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·论著·

异氟烷预处理或后处理对大鼠局灶性
脑缺血 / 再灌注损伤的影响

李国福 贾佳 符加红 汪海源 吉凯强 臧彬

【摘要】 目的 探讨异氟烷预处理或后处理对大鼠局灶性脑缺血 / 再灌注（I/R）时炎症因子、脂质过氧化

等相关指标的影响。方法 将 32 只 SD 大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、异氟烷预处理组及异氟烷后

处理组 4 组，每组 8 只。对照组不给予异氟烷与脑缺血处理；模型组大鼠接受 90 min 右侧大脑中动脉闭塞

（MCAO）；异氟烷预处理组大鼠在 MCAO 前 24 h 给予 2%异氟烷 30 min；异氟烷后处理组大鼠在 MCAO 后，于

再灌注开始时给予 2%异氟烷 60 min。操作结束 24 h 后取心脏血，检测血清炎症因子白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、

肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）含量及脂质过氧化相关指标丙二醛（MDA）含量和超氧化物歧化酶（SOD）活性。采用

逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）和蛋白质免疫印迹试验（Westen Blot）检测右侧脑组织基质金属蛋白酶

（MMP-2、MMP-9）及紧密连接蛋白闭合蛋白 5（Claudin-5）、咬合蛋白（Occludin）的 mRNA 和蛋白表达。结果

与对照组相比，模型组大鼠血清 IL-1茁（ng/L）、TNF-琢（ng/L）及 MDA（滋mol/L）含量均显著增加，SOD（U/L）活性

则显著下降（IL-1茁：76.81±11.14 比 52.43±8.86，TNF-琢：64.93±10.81 比 33.64±7.94，MDA：8.63±1.42 比

4.14±0.98，SOD：0.95±0.21 比 2.36±0.80，均 P＜0.05）；与模型组比较，经异氟烷预处理或后处理后，大鼠血清

IL-1β、TNF-琢 及 MDA 含量显著下降，SOD 活性则显著回升（IL-1茁：54.37±9.06、56.82±8.67 比 76.81±

11.14，TNF-琢：43.72±6.16、39.49±9.34 比 64.93±10.81，MDA：5.65±0.83、5.82±0.78 比 8.63±1.42，SOD：

1.64±0.47、1.71±0.52 比 0.95±0.21，均 P＜0.05）。同时，I/R 可导致受损脑组织 MMP 表达升高，紧密连接蛋白

表达降低；与模型组比较，经过异氟烷预处理或后处理后，大鼠受损脑组织中 MMP-2 与 MMP-9 的 mRNA 及蛋

白表达均明显下降（MMP-2 mRNA：1.25±0.08、1.32±0.12 比 2.48±0.26，MMP-2 蛋白：1.56±0.09、1.50±

0.08 比 2.12±0.11；MMP-9 mRNA：1.26±0.13、1.20±0.12 比 2.74±0.28，MMP-9 蛋白：1.53±0.04、1.51±

0.05 比 2.23±0.09，均 P＜0.05），而 Claudin-5 和 Occludin 的 mRNA 及蛋白表达均显著回升（Claudin-5 mRNA：

0.40±0.08、0.38±0.06 比 0.28±0.03，Claudin-5 蛋白：0.80±0.06、0.81±0.07 比 0.39±0.02；Occludin mRNA：

0.54±0.07、0.50±0.08 比 0.26±0.06，Occludin 蛋白：0.64±0.06、0.69±0.05 比 0.49±0.02，均 P＜0.05）。结论

异氟烷预处理或后处理均可缓解 I/R 引起的血清中炎症因子分泌及脂质过氧化程度，并可降低大脑组织中 MMP

对紧密连接蛋白的蛋白水解活性，减少紧密连接蛋白的缺失，从而减轻 I/R 损伤。
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Abstract

