝染色检测海马组织铁
离子沉积情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织ＮＬＲＰ３炎症小体相关蛋白及细胞铁死亡相关蛋白表达，ＥＬＩＳＡ检测海马组织氧化应
激水平，比色法检测Ｆｅ２＋含量，二氢乙锭（ＤＨＥ）染色法检测活性氧（ＲＯＳ）水平。结果　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＣＣ９５０组大鼠学
习记忆功能、海马组织结构形态、海马组织氧化应激、ＲＯＳ及Ｆｅ２＋水平、ＮＬＲＰ３炎症小体相关蛋白及细胞铁死亡相关蛋白表达
均无明显差异（Ｐ＞００５），Ｓｅｖ和Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠出现明显的学习记忆功能障碍和海马组织病理损伤，海马组织超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ）活性显著降低，丙二醛（ＭＤＡ）、ＲＯＳ、Ｆｅ２＋水平显著升高，ＮＬＲＰ３炎症小体相关
蛋白和ＡＣＳＬ４蛋白表达显著升高，ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达显著降低（Ｐ＜００５）。与 Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠学习
记忆功能，海马组织病理损伤程度明显减轻，海马组织 ＳＯＤ、ＧＳＨ活性显著增强，ＭＤＡ、ＲＯＳ、Ｆｅ２＋水平显著降低，ＮＬＲＰ３炎症
小体相关蛋白和ＡＣＳＬ４蛋白表达显著降低，ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达显著升高（Ｐ＜００５）。结论　Ｓｅｖ诱导大鼠ＰＯＣＤ，其机
制可能与激活ＮＬＲＰ３炎症小体诱导的海马神经元细胞铁死亡有关。
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　　术后认知功能障碍（ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＯＣＤ）是全身麻醉后影响中枢神经系统
的常见并发症之一，临床主要表现注意力、记忆等认

知功能障碍［１］。ＰＯＣＤ可导致患者术后神经功能恢
复时间延长，尤其是对老年患者的生活能力和生活

质量影响较为严重［２］。有研究表明，年龄的增加是

ＰＯＣＤ的独立危险因素，老年患者 ＰＯＣＤ发病率高
达１５％～６０％，已经成为麻醉学领域研究的热点及
社会关注的重点问题［３］。因此，探究 ＰＯＣＤ的致病
机制对于临床防治ＰＯＣＤ具有重要意义。

多项研究均已证明，ＰＯＣＤ的病理生理机制与
神经炎症［４］、氧化应激［５］以及细胞凋亡［６］等相关，

但是确切的级联反应机制仍难以确定。ＮＯＤ样受
体蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎症
小体作为神经炎症的关键驱动因素能够通过促进炎

症细胞因子释放，加重神经功能损伤［７］。此外，ＮＬ
ＲＰ３炎症小体活化是诱导老年大鼠ＰＯＣＤ的重要病
理机制，而抑制ＮＬＲＰ３炎症小体活化能够有效改善
老年大鼠 ＰＯＣＤ［８］，提示 ＮＬＲＰ３炎症小体可能是
ＰＯＣＤ致病的重要机制。

铁死亡是一种新型的细胞可调节性死亡，区别

于细胞凋亡、自噬和坏死，是铁依赖的脂质过氧化物

代谢异常，进而导致活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）产生增加，诱发脂质过氧化反应，并最终触发
细胞死亡［９］。研究显示，在 ＰＯＣＤ大鼠海马组织中
存在神经元铁死亡发生，抑制神经元铁死亡能够明

