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七氟醚预处理对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠海马

血管紧张素Ⅱ２受体及炎症的影响

秦起１，２，李芮１，曾庆繁１

（１．贵州医科大学 麻醉学院，贵州 贵阳　５５０００４；２．十堰市太和医院 麻醉科，湖北 十堰　４４２０００）

［摘　要］目的：观察七氟醚预处理对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠海马血管紧张素Ⅱ２受体（ＡＴ２Ｒ）及炎症
的影响。方法：健康雄性ＳＤ大鼠８０只，随机均分成对照组（Ｓｈａｍ组）、脑缺血再灌注组（ＩＲ组）、七氟醚＋脑缺
血再灌注组（ＳＰ组）、ＡＴ２Ｒ拮抗剂＋七氟醚＋脑缺血再灌注组（ＳＰＤ组）及 ＡＴ２Ｒ拮抗剂 ＋脑缺血再灌注组（ＰＤ
组），再灌注２４ｈ后行神经功能缺陷评分，ＴＴＣ染色并检测海马组织ＡＴ２Ｒ、ＴＮＦａ及ＩＬ１β含量。结果：与Ｓｈａｍ
组比较，ＩＲ组、ＳＰ组、ＳＰＤ组及ＰＤ组大鼠神经功能缺陷评分及脑梗死体积升高，ＡＴ２Ｒ、ＴＮＦａ及 ＩＬ１β含量升
高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与ＩＲ组比较，ＳＰ组大鼠神经功能缺陷评分及脑梗死体积降低，ＡＴ２Ｒ明显上
调，ＴＮＦａ、ＩＬ１β含量降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与ＳＰ组比较，ＳＰＤ组大鼠神经功能缺陷评分、脑梗死
体积和ＴＮＦａ、ＩＬ１β含量升高，ＡＴ２Ｒ表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：七氟醚预处理对局灶性
脑缺血再灌注损伤的保护作用可能与激活海马ＡＴ２Ｒ、减轻海马组织炎症有关。
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　　脑缺血再灌注损伤是脑组织在缺血一定时间
的基础上恢复血流后损伤加重、甚至发生不可逆性

损伤的现象，近年来对其损伤机制及药物保护的研

究已取得进展［１－３］。七氟醚是临床常用的吸入麻

醉药，研究表明七氟醚预处理可以明显减轻脑缺血

再灌注损伤，但是具体机制尚不清楚［４－６］。文献报

道脑内分布有血管紧张素Ⅱ２受体（Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
Ⅱ２Ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＴ２Ｒ），ＡＴ２Ｒ激活后可以通过改善
血液灌注、抗炎、神经恢复及再生等过程来保护脑

组织［７－８］。本研究拟探讨七氟醚预处理对局灶性

脑缺血再灌注损伤大鼠的脑保护作用是否与激活

脑ＡＴ２Ｒ及抗炎作用有关，报告如下。

１　材料与方法

１１　试验材料
七氟醚（批号７９１１１，美国艾伯维公司），ＡＴ２Ｒ

拮抗剂ＰＤ１２３３１９（美国 ＭＣＥ公司），线栓（北京西
浓科技有限公司），ＴＴＣ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），ＡＴ２Ｒ
抗体（美国 ａｂｃａｍ公司），ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（美
国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），辣根过氧化物酶标记山羊抗
兔ＩｇＧ抗体（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），ＴＮＦα和 ＩＬ
１βＥＬＩＳＡ试剂盒（上海欣博盛科技有限公司），
ＢＣＡ蛋白测定试剂盒（北京索莱宝科技有限公
司）。麻醉呼吸机及麻醉气体监测仪（深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司）。

