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· 论著 ·

5-HT1A受体拮抗剂对七氟烷致老年认知功能障碍模型大鼠

突触可塑性的作用及其机制

邹佳芮1，陈克研2，张振1

（1. 大连理工大学附属中心医院麻醉科，辽宁  大连  116024； 2. 中国医科大学实验动物部，沈阳  110122） 

摘要  目的 探讨5-HT1A受体拮抗剂对七氟烷致老年认知功能障碍模型大鼠突触可塑性的作用及其机制。方法 将30只18

月龄Sprague-Dawley大鼠随机分为对照组、模型组以及治疗组。模型组吸入50%空气、氧气混合物 （2 L/min） 和2%七氟烷4 h后左

侧脑室给予生理盐水 （5 μL），治疗组在吸入50%空气、氧气混合物 （2 L/min） 和2%七氟烷4 h后左侧脑室给予5-HT1A受体拮抗

剂 （3 μg），对照组仅吸入50%空气、氧气混合物 （2 L/min） 4 h。水迷宫法检测各组大鼠的学习记忆能力；HE染色法观察各组大鼠

海马组织病理变化情况；尼氏染色和高尔基染色观察海马区神经元和突触的病理形态变化；免疫荧光法检测MeCP2、p250GAP、

PSD-95、GAP-43与Syn蛋白表达；实时荧光定量PCR检测PKA、CREB1、BDNF mRNA表达水平；Western blotting检测PKA、CREB1、

p-CREB1、BDNF蛋白表达水平。结果 与对照组比较，模型组大鼠逃避潜伏期显著延长，穿越平台次数显著减少 （P < 0.05）；与

模型组比较，治疗组大鼠逃避潜伏期显著缩短，穿越平台次数明显增多 （P < 0.05）。HE、尼氏和高尔基染色显示，与对照组比

较，模型组大鼠海马神经元形态不规则，排列松散，周围组织间隙扩大，细胞核固缩深染，部分神经元内尼氏体减少，树突分支

数量以及树突棘密度明显减少；与模型组比较，治疗组大鼠海马神经元形态规则，结构相对完整，排列均匀，神经元内尼氏体

数量增多，树突分支数量及树突棘密度显著增加。与对照组比较，模型组大鼠脑组织MeCP2、PSD-95、GAP-43、Syn蛋白，PKA、

CREB1、BDNF mRNA和蛋白表达明显减少 （P < 0.05），p250GAP蛋白表达明显增加 （P < 0.05）。与模型组比较，治疗组MeCP2、

PSD-95、GAP-43、Syn蛋白，PKA、CREB1、BDNF mRNA和蛋白表达明显增加 （P < 0.05），p250GAP蛋白表达明显减少 （P < 0.05）。

结论 5-HT1A受体拮抗剂通过激活CREB/BDNF通路，增强PSD-95、GAP-43、Syn表达，促进突触重塑，保护大鼠海马神经元细

胞，从而改善七氟烷致老年认知功能障碍模型大鼠的学习记忆能力。

关键词  5-HT1A受体拮抗剂； CREB/BDNF通路； 突触可塑性； 认知功能障碍

中图分类号 R614   文献标志码 A   文章编号 0258-4646 （2024） 01-0060-07

网络出版地址 https://link.cnki.net/urlid/21.1227.r.20240103.1619.024

DOI：10.12007/j.issn.0258‐4646.2024.01.010

Effects of the 5-HT1A receptor antagonist on synaptic plasticity in sevoflurane-induced
cognitive dysfunction in aged rats and its mechanism

ZOU Jiarui1，CHEN Keyan2，ZHANG Zhen1

（1. Department of Anesthesiology，Central Hospital Affiliated to Dalian University of Technology，Dalian 116024，China；2. Department of Experimental 

Animal，China Medical University，Shenyang 110122，China） 

Abstract  Objective To investigate the effect of the 5-HT1A receptor antagonist on synaptic plasticity in flurane-induced cognitive dys-
function in aged rats. Methods Thirty 18-month-old Sprague-Dawley rats were randomly divided into control，model，and drug  groups. 

