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摘　 要 目的 探讨新生期大鼠多次吸入七氟烷后其成年期海马体积及脑脊液( cerebrospinal
 

fluid,CSF)
Tau 蛋白的改变,确证磁共振成像(magnetic

 

resonance
 

imaging,MRI)扫描技术及临床上容易获取的标本 CSF 为间

接推测七氟烷对认知功能影响的理论依据。 方法 新生期 SD 大鼠 32 只,随机分成两组,即实验组(n = 16),对
照组(n= 16)。 实验组于新生 7d(postnatal

 

7th
 

day,P7)、新生 14d(postnatal
 

14th
 

day,P14)、新生 21d(postnatal
 

21st
 

day,P21)分别吸入浓度为 2. 6% 的七氟烷 2h,对照组于相同时间吸入对照混合运载气体(1L / min
 

O2 +
1L / min

 

Air)2h。 自然喂养至成年期,于出生后第 96 天(postnatal
 

96th
 

day,P96)使用 MRI 进行颅脑扫描,测量大

鼠海马体积等相关指标,MRI 扫描结束后,立即取 CSF,标本收集完毕后按照 ELISA 试剂盒说明书要求测样本

OD450mm 值,最后根据 OD450mm 值算出 Tau 的浓度。 结果 与对照组相比,实验组颅脑容积(brain
 

volume,BV),左
侧海马体积( left

 

hippocampal
 

volume,LHV),右侧海马体积( right
 

hippocampal
 

volume,RHV),最大颅脑长度(brain
  

length,BL) 均显著降低[对照组 BV,LHV,RHV,BL 分别为(2. 19 ± 0. 10) cm3,(45. 85 ± 4. 60) mm3,(46. 04 ±
2. 90)mm3,(15. 38±0. 51)mm,实验组 BV,LHV,RHV,BL 分别为(1. 88±0. 10) cm3,(41. 54±4. 59)mm3,(43. 12±
2. 70)mm3,(14. 70±0. 48)mm],差异具有统计学意义( t = -6. 20,-1. 88,-2. 16,-2. 83,P<0. 05),实验组 CSF 中

Tau 蛋白浓度减小[对照组为(42. 62±12. 50)ng / mL,实验组为(28. 93±6. 13)ng / mL],有统计学差异( t = -2. 23,
P<0. 05)。 结论 新生期大鼠重复多次吸入七氟烷麻醉后,CSF 中 Tau 的总含量减少,但不能认为异常磷酸化

Tau 减少,其成年期海马体积减小,可认为 MRI 测量海马体积对认知功能障碍的早期诊断和预防具有一定临床

指导意义。
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Abstract Objective To
 

investigate
 

changes
 

of
 

hippocampal
 

volume
 

and
 

Tau
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid ( CSF)
 

of
 

adult
 

rats
 

with
 

neonatal
 

repeated
 

inhalation
 

of
 

sevoflurane,and
 

to
 

confirm
 

magnetic
 

resonance
 

imaging
 

(MRI)and
 

CSF
 

as
 

the
 

basis
 

for
 

inferring
 

the
 

effects
 

of
 

sevoflurane
 

on
 

cognitive
 

function. Methods 32
 

neonatal
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

experimental
 

group
 

(n= 16)
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(n= 16). Rats
 

in
 

experimental
 

group
 

inhalated
 

2. 6%
 

sevoflurane
 

for
 

2
 

hours
 

on
 

postnatal
 

7th
 

day
 

(P7),P14
 

and
 

P21
 

and
 

rats
 

in
 

control
 

group
 

inhalated
 

1L / minO2 +1L / min
 

Air
 

for
 

2
 

hours
 

on
 

the
 

same
 

days. After
 

being
 

naturally
 

fed
 

until
 

adulthood,
 

the
 

rats
 

underwent
 

cranial
 

MRI
 

scanning
 

on
 

postnatal
 

day
 

96
 

(P96)
 

to
 

measure
 

relevant
 

indicators
 

such
 

as
 

hippocampal
 

volume. Immediately
 

after
 

the
 

MRI
 

scan-
ning,cerebrospinal

 

fluid
 

(CSF)
 

was
 

collected. Following
 

the
 

completion
 

of
 

sample
 

collection,the
 

OD450mm
 values

 

of
 

the
 

·773·



济宁医学院学报 2024 年 10 月第 47 卷第 5 期　 J
 

Jining
 

Med
 

Univ,October
 

2024,Vol. 47,No. 5

samples
 

were
 

measured
 

according
 

to
 

the
 

instructions
 

of
 

the
 

ELISA
 

kit. Finally,the
 

Tau
 

concentration
 

was
 

calculated
 

based
 

on
 

the
 

OD450mm
 values. Results Compared

 

with
 

control
 

group
 

,
 

the
 

brain
 

volume ( BV), left
 

hippocampal
 

volume
 

(LHV),right
 

hippocampal
 

volume
 

(RHV),brain
  

length(BL)in
 

experimental
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

(P<0. 05)
BV,LHV,RHV,and

 

