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摘要 研究竹叶黄酮对异氟醚吸入诱发老年大鼠神经细胞凋亡及认知功能障碍的影响．分离培养原代海马神经细胞，暴露于

体积分数为 2%异氟醚 6 h后，分别给予 50、80及 100 mg/L竹叶黄酮处理，MTT法检测细胞增殖能力，流式细胞仪检测细
胞凋亡情况．大鼠经吸入 1.4%体积的异氟醚 2 h后，分别于 1～5 d连续腹腔注射 25、 50、 100 mg/kg竹叶黄酮，于第 6天
进行水迷宫实验检测大鼠空间学习记忆能力，ELISA法检测海马组织匀浆中的 A茁1-42、TNF-琢、INF-酌含量．结果发现，竹叶
黄酮可显著促进海马神经细胞的增殖，并且抑制异氟醚所致的海马神经细胞凋亡．与异氟醚单独处理组相比较，各浓度竹叶

黄酮可显著降低大鼠逃避潜伏期并增加大鼠过台次数，ELISA结果显示竹叶黄酮可显著抑制海马组织中 A茁1-42、TNF-琢及
INF-酌的表达．表明竹叶黄酮可增强大鼠抗炎能力，抑制海马组织中 A茁1-42的产生，从而抑制异氟醚所致的老年大鼠神经损

伤及认知功能障碍．
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术后认知功能障碍 (postoperative cognitive
dysfunction，POCD)是临床手术后常见的中枢神经
系统并发症，具体表现为在手术麻醉结束后一段时

间内，患者出现记忆受损、精神错乱、内心焦虑

以及短时间性格改变等症状，在老年患者中较为常

见[1]，常会导致病死率增加、康复延迟，重者会发

展为阿尔茨海默病(Alzheimer disease，AD)[2]．麻醉

被认为是除年龄外对患者记忆力影响最大的风险因

素[3]，麻醉药物的细胞毒性以及对中枢神经系统的

抑制作用，可能是术后认知功能障碍的发病机

制[4-5]．如异氟醚可引起神经毒性，并且通过促样

淀粉蛋白(A茁)聚集，导致 POCD的发生[6]．异氟醚

可通过诱导细胞损伤及海马体中免疫介质的过度表

达最终导致大鼠认知功能障碍的发生 [7-10]．如

Fidalgo等[11]研究表明 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6的过量
释放会导致术后认知功能的产生，Li等[12]研究表明

老年患者血清中的 IL-6和 S-100茁蛋白水平显著增
加，并且 IL-6和 S-100茁也可以作为 POCD发生的
预测参数．因此，探明麻醉药物的细胞毒性机制以

及减缓麻醉药物带来的细胞毒性及炎症反应，保证

患者，尤其是老年患者的麻醉安全，是当下神经生

物学及麻醉医学的研究热点．

淡竹叶是一味清热解毒药[13-14]，其主要活性物

质为竹叶黄酮(bamboo leaf flavonoids，BLF)，具有
抗脂质过氧化、清除羟自由基和调节血脂功能及抗

过敏、抗炎、提高机体免疫能力、抗肿瘤、保护心

血管等功能[10-12]．有研究报道，竹叶黄酮可能具有

潜在的神经保护作用 [15]，但具体作用机制尚不清

楚．因此，本文旨在研究竹叶黄酮对异氟醚所致的

海马神经细胞凋亡及认知功能障碍的影响．

1 材料及方法

1援1 动物

雄性 SD大鼠，20月龄，体重(500依50) g，购
于济南市金丰实验动物有限公司．
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1援2 试剂及其他

异氟醚购于美国 Baxter 公司；竹叶黄酮购
于宁波德康生物制品有限公司，含量逸80%；
胰酶、DMEM 培养液、胎牛血清、DMSO、3-(4,
5- dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium
bromide(MTT)、兔抗小鼠 anti-NF-200 IgG、兔抗小
鼠 anti-Neu-N IgG、TNF-琢和 INF-酌 ELISA试剂盒
均购于 Sigma公司；A茁1-42 ELISA试剂盒购于美国
R&D 公司；Ste-phan ARTEC-C 麻醉机购于德国
Drager公司；Morris恒温水迷宫购于北京众实迪创
科技发展有限责任公司．