】

Objective To investigate the effects of preconditioning and postconditioning with isoflurane on
pro-inflammatory cytokines and lipid peroxidation in focal cerebral ischemic/reperfusion （I/R）injury in rats. Methods

Thirty-two Sprague-Dawley （SD）rats were randomly divided into four groups：control group，model group，isoflurane
preconditioning group and isoflurane postconditioning group，with 8 rats in each group. Rats in control group did not
receive any challenge. In rats of model group right middle cerebral artery occlusion（MCAO）was conducted for
90 minutes. Rats in isoflurane preconditioning group received 2% isoflurane exposure for 30 minutes 24 hours before
MCAO for 90 minutes. Rats in isoflurane postconditioning group were given 60-minute 2% isoflurane exposure after
reperfusion of right MCAO. Twenty-four hours after the procedure，all rats were anesthetized with isoflurane，and blood
sample taken from the heart was centrifuged，and the pro-inflammatory cytokines，including interleukin-1茁（IL-1茁）
and tumor necrosis factor-琢 （TNF-琢），and lipid peroxidation products such as malonaldehyde （MDA）and
superoxide dismutase （SOD）were determined. The mRNA and protein expression levels of matrix metalloproteinase
（MMP-2， MMP-9）， tight junction protein Calaudin-5 and Occludin were determined by reverse
transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）and Western Blot. Results Compared with control group，serum
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脑缺血 / 再灌注（I/R）损伤是神经系统的常见多

发病，主要表现为脑出血、脑血栓、短暂性脑缺血发

作等，甚至对神经系统造成不可逆的损伤。研究发

现，采用挥发性麻醉剂异氟烷、七氟烷和地氟烷进行

后处理可对 I/R 后神经细胞产生保护作用［1］，但挥发

性麻醉剂对 I/R 后脑组织炎症反应的影响尚不清

楚。本研究拟建立大鼠大脑中动脉闭塞（MCAO）模

型，观察异氟烷预处理或后处理对大脑缺血后细胞

炎症反应的影响，并探讨其可能的保护机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组：清洁级健康雄性 SD 大鼠