BL
 

in
 

control
 

group
 

were
 

2. 19±0. 10cm3 ,45. 85±4. 60mm3 ,46. 04±2. 90mm3 ,15. 38± 0. 51mm,
respectively;BV,LHV,RHV,and

 

BL
 

in
 

experimental
 

group
 

were
 

1. 88±0. 10cm3 ,41. 54±4. 59mm3 ,43. 12±2. 70mm3 ,
14. 70±0. 48mm,respectively,the

 

differences
 

were
 

statvstically
 

significant
 

( t= -6. 20,-1. 88,-2. 16,-2. 83,P<0. 05).
The

 

concentration
 

of
 

Tau
 

protein
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid
 

( CSF)
 

was
 

lower
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

[ control
 

group:
(42. 62±12. 50)ng / mL;experimental

 

group:(28. 93±6. 13)ng / mL],with
 

a
 

statistical
 

difference
 

( t= -2. 23,P<0. 05).
When

 

comparing
 

the
 

other
 

indicators
 

between
 

the
 

groups,no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

were
 

found. Conclusions
With

 

neonatal
 

repeated
 

inhalation
 

of
 

sevoflurane,the
 

total
 

content
 

of
 

Tau
 

in
 

CSF
 

of
 

adult
 

rats
 

decreased,however,it
 

can
 

not
 

be
 

considered
 

that
 

the
 

abnormal
 

phosphorylated
 

Tau
 

decreased. The
 

hippocampal
 

volume
 

decreased
 

in
 

adult,which
 

can
 

be
 

considered
 

that
 

the
 

MRI
 

measurement
 

of
 

hippocampal
 

volume
 

has
 

certain
 

guiding
 

significance
 

for
 

early
 

diagnosis
 

and
 

prevention
 

of
 

cognitive
 

impairment.
Keywords:Sevoflurane;MRI;Hippocampal

 

volume;CSF

　 　 七氟烷用于全身麻醉与术后认知功能障碍

(postoperative
 

cognitive
 

dysfunction,POCD) 的关系

是目前的研究热点。 对于 POCD 的发生机制主要

集中于动物大脑海马及脑脊液(cerebrospinal
 

fluid,
CSF)中的相关蛋白组或细胞过程的研究,对于学

习记忆功能的研究内容主要集中于海马结构[1] 。
其中 Tau 蛋白是含量最高的微管相关蛋白,其浓度

升高与学习记忆障碍联系密切。 本基础研究拟通

过磁共振成像(magnetic
 

resonance
 

imaging,MRI)扫
描测量大鼠海马体积,ELISA 方法测定大鼠 CSF 中

Tau 蛋白的浓度,探讨新生期大鼠多次吸入七氟烷

后其成年期海马体积及 Tau 的改变,初步确证 MRI
技术和临床易获取的标本 CSF 作为间接推测新生

期多次吸入七氟烷麻醉对成年期认知功能影响的

依据,指导进一步的临床研究。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物与分组　 新生健康清洁级 SD 大

鼠 32 只(孕鼠由第三军医大学实验动物中心提

供,SCXK 渝 2012-0005),雌雄不拘,随机分为两

组,即实验组(n = 16)与对照组(n = 16),实验组于

新生 7d(postnatal
 

7th
 

day,P7)、P14、P21 分别吸入

浓度为 2. 6%的七氟烷 2h,对照组于相同时间吸入

对照混合气体(1L / minO2 +1L / minAir)2h。 本研究

已通过济宁医学院附属医院医学科学研究伦理委

员会批准(2021-11-C010)。
吸入七氟烷麻醉过程中两组大鼠的呼吸平稳,

皮肤色泽红润,无麻醉致死,均苏醒良好。 实验当

天实验组大鼠体重为(234. 22±55. 93) g,对照组大

鼠体重为(235. 77±24. 40) g,两组大鼠的体重无统

计学差异( t = - 0. 06,P> 0. 05)。 实验过程中大鼠

均无意外死亡。
1. 1. 2　 药品与仪器 　 HDXT

 

