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!基础研究!

姜黄素通过激活海马神经元自噬抑制

七氟醚诱导的小鼠记忆提取障碍

黄#健!

#雍#俊#王冬婷#佘玉琦#周#菁#高#鸿

摘要#目的#观察姜黄素通过激活海马神经元自噬在七氟醚诱导成年小鼠记忆提取障碍中的作用" 方法

#将
#!"

只成年昆明小鼠随机分为对照组#

'1G

组$%七氟醚组#

H:I

组$及七氟醚
J

姜黄素组#

'-K

组$&每组

9"

只"

'-K

组小鼠腹腔注射姜黄素
&"" =LE

#

ML

!

N

$&连续
; N

&

'1G

组和
H:I

组注射等容积二甲基亚砜和生

理盐水混合液&之后
H:I

组%

'-K

组吸入
&

!

&O

七氟醚
! P

&

'1G

组吸入
9"O D

!

! P

" 三组小鼠于停止吸入后

#!

%

!9

%

97

%

%! P

采用
+:QR:KG S.1R

法检测海马自噬相关蛋白
T;!

%

U'&

"

!

和
U'&

"

"

表达&计算
U'&

"

"EU'&

"

!

比

值" 结果#与
'1G

组比较&

H:I

组吸入七氟醚后
#!

%

!9 P T;!

表达上调&

U'&

"

"

表达下调&吸入七氟醚后
#!

%

!9

%

97 P U'&

"

"EU'&

"

!

比值降低#

T V"

!

"8

$" 与
H:I

组比较&

'-K

组吸入七氟醚后
#!

%

!9 P T;!

表达下调&

U'&

"

"

表达上调&吸入七氟醚后
#!

%

!9

%

97 P U'&

"

"EU'&

"

!

比值升高#

T V"

!

"8

$" 结论#姜黄素可改善七氟醚诱

导的成年小鼠记忆提取障碍&其机制可能与激活海马神经元自噬有关"

关键词#姜黄素' 七氟醚' 记忆提取' 自噬' 成年小鼠
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##七氟醚与其他吸入麻醉药相比具有众多优点"被

广泛应用于全麻诱导和维持"但有研究表明七氟醚可

导致成年小鼠短期学习记忆能力受损"表现为记忆提

取障碍'

#

"

!

(

) 记忆是产生认知的基础"记忆分为编码*

储存和提取"记忆提取过程与海马神经元自噬功能有

密切相关性'

&

(

) 抑制自噬可引起七氟醚诱导老年大

鼠的神经细胞凋亡及认知功能损伤'

9

(

"而激活自噬和

Z,T`

信号通路可减弱神经细胞凋亡"从而改善学习

记忆能力下降'

8

(

) 姜黄素$

'-KB-=?G

%是一种小分子

植物酸性多酚"易透过血脑屏障进入中枢神经系统"具

有激活自噬*抑制细胞凋亡*抗炎和抗氧化等多种药理

学特性'

;

(

) 本课题组前期研究已证实"姜黄素可改善

七氟醚对成年小鼠记忆提取能力的影响"但具体机制

尚不清楚'

%

(

"本研究探讨姜黄素是否可以通过激活自

噬改善七氟醚引起成年小鼠记忆提取障碍)

材料与方法

#

#动物#健康清洁级昆明小鼠
#!"

只"

!

%

&

月

龄"雌雄各半"体质量$

&&

!

"

&

#

!

7

%

L

"由贵州医科大

学实验动物中心提供"动物许可证号#

H'c`

$黔%

!"#!

$

"""#

) 适应性饲养
&

日"实验室温度维持

$

!9

&

#

%'"湿度
;"O

%

7"O

"每笼
;

只"分笼饲养"饲

料为标准固体鼠粮"自由饮水) 每日
#%

#

""

$

#$

#

""

在

隔音环境中进行避暗实验) 本实验通过贵州医科大学

动物实验中心伦理审查$

31

!

#;"%"#;

%"实验过程遵守

实验动物福利伦理原则)

!

#药物#姜黄素"天津思朗科技发展有限公司生

产"货号#

'%"$"

"纯度
"$8O

"由植物姜黄根茎提取)

&

#试剂及仪器#七氟醚$艾伯维医药贸易有限

公司生产"货号#

\!""7";7#

%"兔抗鼠
U'&

"

!E"

抗

体 $货号#

WQ##%&#X

%*兔抗鼠
T;!