显改善大鼠 ＰＯＣＤ［１０］，表明神经元铁死亡可能是
ＰＯＣＤ的关键调节机制。Ｗｕ等［１１］研究证实，采用

ＮＬＲＰ３炎症小体抑制剂 ＭＣＣ９５０处理能够降低海
马组织ＲＯＳ聚集，减弱大鼠脑缺血再灌注诱导的神
经元铁死亡。

目前有关 ＮＬＲＰ３炎症小体与铁死亡的调控关
系在ＰＯＣＤ中的作用尚不清楚。越来越多的研究证
据表明，吸入性麻醉药可引起老年患者神经系统毒

性和认知功能减退［１２１３］。七氟烷（ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ，Ｓｅｖ）
是临床广泛性使用的吸入性麻醉剂，可通过多种分

子机制诱发ＰＯＣＤ的发生［１４］。因此，本研究拟通过

Ｓｅｖ诱导建立老年大鼠 ＰＯＣＤ模型，探究 ＮＬＲＰ３炎
症小体介导的铁死亡在其中的作用，以期为 ＰＯＣＤ
的致病机制研究提供可靠的实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性，１８～２０月龄，ＳＰＦ级，体质量
５５０～６００ｇ，ＳＤ大鼠６０只，购自于上海斯莱克实验
动物有限责任公司［ＳＣＸＫ（沪）２０２２０００８］。动物
房温度为（２５±１）℃，环境相对湿度为５０％～６０％，
房间内光照黑暗交替，动物自由饮食饮水。本研究

通过驻马店市中心医院医学研究伦理委员会审批

（批准号：ＬＬＳＣ２０２２０１０２７９）。
１１２　试剂　Ｓｅｖ（批号：８０２３４６９，江苏恒瑞医药
有限公司）；ＭＣＣ９５０（批号：Ｓ７８０９，美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公
司）；原位末端标记染色（ＴＵＮＥＬ）试剂盒、苏木素
伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒、蛋白质浓
度测定试剂盒、显影液、山羊抗兔二抗、山羊抗小鼠

二抗、谷胱甘肽过氧化酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，
ＧＰＸ４）抗体、溶质载体家族 ７成员 １１（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７，ｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＣ７Ａ１１）抗体及
βａｃｔｉｎ抗体（批号：Ｃ１０８８、Ｃ０１０５Ｓ、Ｐ００１１、Ｐ００１８ＦＳ、
Ａ０４０９、Ａ０４１３、ＡＦ７０２０、ＡＦ７９９２、ＡＦ０００３，上海碧云
天生物技术公司）；酰基辅酶 Ａ合成酶长链家族成
员４（ａｃｙｌＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｌｏｎｇｃｈａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ４，
ＡＣＳＬ４）抗体（批号：ａｂ１５５２８２，英国 Ａｂｃａｍ公司）；
二氢乙锭（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ，批号：Ｄ１１３４７，美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ）、Ｆｅ２＋检测试剂盒（批号：Ａ００１３２、
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Ａ００３１２、Ａ００５１２、Ａ０３９２１，南京建成生物工程研
究所）；ＮＬＲＰ３抗体、凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，
ＡＳＣ）抗体、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１抗体、ＩＬ１β抗体、ＩＬ１８
抗体（批号：１５１０１、６７８２４、８９３３２、１２２４２、５７０５８，美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
１１３　仪器　ＢＸ５３型光学显微镜、ＢＸ４３型荧光
显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；Ｈ２０５０Ｒ１型离心机
（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；ＬＤ９６Ａ型
酶标仪（山东莱恩德智能科技有限公司）；Ｇｅｌｄｏｘ
ＸＲ＋型凝胶成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１２　方法
１２１　实验分组及 ＰＯＣＤ大鼠模型构建　首先，
将２０只ＳＤ大鼠随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和ＰＯＣＤ
模型组，每组各１０只。采用４％ Ｓｅｖ吸入麻醉６ｈ
及腹腔探查术构建 ＰＯＣＤ大鼠模型［１５１６］：首先将大