3. 0T 超导核磁共振

扫描仪(美国 GE 公司);4CH / 5cm 大鼠专用线圈

(苏州众志医疗科技有限公司);戊巴比妥钠七氟

烷( 鲁南贝特制药有限公司); 麻醉机 ( Drager
 

Julian 公司);气体监测仪(上海德尔格医疗设备有

限公司);自制的吸入麻醉箱,保温毯,碱石灰(英

国 Intersurgical 公司);C-MAPT / C-Tau
 

ELISA 试剂

盒(美国 MyBioSource 公司,批号:201401103);酶标

仪(美国 Biorad 公司,型号:VARIOSKAN
 

FLASH);
冰箱(美国 Thermo 公司);迷你离心机(型号:LX-
200);微孔板恒温振荡器(杭州奥盛仪器有限公

司,型号:MB100-4P)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 麻醉建模　 两组大鼠饲养环境温度 20℃ ~
24℃ ,相对湿度 50% ~ 60%,自然光照,母乳喂养。
自制的吸入麻醉箱连接到麻醉机及气体监护仪,箱
内铺钙石灰、薄纱布,用电保温毯将箱温控制于

28℃ ~ 32℃ 。 两组均于 P7、P14、P21 分 3 次吸入。
1)实验组。 麻醉机氧气 / 空气流量控制阀调节至

2L / min,之后开放七氟烷的挥发罐,平衡麻醉箱内

七氟烷浓度为 2. 6%;再将大鼠放入气体平衡后的

麻醉箱内,持续吸入 2h,麻醉期间严密观察大鼠的

呼吸及皮肤色泽,防止缺氧窒息;麻醉完成之后关

闭挥发罐,取出大鼠置于自然环境中苏醒。 当大鼠

的呼吸恢复至麻醉前的状态、步态正常、自主运动
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自如时,则判定为麻醉苏醒,待所有大鼠苏醒,送回

动物饲养房与母鼠一同喂养。 2)对照组。 先将大

鼠放入麻醉箱,持续吸入 1L / minO2 +1L / min
 

Air 的

混合气体 2h,吸入完成后送回动物饲养房与母鼠

一同喂养,完成对照处理[2] 。
1. 2. 2　 大鼠海马体积的测量　 1) MRI 颅脑扫描。
两组大鼠麻醉处理完成后均自然喂养至成年期,于
P96 进行 MRI 下颅脑扫描。 首先对大鼠进行腹腔

注射麻醉(1%戊巴比妥钠 30ml / kg),使用 HDXT
 

3. 0T 超导磁共振全身扫描仪(其梯度为 40mT / m)
及大鼠专用标准头的线圈,横、冠、矢三平面定位,
校正头位使其双侧对称,采用横断面 BRAVO 序

列 / 高分辨 T2 加权像。 参数:重复时间 ( time
 

of
 

repeat,TR) / 回波时间(time
 

of
 

echo,TE)= 12. 9ms /
5. 1ms,翻转时间(time

 

inverse,TI)= 450ms,翻转角

度 12°,矩阵= 224×192,层厚为 0. 3mm,无间隔,体
素 = 0. 3mm × 0. 3mm × 0. 3mm,视野( field

 

of
 

view,
FOV)= 5mm×5mm,带宽为 19. 2kHz。 2)颅脑及海

马体积等指标的测量。 视觉评定法,即基于解剖结

构的体积测定方法(ROI) [3] ,将扫描所得的图像传

入独立工作站,打开 MIP 系统进行重组图像,此软

件可在矢状面、冠状面、横断面 3 个不同的层面同

时显示同一个结构,由于海马结构比较小,需要对

图片进行放大,在冠状面图像上逐层描绘颅脑或海

马边界,最终软件自动计算颅脑及海马体积。 测量

指标:①
 

颅脑容积( brain
 

volume,BV);②
 

左侧海

马体积( left
 

hippocampal
 

volume,LHV);③
 

右侧海

马体积(right
 

hippocampal
 

volume,RHV);
 

④
 

最大

颅脑长度 ( brain
  

length, BL);
 

⑤
 

最大颅脑宽度

(brain
 

width, BW);
 

⑥
 

左侧最大海马长度 ( left
 

hippocampal
 

length,LHL);
 

⑦
 

左侧最大海马宽度

(left
 

hippocampal
 

width,LHW);
 

⑧
 

右侧最大海马

长度(right
 

hippocampal
 

length,RHL);
 

