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障碍的改善作用及海马脑源性神经营养因
子和胶质细胞源性神经营养因子表达水平
的影响
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【摘要】 目的 探讨高压氧预处理对异氟醚（ISO）所致中年小鼠认知障碍的改善作用及海马

脑源性神经营养因子（BDNF）和胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）蛋白表达和 mRNA 水平的影响。 

方法 将 32 只 8 月龄雄性 C57BL/6J 小鼠按随机数字表随机分为对照组（sham 组）、高压氧组（HBO 组）、异

氟醚组（ISO 组）和高压氧预处理 + 异氟醚组（HBO+ISO 组），每组 8 只。HBO 组和 ESPS+HBO 组小鼠置于

高压氧舱进行 1 h 高压氧（2.5 个大气压，100% O2）干预，对照组小鼠常压空气干预（模拟除压力和氧浓度

以外的其他过程和环境条件）1 h，均连续 5 d。在第 3 天 HBO 或常压空气干预结束后 2 h，各组小鼠进行

水迷宫训练，连续 3 d。最后 1 次水迷宫训练后 24 h，ISO 组和 HBO+ISO 组小鼠经异氟醚吸入麻醉构建认

知障碍模型，其他 2 组吸入对照气体。24 h 后进行水迷宫检测认知功能，并通过蛋白免疫印迹（Western 

Blot）和实时定量聚合酶链式反应（RT-PCR）检测小鼠海马 BDNF 和 GDNF 蛋白表达和 mRNA 水平的变化。

结果 （1）各处理组水迷宫总运动距离和平均运动速度的差异均无统计学意义（均 P ＞ 0.05）；ISO 组目标

象限停留时间百分比为（26.74±10.52）%，显著低于 sham 组［（48.33±9.18）%，P ＜ 0.01］，而 HBO+ISO 组

［（39.06±8.39）%］则显著高于 ISO 组（P ＜ 0.05）。（2）ISO 组海马 BDNF（0.56±0.09）和 GDNF（0.52±0.10）

的 蛋 白 相 对 表 达 水 平 均 显 著 低 于 sham 组 和 HBO+ISO 组（均 P ＜ 0.01 或 0.05）。（3）ISO 组 海 马 BDNF

（0.51±0.08）和 GDNF（0.25±0.09）的 mRNA 相对水平也均显著低于 sham 组和 HBO+ISO 组（均 P ＜ 0.01）。 

（4）sham 组与 HBO 组在上述行为和分子水平之间的差异均无统计学意义（均 P ＞ 0.05）。结论 高压氧预

处理可能通过调节海马的 BDNF 和 GDNF 表达水平，改善异氟醚所致认知损伤。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of hyperbaric oxygen （HBO） preconditioning on 
isoflurane （ISO）- induced cognitive impairment in middle-aged mice， and the effects of hyperbaric oxygen 

（HBO） pretreatment on the protein expression and mRNA levels of brain-derived neurotrophic factor （BDNF） 
and glial cell-derived neurotrophic factor （GDNF） in hippocampus. Methods A total of 32 male 8-month-old 
C57BL/6J mice were randomly divided into four groups by random number table with 8 in each group： sham 
group， HBO group， ISO group and HBO+ISO group. Mice in HBO group and ESPs+HBO group were put into 
hyperbaric oxygen chamber for 1 h （2.5 atmospheres， 100% O2）， while those in control group were intervened 
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术后认知功能障碍（postoperative cognitive dysfunction， 