The model group inhaled a 50% oxygen gas mixture （2 L/min） and 2% sevoflurane and were then treated with 5 μL 0.9% NaCl；the drug 

group inhaled a 50% oxygen mixture （2 L/min） and 2% sevoflurane for 4 h and then the 5-HT1A receptor antagonist （3 μg） was injected 

into the left ventricles of the rats；and the control group inhaled a 50% oxygen mixture （2 L/min） for 4 h. The water maze method was used 

to assess the learning memory of the rats and histopathological changes in the rat hippocampus were examined by HE  staining. Nissl  and 

Golgi staining were used to identify any changes to the neurons and synapses in hippocampal tissue. The MeCP2，p250GAP，PSD-95，

GAP-43，and Syn expression levels were determined by immunofluorescence assay and the PKA，CREB1，and BDNF mRNA levels were 

determined using real-time PCR. Western blotting was performed to determine the PKA，CREB1，p-CREB1，and BDNF expression levels. 

Results The water maze data showed that the escape latency was significantly prolonged in the model group compared to the control 

group and，after treatment with the 5-HT1A receptor antagonist，the escape latency significantly decreased in the drug group compared 
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术 后 认 知 障 碍 （postoperative cognitive dysfunc-

tion，POCD） 是老年患者手术后常见的神经系统并

发症，主要表现为学习、记忆力、注意力和执行能力

下降［1］。临床研究［2］表明，POCD发病率和死亡率

增加，术后恢复时间延长导致患者生活质量严重下

降。麻醉是POCD的主要风险因素，七氟烷是吸入麻

醉药物，广泛应用于各种手术，更容易引发认知功

能障碍。目前，POCD具体的发病机制仍不清楚，近

些年公认的POCD发病机制认为与Aβ蛋白代谢、神

经炎症、氧化应激、神经递质释放障碍以及突触可

塑性的变化密切相关［3-6］。突触可塑性具有维持神

经元和神经回路稳定的作用，在学习、记忆、认知功

能以及神经退行性疾病中意义重大［7］。近年来通过

改善海马突触可塑性提高认知功能的策略得到广

泛认同，其中环磷酸腺苷反应原件结合蛋白 （cAMP 

response element binding protein，CREB） /脑源性神经

营养因子 （brain-derived neurotrophic factor，BDNF） 信

号通路尤为重要。5-羟色胺 （5-hydroxytryptamine，

5-HT） 主要分布于海马体，是一种常见的神经递质，

参与认知功能与情绪调节等生物活动。5-HT1A受

体在海马组织表达最多。本研究应用七氟烷构建老

年认知功能障碍大鼠模型，探讨5-HT1A受体拮抗剂

对老年认知功能障碍模型大鼠海马突触可塑性的

作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

18月 龄Sprague-Dawley雄 性 大 鼠30只，体 质 量

600~700 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公

司。大鼠在18~25 ℃，湿度40%~60%，自然昼夜节律

变化光照条件下饲养，自由进食、饮水。本研究获得

中国医科大学实验动物伦理委员会批准 （CMUXN20

22803）。

1.2 试剂

七氟烷购自恒瑞医药 （上海） 有限公司，HE染

色试剂盒、尼氏染色液、高尔基染色液购自武汉塞

维尔生物科技有限公司，MeCP2、p250GAP、PSD-95、

GAP-43、Syn、PKA、CREB1、p-CREB1以及BDNF抗体

购自美国Abcam公司，5-HT1A受体拮抗剂 （WAY1006

35）、免疫荧光染色试剂盒 （FITC）、免疫荧光染色试