１２　动物分组与处理
８～１０周龄、体质量２６０～２８０ｇ的健康雄性

ＳＤ大鼠８０只，由贵州医科大学实验动物中心提供
［许可证号 ＳＣＸＫ（黔）２０１８－００１］，随机均分成假
手术组（Ｓｈａｍ组）、脑缺血再灌注损伤组（ＩＲ组）、
七氟醚＋脑缺血再灌注损伤组（ＳＰ组）、ＡＴ２Ｒ拮
抗剂＋七氟醚＋脑缺血再灌注损伤组（ＳＰＤ组）及
ＡＴ２Ｒ拮抗剂 ＋脑缺血再灌注损伤组（ＰＤ组）。５
组大鼠给予２５％七氟醚和２Ｌ／ｍｉｎ的氧气吸入麻
醉１ｈ、连续５ｄ，ＳＰＤ组和 ＰＤ组同时分别注射腹

腔注射ＡＴ２Ｒ阻断剂１ｍＬ（１ｍｇ／ｋｇ）、５ｄ，其余３
组大鼠腹腔注射等体积生理盐水；最后一天（第５
天）麻醉和给药后２４ｈ，ＩＲ组、ＳＰ组、ＳＰＤ组及 ＰＤ
组大鼠制作脑缺血再灌注损伤模型，Ｓｈａｍ组大鼠
只分离颈总动脉不接扎。

１３　七氟醚预处理
将需要麻醉的 ＳＰ组、ＳＰＤ组大鼠置于透明的

密闭塑料麻醉箱（５０ｃｍ×３０ｃｍ×３０ｃｍ），箱底铺
一层钠石灰，将取暖器置于箱旁６０ｃｍ，维持鼠肛
温３６～３７℃。进气口吸入２５％的七氟醚和２Ｌ／
ｍｉｎ的氧气１ｈ／ｄ、连续５ｄ。出气口接麻醉气体监
测仪和废气回收罐，检测七氟醚、ＣＯ２及 Ｏ２浓度，
其它组在相应时间只吸入２Ｌ／ｍｉｎ的氧气，直至麻
醉结束。麻醉过程中保持自主呼吸，密切观察监护

仪及鼠皮肤颜色和呼吸幅度，麻醉结束后待大鼠自

然清醒后放回鼠笼中。

１４　脑缺血再灌注损伤模型制备
参照Ｌｏｎｇａ等［９－１０］改良的使用线栓阻塞大脑

中动脉的方法建立大鼠脑缺血再灌注损伤模型。

１０％的水合氯醛 （３５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后将
大鼠仰卧固定、消毒，右侧颈部旁正中纵行切口，依

次分离出颈总动脉、颈内动脉及颈外动脉，缝线结

扎颈外动脉和颈总动脉，动脉夹临时夹闭颈内动脉

的远心端后，离颈外动脉与颈内动脉分叉处５ｍｍ
处作一切口，从切口处向颈内动脉插入线栓，轻微

的突破感为止（１８ｍｍ左右），线栓固定后缝合伤
口，实施大脑中动脉阻塞导致脑缺血，２ｈ后稍微
向外拔出线栓实施再灌注。

１５　观察指标
１５１　神经功能缺损评分（ＮＤＳ评分）　参照
Ｌｏｎｇａ神经评分法，在局灶性脑缺血 －再灌注２４ｈ
后，对实验大鼠进行神经行为学测试评分。ＮＤＳ
评分标准如下：无神经功能缺损计０分，轻度神经
功能缺损（不能完全伸展对侧前肢）计１分，中度
神经功能缺损（向对侧转圈）计２分，重度神经功
能缺损（向对侧倾倒）计３分，不能自发行走，意识
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水平降低计４分。
１５２　脑梗死体积测定　大鼠再灌注２４ｈ后，各
组随机选取５只。水合氯醛麻醉后迅速处死断头
冰上取脑，置于－２０℃冰箱２０ｍｉｎ后切除额极与
枕极，沿冠状面均匀切５片，置于２％的 ＴＴＣ染色
液中，３７℃温箱避光孵育３０ｍｉｎ，中间每隔５ｍｉｎ
轻轻翻动脑片，使其均匀着色，４％多聚甲醛４℃冰
箱固定２４ｈ。数码相机拍照照片输入 ＩｍａｇｅＰｒｏＰ
ｌｕｓ６０图像分析软件测梗死体积，各脑片梗死体积
之和乘以厚度（２ｍｍ）即为梗死体积，以梗死体积
占全脑体积百分比反映脑梗死体积。