1援3 方法

动物分为离体实验组及在体实验组．a．离体
实验组先分离大鼠海马神经细胞，然后用 2%体积
的异氟醚处理 6 h，最后不同浓度竹叶黄酮进行处
理，分别为：空白对照组(CK)，2%异氟醚组(2%
isoflurane)， 2%异氟醚 + 50 mg/L 竹叶黄酮 (2%
isoflurane + 50 mg/L BLF)组，2%异氟醚+80 mg/L
竹叶黄酮(2% isoflurane + 80 mg/L BLF)组，2%异氟
醚+100 mg/L竹叶黄酮(2% isoflurane+100 mg/L BLF)
组．每组实验均设置独立重复实验 3次．b．在体
实验分组为(共 40只大鼠，每组 8只)：空白对照
组，1.4%异氟醚组，竹叶黄酮(25、 50、 100 mg/kg)
组．将异氟醚组和竹叶黄酮组动物置于麻醉诱导箱

内吸入体积分数为 1.4%的异氟醚与 O2(2 L/min)的
混合气体 2 h．于吸入异氟醚 1～7 d连续腹腔注射
25、 50、 100 mg/kg竹叶黄酮，对照组则注射等量
生理盐水溶液．不同浓度的竹叶黄酮均用生理盐水

进行溶解．

1援4 海马神经细胞的分离及原代培养

将 SD大鼠断头处死，经 75%酒精消毒后，剪
开皮肤，分离颅骨，暴露双侧大脑，分离双侧大脑

半球，置于含 D-Hank’s液的培养皿中．分离皮层，
暴露出海马组织，小心取出并放于含 D-Hank’s液
中反复清洗 3次，去除脑膜和表面血管．分离血丝
和脑膜，即得海马组织．所得的海马组织用眼科

剪剪成约 1 mm3 的小块，用 0.125%的胰酶消化
25 min后，加入含 15%胎牛血清的 DMEM培养液
终止消化．800 r/min离心 10 min后，弃掉培养液，
用尖端已被火焰抛光的弯头吸管缓慢吹打至混匀，

静置 5 min，所得的上液为海马神经细胞悬液．将
细胞以 4伊105/ml的浓度接种于 6 cm培养皿中，于
37℃ 5% CO2的培养箱中进行培养．倒置显微镜下

观察海马神经细胞．

1援5 NeuN免疫组化法鉴定海马神经细胞
取出培养至第 8 d的细胞，PBS清洗后，加入

4%多聚甲醛固定细胞 30 min，滴加过氧化物酶阻
断液孵育 5 min，再滴加正常山羊血清封闭液室温
孵育 15 min，吸掉多余液体，加入鼠抗 NeuN单克
隆抗体，4℃孵育过夜；PBS清洗后，加入生物素
标记的羊抗鼠 IgG抗体；加入辣根酶标记的链酶卵
白素，孵育 10 min；PBS 清洗，加入 DAB 显色
液，再经苏木素复染 10～15 s，1%盐酸酒精分化，
自来水冲洗，酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封

片．最后用 Image-Pro Plus6.0图像分析系统进行图
像分析．

1援6 MTT法检测细胞增殖
将培养至第 7 d的细胞接种于 96 孔板中，然

后将其放于透明聚乙烯塑料盒子中，其一侧为进气

口．再置于 37℃培养箱中．2%体积的异氟醚由
Ste-phan ARTEC-C 麻醉机提供，载气为空气+5%
CO2，通过密闭管道经进气口通入装有孔板的盒子

里，处理 6 h．按照 1援3步骤中所示各组进行竹叶
黄酮处理，分别于处理 24、48 及 72 h 后加入
20 滋l MTT 溶液(终浓度 为 5 g/L)，继续培养 3 h
后，弃掉上清培养液，加入 200 滋l DMSO，振荡混
合后，于酶标仪 490 nm处检测吸光度值．
1援7 流式细胞仪检测细胞凋亡