剂盒 （Alexa Fluor 555）、BCA 蛋白测定浓度试剂盒购

自碧云天生物技术有限公司，总RNA提取试剂盒、

FastKing cDNA 第一链合成试剂盒、SuperReal荧光定

量预混试剂购自天跟生化科技 （北京） 有限公司，合

成引物购自上海生工股份有限公司。

1.3 动物分组及模型建立

大鼠随机分为对照组、模型组、治疗组，每组10

只。模型组按照文献［8］方法建立认知功能障碍模

型，水迷宫实验用于评估造模成功。吸入50%空气、

氧气混合物 （2 L/min） 和2%七氟烷，4 h后将大鼠固

定于脑立体定位仪，分开颅骨，于左侧脑室 （距颅骨

表面深度4 mm） 注射5 μL生理盐水，注射时间5 min，

速度1 μL/min。治疗组在吸入50%空气、氧气混合物 

（2 L/min） 和2%七氟烷4 h后左侧脑室注射5-HT1A受

to that of the model group （P < 0.05） . Moreover，the number of platform crossings was significantly lower in the model group than in the 

control group，but the number of platform crossings in the drug group was significantly higher than that in the model group （P < 0.05） . 

Compared to the control group，the hippocampal neurons in the model group had irregular morphology，loosely arranged and enlarged sur-
rounding tissue gaps，deeply stained nuclei，a reduced number of Nissl bodies in the neurons，and a significantly reduced dendritic spine 

density and number of branches. After treatment with the 5-HT1A receptor antagonist，the hippocampal neurons in the drug group had a 

regular morphology，relatively complete structure，uniform arrangement，increased numbers of Nissl bodies in the neurons，and a signifi-
cantly increased dendritic spine density and number of dendritic branches. Compared to the control group，MeCP2，PSD-95，GAP-43，

Syn，PKA，CREB1，p-CREB1，and BDNF expression levels significantly decreased and p250GAP expression significantly increased in 

the rat brain tissue from the model group （P < 0.05），but the PKA，CREB1，and BDNF mRNA levels significantly decreased 

（P < 0.05） . Furthermore，compared to the model group，the MeCP2，PSD-95，GAP-43，Syn，PKA，CREB1，p-CREB1，and BDNF expres-
sion levels significantly increased along with the PKA，CREB1，and BDNF mRNA levels （P < 0.05） in the drug group. However，the 

p250GAP protein expression level significantly decreased （P < 0.05） . Conclusion The 5-HT1A receptor antagonist improves learning 

memory in rats with sevoflurane-induced cognitive dysfunction. Specifically，it enhances PSD-95，GAP-43，and Syn expression levels，pro-
motes synaptic remodeling，and protects rat hippocampal neuronal cells by activating the CREB/BDNF pathway.

Keywords  5-HT1A receptor antagonist； CREB/BDNF pathway； synaptic plasticity； cognitive dysfunction
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体拮抗剂 （3 μg）。模型组和治疗组注射完成后取少

