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摘要：目的　探究纳美芬对老年大鼠术后认知功能障碍（ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＯＣＤ）的影响及其分子机制。
方法　将１７月龄的ＳＤ大鼠适应饲养一周后，随机分成对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、模型（Ｍｏｄｅｌ）组、模型 ＋纳美芬（Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ）组、模
型＋纳美芬 ＋ＥＸ５２７（Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７）组，每组８只。除 Ｃｏｎｔｒｏｌ组外，使用七氟烷麻醉和剖腹探查术建立 ＰＯＣＤ模型。
Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组大鼠在麻醉诱导前３０ｍｉｎ皮下注射０１ｍｇ·ｋｇ－１盐酸纳美芬；Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７组大鼠在麻醉诱导前３０ｍｉｎ
皮下注射０１ｍｇ·ｋｇ－１盐酸纳美芬，并腹腔注射１０ｍｇ·ｋｇ－１ＥＸ５２７［沉默信息调节因子１（Ｓｉｒｔ１）抑制剂］。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实
验评估大鼠认知能力。术后第３天处死大鼠，苏木素伊红（ＨＥ）染色观察海马组织病理学改变，Ｔｕｎｅｌ染色分析神经元凋亡，
酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）方法分析肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素６（ＩＬ６）含量，蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法
检测Ｂ细胞淋巴瘤因子２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、Ｓｉｒｔ１、Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）和核因子κＢ亚基ｐ６５（ＮＦκＢｐ６５）蛋白
表达水平。结果　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组大鼠出现认知障碍，海马 ＤＧ区神经元出现损伤，ＤＧ区神经元凋亡比例增多，
ＴＮＦα和ＩＬ６含量增加，Ｂａｘ、ＴＬＲ４和 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达增加，Ｂｃｌ２和 Ｓｉｒｔ１表达降低（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组大鼠认知能力增强，海ＤＧ区神经元损伤减轻，ＤＧ区神经元凋亡比例减少，ＴＮＦα和 ＩＬ６含量降低，Ｂａｘ、ＴＬＲ４
和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达减少，Ｂｃｌ２和Ｓｉｒｔ１表达增加（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７组大鼠认知能
力减弱，海马ＤＧ区神经元损伤增加，ＤＧ区神经元凋亡比例增多，ＴＮＦα和ＩＬ６含量增加，Ｂａｘ、ＴＬＲ４和 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达
增加，Ｂｃｌ２和Ｓｉｒｔ１表达降低（Ｐ＜０００１）。结论　纳美芬可通过 Ｓｉｒｔ１／ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路减轻 ＰＯＣＤ老年大鼠神经炎症和神
经元损伤，改善认知功能障碍。
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　　术后认知功能障碍（ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅｄｙｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＯＣＤ）是手术之后常见的神经系统并发症，
主要表现为认知能力显著下降，包括记忆、注意力、协

调性、空间定向、语言流畅性和执行能力等方面的障

碍［１］。研究［２］发现 ＰＯＣＤ在患者术后的发病率为
１７％～４３％，且其在老年患者中的发病率要高于年轻
患者［３］。研究表明，ＰＯＣＤ可持续数周至数年，影响
患者康复，延长住院时间，并可能导致额外的身体和