鼠放置于麻醉诱导箱内麻醉，麻醉箱进气口由麻醉

机通入体积分数 ４％ Ｓｅｖ＋２Ｌ·ｍｉｎ－１体积分数
３０％氧气混合气体，待大鼠麻醉后经腹部正中做大
约３ｃｍ长度切口，行腹腔探查术，探查术结束后腹
腔注射青霉素（１６ｕ·ｋｇ－１）抗感染。除 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
外，其余各组大鼠术后迅速置于麻醉诱导箱内，以体

积分数 ４％ Ｓｅｖ＋３０％氧气混合流通气量 ２Ｌ·
ｍｉｎ－１速度持续吸入６ｈ构建大鼠ＰＯＣＤ模型。Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组大鼠进行腹腔探查，仅放置于麻醉箱内吸入
空气及 Ｏ２混合气体。其次，将 ＳＤ大鼠随机分为
Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＭＣＣ９５０组、Ｓｅｖ组、Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组，每组
各１０只。除Ｃｏｎｔｒｏｌ组外，其余各组大鼠均采取体积
分数４％ ｓｅｖ吸入麻醉及腹腔探查术构建ＰＯＣＤ大鼠
模型。ＭＣＣ９５０组和Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠麻醉前１ｈ
腹腔注射３ｍｇ·ｋｇ－１ＭＣＣ９５０［１７］；Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｓｅｖ组
大鼠腹腔注射等量的生理盐水。

１２２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验评估大鼠认知功能　大
鼠麻醉术后１ｄ进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，将水迷宫
划分４个象限，任意选择其中１个象限水面下放置
隐蔽平台，将大鼠从任意象限入水点放入水中，记

录大鼠寻找到隐蔽平台的时间，记为逃避潜伏期。

每组大鼠均在４个象限入水点分别训练２次，每次
间隔１５ｍｉｎ，持续４ｄ，记录第５天的逃避潜伏期。
于第６天对大鼠进行空间探索实验，将隐蔽平台
撤去，选择任意入水点放入大鼠，记录各组大鼠在

６０ｓ内穿越平台的次数及目标象限停留时间
占比。

１２３　海马组织ＨＥ染色、普鲁士蓝染色　取大鼠

脑组织，剥离海马组织，采用浓度００４ｇ·ｍＬ－１多
聚甲醛固定海马组织１ｄ，经石蜡包埋、切片、脱蜡等
步骤，行ＨＥ染色和普鲁士蓝染色，并于显微镜下观
察海马组织病理学变化。海马神经元损伤程度评级

通过半定量方式评估。评级分为５级，海马神经元
损伤＜２０％为１级，２０％～４０％为２级，４０％～６０％
为３级，６０％～８０％为４级，８０％～１００％为５级。
１２４　海马神经元细胞凋亡检测　３７℃下将海马
组织用蛋白酶 Ｋ溶液孵育２０ｍｉｎ，将 ＴＵＮＥＬ染色
液与海马组织切片共孵育１ｈ，最后使用二氨基联苯
胺显色液将切片孵育５ｍｉｎ，于显微镜下观察并计数
海马神经元凋亡数量，每只大鼠选取３张切片，每张
切片随机选取５个不同视野，取平均值。
１２５　氧化应激指标、Ｆｅ２＋水平检测　取各组大鼠
海马组织，加入预冷的浓度０００９ｇ·ｍＬ－１的氯化钠
溶液充分碾磨，置于高速冷冻离心机内并设置转速

３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心时长１５ｍｉｎ；吸取上清液，比色
法检测海马组织匀浆中Ｆｅ２＋含量，ＥＬＩＳＡ法检测匀浆
中ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ含量。
１２６　ＲＯＳ水平检测　取出 ＯＴＣ冻存液中海马
组织，冰冻切片机切片，切片放置在 ３７℃ Ｋｒｅｂｓ／
Ｈｅｐｅｓ缓冲溶液中孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，加入ＤＨＥ
染色液，３７℃孵育盒内孵育３０ｍｉｎ。于４００倍显微
镜下观察海马组织 ＲＯＳ染色情况。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６０软件对海马组织ＲＯＳ相对水平进行半定量
分析。