１５３　ＡＴ２Ｒ蛋白含量测定　再灌注２４ｈ后，水
合氯醛麻醉后迅速断头处死冰上剥离海马组织，从

海马组织中提取蛋白质，ＢＣＡ法测蛋白浓度后，用
ＰＢＳ调整蛋白样品浓度与上样缓冲液等体积混合，
１００℃煮沸１０ｍｉｎ，冷却后用１０％聚丙烯酰胺凝胶
电泳对蛋白质进行分离，并将分离后的蛋白质转移

到ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭１ｈ。加入ＡＴ２Ｒ（１∶
２０００）和 ＧＡＰＤＨ（１∶５０００）抗体，４℃孵育过夜。
ＴＢＳＴ清洗膜后加入二抗（１∶５０００）进行孵育。
ＥＣＬ显色后图片输入 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分析
软件。采用ＡＴ２Ｒ与内参ＧＡＰＤＨ的灰度值的比值
来反映ＡＴ２Ｒ含量。
１５４　海马组织炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β的含量测
定　从－８０℃冰箱取出新鲜海马组织标本，剪碎
后加适量ＰＢＳ（１００ｍｇ蛋白加 ＰＢＳ１ｍＬ），超声破
碎仪破碎组织后制成匀浆，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ后取上清，ＢＣＡ方法测定蛋白浓度。用
ＥＬＩＳＡ试剂盒测定大鼠海马ＴＮＦα和ＩＬ１β含量，
严格按照试剂盒说明书操作，酶标仪测定标准品和

样品的吸光度值。根据标准品的浓度和吸光度值

绘制标准曲线，计算样品中 ＴＮＦα、ＩＬ１β的浓度，
根据稀释倍数和组织的总蛋白浓度计算海马 ＴＮＦ
α、ＩＬ１β的含量。
１６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９０统计学软件进行分析，计量资
料以（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分
析，组内比较采用ＬＳＤ法，等级资料的比较采用Ｋ
Ｗ秩和检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＮＤＳ评分
与Ｓｈａｍ组比较，ＩＲ组、ＳＰ组、ＳＰＤ组及ＰＤ组

ＮＤＳ评分明显升高，ＳＰ组 ＮＤＳ评分明显低于 ＩＲ
组，ＳＰＤ组ＮＤＳ分明显高于 ＳＰ组，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　５组大鼠ＮＤＳ评分（ｎ＝１６）
Ｔａｂ．１　ＮＤＳｓｃｏｒｅｏｆｒａｔｓｉｎ５ｇｒｏｕｐｓ

　组别 ０ １ ２ ３ ４
Ｓｈａｍ组 １６ ０ ０ ０ ０
ＩＲ组 ０（１） ０（１） ７（１） ９（１） ０（１）

ＳＰ组 ０（１）（２） １０（１）（２） ５（１）（２） １（１）（２） ０（１）（２）

ＳＰＤ组 ０（１）（３） ３（１）（３） ２（１）（３） １１（１）（３） ０（１）（３）

ＰＤ组 ０（１） １（１） ４（１） １１（１） ０（１）

注：（１）与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜００５；（２）与 ＩＲ组比较，Ｐ＜

００５；（３）与ＳＰ组比较，Ｐ＜００５。

２２　脑梗死体积
与Ｓｈａｍ组比较，ＩＲ组、ＳＰ组、ＳＰＤ组及ＰＤ组

脑梗死体积明显升高，ＳＰ组脑梗死体积明显低于
ＩＲ组，ＳＰＤ组脑梗死体积明显高于 ＳＰ组，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。

注：Ａ为ＴＴＣ染色，Ｂ为脑梗死体积比较的直条图；
（１）与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＩＲ组比较，