精神疾病，增加死亡率，给患者及其家属带来沉重的

负担［１］。随着人口老龄化，老年患者的手术需求逐渐

增多，ＰＯＣＤ的发生率也逐渐增加，这给当前的医疗卫
生体系提出了巨大的挑战［４］。ＰＯＣＤ是一个涉及多种
致病因素的复杂病理过程，其发病机制尚不清楚。目

前对于ＰＯＣＤ的治疗和预防还处于探索阶段［５］。

纳美芬是一种特异性阿片类受体拮抗剂，常用

于逆转阿片类药物的毒性。越来越多的研究［６８］发

现纳美芬具有一定的神经保护作用。例如，纳美芬

可保护重型颅脑损伤患者的神经系统［６］，还可抑制

酒精诱导的神经炎症和大脑损伤［８］。体外研究［７］发

现纳美芬可逆转高浓度阿片类药物羟考酮对大鼠神

经干细胞增殖的抑制作用，以及对凋亡和分化的促进

作用，提示纳美芬可改善神经发育障碍。临床研究［９］

发现纳美芬可改善行单肺通气的电视辅助胸腔镜手

术的老年患者术后认知功能，减少神经认知恢复延迟

的发生率。但是目前关于纳美芬与ＰＯＣＤ关系的研
究甚少，且纳美芬改善ＰＯＣＤ的作用机制尚不明确。
沉默信息调节因子１（Ｓｉｒｔ１）在ＰＯＣＤ模型动物中表
达降低，它的激活剂ＳＲＴ１７２０通过抑制Ｔｏｌｌ样受体４
（ＴＬＲ４）／核因子κＢ（ＮＦκＢ）通路改善小鼠ＰＯＣＤ症
状［１０］。有研究［１１］发现纳美芬可通过调节Ｓｉｒｔ１减轻
大鼠肺缺血再灌注损伤。因此，本研究使用七氟烷麻

醉和剖腹探查术建立老年大鼠ＰＯＣＤ模型［１２１３］，探究

纳美芬改善 ＰＯＣＤ的作用，并探究其作用是否与
Ｓｉｒｔ１／ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路有关。

１　材　料
１１　实验动物

３２只 ＳＰＦ级 ＳＤ雄性大鼠［１７月龄，体质量

４７０～５３０ｇ，北京维通利华实验动物技术有限公司，
许可证号 ＳＹＸＫ（京）２０２２００５２］；所有大鼠于郑州
大学实验动物中心ＳＰＦ级环境下适应饲养一周［温
度２０～２６℃，湿度 ４０％ ～７０％，１２ｈ光／暗循环］。
本实验经河南省人民医院动物实验伦理委员会批准

（批件号：ＨＮＳＲＭＹＹ２０２３０１９）。
１２　主要试剂

七氟烷（江苏恒瑞医药股份有限公司，批号：

２２０９０６３１）；盐酸纳美芬（西安利君制药有限责任公
司，批号：２３０４０１，规格：１ｍＬ：０１ｍｇ）；Ｓｉｒｔ１抑制剂
ＥＸ５２７（南京沃博生物科技有限公司，货号：
ＩＥＰ１０６２）；原位末端转移酶标记技术（Ｔｕｎｅｌ）细胞凋
亡检测试剂盒（显色法）（上海碧云天生物科技有限

公司，货号：Ｃ１０９８）；肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白
细胞介素６（ＩＬ６）酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂
盒 （上 海 酶 联 生 物 公 司，货 号：ｍｌ００２９５３、
ｍｌ１０２８２８）；放射免疫沉淀法（ＲＩＰＡ）裂解液、二喹啉
甲酸法（ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒、增强型化学发
光（ＥＣＬ）Ｐｌｕｓ超敏发光液、甘油醛３磷酸脱氢酶
（ＧＡＰＤＨ）小鼠单克隆抗体（北京索莱宝科技有限公
司，货号：Ｒ００１０、ＰＣ００２０、ＰＥ００１０、Ｋ２０００５７Ｍ）；Ｂ细
胞淋巴瘤因子２（Ｂｃｌ２）兔多克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ
公司，批号：ａｂ１９６４９５）；Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）兔
单克隆抗体、Ｓｉｒｔ１兔单克隆抗体和 ＮＦκＢｐ６５兔单
克隆抗体（美国Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，批号：
＃１４７９６、＃９４７５、＃８２４２）；ＴＬＲ４小鼠单克隆抗体（美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，批号：ｓｃ２９３０７２）；辣根过氧化物
酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗和山羊抗兔
ＩｇＧ二抗（武汉博士德生物工程有限公司，货号：
ＢＡ１０５０、ＢＡ１０５０）。