POCD）是一类常见的临床综合征，表现为记忆、思

维、注意等认知功能的改变。除了年龄因素，研究

结果表明，麻醉持续时间、第 2 次手术、低教育程度、

术后感染和呼吸并发症等因素也是导致 POCD 的重

要原因［1-2］。此外，近年来的体外和动物实验研究

均表明，挥发性麻醉剂也可能增加 POCD 发生的风

险［3］。异氟醚是一种常用的吸入麻醉剂，临床研究

显示，新生儿接触异氟醚会破坏海马的学习和记忆

等功能［4］。基础研究表明，暴露于 1.4%～1.7% 的异

氟醚 2 h 可以降低大鼠海马的乙酰胆碱水平，并导

致学习记忆障碍，而暴露于高浓度异氟醚可诱导海

马细胞凋亡，导致成年 C57BL/6 小鼠空间学习能力

受损［5］。还有研究证实，异氟醚可诱发与认知功能

障碍或学习 / 记忆障碍相关的神经毒性，而且 POCD

也是患者使用异氟醚后认知功能下降的常见并发症

之一［6］。目前尚无一种有效治疗 POCD 的方法应用

于临床，亦有待开发针对异氟醚所致 POCD 的干预

策略。

高压氧能通过激活机体内源性保护机制发挥神

经保护作用。高压氧预处理已被证明可预防局灶性

和全局性脑缺血以及手术性脑损伤［7］，还可以通过

调节免疫应答和氧化应激水平减轻老年大鼠的认知

损伤，对 POCD 有预防作用［8］。然而，高压氧预处理

对异氟醚麻醉诱发认知障碍的作用及其机制尚未完

全阐明。因此，本研究选择异氟醚暴露所致中年小

鼠认知障碍模型，观察高压氧预处理对该模型小鼠

认知行为及海马脑源性神经营养因子（brain derived 

neurotrophic factor， BDNF）和胶质细胞源性神经营

养 因 子（glial cell-derived neurotrophic factor， GDNF）

蛋白表达水平和 mRNA 水平的影响，为高压氧预处

理防治 POCD 提供实验依据。

材料与方法

一、材料

1. 实验动物：8 月龄 32 只雄性 C57BL/6J 小鼠，

按随机数字表随机分为4组，每组8只：对照组（sham

组），体 重（24.12±2.18）g；高 压 氧 组（HBO组），体 重

（24.25±3.01）g；异氟醚组（ISO组），体重（24.13±2.55）g； 

高 压 氧 预 处 理 + 异 氟 醚 组（HBO+ISO 组），体 重

（25.20±2.25）g。所有小鼠购自第四军医大学实验动

物中心（动物合格证号：SCXK（陕）2019-001）。实验

过程遵循神经科学和行为学实验中关于哺乳动物的

饲养和使用规定（动物伦理号：KY20193304-3）。

2. 主要试剂：Trizol 试剂盒（Takara，108-95-2，

中国大连）；反转录试剂盒（Takara，RR036A，中国

大连）；SYBR Premix Ex Taq （Takara，RR820A，中国

大 连）；BDNF 抗 体（ab108319，abcam 公 司，英 国），

GDNF 抗体（ab176564，abcam 公司，英国）。

二、方法

1. HBO 干预：使用动物高压氧舱（中国烟台冰轮

高压氧舱有限公司，型号NG90-IIC），在动物进仓前，

先用纯氧充分洗舱 10 min，确保舱内氧浓度保持在

98%～100%，2.5 绝对压，将 HBO 组和 ESPS+HBO 组

by atmospheric pressure （simulating other processes and environmental conditions except pressure and oxygen 
concentration） for 1 h， which lasted for 5 days. On the third day after HBO or atmospheric air intervention， mice 
in each group were given water maze training for 3 days. 24 hours after the last water maze training， the cognitive 
impairment models were established by isoflurane inhalation anesthesia in ISO group and HBO+ISO group， 
while the other two groups inhaled control gas. After 24 hours， the cognitive function was detected by water 
maze， and the protein expression and mRNA levels of BDNF and GDNF in hippocampus of mice were detected 
by Western blot and real-time quantitative polymerase chain reaction （qPCR）. Results （1） There was no 
significant difference in the total movement distance and average movement speed in water maze test among each 
group （P ＞ 0.05）； the relative time dwell time in target quatrant in the ISO group was （26.74±10.52）%， which 
was significantly lower than that in the sham group （48.33.74±9.21）% （P ＜ 0.01）， while that in HBO+ISO 
group （39.06±8.38）% was significantly higher than that in ISO group （P ＜ 0.05）. （2） The relative expression 
levels of BDNF （0.56±0.09） and GDNF （0.52±0.10） in hippocampus of ISO group were significantly lower than 
those in sham group and HBO+ISO group （P＜0.01 or 0.05）. （3） The relative mRNA levels of BDNF （0.51±0.08） 
and GDNF （0.25±0.09） in hippocampus of ISO group were also significantly lower than those in sham group 
and HBO+ISO group （P ＜ 0.01）. （4） There was no significant difference between sham group and HBO group 
in the above parameters （P ＞ 0.05）. Conclusions Hyperbaric oxygen preconditioning may improve isoflurane 
induced cognitive impairment by regulating the expression of BDNF and GDNF in hippocampus.