１２７　电镜观察海马神经元病理变化　室温条件
下，大鼠海马组织采用质量浓度００２５ｇ·ｍＬ－１的
戊二醛固定２ｈ，继续放置４℃条件下过夜，固定的
组织使用乙醇脱水并嵌入超薄切片中，最后使用乙

酸铀酰和柠檬酸铅进行切片复染，于透射电镜下观

察海马组织神经元超微结构变化。

１２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＬＲＰ３炎症小体和铁死
亡相关蛋白表达　提取大鼠海马组织蛋白，蛋白质
变性、上样、凝胶电泳转膜，脱脂牛奶封闭后加入

ＡＣＳＬ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８（稀释比例均为 １∶１０００）及
βａｃｔｉｎ（１∶５０００）一抗抗体，４℃孵育过夜、洗膜，室
温下加入对应的二抗孵育２ｈ，洗膜，滴加显影液并
通过发光成像系统显影，拍照。最后使用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６０对上述蛋白条带相对表达定量。
１２９　统计学分析　ＳＰＳＳ２２０软件进行统计学
数据处理。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
多组间比较采用单因素方差分析，组间存在差异采
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用ＳＮＫｑ检验进行两两比较；两组间比较采用独立
样本ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结　果
２１　Ｓｅｖ对大鼠神经功能的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｓｅｖ组大鼠逃避潜伏期延长，

穿越平台次数和目标象限停留时间占比降低

（图１Ａ～Ｃ，Ｐ＜００５）。显微镜下观察海马 ＣＡ１区
域神经元排列紊乱，有部分神经元结构出现细胞核

固缩、坏死等现象，神经元损伤评级明显增加（图

１Ｄ，Ｐ＜００５），且海马区域神经元细胞凋亡率显著
升高（图１Ｅ，Ｐ＜００５）。

Ａ－Ｓｅｖ对大鼠逃避潜伏期的影响；Ｂ－Ｓｅｖ对大鼠穿越平台次数的影响；Ｃ－Ｓｅｖ对目标象限停留时间占比的影响；Ｄ－海马组织 ＣＡ１区域病理学染色（ＨＥ，

２００×）；Ｅ－Ｓｅｖ对海马神经元细胞凋亡的影响（ＴＵＮＥＬ，２００×）；Ｆ－神经病理学评估；Ｇ－ＴＵＮＥＬ阳性细胞比率；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｉｎｒａｔｓ；Ｂ－Ｓｅｖｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍ；Ｃ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｄｗｅｌｌｔｉｍｅ；

Ｄ－ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎ（ＨＥ，２００×）；Ｅ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ（ＴＵＮＥＬ，２００×）；Ｆ－Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ；Ｇ－ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．

图１　七氟烷（Ｓｅｖ）对大鼠神经功能的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅｏｎｎｅｕｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

２２　Ｓｅｖ对大鼠海马组织ＮＬＲＰ３炎症小体的影响
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｓｅｖ组大鼠海马组织 ＮＬ

ＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和 ＩＬ１８蛋白表
达均显著升高（图２，Ｐ＜００５）。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．

图２　Ｓｅｖ对大鼠海马组织ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症

小体相关蛋白表达的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ２　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３

ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｎ＝６，珋ｘ±ｓ

２３　Ｓｅｖ对大鼠神经元细胞铁死亡的影响
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｓｅｖ组大鼠海马组织 ＳＯＤ、

ＧＳＨ活性显著降低，ＭＤＡ、Ｆｅ２＋水平显著升高（图
３Ａ～３Ｄ，Ｐ＜００５）。普鲁士蓝染色显示棕黄色颗粒
为海马组织铁离子沉积，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｓｅｖ组大
鼠海马组织 ＣＡ１区域棕黄色铁离子沉积明显增加
（图 ３Ｅ，Ｐ＜００５），ＲＯＳ水 平 升 高 （图 ３Ｆ，
Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相
比，Ｓｅｖ组大鼠海马组织 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达
显著降低，ＡＣＳＬ４蛋白表达显著升高（图 ３Ｇ，
Ｐ＜００５）。
２４　ＭＣＣ９５０对ＰＯＣＤ大鼠神经功能的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＣＣ９５０组大鼠逃避潜伏
期、穿越平台次数和目标象限停留时间占比均无显