抗体 $货号#

WQ!$8#X

%购自北京博奥森生物技术有限公司"

S'Z

蛋白分析盒$美国
*P:K=1

公司%)

TZ*

"

7,

避暗仪

$成都泰盟科技有限公司生产%"

+>R1:b;8

麻醉机

$深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司生产%"麻醉气

体浓度分析仪$德国
CK>L:K

公司%"

S:G: 0?:a*7

脉

搏氧饱和度监测仪$深圳迈瑞生物医疗电子股份有限

公司生产%)

9

#动物分组及干预方法#将
#!"

只小鼠按随机

数字表法分为对照组$

'1G

组%*七氟醚组$

H:I

组%和

七氟醚加姜黄素组$

'-K

组%"每组
9"

只) 吸入麻醉前

;

日"

'-K

组小鼠腹腔注射姜黄素
&"" =LE

$

ML

!

N

%"连

续
;

日&

'1G

组和
H:I

组注射等容积二甲基亚砜和生

理盐水混合液'

7

(

) 麻醉方法#自制麻醉箱$长
98 B=

(

宽
&" B=

(高
&" B=

%"箱底铺薄层钙石灰"箱内持续

输送
8O

七氟醚"载气为
9"O D

!

"流量为
! UE=?G

"当

测得出气口七氟醚浓度为
&

!

&O

"箱内浓度平衡后"迅

速将实验小鼠置入箱内"维持
&

!

&O

七氟醚麻醉
! P

"

同时监测心率*呼吸频率及脉搏氧饱和度"观察小鼠口

唇及趾端颜色'

$

(

) 麻醉结束后"小鼠在麻醉箱中继续

供氧
&" =?G

翻正反射恢复后取出)

'1G

组小鼠在自

制麻醉箱中持续吸入
9"O D

!

! P

)

8

#检测指标及方法#三组小鼠于停止吸入七氟

醚后
#!

*

!9

*

97

*

%! P

"采用
+:QR:KG S.1R

检测海马

自噬相关蛋白
U'&

"

!

*

U'&

"

"

及
T;!

表达) 将小鼠

以颈椎脱臼法处死"在冰上迅速开颅取脑"分离海马组

织"称重后加入裂解酶和蛋白裂解液) 海马组织匀浆"

9

'

#! """ K E=?G

离心
#8 =?G

"取上清液"采用
S'Z

法蛋白定量) 加入上样缓冲液"

$8

'煮沸
8 =?G

"用

#"O

丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白后转移至
T0Cd

膜

上"室温封闭
# P

) 分别加入
U'&

一抗$稀释度
#

)

# """

%*

T;!

一抗$稀释度
#

)

# """

%和
#

"

>BR?G

$稀释

度
#

)

# """

%"

9

'孵育过夜)

*SH*

洗膜
#" =?G

(

&

次后"加入辣根酶标记的二抗$稀释度
#

)

#" """

%"室

温下摇床上孵育
# P

"反应后用胶片显影) 用
)=>L: (

软件扫描测定条带吸光度值) 以目的蛋白条带灰度值

与内参
#

"

>BR?G

条带灰度值的比值反映
U'&

"

!

*

U'&

"

"

和
T;!

的表达水平"并计算
U'&

"

"EU'&

"

!

比值)

;

#统计学方法#采用
HTHH !!

!

"

统计软件进

行分析"正态分布的计量资料以
b

&

Q

表示"检验方差

齐性后$

T e"

!

#

%"组间比较采用单因素方差分析"组

内不同时点比较采用重复测量方差分析"两两比较采

用
UHC

法&

T V"

!

"8

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组一般情况比较#各组小鼠在干预和检测

期间均未见异常"精神状态良好*灵敏好动*毛发光泽*

体重逐渐增加*粪便呈褐色干燥球状) 所有实验小鼠

经趋暗训练后"步入潜伏期均
V;" Q

"电击后
!9 P

测

步入潜伏期均
e#!" Q

"成功建立避暗记忆)

H:I

组*

'-K

组吸入七氟醚过程中无小鼠死亡"避暗实验过程

中
'1G

组
#! P

和
'-K

组
97 P

各有
!

只小鼠死亡"均

为雄鼠"身体可见多处咬伤痕迹"疑似外伤致死)

!

#各组
T;!

*

U'&

"

!

和
U'&

"

"

蛋白表达比较

$图
#

%#与
'1G

组比较"

H:I

组吸入七氟醚后
#!

*

!9 P T;!

表达上调"

U'&

"

"

表达下调"吸入七氟醚后

#!

*

!9

*

97 P U'&

"

"EU'&

"

!

比值降低 $

T V "

!