⑨
 

右侧最大

海马宽度(right
 

hippocampal
 

width,RHW)。 为了增

加结果的可靠性,双侧海马体积均测量 3 次后取平

均值。
1. 2. 3　 大鼠 Tau 蛋白的测定　 1) CSF 标本采集。
MRI 扫描结束后立即进行 CSF 取材。 1%戊巴比妥

钠 30 ~ 60ml / kg 腹腔注射麻醉,将大鼠俯卧位置于

固定板上,在颈部以下约 0. 5cm 处剪开皮肤,继而

向上剪至 3 ~ 4cm,钝性分离筋膜及肌肉,充分暴露

枕骨大孔,使用 1mL 注射器以枕骨大孔处为进针

点,向尾端倾斜 45°,轻轻刺穿脑膜,然后使用负压

抽取 CSF,抽取过程中避免血液污染。 取材成功后

按说明书要求将 CSF 标记后置于-80℃ 冰箱中冷

冻保存,备用。 2)Tau 蛋白检测。 首先取出试剂盒

以及 CSF 标本置于室温中,用生理盐水将 CSF 稀

释至实验所需量,记录稀释倍数;用蒸馏水对洗涤

液进行 1 ∶ 100 稀释, 即在 10mL 浓缩洗涤液

(100X)中加入 990mL 蒸馏水配成 1000mL 的洗涤

液(1X);于抗体预包被的微量滴定板相应板孔中

加入 100μL 的标准品( A ~ F,分别为 0、0. 5、1. 0、
2. 0、 2. 5、 5. 0、 10ng / mL ) 或 标 本, 空 白 孔 加 入

100ulPBS( pH7. 0 ~ 7. 2);在含 100μL 标本的孔中

分别加入 10μL 平衡液,混匀;每个孔内加入 50μL
酶标抗体工作液(其中空白孔除外),混匀,再使用

板条覆盖,置于 37℃ 60min;抽吸出孔内液体,用

1X 洗涤液将每个孔充分洗涤 5 次,每次均置于吸

水纸上轻拍印干;每孔加入底物 A 和底物 B 各

50μL(包括空白孔),板条覆盖,置 37℃ 暗处 10 ~
15min 至显色明显;每孔加 50μL 终止液(包括空白

孔),混匀;立即用酶标仪测 OD450mm 值。 标准方程

的计算: 用酶标仪测定各标本的 OD450mm 值, 经

ELISA 自动分析软件进行处理,得出 a = 1. 666,b =
-0. 076,按照 y = bx+a,得出标准方程 y = -0. 076x+
1. 666,最终根据标准方程及 OD 值算出各标本中

Tau 的含量。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS
 

27. 0 统计软件进行处理,正态分布

的计量资料以 x±s 表示,组间比较采用两个独立样

本资料的 t 检验,P<0. 05 认为有统计学差异。

2　 结果

2. 1　 两组大鼠海马体积

实验组 BV、LHV、RHV、BL 与对照组相比均较

小,差异具有统计学意义(P<0. 05),其余指标组间

比较均无统计学差异。 见表 1。
2. 2　 两组大鼠 Tau 蛋白水平

由于大鼠 CSF 含量较少,且取材操作精细困

难,故两组各完成 8 只大鼠取材。 与对照组相比,
实验组大鼠的 CSF 中 Tau 蛋白的浓度减小,有统

计学差异(P<0. 05)。 见表 2。

3　 讨论

七氟烷是临床上常用的吸入麻醉剂之一,由于

其麻醉诱导迅速、麻醉平稳、苏醒快等[4]优点被广
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表 1　 MRI 测得各指标比较(x±s)

分组
实验组

(n= 16)
对照组

(n= 16)
t P

BV / cm3 1. 88±0. 10 2. 19±0. 10 -6. 20 <0. 001

LHV / mm3 41. 54±4. 59 45. 85±4. 60 -1. 88 0. 030

RHV / mm3 43. 12±2. 70 46. 04±2. 90 -2. 16 0. 016

BL / mm 14. 70±0. 48 15. 38±0. 51 -2. 83 0. 007

LHL / mm 5. 80±0. 23 5. 85±0. 35 -0. 43 0. 426

RHL / mm 5. 77±0. 27 5. 70±0. 40 0. 52 0. 813

BW / mm 9. 10±0. 74 9. 38±0. 65 -0. 76 0. 433

LHW / mm 1. 40±0. 38 1. 54±0. 26 -0. 74 0. 380

RHW / mm 1. 47±0. 32 1. 67±0. 24 -1. 25 0. 126

表 2　 两组大鼠 CSF 中 Tau 蛋白浓度

测定结果(ng / mL,x±s)