Ｐ＜００５；（３）与ＳＰ组比较，Ｐ＜００５。

图１　５组大鼠缺血再灌注２４ｈ后脑梗死面积
Ｆｉｇ．１　Ｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｒｅａａｆｔｅｒ２４ｈｏｕｒｓ
ｏｆｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎ５ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ

２３　ＡＴ２Ｒ蛋白含量
与Ｓｈａｍ组比较，ＩＲ组、ＳＰ组、ＳＰＤ组及ＰＤ组

ＡＴ２Ｒ蛋白含量明显上调，ＳＰ组 ＡＴ２Ｒ蛋白含量明
显高于 ＩＲ组，ＳＰＤ组 ＡＴ２Ｒ蛋白含量明显低于 ＳＰ
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２。
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注：（１）与Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＩＲ组比较，Ｐ＜００５；
（３）与ＳＰ组比较，Ｐ＜００５。

图２　５组大鼠脑缺血侧海马ＡＴ２Ｒ相对表达量

Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴ２Ｒｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｉｎ５ｇｒｏｕｐｓ

２４　ＴＮＦａ、ＩＬ１β含量
与Ｓｈａｍ组比较，ＩＲ组、ＳＰ组、ＳＰＤ组及ＰＤ组

海马ＴＮＦａ、ＩＬ１β含量明显上调；与ＩＲ组比较，ＳＰ
组海马ＴＮＦａ、ＩＬ１β含量明显降低；与ＳＰ组比较，
ＳＰＤ组海马ＴＮＦａ、ＩＬ１β含量明显升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　５组大鼠ＴＮＦａ、ＩＬ１β含量（ｘ±ｓ，ｎｇ／ｇ）
Ｔａｂ．２　ＴＮＦａ，ＩＬ１βｃｏｎｔｅｎｔｉｎ５ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ
　组别 ＴＮＦａ ＩＬ１β
Ｓｈａｍ组 ５３１３±５６５ １４４４７±９０９
ＩＲ组 　３７２３８±１７９９（１） 　 ２７８５５±１９７１（１）

ＳＰ组 ２７０９０±１６２１（１）（２） ２１４３６±１１０２（１）（２）

ＳＰＤ组 ３２８４５±３５５９（１）（３） ２６０６５±１０７１（１）（３）

ＰＤ组 ３２００３±２９２２（１） ２５０７５±１３２０（１）

注：（１）与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜００５；（２）与 ＩＲ组比较，Ｐ＜

００５；（３）与ＳＰ组比较，Ｐ＜００５。

３　讨论

ＡＴ２Ｒ是一个由３６３个氨基酸编码组成的７次

跨膜蛋白，研究表明脑内ＡＴ２Ｒ受体激活可以通过
激活ＢＤＮＦ、ＰＰＡＲγ等多通路，促进脑部神经细胞
分化、神经轴突生长、减轻氧化应激反应、神经炎

症、增加脑血流量，抗细胞凋亡作用，是神经系统内

源性保护通路之一［１１］。在未成熟的大脑，ＡＴ２Ｒ表
达丰富且分布广泛，主要集中在与运动、感觉、学习

相关的中枢区域及边缘系统的某些结构如海马等，

在成年大鼠中，这些部位的ＡＴ２Ｒ显著减少维持较

低水平，但在脑缺血性损伤后 ＡＴ２Ｒ表达量上
调［１２］。文献报道在大脑中动脉阻塞后，ＡＴ２Ｒ基因
敲除大鼠缺血性脑损伤较野生型（Ａｇｔｒ２＋）更严
重［１３］。进一步研究发现，在脑缺血再灌注损伤２４
ｈ后ＡＴ２Ｒ才缓慢升高，７ｄ后达到高峰；给予ＡＴ２Ｒ
激动剂激活 ＡＴ２Ｒ后，大鼠脑梗死面积减小，神经
行为障碍明显得到改善［７］。在本试验中，缺血再