量牙托粉水混合剂凝固于颅骨孔道，并进行缝合。

对照组仅吸入50%空气、氧气混合物 （2 L/min） 4 h。

1.4 Morris水迷宫 （Morris water maze，MWM） 实验

参照文献［9］，各组大鼠在构建模型前利用MWM

实验进行4 d的定位航行训练，模型建立后1 d进行定

位航行试验及空间探索实验来评价大鼠学习记忆

能力。

1.5 HE和尼氏染色

各组取3只大鼠，麻醉并进行心脏灌流，取脑组

织，经4%多聚甲醛固定24 h后石蜡包埋，切片后经

脱蜡、水合，根据HE、尼氏染色试剂盒说明书进行染

色，染色后的切片经脱水、透明和封片后，显微镜下

观察。

1.6 高尔基染色

各组取3只大鼠，不经麻醉直接断头取脑组织，

脑组织经4%多聚甲醛固定24 h后置于高尔基染色

液避光染色14 d，期间每日更换高尔基染色液。14 d

后取出脑组织置于4 ℃ 30%蔗糖溶液避光3 d，然后

切片 （4 μm），甘油明胶封片后显微镜下观察。

1.7 免疫荧光染色

各组大鼠脱蜡、脱水后的脑组织切片，5% BSA

封闭修复2 h，PBS清洗3次，每次5 min，加入稀释后

的一抗于4 ℃孵育过夜，次日PBS清洗后加入混有

0.1 μg/mL DAPI的荧光二抗，室温避光孵育1 h，PBS

洗片后滴加抗荧光淬灭剂进行封片，然后荧光显微

镜下观察切片。

1.8 实时荧光定量PCR

各组取3只大鼠，麻醉并进行心脏灌流，取脑海

马组织提取总RNA，采用FastKing cDNA 第一链合成

试剂盒将提取的RNA逆转录成cDNA，以cDNA为模

板进行PCR扩增。引物序列如下：PKA，正向5’-GAG

CAGGAGAGCGTGAAAGA-3’，反 向5’-TCCTTGTGC

TTCACGAGCAT-3’；CREB1，正向5’-GAGGTGTAGT

TTGACGCGGT-3’，反向5’-GGTTGTCTGCTCCAGAG

TCC-3’；BDNF，正 向5’-GCTGAGCGTGTGTGACAG

TA-3’，反向5’-ACTGGGTAGTTCGGCACTGG-3’；

GAPDH，正 向5’-GCTGAGCGTGTGTGACAGTA-3’，

反向5’-ACTGGGTAGTTCGGCACTGG-3’。根据Super-

Real荧光定量预混试剂说明书进行定量PCR反应，

结果根据2-ΔΔCt方法计算。

1.9 Western blotting

各组大鼠脑海马组织经RIPA裂解液裂解提取

总蛋白，采用BCA蛋白试剂盒测定蛋白浓度，取30 

μg 蛋白作为样品，沸水煮样5 min使蛋白充分变性，

变性后的样品进行SDS-PAGE凝胶电泳、转膜，5% 

脱脂牛奶封闭后一抗4 ℃孵育过夜，次日洗膜后室

温二抗孵育30 min。ECL显色后采用全自动化学发

光仪发光。采用Image J软件计算获得的蛋白条带的

灰度值，目的蛋白条带灰度值与内参蛋白条带灰度

值比值即为目的蛋白相对表达量。

1.10 统计学分析

应用GraphPad Prism 9.0软件进行统计学处理。

计量资料采用x-±s表示，组间两两比较采用LSD-t检

验，多组间比较采用方差分析。P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠空间学习记忆能力比较

结果显示，认知功能障碍模型建立前，各组大

鼠随着训练时间的延长逃避潜伏期均逐渐缩短。

认知功能障碍模型建立后，与对照组比较，模型组

大鼠逃避潜伏期明显延长 （P < 0.01）；与模型组比

较，治疗组大鼠逃避潜伏期显著缩短 （P < 0.05）。

见图1A。与对照组比较，模型组大鼠平台穿越次数

显著减少 （P < 0.05）；与模型组比较，治疗组大鼠平

台穿越次数显著增加 （P < 0.05）。见图1B、1C。表明

5-HT1A受体拮抗剂可以改善七氟烷致老年认知功

能障碍模型大鼠学习记忆能力。

2.2 各组大鼠脑组织形态比较

结果显示，对照组大鼠海马组织神经元形态结

构清晰完整，排列整齐致密，神经细胞分布均匀，核

大规则。神经元尼氏体染色清晰，数量较多。与对照

组比较，模型组大鼠海马组织神经元形态结构不规

则，排列紊乱疏松，周围组织间隙扩大，细胞核出现

深染、固缩。神经元尼氏体减少或消失。与模型组比

较，治疗组大鼠海马神经元形态规则，结构相对完

整，排列均匀，神经元内尼氏体数量增多。见图2、3。

表明5-HT1A受体拮抗剂具有一定的神经保护作用。

2.3 各组大鼠海马神经元树突分支与树突棘密度

比较

结果显示，与对照组比较，模型组大鼠海马神
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经元树突分支数量和树突棘密度较显著减少。与模