２　方　法
２１　ＰＯＣＤ模型建立

参考文献［１２１３］建立ＰＯＣＤ大鼠模型：使用体
积分数５％七氟烷麻醉诱导，５ｍｉｎ后改成体积分数
２％七氟烷维持，并进行剖腹探查术（腹部消毒后，
沿腹部中线做一个约 ３ｃｍ的切口，然后依次检查
肠、肝、脾、肾等脏器），手术时间大约１５ｍｉｎ，确定
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没有出血后，用无菌手术线缝合伤口。缝合伤口后，

立即通过腹腔注射６００００Ｕ青霉素，连续注射３ｄ，
每天１次，防止术后感染。将大鼠放置在电热毯上
防止其体温过低，待苏醒后放回笼子中。

２２　动物分组与给药
大鼠随机分成以下４组，每组８只：对照（Ｃｏｎ

ｔｒｏｌ）组、模型（Ｍｏｄｅｌ）组、模型＋纳美芬（Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ）
组、模型＋纳美芬＋ＥＸ５２７（Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７）组。
其中Ｃｏｎｔｒｏｌ组不进行麻醉和手术，另外三组均按照
“２１”项下方法建立ＰＯＣＤ模型。纳美芬的注射方式
和剂量参考文献［１４］和前期的预实验结果，发现皮下

注射纳美芬高于０１ｍｇ·ｋｇ－１对大鼠认知功能的改
变与０１ｍｇ·ｋｇ－１纳美芬效果差别不显著，因此，纳
美芬的浓度选择０１ｍｇ·ｋｇ－１。Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组大鼠
在麻醉诱导前３０ｍｉｎ通过皮下注射０１ｍｇ·ｋｇ－１盐
酸纳美芬。ＥＸ５２７的注射方式和剂量参考文
献［１５１６］。ＥＸ５２７的配制过程如下：５０ｍｇＥＸ５２７冻
干粉加入１ｍＬＤＭＳＯ，配置成５０ｍｇ·ｍＬ－１的储备
液，然后用生理盐水将其稀释成２５ｍｇ·ｍＬ－１的工
作液。Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７组大鼠在麻醉诱导前
３０ｍｉｎ通过皮下注射０１ｍｇ·ｋｇ－１盐酸纳美芬，并通
过腹腔注射１０ｍｇ·ｋｇ－１ＥＸ５２７。其他组给予等量体
积分数５％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶剂。
２３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验

在术前５ｄ和术后第１、３天进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫
实验，包括定位航行实验和空间探索实验，来检测大

鼠的空间学习和记忆能力。本实验在一个圆形的黑

色壁水池中（直径１２０ｃｍ，深度５０ｃｍ）进行，平均分
成４个象限（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ）。在第Ⅳ象限的中央
位置放置一个圆形平台，淹没在水下约１５ｃｍ处。
大鼠在术前第５天开始训练，连续训练４ｄ，每天４
次。在每个训练日，将大鼠分别从４个象限中的一
个放入水中，记录它们找到平台的时间（即为大鼠

的逃避潜伏期），如果在６０ｓ内没有找到平台，则引
导其至平台，并在平台上停留１０ｓ。于术前１ｄ和
术后第１、３天按照上述方法测试每组大鼠的逃避潜
伏期。在术后第３天测试过逃避潜伏期６ｈ后，移
除平台，将大鼠从第Ⅱ象限放入水中，记录６０ｓ内
大鼠游过原平台区域的次数（穿越平台次数）以及

在原平台所在象限停留时间。

２４　样本收集
术后第３天进行行为学测试之后，将大鼠用体

积分数７％七氟烷麻醉，颈椎脱臼法处死。迅速从
大脑中剥离海马组织，每只大鼠有两个海马组织，磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗干净后，将每只大鼠的单侧
海马组织（共３２个）用液氮速冻，置于 －８０℃冰箱
冻存，用于细胞因子和蛋白质检测，将每只大鼠的另

一侧海马组织（共３２个）放入质量分数４％多聚甲
醛中固定，用于病理学检测。

２５　ＥＬＩＳＡ检测
将冰冻的组织样本解冻后加入适量生理盐水，

在冰上用匀浆器充分匀浆之后，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，收集上清。然后根据 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书
操作，检测海马组织中的ＴＮＦα和ＩＬ６含量。
２６　苏木素伊红（ＨＥ）染色