灌注２４ｈ后，与 Ｓｈａｍ组比较，各组 ＡＴ２Ｒ表达量
增加，这与上述成年大鼠ＡＴ２Ｒ显著减少维持较低
水平，脑缺血性损伤后ＡＴ２Ｒ表达量缓慢上调的研
究结论一致；而经过七氟醚预处理后的ＳＰ组ＡＴ２Ｒ
蛋白表达量明显增加，使用了 ＡＴ２Ｒ拮抗剂的 ＳＰＤ
组ＡＴ２Ｒ蛋白表达量明显下降，说明在缺血 －再灌
注损伤中，七氟醚预处理提前激活了脑血管紧张素

ＡＴ２Ｒ的表达。推测 ＰＤ组可能是由于成年大鼠
ＡＴ２Ｒ蛋白维持较低水平以及在缺血 －再灌注损
伤前腹腔注射１ｍｇ／ｋｇ的 ＡＴ２Ｒ拮抗剂 ＰＤ１２３３１９
剂量偏少的缘故，ＡＴ２Ｒ蛋白表达量与 ＩＲ组、ＳＰＤ
相比无明显差异。

本研究采用线栓栓塞大脑中动脉制作大鼠脑

局灶性脑缺血－再灌注模型，采用缺血２ｈ，再灌注
２４ｈ来模拟临床上常见的大脑缺血再灌注损伤，
通过神经功能缺陷评分和脑梗死体积百分比两方

面来来判断各组脑缺血再灌注损伤的结果。试验

结果显示，与Ｓｈａｍ组比较，ＩＲ组神经功能评分与
脑梗死体积明显升高，说明缺血再灌注损伤模型建

立成功。文献报道每天吸入２５％七氟醚１ｈ、连
续５ｄ，可明显减轻大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤，
产生脑保护作用［１４］。本试验也采用该方案，研究

显示ＳＰ组的脑梗死百分比、神经功能缺陷评分比
ＩＲ组明显降低。说明本试验中采用的七氟醚预处
理方案对缺血再灌注损伤起到保护作用。

一些研究证实免疫、炎症反应与缺血性损伤有

关，在缺血再灌注损伤后脑组织和血浆中 ＴＮＦα、
ＩＬ１β等细胞因子发生改变［１５－１７］。在本实验中除

Ｓｈａｍ组外，各组大鼠脑缺血再灌注 ２４ｈ后海马
ＴＮＦα、ＩＬ１β明显升高，说明炎症反应在脑缺血再
灌注损伤中确实起着重要作用；与 ＳＰ组相比，ＩＲ
组、ＳＰＤ及ＰＤ组 ＴＮＦα、ＩＬ１β增加，脑损伤加重，
这也说明了七氟醚预处理通过减轻脑缺血再灌注

损伤的炎症反应，产生了保护作用［１８］。文献报道

在大脑中动脉阻塞后，给入 ＡＴ２Ｒ激动剂 Ｃ２１，促
炎细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β等表达明显降低［１９］。在

本实验中，与使用了 ＡＴ２Ｒ阻断剂的 ＳＰＤ组相比，
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七氟醚预处理后的 ＳＰ组 ＡＴ２Ｒ明显增加，炎症因
子ＴＮＦα、ＩＬ１β却降低，说明七氟醚预处理激活了
ＡＴ２Ｒ蛋白，降低了脑的炎症反应。

综上所述，七氟醚预处理减轻大鼠脑缺血再灌

注损伤的机制可能与提前上调脑血管紧张素

ＡＴ２Ｒ，进而抑制缺血后的急性炎性反应有关。在
本实验中并没有对七氟醚是通过什么通路激活脑

血管紧张素 ＡＴ２Ｒ进行研究，ＡＴ２Ｒ确切的激活机
制尚有待于进一步研究［２０－２１］。七氟醚具有血气分

配系数（０６３）低，刺激性小，吸收、清除快和麻醉
维持可控等优点，且在脏器保护方面有潜在价值，

通过对其保护机制的进一步研究，可以更好地指导

围术期脏器缺血保护及临床治疗。
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