【Key words】 Hyperbaric oxygen； Isoflurane； Cognitive impairment； Neurotrophic factor
Fund programs： National Natural Science Foundation of China （81904280，81974215）
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小鼠放置高压氧舱，每天给予 2.5 个绝对压 100% 的

氧气处理 1 h，连续 5 d（以 0.2 绝对压 /min 的速度加

压，温度保持在 23～26 ℃）。对照组小鼠模拟除压

力和氧浓度以外的其他过程和环境条件，每天 1 h，

连续 5 d。使用血氧计监测氧浓度，保持舱内温度在

23～26 ℃［9］。

2. POCD 模型的建立［10］：在最后一次水迷宫训

练后 24 h，小鼠暴露于 1.5 倍最低肺泡有效浓度的异

氟醚。将小鼠随机置于密闭室内，以 4 L/min 含有异

氟醚的气体冲洗至室内的异氟醚浓度达到 1.5 倍最

低肺泡有效浓度并保持 2 h。对照处理为 4 L/min 的

控制气体（O2，N2）冲洗后，正常通气，将小鼠置于密

闭室内 2 h。

3. 水迷宫测试［11］：采用 Morris 水迷宫测试分

析学习和记忆。仪器由一个白色的水池（高 51 cm，

直径 122 cm）组成，放置在一个独立的房间里。在

20～22 ℃的温度下，将游泳池注满水，深度为40 cm，

根据圆周平均分为 4 个象限。在水池边缘周围确定

了 4 个起始位置，并在 1 个象限内放置了 1 个隐藏的

逃生平台（直径 10 cm）。将释放到水中后 60 s 内未

能找到隐藏平台的小鼠手动放置在平台上。单个实

验的长度为 60 s，实验之间的间隔为 15 s。在获得

训练期间，小鼠每天从 4 个主要开始地点进行 4 次

实验，为期 3 d。使用移除平台的探索测试来分析空

间记忆。小鼠每隔 30 s 从新的开始位置释放。试验

记录和分析使用自动分析系统（美国 Clever system，

Top-Scan）。本实验在第 3 天 HBO 或常压空气干预

结束后 2 h，各组小鼠进行水迷宫训练；在异氟醚吸

入或对照气体吸入干预结束 24 h 后进行水迷宫探索

测试。

4. Western Blot：将实验动物在相应时间点处死

并迅速剥离海马，剪碎后分为两部分，一部分加入

组织裂解液，匀浆、离心，制备蛋白样品，另一部分

提取 RNA。蛋白样品经十二醚基硫酸钠 - 聚丙稀

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离、转膜吸附、封闭，

加入特异性一抗，漂洗后加入相应二抗，最后用检

测免疫复合物的增强型化学发光试剂盒（ECL Kit，

34077，Thermo，美国）检测相关分子。使用图像分

析系统（Bio-red ChemiDoc XRS+，伯乐，美国）测定各

蛋白的相对表达水平。

5. 基 因 表 达 检 测：海 马 组 织 经 Trizol 提 取

RNA 后，反 转 录 成 互 补 DNA（complementary DNA，

cDNA），然后进行实时定量聚合酶链式反应（real 

time-PCR， RT-PCR），检 测 GDNF、BDNF 和 半 胱 氨 

酸 蛋 白 酶 -3（Caspase-3）基 因 以 及 内 参 基 因 3-

磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）的 mRNA 表 达 情 况。RT-
PCR 引物由 Takara 公司合成，序列如下：GDNF 上

游 引 物 CCAGTGACTCCAATATGCCTG，下 游 引 物 

CTCTGCGACCTTTCCCTCTG；BDNF 上游引物 TCAT 

ACTTCGGTTGCATGAAGG，下 游 引 物 AGACCTCT 

CGAACCTGCCC；GAPDH 上 游 引 物 CCAATGTG 

TCCGTCGTGGATCT，下 游 引 物 GTTGAAGTCGCA 

GGAGACAACC。

6. 统计学方法：本实验所得数据采用 SPSS 19.0

软件进行统计分析。正态分布的计量资料以均数±

标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较前通过 Levene 检验方差齐性，满

足方差齐性则采用 LSD-t 检验，方差不齐则采用

Dunnett T 检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1. 水迷宫实验结果比较：各处理组水迷宫运

