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摘要 目的
獉獉

: 观察丙泊酚麻醉对成年大鼠空间认知功能及海马 CA1 区 GSK － 3β 水平的影响。方法
獉獉

: 成年 SD 大鼠

经尾静脉注射丙泊酚麻醉 6 h，苏醒后 24 h 接受莫里斯水迷宫( Morris Water Maze，MWM ) 训练，观察全身麻醉对大

鼠认知功能的影响; 采用免疫荧光和 Western blot 技术，检测大鼠海马 CA1 区 GSK － 3β 水平的变化。结果
獉獉

: 与对照

组相比，丙泊酚麻醉组大鼠在 MWM 任务的隐藏平台( P ＜ 0. 01) 、反向平台( P ＜ 0. 01) 和空间探索实验( P ＜ 0. 05)

的空间学习和记忆能力显著下降; 同时伴有 CA1 区磷酸化的 GSK － 3β( p － GSK － 3β) 表达水平的下降( P ＜ 0. 05) ，

GSK － 3β 水平不变( P ＞ 0. 05) 。结论
獉獉

: 丙泊酚麻醉可引起成年大鼠空间学习和记忆功能损害，其机制可能与降低

海马 CA1 区的 GSK － 3β 的磷酸化水平有关。
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Objective: To investigate whether propofol impairs the spatial learning and memory

abilities and alters the level of GSK － 3β ( glycogen synthase kinase － 3beta，GSK － 3β) in the CA1 of
hippocampus in adult rats．


Methods: Ｒats received propofol anesthesia via intravenous injection for 6 h．

Moriss Water Maze training was conducted 24 h after the end of anesthesia to observe the effect of
propofol anesthesia on learning and memory function in SD adult rats，and the level of GSK － 3β in the
CA1 in rats was detected by Western blot and immunofluorescence．


Ｒesults: Propofol anesthesia impaired

learning and memory associated with hidden platform and reversal platform training，as well as probe test
in adult rats． Moreover，the level of p － GSK － 3β in the CA1 of rats decreased significantly after
propofol treatment．


Conclusion: Propofol anesthesia induces spatial learning and memory impairment in

adult rats，which may be associated with the decrease of p － GSK －3β in the CA1．
KEY WOＲDS propofol; general anesthesia; postoperative cognitive dysfunction; GSK －3β

术 后 认 知 功 能 障 碍 ( postoperative cognitive dysfunction，POCD) 是一组以患者在麻醉和手术后发

生的 以 认 知 功 能 减 退 为 特 征 的 临 床 综 合 征［1］。
POCD 可影响术后恢复，增加术后死亡率，并降低患

者生活质量。随着全球范围的手术量的增加，POCD
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已成为备受重视的健康问题。
已有研究显示，全身麻醉在 POCD 的发生中起

着重要作用。丙泊酚是目前临床上最为常用的麻醉

药物之一，用于各类手术的诱导和维持麻醉，亦广泛

用于 ICU 病房患者的镇静。丙泊酚和其它麻醉剂

( 如异氟醚) 类似，也可以引起婴幼儿和老年个体的

术后认知功能障碍［2］。尽管成年患者占了临床手

术患者的很大一部分，但是目前有关丙泊酚对成年

患者的认知功能影响的研究报道很少。
麻醉诱发的海马神经细胞损伤被认为是引起

POCD 的一个重要原因［3］。GSK －3β 是多种胞内信

号通路的中心元件，不仅广泛表达于全身各组织，而

且在中枢神经系统的表达水平最高［4］。GSK － 3β
的活性是通过特异性位点的磷酸化来调节的。GSK
－3β 的活化状态需要酪氨酸 216 位点的磷酸化，而

丝氨酸 9 ( Ser 9 ) 位点的磷酸化则会抑制 GSK － 3β
的活性。其中 Ser 9 位点的磷酸化水平是 GSK － 3β
活性调节的主要途径［5］。研究显示，GSK － 3β 不仅

具有直接促进细胞凋亡的作用，也可以被促细胞生

存通路( PI － 3K / Akt 信号通路) 抑制而维持细胞的

存活［6］。因此，我们推测 GSK －3β 活性的增加可能

参与 POCD 中的海马神经元损伤。
因此，本实验采用 MWM 模型检测丙泊酚全身

麻醉对成年大鼠的空间学习和记忆功能的影响，并

探讨 GSK －3β 在 POCD 过程中的改变，以期为丙泊

酚麻醉副作用提供实验依据，深化对 POCD 的神经

生物学机制的理解。

1 材料与方法

1. 1 动物

本实验采用 Sprague Dawley♂大鼠，起始体重

230 g － 260 g，清洁级，购买并饲养于北京大学医学

部动物部( 实验动物生产许可证号: SCXK( 京) 2011
－ 0012，实验动物使用许可证号: SYXK( 京) 2011 －
0039) 。饲养室温度控制在 22 ± 1℃，湿度 50% ±
5%，12 h 光 /暗交替，每天早晨 7 点开始照明。除特