海马组织在质量分数 ４％多聚甲醛中固定
４８ｈ，进行石蜡包埋，制备成５μｍ厚度的石蜡切片。
二甲苯脱蜡，逐级乙醇复水后，进行 ＨＥ染色，脱水
透明，中性树脂封片后，用显微镜观察。

２７　Ｔｕｎｅｌ染色
根据Ｔｕｎｅｌ试剂盒说明书操作检测海马组织中

神经元凋亡情况。步骤如下：将５μｍ的石蜡切片
充分脱蜡和水化后，滴加２０μｇ·ｍＬ－１不含脱氧核
糖核酸酶（ＤＮａｓｅ）的蛋白酶 Ｋ处理２０ｍｉｎ；ＰＢＳ彻
底清洗蛋白酶Ｋ，使用质量分数３％ Ｈ２Ｏ２将切片中
的内源性过氧化物酶灭活，加入新鲜配制的５０μＬ
Ｔｕｎｅｌ反应混合物避光孵育１ｈ。滴加５０μＬ辣根过
氧化物酶标记链霉亲和素（ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ）工作
液，室温孵育 ３０ｍｉｎ后加 ３，３′二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）显色１０ｍｉｎ。苏木素对细胞核进行复染之
后，显微镜下观察。正常海马神经元细胞核呈蓝色，

凋亡细胞核呈棕褐色（Ｔｕｎｅｌ阳性）。计算凋亡细胞
占总细胞数的百分比。

２８　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测
冻存的海马组织解冻后，在 ＲＩＰＡ裂解液中匀

浆提取组织中的蛋白质。用 ＢＣＡ试剂盒测定浓度
之后，每组取等量蛋白质用十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离。然后将胶上分离
的蛋白转移到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，质量分
数５％脱脂奶粉室温封闭膜２ｈ，加特异性一抗 Ｂａｘ
（１∶１０００）、Ｂｃｌ２（１∶８００）、Ｓｉｒｔ１（１∶１０００）、ＴＬＲ４（１∶
５００）、ＮＦκＢｐ６５（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶３０００）４℃
孵育过夜。清洗掉一抗后，加相应的ＨＲＰ标记山羊
抗兔或者小鼠二抗（稀释度均为１∶５０００）室温孵育
４５ｍｉｎ，使用ＥＣＬ发光液观察蛋白条带。ＩｍａｇｅＪ软
件分析条带灰度值来对蛋白表达进行定量。

２９　统计学分析
数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，用 ＧｒａｐｈＰａｄ
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Ｐｒｉｓｍ８０软件进行分析。多组间差异比较采用单因
素方差分析，两两比较使用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验。
Ｐ＜００５表明差异有统计学意义。

３　结　果
３１　各组大鼠学习和记忆能力比较

术前１ｄ，四组大鼠的逃避潜伏期无显著差异
（Ｐ＞００５）。但是术后第１天和第３天，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比，Ｍｏｄｅｌ组逃避潜伏期延长（Ｐ＜０００１）；与
Ｍｏｄｅｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组逃避潜伏期显著缩短

（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋
ＥＸ５２７组逃避潜伏期显著延长（Ｐ＜０００１）。此
外，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组大鼠穿越平台次数
和在原平台所在象限停留时间均显著减少

（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组大鼠
穿越平台次数和在原平台所在象限停留时间均显

著延长（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，
Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７组大鼠穿越平台次数和在原
平台所在象限停留时间均显著减少（Ｐ＜０００１）。
见图１和表１。

Ｎａｌ－纳美芬；ＥＸ５２７－沉默信息调节因子１（Ｓｉｒｔ１）抑制剂。

Ｎａｌ－ｎａｌｍｅｆｅｎｅ；ＥＸ５２７－Ｓｉｒｔ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．

图１　各组大鼠定位航行实验和空间探索实验中游泳轨迹的变化。ｎ＝８
Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｗｉｍｍｉｎｇｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｕｒｉｎｇｔｈｅｎａｖｉｇａｔｉｏｎｔｅｓｔａｎｄｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔｎ＝８