32 只〔由中国医科大学附属盛京医院动物实验中心

提供，动物合格证号：SCXK（京）2009-0004〕，体质量

（281±34）g。按随机数字表法分为对照组、模型组、

异氟烷预处理组和异氟烷后处理组 4 组，每组 8 只。

对照组不给予异氟烷与脑缺血处理；模型组右侧

MCAO 90 min；异氟烷预处理组在 MCAO 前 24 h 给

予 2%异氟烷 30 min；异氟烷后处理组于右侧 MCAO

后，再灌注开始时给予 2%异氟烷 60 min。

1.2 模型建立：采用改良方法［2］复制大鼠 MCAO 模

型。异氟烷麻醉大鼠，气管插管，用纯氧和 2%异氟

烷（由美国 Baxter 公司提供，产品批号 GG522）进行

机械通气。将带有圆头的 3-0 尼龙单丝缝合线通过

右侧颈内动脉置入颅内直到有阻力感，右侧颈总动

脉不结扎，当缝线到达位置后停止异氟烷麻醉，

90 min 后用异氟烷再次麻醉大鼠，取出尼龙线。模型

组和异氟烷预处理组制模后使大鼠立即苏醒；异氟

烷后处理组于 MCAO 后通过气管插管继续使用 2%

异氟烷麻醉 60 min。

本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 检测指标和方法

1.3.1 血清中白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、肿瘤坏死因

子 -琢（TNF-琢）、丙二醛（MDA）含量和超氧化物歧化

酶（SOD）活性检测：心脏取血后，离心取血清，按照

试剂盒说明书进行炎症因子 IL-1茁、TNF-琢 含量及

脂质过氧化相关指标 MDA 含量和 SOD 活性检测。

1.3.2 实时逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测

脑组织基质金属蛋白酶（MMP-2、MMP-9）、闭合蛋

白 5（Claudin-5）和咬合蛋白（Occludin）的 mRNA 表

达：应用 TRIzol 提取脑组织总 RNA，紫外分光光度

计测定总 RNA 的浓度和纯度；逆转录合成 cDNA，

反应总体积 20 滋L。实验所用引物由上海生工生物

工程公司合成。PCR 反应体系：cDNA 模板 1 滋L，

10 滋mol/L 上下游引物各 0.5 滋L，扩增反应预混系统

（SYBR GREEN mastermix）10 滋L，用 ddH2O 补足至

20 滋L。反应条件：95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，

40 个扩增循环。选取 茁- 肌动蛋白（茁-actin）作为内

参照，根据荧光定量分析仪得到的数据，利用 2 -驻驻Ct

法分析各指标 mRNA 表达。

1.3.3 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测脑

组织 MMP-2、MMP-9、Claudin-5 和 Occludin 的蛋白

表达：提取总蛋白，离心取上清液，用 BCA 法进行蛋

白定量，十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE），取聚偏二氟乙烯（PVDF）膜处理后，

放在含一抗 MMP-2（1∶1 000）、MMP-9（1∶2 000）、

Claudin-5（1∶1 000）、Occludin（1∶500）的封闭液中，

4 ℃孵育过夜。经相关处理后将膜放在含辣根过氧

化物酶标记的二抗（1∶4 000）中，37℃孵育 2h。电化

学发光（ECL），凝胶成像系统采集图像。采用 Gel-Pro

Analyzer 4.0 软件进行灰度分析，以各蛋白与内参

levels of IL-1茁（ng/L），TNF-琢（ng/L）and MDA（滋mol/L）were elevated and activity of SOD（U/L）decreased in rats
of model group （IL-1茁：76.81±11.14 vs. 52.43±8.86，TNF-琢：64.93±10.81 vs. 33.64±7.94，MDA：8.63±1.42
vs. 4.14±0.98，SOD：0.95±0.21 vs. 2.36±0.80，all P＜0.05）. After isoflurane preconditioning and postconditioning，
compared with model group，the levels of IL-1茁，TNF-琢 and MDA were lowered，while activity of SOD was increased
（IL-1茁：54.37±9.06，56.82±8.67 vs. 76.81±11.14，TNF-琢：43.72±6.16，39.49±9.34 vs. 64.93±10.81，MDA：
5.65±0.83，5.82±0.78 vs. 8.63±1.42，SOD：1.64±0.47，1.71±0.52 vs. 0.95±0.21，all P＜0.05）. Focal cerebral
I/R injury could lead to an increased expression of MMP accompanied with a decreased expression of tight junction
protein. Compared with model group，after isoflurane preconditioning and postconditioning，it was found that there were
decreased mRNA and protein expression of MMP-2 and MMP-9（MMP-2 mRNA：1.25±0.08，1.32±0.12 vs. 2.48±
0.26，MMP-2 protein：1.56±0.09，1.50±0.08 vs. 2.12±0.11；MMP-9 mRNA：1.26±0.13，1.20±0.12 vs. 2.74±
0.28，MMP-9 protein：1.53±0.04，1.51±0.05 vs. 2.23±0.09，all P＜0.05）and increased levels of Calaudin-5 and
Occludin （Claudin-5 mRNA：0.40±0.08，0.38±0.06 vs. 0.28±0.03，Claudin-5 protein：0.80±0.06，0.81±0.07
vs. 0.39±0.02；Occludin mRNA：0.54±0.07，0.50±0.08 vs. 0.26±0.06，Occludin protein：0.64±0.06，
0.69±0.05 vs. 0.49±0.02，all P＜0.05）. Conclusion Preconditioning and postconditioning with isoflurane can
lower the levels of pro-inflammatory cytokines and the degree of lipid peroxidation，and lower the hydrolytic activity
of MMP to the tight junction protein in cerebral tissue，thereby decrease the loss of tight junction protein and
alleviate I/R injury.