动 总 距 离（F3，28=0.57，P=0.63）和 平 均 运 动 速 度 

（F3，28=0.73，P=0.54）差异无统计学意义，而目标象限

停留时间百分比（F3，28=9.83，P ＜ 0.01）差异有统计

学意义。组间比较发现，ISO 组目标象限停留时间

百分比显著低于 sham 组；而 HBO+ISO 组目标象限

停留时间百分比则显著高于 ISO 组（均 P ＜ 0.05），但

是与 sham 组间差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；HBO

组目标象限停留时间百分比与 sham 组之间差异亦

无统计学意义（P ＞ 0.05）。见表 1。

表1 4 组小鼠水迷宫测试结果比较（x±s）

组别 只数
运动总距离

（cm）

平均速度

（cm/s）

目标象限停留时

间百分比（%）

sham 组 8 84.59±16.07 1.21±0.23 48.33±9.18

HBO 组 8 93.28±18.23 1.22±0.30 52.77±12.86

ISO 组 8 99.30±23.39 1.43±0.35 26.74±10.52a

HBO+ISO 组 8 92.87±26.01 1.33±0.37 39.06±8.39b

F 值 0.57 0.73 9.83

P 值 0.63 0.54 ＜ 0.01

  注：sham组 对照组，HBO组 高压氧组，ISO组 异氟醚组，HBO+ 

ISO 组为高压氧预处理 + 异氟醚组；与 sham 组比较，aP ＜ 0.05；与

ISO 组比较，bP ＜ 0.05

2. 各 组 海 马 BDNF 和 GDNF 蛋 白 表 达 水 平 比

较：Western Blot 结果显示，各处理组间 BDNF（F3，16= 
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12.65，P ＜ 0.01）和 GDNF（F3，16=20.14，P ＜ 0.01）蛋