３２　大鼠海马ＤＧ区神经元病理变化
ＨＥ染色结果见图 ２。Ｃｏｎｔｒｏｌ组中大鼠的 ＤＧ

区神经元结构清晰，排列整齐；Ｍｏｄｅｌ组 ＤＧ区神经

元排列紊乱，神经元细胞核固缩；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组大鼠 ＤＧ区神经元排列整齐，核固缩
减少；与 Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７
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　　　表１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验分析各组大鼠学习和记忆能力。ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｒａｔｓｎ＝８，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　
Ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ／ｓ

１ｄｂｅｆｏｒｅｓｕｒｇｅｒｙ １ｓｔｄａｙａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ ３ｒｄｄａｙａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ

Ｐｌａｔｆｏｒｍｃｒｏｓｓｉｎｇ

ｔｉｍｅｓ

Ｔｉｍｅｓｐｅｎｔｉｎｔａｒｇｅｔ

ｑｕａｄｒａｎｔ／ｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３８８±２８５ １２１２±２９０ １０８７±３４８ ７１２±１１３ ４６７５±４０６

Ｍｏｄｅｌ １３６２±２４５ ５２８７±４５８１） ４２５０±４７５１） １７５±１０３１） ２４７５±５３４１）

Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ １３２５±２８２ ４０１２±５２２２） ３１２５±３５４２） ５３７±０９２２） ４２２５±４１７２）

Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７ １４１２±２１７ ５０７５±５５７３） ４０１２±３６８３） ２３７±１０６３） ３１５０±４０４３）

注：与对照组比较，１）Ｐ＜０００１；与模型组比较，２）Ｐ＜０００１；与模型＋纳美芬组比较，３）Ｐ＜０００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌｇｒｏｕｐ．

图２　苏木素伊红（ＨＥ）染色检测大鼠海马齿状回（ＤＧ）区神经元病理变化（×４０和×２００）
Ｆｉｇ２　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＤＧｒｅｇｉｏｎｓｏｆｒａｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（×４０ａｎｄ×２００）

组大鼠ＤＧ区神经元排列紊乱，核固缩增多。
３３　大鼠海马ＤＧ区神经元凋亡情况

Ｔｕｎｅｌ染色观察各组大鼠海马神经元凋亡情况，
２００倍和４００倍视野下结果见图３Ａ。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
相比，Ｍｏｄｅｌ组大鼠海马ＤＧ区凋亡神经元比例显著
增加（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组
大鼠海马 ＤＧ区凋亡神经元比例显著减少
（Ｐ＜０００１）；与Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋
ＥＸ５２７组大鼠海马ＤＧ区凋亡神经元比例显著增加
（Ｐ＜０００１）（图３Ｂ）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马中凋亡相关蛋白表达，结
果见图３Ｃ～Ｅ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组Ｂａｘ表达
上调，Ｂｃｌ２表达下调（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组相
比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组 Ｂａｘ表达下调，Ｂｃｌ２表达上调
（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋
ＥＸ５２７ 组 Ｂａｘ表 达 上 调，Ｂｃｌ２ 表 达 下 调
（Ｐ＜０００１）。
３４　海马组织中炎性因子表达情况

ＥＬＩＳＡ检测海马组织 ＴＮＦα和 ＩＬ６表达情况，
结果见图４。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组这些炎性
因子在海马中表达均上调（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组
相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组这些炎性因子在海马中表达均

下调（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋
Ｎａｌ＋ＥＸ５２７组这些炎性因子在海马中表达均增加
（Ｐ＜０００１）。
３５　大鼠海马区 Ｓｉｒｔ１／ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路相关蛋白
表达情况

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马中 Ｓｉｒｔ１、ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ
ｐ６５表达，结果见图 ５：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组
Ｓｉｒｔ１表达降低，ＴＬＲ４和 ＮＦκＢｐ６５表达升高
（Ｐ＜００５）；与Ｍｏｄｅｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组 Ｓｉｒｔ１表
达增加，ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ６５表达降低（Ｐ＜００５）；与
Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７组 Ｓｉｒｔ１表
达降低，ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ６５表达升高（Ｐ＜００５）。