型组比较，治疗组大鼠海马神经元树突分支数量和

树突棘密度显著增加。见图4。表明5-HT1A受体拮抗

剂具有增强七氟烷致老年认知功能障碍模型大鼠

海马神经元突触可塑性的作用。

2.4 各组大鼠脑组织中MeCP2、p250GAP、PSD-95、

GAP-43与Syn蛋白的表达

结果显示，与对照组比较，模型组大鼠脑组织

MeCP2、PSD-95、GAP-43、Syn蛋白表达明显减少 （均

P < 0.01），p250GAP蛋白表达明显增加 （P < 0.01）。

与 模 型 组 比 较，治 疗 组 大 鼠 脑 组 织MeCP2、PSD-

95、GAP-43、Syn蛋 白 表 达 显 著 增 加 （均P < 0.01），

p250GAP蛋白表达明显减少 （P < 0.05）。见图5。

2.5 各组大鼠大脑海马组织中PKA、CREB1和BDNF 

mRNA的表达

结果显示，与对照组比较，模型组大鼠海马组

A，escape latency of the rats in each group；B，frequency of platform crossing of the rats in each group；C，water maze pathway of the rats in each group. 

**P < 0.01 vs. control group；#P < 0.05 vs. model group.

图1  各组大鼠逃避潜伏期和平台穿越次数比较

Fig.1  Comparisons of escape latencies and platform crossing frequency among the rats in each group

A，control group；B，model group；C，treatment group. 

图2  各组海马神经元的形态改变  HE ×400

Fig.2  Morphological changes to neurons in the hippocampal region of each group  HE ×400 

A，control group；B，model group；C，treatment group. 

图3  各组海马神经元的形态改变  尼氏染色 ×400 

Fig.3  Morphological changes to neurons in the hippocampal region of each group  Nissl staining ×400 
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织中PKA、CREB1、BDNF mRNA表达均显著降低 （均

P < 0.01）。与模型组比较，治疗组大鼠PKA、CREB1、

BDNF mRNA表达均明显升高 （均P < 0.01），见图6。

表明5-HT1A受体拮抗剂可增加七氟烷致老年认知

功能障碍模型大鼠大脑海马组织中PKA、CREB1、

BDNF mRNA表达。见图6。

A，immunofluorescence staining results （×400）；B，statistical results. **P < 0.01 vs. control group；##P < 0.01，#P < 0.05 vs. model group.

图5  各组大鼠脑组织中MeCP2、p250GAP、PSD-95、GAP-43与Syn蛋白的表达

Fig.5  Comparisons among the MeCP2，p250GAP，PSD-95，GAP-43，and Syn protein expressions  in rat brain tissues from each 

group

A，control group；B，model group；C，treatment group. 

图4  各组大鼠海马神经元树突分支与树突棘密度比较  高尔基染色 × 400

Fig.4  Number of dendritic branches and the dendritic spine densities in the hippocampal neurons from each group  Golgi ×400
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2.6 各组大鼠大脑海马组织中PKA、CREB1、p-CREB1

和BDNF蛋白的表达

结果显示，与对照组比较，模型组大鼠海马组

织中PKA、CREB1、p-CREB1、BDNF蛋白表达均明显

减少 （均P < 0.01）；与模型组比较，治疗组大鼠海马

组织中PKA、CREB1、p-CREB1、BDNF 蛋白表达均显

著增加 （均P < 0.05），见图7。可见，5-HT1A受体拮抗

剂具有上调七氟烷致老年认知功能障碍模型大鼠

大 脑 海 马 组 织 中PKA、CREB1、p-CREB1和BDNF蛋

白表达的作用。

3 讨论

POCD是老年手术患者麻醉后常见的并发症。

已有研究［10］发现七氟烷对小鼠认知功能有影响；更

有研究［8］显示七氟烷会导致老年大鼠出现认知功能

障碍，且大脑海马区5-HT1A表达上调。5-HT1A受

体主要参与情感与认知功能，通过刺激5-HT1A受体

可以改善认知障碍大鼠的记忆功能［11］。本研究结果

显示，5-HT1A受体拮抗剂可改善七氟烷致老年认知

功能障碍模型大鼠的学习记忆能力，与以往研究结

果一致。

A，PKA；B，CREB1；C，BDNF. **P < 0.01 vs. control group；##P < 0.01 vs. model group.