殊说明外，动物均可自由饮水、摄食。
1. 2 主要实验试剂

丙泊酚购自四川国瑞药业有限责任公司; GSK
－3β 和 p － GSK － 3β ( Ser 9 ) 抗体购自 CST 公司;

Anti － β － Actin 购自 Sigma 公司。二抗 ( HＲP 标记

的山羊抗小鼠抗体、HＲP 标记的山羊抗兔抗体) 购

自北京中杉金桥生物科技有限公司。胞核 － 胞浆 －
胞膜制备试剂盒与 Super ECL 超敏发光液购自北京

普利莱科技有限公司。
1. 3 主要实验仪器

Morris 水迷宫装置( DMS －1) ，中国医学科学院

药物研究所制造; 冰冻切片机 ( Lecia 1900 ) ，德国

LEICA 公司制造; 倒置荧光显微镜 ( BH － 2 ) ，日本

OLYMPUS 公司制造。
1. 4 实验方法

1. 4. 1 全身麻醉 大鼠在 25℃室内安静环境下接受

麻醉，麻醉前将大鼠固定于专用动物套筒中，暴露尾

部。用温水浸泡大鼠尾部后 1 /3 部，待静脉显露后

用酒精棉消毒待穿刺部位，用静脉穿刺针以 15°角

斜穿入大鼠尾静脉，回抽有静脉血后固定针头，推入

0. 25 ml 丙泊酚诱导麻醉。将大鼠从套筒取出并置

于电热垫上，以 0. 1 ml·6 min －1的速度推入丙泊酚

维持麻醉 6 h，期间根据大鼠对麻醉药物的反应调整

给药速度。维持麻醉期间严密观察大鼠皮肤黏膜颜

色、呼吸情况。
1. 4. 2 水迷宫训练 水迷宫装置包括计算机、监视

器、摄像头和水槽。本装置采用内壁为黑色的圆形

水槽，直径 150 cm，摄像头位于水槽正上方约 150
cm 处。实验时在水槽中注入清水，水温控制在 22
± 1℃，水槽周围用白色布帘围住，通过监视器观察

大鼠在水中的游动情况。计算机内专用软件可同步

记录动物找到平台的时间、在各个象限停留时间、运
动轨迹等。( 水迷宫训练流程如图 1 所示) 。

图 1 水迷宫训练流程

1. 4. 2. 1 适应期 将透明平台置于水池中心，略高

于水面。每日将大鼠置于平台上 1 min，重复 3 次，

为期 2 d。适应期的训练目的是令大鼠建立水槽内

有平台的概念。
1. 4. 2. 2 可视平台训练 将平台置于水槽的某一象

限，略高于水平面，在平台上放置一面红旗。将水槽

外围用无标志的白色布帘围住，从平台所在象限以

外的三个象限随机将大鼠面朝水槽壁轻轻放入水

中，同时启动水迷宫记录程序，以大鼠两前肢接触平

台为标准终止程序。终止程序后，让大鼠在平台上

继续停留 20 s。如大鼠 60 s 内未能到达平台，实验

者需将其引导到平台并让大鼠在平台上停留 20 s。
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每次训练结束后操作者需清除水槽中大鼠排泄物，

并搅动水面以消除上一次训练遗留的嗅觉痕迹。可

视平台训练的目的是检测大鼠的动机、感觉功能和

视觉功能是否正常。
1. 4. 2. 3 隐藏平台训练 将平台置于水槽的某一象

限，低于水平面 1 － 2 cm，在水槽各象限对应的外围

白色布帘上贴上黑色标志物 ( 各象限分别为横条、
竖条、正方形和三角形) ，此训练期大鼠需依据标志

物的形状分辨和记忆水下平台的位置。从平台所在

象限以外的三个象限随机将大鼠面朝水槽壁轻轻放

入水中进行训练。记录大鼠寻找隐藏平台过程中的

相关数据

1. 4. 2. 4 空间探索实验 撤去平台，将大鼠面向池

壁放入水中 60 秒，记录大鼠在各个象限内的停留时

间和在原平台所在区域的穿梭次数。
1. 4. 2. 5 反向平台训练 将平台移至原象限的对侧

象限，依然低于水平面 1 cm －2 cm。从平台所在象

限以外的三个象限随机将大鼠面朝水槽壁轻轻放入

水中，记录大鼠寻找新平台过程中的相关数据。
1. 5 免疫荧光法

腹腔注射水合氯醛 ( 300 mg·kg －1 ) 将大鼠麻

醉，采用自制灌流装置从大鼠左心室插管依次注入

200 ml 生理盐水和 250 ml 预冷( 4℃ ) 的 4% PFA 溶

液灌注固定，取脑，经蔗糖梯度脱水后包埋。在冰冻

切片机 上 连 续 切 片 至 海 马 CA1 区，每 片 厚 度 20
μm，每隔 5 片取 1 张，每个标本取 3 张，每组共 18
张切片。PBS 漂洗脑片 3 次，用羊血清 ( 含 0. 3 %
TritonX － 100) 室温下封闭 1 h，加一抗( 1 ∶ 400) 后置