【
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茁-actin 的灰度值比值作为相对表达量进行统计。

1.4 统计学处理：用 SPSS 18.0 软件进行数据处理。

符合正态分布的计量数据以均数±标准差（x±s）表

示，采用单因素方差分析，进行SNK-q 检验以进行

post hoc 分析；不符合正态分布的数据进行秩和的

单因素方差分析。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组大鼠血清 IL-1茁、TNF-琢 比较（表 1）：模

型组血清 IL-1茁 和 TNF-琢 含量较对照组明显增加

（均 P＜0.05）；经异氟烷预处理或后处理后，血清炎

症因子含量较模型组明显下降（均 P＜0.05）。

2.2 各组大鼠血清 MDA、SOD 比较（表 1）：与对照

组比较，模型组血清 MDA 含量显著增加，SOD 活性

明显下降（均 P＜0.05），说明 I/R 导致了脂质过氧化

损伤。与模型组相比，经异氟烷预处理或后处理后，

血清 MDA 含量明显降低，SOD 活性出现回升（均

P＜0.05），说明异氟烷预处理或后处理可减轻脑 I/R

引发的损伤作用。

2.3 各组大鼠脑组织 MMP-2、MMP-9、Claudin-5、

Occludin 的 mRNA 表达（图 1）：与对照组比较，模型

组脑组织 MMP-2、MMP-9 的 mRNA 表达显著升高，

Claudin-5、Occludin 的 mRNA 表达显著下降 （均

P＜0.05）。与模型组相比，经异氟烷预处理或后处

理后脑组织 MMP-2、MMP-9 的 mRNA 表达明显下

降，Claudin-5、Occludin 的 mRNA 表达有所回升（均

P＜0.05）。

2.4 各组大鼠脑组织 MMP-2、MMP-9、Claudin-5、

Occludin 的蛋白表达（图 2；表 2）：异氟烷预处理或

后处理可明显减少 I/R 所致的 MMP-2、MMP-9 蛋白

表达升高和 Claudin-5、Occludin 蛋白表达降低（均

P＜0.05）。

表

1 异氟烷预处理或后处理对 MCAO 大鼠血清 IL-1茁、

TNF-琢、MDA 含量及 SOD 活性的影响（x±s）

注：MCAO 为大脑中动脉闭塞，IL-1茁 为白细胞介素 -1茁，TNF-琢

为肿瘤坏死因子 -琢，MDA 为丙二醛，SOD 为超氧化物歧化酶；与对

照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

组别
动物数

（只）

IL-1茁

（ng/L）

TNF-琢

（ng/L）

MDA

（滋mol/L）

SOD

（U/L）

对照组 8 52.43± 8.86 33.64± 7.94 4.14±0.98 2.36±0.80
模型组 8 76.81±11.14a 64.93±10.81a 8.63±1.42a 0.95±0.21a

54.37± 9.06b 43.72± 6.16b 5.65±0.83b 1.64±0.47b

56.82± 8.67b 39.49± 9.34b 5.82±0.78b 1.71±0.52b
预处理组 8
后处理组 8

注：MCAO 为大脑中动脉闭塞，MMP-2、-9 为基质金属蛋白酶 2 和 9，Claudin-5 为闭合蛋白 5，Occludin 为咬合蛋白；

与对照组比较，aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

图 1 异氟烷预处理或后处理对 MCAO 大鼠脑组织 MMP-2、MMP-9、Claudin-5 和 Occludin mRNA 表达的影响
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MCAO 为大脑中动脉闭塞，MMP-2、-9 为基质金属蛋白酶 2 和 9；

Claudin-5 为闭合蛋白 5，Occludin 为咬合蛋白、

茁-actin 为 茁- 肌动蛋白

图 2 蛋白质免疫印迹试验检测各组 MCAO 大鼠脑组织 MMP-2、

MMP-9、Claudin-5 和 Occludin 的蛋白表达
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3 讨 论