图6  各组大鼠大脑海马组织中PKA、CREB1和BDNF mRNA表达

Fig.6  Comparisons among the PKA，CREB1，and BDNF mRNA expressions in hippocampal tissue from each group

A，protein expression band diagram；B，statistical results of protein expression. **P < 0.01 vs. control group；#P < 0.05，##P < 0.01 vs. model group.

图7  各组大鼠大脑海马组织中PKA、CREB1、p-CREB1和BDNF的蛋白表达

Fig.7  Comparisons among the PKA，CREB1，p-CREB1，and BDNF protein expressions in hippocampal tissue from each group
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POCD发病机制错综复杂，越来越多研究［12］表

明突触可塑性缺陷与POCD之间存在相关性。已有

研究［13］发现手术创伤会下调PSD-95的表达，导致

认知能力下降。突触可塑性是神经元之间连接增强

或削弱的能力，可反映神经元树突棘形态和密度的

变化［14］。本研究结果显示，5-HT1A受体拮抗剂不

仅具有七氟烷致老年认知功能障碍模型大鼠的神

经保护能力，还可以增加树突分支数量和树突棘密

度。MeCP2是大脑中高浓度的转录抑制因子，调节

突触蛋白的表达和神经可塑性［15］。p250GAP是一

种Rho家族的GTP酶激活蛋白，与多种突触蛋白相

作用并水解下游底物上的GTP，从而启动底物相关

的信号通路引起细胞骨架解聚，减小树突棘密度及

体积［16］。Syn与PSD-95在突触可塑性和认知功能中

发挥重要作用，可促进突触可塑性；认知障碍患者

脑 内Syn与PSD-95水 平 均 较 低［17］。GAP-43与 轴 突

发芽和神经末梢可塑性有关，其表达上调促进突触

发生［18］。本研究结果显示，5-HT1A受体拮抗剂可促

进七氟烷致老年认知功能障碍模型大鼠脑组织中

MeCP2、PSD-95、GAP-43和Syn表 达 并 抑 制p250GAP

表达。

研究［19］发现CREB依赖性转录和BDNF对突触

可塑性调节至关重要。BDNF信号促进了PSD-95在

突触和树突棘中的表达，并调节了PSD-95的突触后

定位。Syn也受BDNF通路调节，在神经元的突触发

育和可塑性中起着关键作用。PKA可催化CREB磷

酸化，磷酸化的CREB对海马依赖性长期记忆的形

成至关重要，可调控下游BDNF蛋白合成，进而促进

中枢神经系统的突触传递和发生，调节神经元的发

育，进而促进突触可塑性［20］。CREB通路既可正向

抑制p250GAP蛋白合成保证突触形态的稳定及正常

的生长发育，又可反向上调上游MeCP2蛋白表达显

著提高BDNF水平，进而影响突触可塑性及学习记

忆［15，21］。本研究结果显示，5-HT1A受体拮抗剂可以

通过上调海马区神经元细胞内PKA、CREB1、BDNF 

mRNA表达激活CREB/BDNF通路。

综上所述，5-HT1A受体拮抗剂可以改善七氟

烷致老年认知功能障碍模型大鼠脑组织海马神经

元细胞突触可塑性，其机制可能是通过激活CREB/

BDNF信号通路，提高PKA、CREB1、BDNF mRNA及

蛋白表达和CREB1磷酸化，促进PSD-95、GAP-43和

Syn蛋白表达，进而减缓突触损伤，保护神经元来实

现的。本研究仅检测了5-HT1A受体拮抗剂对七氟烷

致老年认知功能障碍模型大鼠脑组织中PKA/CREB/

BDNF通路的变化以及多种突触相关蛋白表达情

况，而 未 证 明5-HT1A受 体 拮 抗 剂 通 过PKA/CREB/

BDNF通路影响突触相关蛋白表达，仍须进一步研

究论证。
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