于湿盒内 4℃ 过夜，d2 用 PBS 漂 洗 3 次，加 二 抗

( 1 ∶ 200) 室温下避光孵育 1 h，PBS 漂洗 3 次后封

片，在倒置荧光显微镜下阅片。
1. 6 蛋白印迹法

在核 团 中 加 入 200 μl 的 细 胞 溶 质 提 取 剂

( CEＲ) ，超声匀浆后 12 000 g 4℃离心 10 min，取上

清即为总蛋白提取液，采用 BCA 试剂盒检测蛋白含

量，加 2 × loading buffer 缓 冲 液。依 次 进 行 制 胶

( 12%分离胶和 5%浓缩胶) 、上样( 50 μg) 、电泳、湿
法转膜和封闭。封闭结束后一抗( 1 ∶ 1000) 4℃孵育

过夜; 次日，将 PVDF 膜置于 TBST 中洗 3 次，二抗

IgG( 1 ∶ 2000) 室温孵育 PVDF 膜 1 h，随后将 PVDF
膜置于 TBST 中洗 3 次。Super ECL 超敏发光液敷

于膜上 3 min 后前往暗室曝光成像。用凝胶成像分

析系统对曝光后的 X 光片进行扫描，读取光密度

值。以 β － actin 为内参，对目标蛋白的光密度值进

行校正，每批样本重复 3 次。
1. 7 统计学方法

将数据输入 Microsoft Excel 加以计算、整理、保
存。统计学分析软件采用 Prism 5. 0 版。两组数据

间差异用双尾 student t － test 分析或重复测量双因

素方差分析，以 P ＜ 0. 05 作为有统计学差异的界

限。

2 结果

2. 1 丙泊酚麻醉对大鼠水迷宫可见平台训练和游泳

速度的影响

大鼠经尾静脉注射丙泊酚维持麻醉 6 h 后，为

了检测大鼠的非空间学习和记忆功能以及运动能

力，我们于麻醉苏醒 24 h 后进行为期两天的可见平

台训练。统计各组逃跑潜伏期和游泳速度，结果显

示，对照组和丙泊酚组大鼠均可在可见平台训练的

d2 找到平台位置，两组大鼠的逃跑潜伏期和游泳速

度均无显著性差异( P ＞ 0. 05) 。提示丙泊酚麻醉并

不影响大鼠的逃生动机、感觉功能和运动功能 ( 见

表 1) 。

表 1 大鼠可见平台期的逃跑潜伏期与游泳速度( 珔x
± s)

组别
d1 逃跑潜伏期

( s)

d2 逃跑潜伏期

( s)

平均游泳速度

( cm·s － 1 )

对照组 37. 46 ± 16. 78 16. 26 ± 10. 09 17. 87 ± 5. 76

丙泊酚组 39. 35 ± 12. 17 17. 22 ± 16. 04 18. 23 ± 9. 08

各组数值用 Means ± SD 表示，n = 12，t 检验，* P ＜ 0. 05

2. 2 丙泊酚对大鼠水迷宫隐藏平台训练、空间探索

实验和反向平台训练的影响

为观察丙泊酚对大鼠的空间学习和记忆功能的

影响，紧随可见平台训练之后依次进行了隐藏平台

训练、空间探索实验和反向平台训练。结果显示，丙

泊酚大鼠在隐藏平台训练期间的逃跑潜伏期显著长

于对照组( P ＜ 0. 01 ) ( 见图 2 A) ; 在空间探索实验

中，丙泊酚组大鼠在原平台所在位置穿梭次数和原

平台所在象限( 第二象限) 探索时间均显著少于对

照组( P ＜ 0. 05) ( 见图 2 C 和 2 D) ; 在反向平台训练

期逃跑潜伏期显著长于对照组 ( P ＜ 0. 01 ) ( 见图 2
B) 。上述结果提示丙泊酚麻醉可以损害大鼠的空

间学习和记忆功能。
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图 2 隐藏平台、反向平台和空间探索实验结果