"8

%)

与
H:I

组比较"

'-K

组吸入七氟醚后
#!

*

!9 P T;!

表
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##注#

Z

为各组
T;!

蛋白印迹图&

S

为各组
U'&

"

!

*

U'&

"

"

蛋白印迹图&

'

*

C

*

<

为各组不同时点
T;!

*

U'&

"

!

和
U'&

"

"

表

达的定量分析&与
'1G

组比较"

#

T V "

!

"8

&与
H:I

组比

较"

!

T V"

!

"8

图
#

#各组小鼠自噬相关性蛋白
T;!

*

U'&

"

!

和

U'&

"

"

表达比较

达下调"

U'&

"

"

表达上调"吸入七氟醚后
#!

*

!9

*

97 P

U'&

"

"EU'&

"

!

比值升高$

T V"

!

"8

%)

讨##论

学习记忆是脑的高级认知功能"因创伤*疾病或麻

醉药物导致的逆行性遗忘一直备受关注) 麻醉后的患

者对过往事件的回忆"正是处于记忆提取阶段"记忆提

取过程是形成稳定记忆的关键"研究麻醉药物对已储

存记忆再提取的影响极其重要'

#"

(

)

海马是与啮齿类动物记忆密切相关的记忆中枢"

损害海马及其相关结构会引起短期记忆受损"因此本

研究以海马取材进行观察'

$

(

)

U'&

和
T;!

蛋白是目

前公认的自噬标志性蛋白"其中
U'&

是哺乳动物细胞

中常见的自噬小体标记蛋白"

U'&

存在于细胞内的两

种形式为
U'&

"

!

和
U'&

"

"

&而
T;!

是一种在胞质中

合成位于细胞核的蛋白"作为自噬的特定底物"当自噬

被激活时"

U'&

"

"

的表达增多"

U'&

"

"EU'&

"

!

比值升

高"

T;!

的表达降低&相反"当自噬功能受损或缺失"其

蛋白表达也相应变化"因此"

U'&

和
T;!

的表达可以

反映自噬的活性'

##

(

)

本研究结果显示"

&

!

&O

七氟醚麻醉
! P

使海马

自噬
U'&

"

"

的表达下调*

U'&

"

"EU'&

"

!

比值降低

及
T;!

的表达上调"证明了七氟醚诱导海马自噬功

能"从而抑制小鼠记忆提取过程) 有研究表明"七氟

醚可通过激活
=*DX

通路"促进老龄和新生鼠海马

神经元凋亡"抑制海马神经元自噬的功能"从而引起

空间学习记忆能力受损和随后的认知功能下降&还

可降低海马神经发生和神经元存活率*增加神经毒

性"导致短暂记忆能力下降'

8

"

#!

(

) 因此"七氟醚诱导

成年小鼠记忆提取障碍的机制可能与海马神经元自

噬功能减弱有关)

临床研究显示姜黄素具有活性高*安全剂量范围

大*不良反应小等特点"广泛用于神经退行性疾病和老

年痴呆的防治'

#&

(

) 动物研究已表明姜黄素对中枢神

经系统疾病具有神经保护作用"不仅能激活自噬"抑制

细胞凋亡"减弱癫痫持续状态引起成年大鼠海马神经

元损伤&还能下调
T)&`EZMRE=*DX

信号通路"激活自

噬"减轻海马神经元损害"从而改善
ZC

模型大鼠的学

习记忆能力'

#9

"

#8

(

) 本研究给予姜黄素处理能够使小

鼠海马自噬
U'&

"

"

的表达上调"

U'&

"

"EU'&

"

!

比值

升高及
T;!

的表达下调"即激活海马神经元自噬"从

而改善小鼠记忆提取能力) 也有研究报道"姜黄素激

活自噬"抑制
=*DX

信号通路"不仅可减弱乙醇引起

大鼠神经毒性的发生发展"还可缓解吗啡诱导的记忆
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年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

(-./ !"#$

"

01.2 &$

"

31

!

%

!!')##!

障碍'

#;

"

#%

(

) 因此"姜黄素激活自噬减弱七氟醚诱导小

鼠记忆能力受损"其是否与下调
T)&`EZMRE=*DX

信

号通路有关"有待进一步研究) 本研究尚存在不足之

处"如没有对自噬形态学观察"以及不同浓度的姜黄

素*不同的给药途径和持续时间对成年小鼠记忆提取

能力是否也有相同的影响"还需证实)

综上所述"姜黄素能够改善七氟醚诱导成年小鼠

忆提取障碍"其作用机制可能与激活海马神经元自噬

有关)
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