４　讨　论
ＰＯＣＤ是老年患者术后常见的神经系统并发

症。近些年的研究［１，４，１７］指出海马神经元凋亡和神

经炎症与ＰＯＣＤ的发生密切相关。七氟烷是临床常
用的吸入性麻醉剂，具有起效迅速、苏醒快、麻醉深

度易于调节等特点，在老年人中应用广泛。有研

究［１２，１８］发现，七氟烷可诱导老年大鼠海马神经元凋

亡和神经炎症，造成认知功能障碍。因此，本研究使

用了不进行麻醉和手术的大鼠做对照，而没有使用
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Ａ－海马ＤＧ区神经元Ｔｕｎｅｌ染色（×２００和×４００）；Ｂ－海马ＤＧ区神经元凋亡率统计；Ｃ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织中Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白表达情况；Ｄ－Ｂａｘ蛋白

表达量的统计分析；Ｅ－Ｂｃｌ２蛋白表达量的统计分析；与对照组比较，１）Ｐ＜０００１；与模型组比较，２）Ｐ＜０００１；与模型＋纳美芬组比较，３）Ｐ＜０００１。

Ａ－Ｔｕｎｅｌｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ（×２００ａｎｄ×４００）；Ｂ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆｎｅｕｒｏｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＤＧｒｅｇｉｏｎ；Ｃ－ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢａｘ

ａｎｄＢｃｌ２ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｅ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；１）Ｐ＜０００１，

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌｇｒｏｕｐ．

图３　各组大鼠海马ＤＧ区神经元凋亡情况比较。ｎ＝４，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＤＧｒｅｇｉｏｎｓｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｎ＝４，珋ｘ±ｓ

Ａ－ＥＬＩＳＡ检测 ＴＮＦα表达；Ｂ－ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ６表达；与对照组比较，
１）Ｐ＜０００１；与模型组比较，２）Ｐ＜０００１；与模型 ＋纳美芬组比较，
３）Ｐ＜０００１。

Ａ－ＥＬＩＳＡａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＴＮＦαｌｅｖｅｌｓ；Ｂ－ＥＬＩＳＡ ａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＩＬ６ｌｅｖｅｌｓ；
１）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌｇｒｏｕｐ．

图４　ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠海马组织中肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦα）和白细胞介素６（ＩＬ６）表达。ｎ＝４，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥＬＩＳＡａｓｓａｙｆｏｒＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝４，珋ｘ±ｓ

假手术组做对照。本研究用七氟烷和剖腹探查术诱

导的ＰＯＣＤ模型大鼠出现认知障碍，海马 ＤＧ区神

经元发生病理学损伤、凋亡增加，海马组织中炎性因

子表达显著增加。这表明本研究中ＰＯＣＤ模型成功
诱导。

纳美芬是 μ阿片受体和 δ阿片受体的强效拮
抗剂，但也是 κ阿片受体的部分激动剂［１９］。Ｌｉ
等［２０］的研究发现，κ阿片受体激动剂可通过抑制
Ｊａｎｕｓ激酶 ２（ＪＡＫ２）／信号传导和转录激活因子 ３
（ＳＴＡＴ３）通路改善大鼠 ＰＯＣＤ。Ｆａｎ等［２１］的研究也

显示 κ阿片受体激动剂 Ｕ５０４８８Ｈ可通过 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路缓解心肺流转术大鼠的 ＰＯＣＤ
症状，减少大脑损伤。临床上纳美芬不仅能够缩短