( 1) A 图为隐藏平台训练结果，丙泊酚组逃跑

潜伏期显著长于对照组( 结果以 Means ± SEM 表示，

n = 12，采 用 重 复 测 量 双 因 素 方 差 分 析，＊＊ P ＜
0. 01，) 。( 2) B 图为反向平台训练结果，丙泊酚组

逃跑潜伏期显著长于对照组( 结果以 Means ± SEM
表示，n = 12，采用重复测量双因素方差分析，＊＊P ＜
0. 01) 。( 3) C、D 图为空间探索实验结果，丙泊酚组

在目标象限( 第二象限) 探索的时间显著少于对照

组( 见图 C) ，且在原平台所在位置穿梭的次数亦显

著少于对照组( 见图 D) ( 结果以 Means ± SEM 表示，

n = 12，t 检验，* P ＜ 0. 05) 。
2. 3 丙泊酚麻醉 6 h 可引起大鼠海马 CA1 区 p －
GSK －3β( Ser 9) 的下调

水迷宫训练结束后，用免疫荧光染色法分析大

鼠海马 CA1 区 p － GSK － 3β ( Ser 9 ) 水平的变化。
结果显示，丙泊酚组 CA1 区的 p － GSK － 3β( Ser 9)

荧光强度显著弱于对照组( 见图 3 A) 。用 Western
Blot 法分析各组大鼠 CA1 区 p － GSK －3β( Ser 9) 和

GSK －3β 的蛋白含量，结果显示，与对照组相比，丙

泊酚组 p － GSK － 3β ( Ser 9 ) 的表达水平显著下降

( P ＜ 0. 01) ( 见图 3 B) ; 丙泊酚组总 GSK － 3β 水平

无明显变化( P ＞ 0. 05) ( 见图 3 C) 。

3 讨论

目前的研究认为，麻醉导致的 POCD 具有明显

的年龄相关性［1］。在个体的新生期暴露于全身麻

醉，可引起神经元凋亡、突触可塑性、神经发生等方

面发生变化，并可导致成年后的认知损害和行为异

常［7 － 8］; 全身麻醉在老年个体则可通过 Tau 蛋白激

酶和 Aβ 途径加剧神经退行性变，从而引起认知功

能减退［3，9］。与婴幼儿和老年个体相比，成年个体

在接受 丙 泊 酚 全 身 麻 醉 后 不 易 出 现 认 知 功 能 障

碍［10 － 11］。然而这些结论均是建立在麻醉时间为 2 h
的动物模型的基础上; 当丙泊酚用于大型手术的维

持麻醉或病房患者的镇静时，使用时间通常远大于

2 h，长者可达数周。因此，研究丙泊酚长时间使用

的安全性是非常必要的。本实验发现，丙泊酚麻醉

6 h 可引起成年大鼠空间学习和记忆功能损害。因

此，在临床实践中即使是针对青壮年患者，仍需考虑

到丙泊酚对认知功能的损害作用，尤其对需要长期

使用丙泊酚镇静的患者，应进行合理用药的评估。
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图 3 丙泊酚全身麻醉对海马 CA1 脑区 GSK －3β 水平的影响

( 1) A 图为海马 CA1 区 p －GSK －3β( Ser 9) 免疫荧光染色图( 100 x) ，与对照组相比，丙泊酚组荧光强度减弱。( 2)

B 图为海马CA1 区 p －GSK －3β( Ser 9) 蛋白半定量示意图与统计图，与对照组相比，丙泊酚组 p －GSK －3β( Ser 9)

水平显著下降( 结果以 Means ± SEM 表示，n =6，t 检验，* P ＜ 0. 01)。( 3) C 图为海马 CA1 区 GSK －3β蛋白半定

量示意图与统计图，两组 GSK －3β水平无显著性差异( 结果以 Means ± SEM 表示，n =6，t 检验，P ＞0. 05)。

近年来研究发现 GSK － 3β 可能为神经退行性

病如阿尔兹海默病潜在的治疗靶点［12］。在转基因

小鼠的海马和皮层过表达 GSK － 3β 可引起 tau 蛋

白激酶 PHF1 表位的磷酸化，导致 tau 在突触部富集

进而引起神经退行性变［13］。Noble 等发现，持续性

抑制 GSK － 3 的活性可以显著降低转基因小鼠 tau
蛋白在突触区的堆积［14］。Hsing 等发现，腹腔注射

丙泊酚可引起小鼠发生 GSK － 3β 调控的巨噬细胞

凋亡［15］。我们的免疫荧光和蛋白印迹实验结果发

现，与对照组相比，丙泊酚处理组大鼠海马 CA1 区

p － GSK －3β( Ser 9) 水平显著下降( 总的 GSK － 3β
水平无明显变化) ，也即丙泊酚组 CA1 区的 GSK －
3β 的活性总体上是升高的。我们推测这一改变可

能与丙泊酚引起成年大鼠学习和记忆功能损害有

关，提示 GSK －3β 可能是 POCD 发生的主要分子机

制之一。
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