著性差异（Ｐ＞００５），Ｓｅｖ组和 Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大
鼠逃避潜伏期延长，穿越平台次数和目标象限停留

时间占比降低 （Ｐ＜００５）。与 Ｓｅｖ组相比，
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Ａ－Ｓｅｖ对海马组织超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的影响；Ｂ－Ｓｅｖ对海马组织丙二醛（ＭＤＡ）含量的影响；Ｃ－Ｓｅｖ对海马组织谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ）活性的影

响；Ｄ－Ｓｅｖ对海马组织Ｆｅ２＋水平的影响；Ｅ－普鲁士蓝染色检测海马组织第一区域（ｃｏｒｎｕａｍｍｏｎｉｓ１）铁沉积（４００×）；Ｆ－Ｓｅｖ对海马组织活性氧（ＲＯＳ）水平的影

响（ＤＨＥ，４００×）；Ｇ－海马组织ＲＯＳ水平统计柱状图；Ｈ－ＡＣＳＬ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达；Ｉ－ＡＣＳＬ４蛋白表达统计柱状图；Ｊ－ＳＬＣ７Ａ１１蛋白表达统计柱状图；

Ｋ－ＧＰＸ４蛋白表达统计柱状图；与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｂ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｃ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎＧＳＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｄ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎ

Ｆｅ２＋ｌｅｖｅｌｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｅ－ｉｒｏｎｄｅｐｏｓｉｔｓｏｆＣＡ１ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＰｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ（４００×）；Ｆ－ｅｆｆｅｃｔｏｆＳｅｖｏｎＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

（ＤＨＥ，４００×）；Ｇ－ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｈ－ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＳＬ４，ＳＬＣ７Ａ１１，ＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｓ；Ｉ－ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＡＣＳＬ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；

Ｊ－ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＳＬＣ７Ａ１１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｋ－ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．

图３　Ｓｅｖ对大鼠神经元细胞铁死亡的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅｏｎｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒａｔｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠逃避潜伏期缩短，穿越平台次
数和目标象限停留时间占比增加（图 ４Ａ，Ｐ＜
００５）。ＨＥ染色显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＭＣＣ９５０组大鼠
海马ＣＡ１区域神经元排列整齐，细胞质着色均匀，
轮廓清晰，结构形态无明显异常。Ｓｅｖ组大鼠海马
神经元排列紊乱，细胞核固缩，轮廓模糊，且伴有大

量神经元坏死，结构出现明显异常。与Ｓｅｖ组相比，
Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠海马 ＣＡ１区域神经元细胞排
列紊乱程度减轻，轮廓较为清晰，且神经元坏死明显

减少，结构得到明显恢复（图４Ｂ）。
２５　ＭＣＣ９５０对 ＰＯＣＤ大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３炎症
小体的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＣＣ９５０组大鼠海马组织
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和 ＩＬ１８蛋白
表达无显著性差异（Ｐ＞００５），Ｓｅｖ组和 Ｓｅｖ＋
ＭＣＣ９５０组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和 ＩＬ１８蛋白表达均显著升高
（Ｐ＜００５）。与 Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠

海马组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和
ＩＬ１８蛋白表达均显著降低（图５，Ｐ＜００５）。
２６　ＭＣＣ９５０对 ＰＯＣＤ大鼠海马组织氧化应激水
平的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＣＣ９５０组大鼠海马组织
ＳＯＤ、ＧＳＨ 活 性，ＭＤＡ 含 量 无 显 著 性 差 异
（Ｐ＞００５），Ｓｅｖ组和 Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠海马组
织 ＳＯＤ、ＧＳＨ 活 性 降 低，ＭＤＡ 含 量 升 高