白表达水平差异均有统计学意义。组间比较发现，

ISO 组 BDNF 和 GDNF 蛋 白 相 对 表 达 水 平 显 著 低

于 sham 组 和 HBO+ISO 组（均 P ＜ 0.01）；HBO 组 的

BDNF 和 GDNF 蛋白相对表达水平与 sham 组比较，

差异均无统计学意义（均 P ＞ 0.05）。见表 2，图 1。

3. 各组海马 BDNF 和 GDNF 的 mRNA 水平比较：

RT-PCR 结果显示，各处理组间 BDNF（F3，24=22.50， 

P ＜ 0.01）和 GDNF（F3，24=63.58，P ＜ 0.01）mRNA 水

平差异均有统计学意义。组间比较发现，ISO 组

BDNF 和 GDNF 的 mRNA 相 对 水 平 显 著 低 于 sham

组 和 HBO+ISO 组（均 P ＜ 0.01）；HBO 组 的 BDNF 和

GDNF 的 mRNA 相对水平与 sham 组比较，差异均无

统计学意义（均 P ＞ 0.05）。见表 2。

讨  论

越来越多的证据表明，神经营养因子，如 BDNF

和 GDNF 水平的降低与 POCD 的发生有关。BDNF

是突触可塑性最重要的调节因子之一，与学习和记

忆有关［12］。研究发现，BDNF 水平下调导致了与年

龄相关的记忆缺陷和认知功能障碍［13］，外科手术可

通过糖皮质激素受体磷酸化诱导老年小鼠 BDNF 水

平下降导致 POCD［14］。此外，BDNF 水平的异常还被

认为参与了发育中的大鼠大脑中异氟醚诱导的神经

细胞凋亡［15］，而且BDNF-酪氨酸受体激酶B（tyrosine 

kinase receptor B， TrkB）通路及其下游信号级联的

中断导致了异氟烷诱导的大鼠认知损伤［16］；相应

地，有效的干预措施则可通过改善 BDNF 的表达来

减轻手术引起的学习障碍和 POCD［17］。GDNF 是一

种促进多种类型神经元存活的神经营养因子，可抑

制小胶质细胞活化和神经炎性反应，是调节记忆缺

陷和认知功能障碍的重要分子之一［18］。既往的研

究发现，POCD 患者血清 GDNF 水平降低，并认为

GDNF可能是POCD发生的有效预测因子［19］。因此，

对 BDNF 和 GDNF 有调节作用的干预方式可能对防

治 POCD 有积极意义。

高压氧可以增加活性氧的产生，上调超氧化物

歧化酶以及过氧化氢酶等抗氧化酶表达，改变机体

内源性抗氧化系统活性。新近的研究发现，高压氧

可以通过抑制自噬作用减轻反复脑缺血再灌注损伤

小鼠的认知功能障碍［20］，并且可以通过上调 BDNF

和 GDNF 发挥神经保护作用［21-22］。因此，本研究观

察了高压氧预处理模式对异氟醚所致认知障碍的作

用，结果显示，异氟醚暴露可以诱导小鼠产生记忆损

伤，表现为水迷宫测试中小鼠在目标象限停留时间

百分比显著降低，而高压氧预处理可以缓解该模型

的记忆损伤。该结果与既往的研究结论相一致［23］，

提示高压氧预处理是防治 POCD 的策略之一。

海马是边缘系统的重要组成部分，与学习、记

忆和情绪的调节有关。海马结构功能异常在 POCD

的产生过程中发挥重要作用。POCD 模型小鼠海马

存在促炎性细胞因子水平增加、炎性反应水平增高

表2 4 组小鼠海马 BDNF 和 GDNF 蛋白相对表达水平和 mRNA 水平比较（x±s）

组别 只数 BDNF GDNF BDNF（mRNA） GDNF（mRNA）

sham 组 8 0.85±0.12 1.12±0.22 1.07±0.11 0.99±0.12

HBO 组 8 1.12±0.15 1.33±0.19 1.13±0.19 1.19±0.14

ISO 组 8 0.56±0.09a 0.52±0.11a 0.58±0.09a 0.27±0.09a

HBO+ISO 组 8 0.81±0.11b 0.79±0.12b 0.72±0.11b 0.48±0.11b

F 值 12.65 20.14 22.50 63.58

P 值 ＜ 0.01 ＜ 0.01 ＜ 0.01 ＜ 0.01

  注：sham 组 对照组，HBO 组 高压氧组，ISO 组 异氟醚组，HBO+ISO 组 高压氧预处理 + 异氟醚组；BDNF 脑源性神经营养因子；GDNF 胶质

细胞源性神经营养因子；与 sham 组比较，aP ＜ 0.01；与 ISO 组比较，bP ＜ 0.01

  注：sham 组 对照组，HBO 组 高压氧组，ISO 组 异氟醚组，HBO+ISO 组 高压氧预处理 + 异氟醚组；BDNF 脑源性神经营养因子；GDNF 胶质细胞源性神经营养

因子；A BDNF 及其对应的内参 β-actin 蛋白印记条带，显示各处理组 BDNF 和 β-actin 相对表达水平；B GDNF 及其对应的内参 β-actin 蛋白印记条带，显示各处理

组 GDNF 和 β-actin 相对表达水平

图1 4 组小鼠海马 BDNF 和 GDNF 的蛋白印记条带图
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和突触可塑性受损的现象［24］，此外，异氟醚可以剂

量依赖性地损伤海马突触可塑性，增加炎性反应水

平并导致认知损伤［25］，而且出生后早期异氟醚暴露

会抑制小鼠海马少突胶质细胞的发育和髓鞘的形

成［26］。既往的研究证实，高压氧对海马的结构和功

能损伤有保护作用，高压氧可以通过激活环磷腺苷

反应元件结合蛋白（cAMP-response element binding 

protein， CREB）/BDNF 信号通路减轻阿尔茨海默病

小鼠海马神经元突触损伤［27］，高压氧早期干预还

可以上调创伤后应激障碍模型大鼠海马核因子 E2

相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2， 

Nrf2）和血红素加氧酶 1（heme oxygenase-1， HO-1）表

达水平［28］。为了进一步探讨高压氧预处理可能的

作用机制，本研究观察了高压氧预处理对 POCD 模

型小鼠海马 BDNF 和 GDNF 蛋白表达和 mRNA 水平

的影响。结果表明，POCD 模型小鼠海马的 BDNF

和 GDNF 的表达水平降低，高压氧预处理则增加了

该模型海马中 BDNF 和 GDNF 的表达水平。因此，

HBO 预处理可能通过上调 BDNF 和 GDNF 的表达水

平，并激活其下游信号级联分子从而改善海马功能，

进而改善认知损伤。

综上所述，本研究结果提示，高压氧预处理可

以改善异氟醚暴露所致中年小鼠的认知损伤并上调

海马的 BDNF 和 GDNF 的表达水平。但 HBO 预处理

通过何种分子机制调节神经营养因子水平的变化以

及不同高压氧预处理时程和干预次数对 POCD 的作

用还待进一步研究。
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