分组 Tau 范围

实验组(n= 8) 28. 93±6. 13 19. 70 ~ 37. 19

对照组(n= 8) 42. 62±12. 50 23. 42 ~ 54. 57

t -2. 23

P 0. 015

泛应用于小儿患者全身麻醉,例如儿童骨折固定

术、内固定取出术、唇腭裂及烧伤整形手术。 幼儿

时期是中枢神经系统生长发育的高峰期,对内外环

境变化都异常敏感,神经损害有可能造成患者成年

后的学习记忆功能障碍。 有研究表明,在发育早期

进行反复多次使用七氟烷进行全麻,可能会导致以

后学习记忆功能障碍,但是具体机制尚不明确[5] 。
大脑海马主要负责学习和记忆,是高级神经活

动的重要部位。 1957 年,Scoville 和 Milner 的报告

中,一名患者由于长期的癫痫症状,医生决定为他

进行手术,切除了颞叶皮层下一部分的边缘系统组

织,其中包括了两侧的海马体,手术后癫痫症状被

成功控制,但自此以后患者失去了形成新的长期记

忆的能力,从此,学者们开始研究海马与学习记忆

的关系。 目前影像学方法 MRI 能够较准确提供海

马的结构与功能信息[6] 。 双侧海马体积均与延迟

记忆相关,海马体积与 RBANS 评分成负相关,注
意力与海马体积大小可能存在一定的相关性[7] 。
语言学习与记忆能力较差者,以及诊断为轻度遗忘

型认知障碍者的海马体积,均显著减小[8] 。 本研

究结果显示,新生大鼠重复吸入七氟烷麻醉后,于

成年期进行双侧海马体积测量,结果均较对照组大

鼠的减小,可以认为新生期重复吸入七氟烷麻醉,
可能导致成年后认知功能障碍,因为海马体积的减

小与学习记忆能力的降低密切相关,其他研究具有

类似结果[9-10] ,说明 MRI 测量海马体积或许能够

早期预防认知障碍。
Tau 蛋白为含磷酸基蛋白,是人体内含量最高

的微管相关蛋白。 Tau 异常过度磷酸化后与微管

蛋白的结合力仅是正常 Tau 的 1 / 10,导致神经元

纤维缠结(neurofibrillary
 

tangle,NFTs),失去其促进

微管装配形成的生物学功能并丧失维持微管稳定

的作用,这种改变与学习障碍和记忆缺失联系密

切[11] 。 血浆及 CSF 为临床上较易获取的生物学标

本,其中 Tau 的测定常使用 ELISA 方法。 阿尔茨

海默病( Alzheimer′s
 

disease,AD) 患者脑内的 Tau
过度磷酸化,每分子 Tau 含磷酸基 5 ~ 9 个,正常含

2 ~ 3 个。 有研究表明,AD 患者 CSF 中 Tau 蛋白水

平,与同龄正常非神经疾病患者组相比,显著增高,
用 CSF 中 Tau 蛋白含量增高诊断 AD,其敏感性为

82%,特异性达 70%。 Tapiola[12] 等研究表明,海马

体积与 Tau 标志物及 NFTs 沉积相关。 随后国内学

者对 AD 患者的研究发现,海马体积与 CSF 中 Tau
浓度呈显著负相关[13] 。

在本研究结果中,新生期大鼠多次吸入七氟烷

麻醉后,其成年期 CSF 中的正常 Tau 浓度低于对

照组,但不能认为异常磷酸化 Tau 也减少。 研究表

明,认知障碍的患者脑中正常 Tau 减少,而异常磷

酸化的 Tau 增加,异常磷酸化 Tau 与学习记忆能力

下降相关[14-16] 。 其他学者也发现,AD 发病机制至

今尚未完全明确,病理表现主要以 tau 蛋白过度磷

酸化形成的神经原纤维缠结及大量神经元死亡为

特征,目前 tau 蛋白作为生物标志物的检测目前还

未广泛应用于临床,所以诊断 AD 主要依靠病史、
临床表现、神经心理测试,因此大多数患者在疾病

早期未得到正规诊治[17] 。 后续实验中,选择大鼠

P-Tau
 

ELISA 试剂盒,也许实验结果会更有针对

性。
综上,新生期大鼠重复吸入七氟烷麻醉后,

CSF 中正常 Tau 的含量减少,但不能认为异常磷酸

化 Tau 减少,其成年期海马体积减小,可认为 MRI
测量海马体积对认知功能障碍的早期诊断和预防

具有一定临床指导意义。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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