（Ｐ＜００５）。与 Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠
海马组织 ＳＯＤ、ＧＳＨ活性增强，ＭＤＡ含量降低（图
６，Ｐ＜００５）。
２７　ＭＣＣ９５０对ＰＯＣＤ大鼠海马组织 ＲＯＳ、Ｆｅ２＋水
平的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＣＣ９５０组大鼠海马组织
ＲＯＳ、Ｆｅ２＋水平无显著性差异（Ｐ＞００５），Ｓｅｖ组和
Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠海马组织 ＲＯＳ、Ｆｅ２＋水平升高
（Ｐ＜００５）。与 Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠
海马组织ＲＯＳ、Ｆｅ２＋水平降低（图７，Ｐ＜００５）。
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Ａ－Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测各组大鼠学习记忆功能；Ｂ－海马组织ＣＡ１区域病理学染色（ＨＥ，２００×）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与Ｓｅｖ组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｒａｔｓ；Ｂ－ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎ（ＨＥ，２００×）；
１）Ｐ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＳｅｖ．

图４　ＭＣＣ９５０对术后认知功能障碍（ＰＯＣＤ）大鼠神经功能的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣＣ９５０ｏｎｎｅｕｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＰＯＣＤｒａｔｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与Ｓｅｖ组相比，２）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＳｅｖ．

图５　ＭＣＣ９５０对ＰＯＣＤ大鼠海马组织ＮＬＲＰ３炎症小体的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣＣ９５０ｏｎＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＰＯＣＤｒａｔｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

２８　ＭＣＣ９５０对 ＰＯＣＤ大鼠海马神经元细胞铁死
亡的影响

透射电镜显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＭＣＣ９５０组大鼠神
经细胞状态良好，线粒体形态结构正常，胞质分布均

匀，且染色质形态正常。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｓｅｖ组大
鼠神经细染色质固缩，边缘化，且伴有线粒体外膜破

裂（细胞铁死亡相对特异性形态变化）。与 Ｓｅｖ组

相比，Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠神经细胞损伤明显减
轻，但是部分细胞仍然有染色质凝集，边缘化，无线

粒体外膜破裂，可见线粒体膜密度加深（图 ８Ａ）。
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＭＣＣ９５０组大鼠海马组织ＡＣＳＬ４、
ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４ 蛋 白 表 达 无 显 著 性 差 异
（Ｐ＞００５），Ｓｅｖ组和 Ｓｅｖ＋ＭＣＣ９５０组大鼠海马组
织ＡＣＳＬ４蛋白表达显著升高，ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白
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Ａ－各组大鼠海马组织ＳＯＤ活性；Ｂ－各组大鼠海马组织ＭＤＡ含量；Ｃ－各组大鼠海马组织ＧＳＨ活性；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与Ｓｅｖ组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ－ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ－ＧＳＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＳｅｖ．

图６　ＭＣＣ９５０对ＰＯＣＤ大鼠氧化应激水平的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＭＣＣ９５０ｏｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｌｅｖｅｌｓｉｎＰＯＣＤｒａｔｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ａ－各组大鼠海马组织Ｆｅ２＋水平；Ｂ－各组大鼠海马组织ＲＯＳ水平；与Ｃｏｎｔｒｏｌ

组相比，１）Ｐ＜００５；与Ｓｅｖ组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－Ｆｅ２＋ｌｅｖｅｌｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ－ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｐｐ

ｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＳｅｖ．

图７　ＭＣＣ９５０对 ＰＯＣＤ大鼠海马组织 ＲＯＳ、Ｆｅ２＋水平的影
响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣＣ９５０ｏｎＲＯＳａｎｄＦｅ２＋ｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｐｐ
ｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＰＯＣＤｒａｔｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