人口老龄化使缺血性脑血管疾病罹患率逐年上

升，由此导致的致死率及致残率给社会和家庭造成

严重威胁。最新的脑梗死治疗指南中要求，出现症状

的 4.5 h 内可进行溶栓治疗，但溶栓造成的 I/R 损伤

又可引起二次损伤［3］。而在重症监护病房（ICU），经

常会遇到严重低血压、休克甚至心搏骤停的患者，虽

经全力救治患者得以存活，有时亦有不同程度的意

识恢复，但随之又会出现再度的意识障碍，使患者成

为植物人或遗留精神及智力障碍。如果多器官功能

受累，最终会导致多器官功能障碍综合征（MODS）

而死亡。究其原因，脑 I/R 损伤所起作用很大。深入

研究脑 I/R 损伤的机制，对降低患者病死率及伤残

率社会意义重大。

目前，基于 I/R 损伤的机制研究，许多学者关注

在兴奋性神经毒性、钙离子超载、炎症反应及脂质过

氧化损伤等方面。其中炎症反应和脂质过氧化损伤

是脑 I/R 损伤的主要机制之一［4］。

TNF-琢 和 IL-1茁 是重要的炎症介质，在中枢神

经系统中，主要由小胶质细胞和星形胶质细胞等分

泌。正常生理条件下，TNF-琢 和 IL-1茁 对机体的内

环境稳定和生长发育等具有重要作用；而在病理状

态下，TNF-琢 和 IL-1茁 的异常表达及由此诱使各种

炎症因子“瀑布式”释放，导致过度炎症反应的发生，

加重组织细胞损伤［5］。IL-1茁 是炎症应答过程中重

要的调节因子之一，脑缺血时 IL-1茁 与其他分子相

互作用可间接加重缺氧性脑损伤［6］，如通过 MMP 加

重脑损伤［7］。TNF-琢 是一种促炎因子，可通过增加一

氧化氮（NO）的毒性 ［8-9］、促进 N- 甲基 -D- 天冬氨

酸受体激活及钙超载损伤的级联反应［10］、诱导合成

急性反应期蛋白［11］等加重炎症性脑损伤。

MDA 是氧自由基与生物膜不饱和脂肪酸发生

脂质过氧化反应的代谢产物，其含量的变化间接地

反映了组织中氧自由基含量的变化。因此，通过测定

MDA 含量可以估计脑组织中氧自由基水平和脂质

过氧化反应的强弱［12］。SOD 通过歧化的方式清除超

氧阴离子自由基，是机体内的主要抗氧化酶之一，对

人体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要的作用。

SOD 活性降低提示存在自由基损伤，所以 SOD 的活

性可反映机体清除氧自由基的能力［13］。

MMP 是分解细胞外基质（ECM）中最重要的蛋

白酶。研究显示，脑 I/R 后出现 MMP 尤其是 MMP-9

及 MMP-2 活性增加，可降解 ECM，破坏血脑屏障，

改变血管通透性，参与血管源性脑水肿［14-15］。

预处理及后处理方法在器官 I/R 损伤方面的保

护作用得到了许多实验证实，尤其是后处理方法更

适用于临床，因而得到了更多学者的青睐。Rehni 和

Singh［16］将小鼠双侧颈动脉夹闭 10 min 制备脑 I/R 模

型，继以缺血后处理的方法给予干预（夹闭双侧颈动

脉 10 s、放开 10 s，如此 3 个循环），24 h 后进行神经

功能评分，结果发现后处理对 24 h 后小鼠的神经功

能有明显的改善作用。Zhao 等［17］在犬的在体 I/R 模

型中，于缺血 1 h 结束后分别给予 30 s 的缺血和再

灌注 3 个循环，然后进行较长时间的再灌注，发现可

明显缩小心肌梗死面积。Zhao 等［18］应用大鼠大脑中

动脉永久性闭塞加双侧颈总动脉临时性夹闭制备脑

梗死模型，利用缺血后处理的方法进行干预，发现脑

梗死体积可减少 17%～80%。然而通过机械阻断来

实现后处理本身也会对组织造成一定的损伤，这样