全麻患者术后苏醒时间［２２］，也能够改善老年胸腔镜

手术患者的认知能力［９］。本研究结果发现纳美芬

改善了老年大鼠术后认知能力，减轻了神经元损伤。

凋亡在ＰＯＣＤ的发病机制中发挥着重要作用。研究
发现促凋亡蛋白Ｂａｘ在手术和麻醉诱导的ＰＯＣＤ模
型动物中表达显著上调，而抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达
显著下调［２３２４］。本研究通过Ｔｕｎｅｌ染色发现纳美芬
可减少ＰＯＣＤ模型大鼠海马 ＤＧ区神经元凋亡，通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测凋亡相关蛋白表达发现在
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Ａ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｉｒｔ１、ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达情况；Ｂ－Ｓｉｒｔ１蛋白表达量的统计分析；Ｃ－ＴＬＲ４蛋白表达量的统计分析；Ｄ－ＮＦκＢｐ６５蛋白表达量的统

计分析；与对照组比较，１）Ｐ＜０００１；与模型组比较，２）Ｐ＜０００１；与模型＋纳美芬组比较，３）Ｐ＜０００１。

Ａ－ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳｉｒｔ１，ＴＬＲ４，ａｎｄＮＦκＢｐ６５；Ｂ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＳｉｒｔ１ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｃ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＴＬＲ４ｐｒｏ

ｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；１）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜０００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌｇｒｏｕｐ．

图５　各组大鼠海马组织中沉默信息调节因子１（Ｓｉｒｔ１）、Ｔｏｌｌ样受体 ４（ＴＬＲ４）和核因子κＢ亚基ｐ６５（ＮＦκＢｐ６５）蛋白表达比
较。ｎ＝４，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳｉｒｔ１，ＴＬＲ４，ａｎｄＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ｎ＝４，珋ｘ±ｓ

ＰＯＣＤ模型大鼠中，纳美芬可降低 Ｂａｘ表达，增加
Ｂｃｌ２的表达。神经炎症在 ＰＯＣＤ的发生中发挥着
关键作用［５］，炎性因子 ＴＮＦα和 ＩＬ６在 ＰＯＣＤ模
型动物的海马组织中表达明显增加［２５］。本研究结

果发现纳美芬可减少海马组织中 ＴＮＦα和 ＩＬ６表
达。ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路是介导炎症反应的重要信
号通路，ＰＯＣＤ的发生与海马组织中此信号通路的
活化密切相关［２６］。同样，本研究中手术和七氟烷

麻醉诱导的 ＰＯＣＤ模型大鼠中ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ６５
表达均增加，证实了 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路发生活化。
在大鼠肺缺血再灌注损伤模型中纳美芬可抑制

ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路的活化［２７］。本研究中发现纳美

芬在 ＰＯＣＤ大鼠中也可抑制 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路
活化。

Ｓｉｒｔ１是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ＋）
依赖的组蛋白去乙酰化酶，广泛存在于大脑中。它

通过调节包括 ＮＦκＢ在内的多个通路来调控多种
细胞过程。Ｓｉｒｔ１被认为具有神经保护作用［１３］，可抑

制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路活化改善大鼠认知障碍和海马
神经炎症［２８］。有研究发现纳美芬通过调节 Ｓｉｒｔ１减
轻大鼠肺缺血再灌注损伤［１１］，本研究发现纳美芬处

理ＰＯＣＤ模型大鼠后 Ｓｉｒｔ１表达增加。使用 Ｓｉｒｔ１抑
制剂 ＥＸ５２７进一步探究了纳美芬是否通过调节
Ｓｉｒｔ１表达在 ＰＯＣＤ中发挥神经保护作用。结果发
现，与 Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ＋Ｎａｌ＋ＥＸ５２７组
大鼠认知能力减弱，海马ＤＧ区神经元损伤增多，凋
亡和炎性因子表达增多，ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路活化增
强。这表明纳美芬是通过上调 Ｓｉｒｔ１表达发挥神经

保护作用的。

综上所述，本研究结果发现纳美芬通过 Ｓｉｒｔ１／
ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路改善大鼠 ＰＯＣＤ的分子机制，为
临床上纳美芬用于ＰＯＣＤ的治疗和预防提供了理论
基础。当然，纳美芬是否通过其他信号通路发挥改

善ＰＯＣＤ的作用尚需进一步探究。
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