表达显著降低（Ｐ＜００５）。与 Ｓｅｖ组相比，Ｓｅｖ＋
ＭＣＣ９５０组大鼠海马组织ＡＣＳＬ４蛋白表达均显著降
低，ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达显著升高（图 ８Ｂ，
Ｐ＜００５）。

３　讨　论
Ｓｅｖ是一种新型的卤代羟基醚类吸入性全麻药

物，具有诱导迅速、麻醉深度易调节、苏醒快以及对

呼吸循环系统抑制程度较轻等优点，是全麻诱导的

首选药物［１８］。研究表明，吸入性麻醉剂能够通过多

种机制诱导神经毒性以及老年患者认知功能损

伤［１９］，但是其具体作用机制尚不完全清楚。麻醉与

手术作为一种外源性刺激，被认为是引发老年人群

认知功能障碍的危险因素［２０］。然而，研究显示 Ｓｅｖ
诱导的神经毒性与暴露浓度及时间相关，当低于临

床麻醉浓度或短时间暴露（＜３ｈ）无神经毒性作
用［２１］。此外，研究证实，亚麻醉浓度 Ｓｅｖ具有一定
的器官保护作用，可通过激活钾离子通道以及阻断

神经毒性，减轻脑组织损伤，发挥神经功能保护

　　　　

Ａ－电镜观察神经细胞病理变化，白色箭头 －染色质凝集并边缘化，黑色箭

头－异常的线粒体，红色方框－神经细胞细胞质放大部位；Ｂ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测海马组织ＡＣＳＬ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；

与Ｓｅｖ组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｅｒｖｅｃｅｌｌｓｂｙｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ｔｈｅ

ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｃｈｒｏｍａｔｉｎｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎａｎｄｍａｒｇｉｎａｌｉｚａｔｉｏｎ，ｔｈｅｂｌａｃｋａｒｒｏｗ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｂｎｏｒｍａｌｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ，ｔｈｅｒｅｄｂｏｘｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｅｎｌａｒｇｅｄｐａｒｔｏｆｔｈｅ

ｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｎｅｒｖｅｃｅｌｌｓ；Ｂ－ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＣＳＬ４，ＳＬＣ７Ａ１１，ａｎｄ

ＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅ；１）Ｐ ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ；
２）Ｐ＜００５，ｖｓＳｅｖ．

图８　ＭＣＣ９５０对 ＰＯＣＤ大鼠海马神经元细胞铁死亡的影
响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣＣ９５０ｏｎｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓｏｆＰＯＣＤｒａｔｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

作用［２２］。本研究参照文献［１６，２３］报道体积分数
４％的Ｓｅｖ持续性吸入麻醉６ｈ后能够诱导大鼠认
知功能障碍，损伤海马神经功能，导致大鼠 ＰＯＣＤ。
为此本研究拟通过吸入体积分数４％的 Ｓｅｖ持续时
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间６ｈ和腹腔探查术构建 ＰＯＣＤ大鼠模型。Ｓｅｖ大
鼠出现明显的认知功能障碍及神经元损伤，表明

ＰＯＣＤ大鼠模型构建成功。
海马区是大脑负责记忆储存和定向转换等功能

的重要区域，在炎症、氧化应激等病理因素刺激下会

导致神经元细胞出现明显损伤，主要表现为学习、记

忆及空间定向能力等认知功能障碍相关症状［２４］。

ＮＬＲＰ３炎症小体是由 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ１组成，
广泛表达于多种细胞中，其中神经系统内小胶质细