的后处理方法临床应用起来也不方便。

为了更加适用于临床，许多学者开始致力于药

物预处理及后处理的研究：即通过药物激发或模拟

机体自身内源性保护物质而呈现保护作用，这样以

药物替代缺血刺激，克服了缺血损伤的弊端，在临床

上更具有实用价值。近来研究表明，吸入麻醉药如异

氟烷和七氟烷等均可对 I/R 损伤的组织产生保护作

用［19-23］。Wise-Faberowski 等［24］于 2001 年首次报道异

氟烷处理可减少氧糖剥夺导致的神经细胞凋亡。本

课题组前期研究报道了挥发性麻醉剂后处理对神经

细胞 I/R 损伤有保护作用［25］。Krolikowski 等［26］在兔

在体心肌 I/R 模型中观察到，于再灌注前 3 min 至再

灌注后 2 min 时间内吸入挥发性麻醉药异氟烷，可

减小心肌梗死面积。亦有一些学者正在致力于某些

静脉药品如丙泊酚等预处理及后处理对重要器官功

能的保护作用［27-29］。

本研究对脑 I/R 后大脑的炎症反应等进行了探

讨。脑缺血后，脑巨噬细胞，诸如小胶质细胞、外周血

白细胞的浸润产生炎症反应。这些细胞释放的细胞

表

2 异氟烷预处理或后处理对 MCAO 大鼠脑组织 MMP-2、

MMP-9、Claudin-5 和 Occludin 蛋白表达的影响（x±s）

注：MCAO 为大脑中动脉闭塞，MMP-2、-9 为基质金属蛋白酶 2

和 9，Claudin-5 为闭合蛋白 5，Occludin 为咬合蛋白；与对照组比较，

aP＜0.05；与模型组比较，bP＜0.05

组别
动物数

（只）

MMP-2

蛋白

MMP-9

蛋白

Claudin-5

蛋白

Occludin

蛋白

对照组 8 1.00±0.04 1.00±0.05 1.00±0.08 1.00±0.07
模型组 8 2.12±0.11a 2.23±0.09a 0.39±0.02a 0.49±0.02a

1.56±0.09b 1.53±0.04b 0.80±0.06b 0.64±0.06b

1.50±0.08b 1.51±0.05b 0.81±0.07b 0.69±0.05b
预处理组 8
后处理组 8
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因子及其他细胞毒素如蛋白酶和自由基等可对脑细

胞造成损害，抑制这种炎症反应可以减轻神经元损

伤。脑 I/R 损伤是许多疾病的基本病理生理机制，近

些年来，预处理和后处理被认为是两种最具前景的

减轻大脑缺血损伤的干预措施。已有研究表明，异氟

烷预处理可减轻脑 I/R 损伤［20-21］；同时，异氟醚预处

理可以通过抑制 Toll 样受体 4- 髓样分化抗原 88

（TLR4-MyD88）信号通路，减轻炎症反应，从而减轻

大鼠局灶性脑 I/R 损伤［30］。本研究结果表明，与对照

组比较，模型组大鼠血清 IL-1茁、TNF-琢 和 MDA 含

量明显升高，而 SOD 活性明显下降；经异氟烷预处

理与后处理后，炎症因子水平存在下降趋势，脂质过

氧化损伤也有所缓解，同时可降低 I/R 导致的

MMP-2、MMP-9 表达升高和 Claudin-5、Occludin 表

达降低，说明异氟烷预处理或后处理可能通过减少

MMP-2 和 MMP-9 的蛋白合成，抑制其对紧密连接

蛋白 Claudin-5 和 Occludin 的蛋白水解活性，减少

紧密连接蛋白的缺失，从而保护血脑屏障，减轻 I/R

损伤。
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