胞是功能性 ＮＬＲＰ３炎症小体产生的主要场所［２５］。

当细胞内 ＲＯＳ或是 ＡＴＰ累积到一定程度会刺激
ＮＬＲＰ３炎症小体形成，促进 ｃａｓｐａｓｅ１活化，进而刺
激炎症细胞因子ＩＬ１β、ＩＬ１８释放，诱导炎症级联反
应［２６］。既往研究发现，ＮＬＲＰ３炎症小体介导的炎症
反应参与了ＰＯＣＤ的发生发展，Ｓｅｖ能够通过 ＲＯＳ
ＮＬＲＰ３炎症小体途径介导的小胶质细胞焦亡诱导
老年小鼠ＰＯＣＤ，抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体能够明显减
轻Ｓｅｖ诱导的ＰＯＣＤ［２７］。本研究发现，Ｓｅｖ能够促进
ＮＬＲＰ３炎症小体活化。铁死亡是一种新型细胞死
亡方式，其核心是脂质过氧化反应失衡，参与了氧化

应激、炎症反应等多种病理机制［２８］。研究证实，铁

死亡的发生参与了 ＰＯＣＤ的发生发展，主要涉及氧
化还原、铁离子稳态及脂质过氧化等［２９］。本研究显

示，Ｓｅｖ能够抑制氧化应激指标及 Ｆｅ２＋水平。ＡＣ
ＳＬ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白是铁死亡发生的关键调控
因子。ＡＣＳＬ４是铁死亡启动的驱动因素，能够促进
细胞脂质过氧化产物增多和 ＲＯＳ的堆积，抑制
ＧＰＸ４表达，诱导细胞脂质过氧化反应加重，导致细
胞铁死亡发生［３０］。ＳＬＣ７Ａ１１介导的胱氨酸／谷氨酸
转运系统是合成ＧＳＨ所需胱氨酸的主要途径，抑制
ＳＬＣ７Ａ１１后会降低ＧＳＨ生物合成，导致 ＧＰＸ４抗氧
化能力减低，诱导ＭＤＡ产生增多，从而导致细胞铁
死亡发生［３１］。ＧＰＸ４是细胞中催化还原脂质过氧化
产物关键性调控酶，能够降解脂质过氧化产物诱发

的细胞毒性［３２］。本研究发现，Ｓｅｖ能够抑制细胞铁
死亡相关蛋白表达。此外，ＮＬＲＰ３炎症小体活化和
铁死亡的发生可能是 ＰＯＣＤ发生的重要病理机制。
但是，有关ＮＬＲＰ３炎症小体活化与铁死亡的调控关
系在ＰＯＣＤ中的作用尚不清楚。Ｌｉ等［３３］研究证实，

在ＬＰＳ诱导的急性肾损伤小鼠模型中 ＮＬＲＰ３炎症
小体被显著活化，铁死亡水平明显升高，而抑制 ＮＬ
ＲＰ３表达能够降低肾组织炎症和铁死亡改善ＬＰＳ诱
导的小鼠急性肾损伤。此外，Ｗａｎｇ等［３４］研究也证

实，抑制ＮＬＲＰ３炎症小体能够通过调控 Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２

信号通路减轻脑缺血再灌注损伤诱导的神经细胞铁

死亡。以上研究表明，ＮＬＲＰ３炎症小体可能是铁死
亡发生的关键调控因子。为进一步明确 ＮＬＲＰ３炎
症小体与铁死亡在 ＰＯＣＤ中的调控机制。为此，本
研究通过对 ＰＯＣＤ的大鼠腹腔注射 ＭＣＣ９５０，发现
抑制ＮＬＲＰ３小体活化能够降低海马神经元铁死亡，
减轻Ｓｅｖ诱导的老年大鼠ＰＯＣＤ。

综上所述，本研究结果显示，ＮＬＲＰ３炎症小体活
化介导的神经元细胞铁死亡机制参与了ＰＯＣＤ的发
生发展。本研究结果进一步阐明了ＰＯＣＤ的致病机
制，为ＰＯＣＤ治疗研究的干预靶点提供了新的可能。
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