将培养于 6 cm培养皿中的细胞取出放于透明
聚乙烯塑料盒子中，其一侧为进气口，再置于

37℃培养箱中．2%体积的异氟醚由 Ste-phan
ARTEC-C 麻醉机提供，载气为空气+5% CO2，通

过密闭管道经进气口通入装有孔板的盒子里，处理

6 h 后，按照 1.3 步骤所示的体外各组进行处理，
48 h 后，先用 PBS 将细胞清洗 3 次，加入 0.25%
胰酶轻轻吹打至悬浮状态．加入 100 滋l缓冲液、
5 滋l Annexin 吁-FITC 及 0.5 mg/L PI，于 4℃避光
放置 15 min．最后于流式细胞仪检测细胞凋亡情况.
1援8 Morris水迷宫实验

按照 1.3中所述各组体内实验处理完大鼠后的
第 7 d进行水迷宫实验．训练前一天将大鼠放入无
站台的池中自由游泳，以适应环境和剔除漂浮且停

留的大鼠．a．定位航行实验测试：将大鼠面向池
壁放入水中，从入水到找到隐蔽平台的时间记为潜

伏期，若没找到则将其引导至平台停留数秒并记潜

伏期为 60 s，总共持续 5天，每天分别从 4个象限
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将大鼠放入水中训练并记录时间，取其平均潜伏期

作为成绩．b．空间探索实验：第 6天游泳训练需
撤去平台，记录大鼠在 60 s内穿过平台位置的次数.
1援9 ELISA

水迷宫实验结束后，将大鼠处死并分离海马组

织．严格按照相对应的 ELISA试剂盒说明书检测
A茁1-42、TNF-琢、INF-酌的含量．
1援10 统计学分析

采用 SPSS16.0软件进行统计学分析，所有数
据均以 x 依 s 表示，P < 0.05，代表差异具有统计学
意义．

2 结 果

2援1 原代海马神经细胞的鉴定

倒置显微镜下观察，海马神经细胞生长状态良

好，胞体丰满(图 1a)．NeuN免疫组化法鉴定海马
神经细胞，细胞内有大量棕黄色阳性颗粒(图 1b)，
说明海马神经细胞培养成功．

2援2 竹叶黄酮提高异氟醚作用下的海马神经细胞

的生存能力

为了研究竹叶黄酮对异氟醚所致的海马神经细

胞增殖能力下降的影响，将细胞先用 2%异氟醚处
理 6 h，再经不同浓度竹叶黄酮处理后，继续培养
24、48以及 72 h后，MTT法检测了竹叶黄酮对海
马神经细胞增殖的影响．与空白组相比较，海马神

经细胞经 2%异氟醚处理后，其增殖能力显著下
降．与 2%异氟醚组相比较，不同浓度竹叶黄酮处
理后，细胞增殖能力显著上升，尤其是 80 mg/L竹
叶黄酮作用 48 h的效果最为显著，P < 0.05(图 2)．

2援3 竹叶黄酮抑制异氟醚引起的细胞凋亡

由 2.2结果可知，竹叶黄酮在作用 48 h后其作
用最为显著，因此，本步骤继续研究异氟醚及异氟

醚和竹叶黄酮共同处理 48 h后对海马神经细胞凋
亡的影响．与空白对照组相比较，海马神经细胞经

2%异氟醚处理后，其凋亡率显著上升，为 42.5%；
与异氟醚单独处理组相比较，海马神经细胞经异氟

醚和竹叶黄酮共同处理后，其凋亡率显著下降，且

80 mg/L竹叶黄酮的凋亡率下降最为明显，P < 0.05
(图 3)．
2援4 竹叶黄酮可改善异氟醚引起的空间学习记忆

功能损害

为了进一步研究竹叶黄酮对神经的保护作用，

先将大鼠用 1.4%异氟醚处理 2 h 后，再连续腹腔
注射 25、 50、100 mg/kg竹叶黄酮．水迷宫实验结
果显示，与空白对照组相比较，1.4%异氟醚处理
组大鼠在训练第 2～5 d的平均逃避潜伏期显著上
升，P < 0.05，而与单独 1.4%异氟醚处理组大鼠相
比较，竹叶黄酮和异氟醚共同处理组的大鼠平均逃

避潜伏期显著下降，P < 0.05(图 4a)．与空白对照
组相比较，异氟醚处理组大鼠过台次数显著下降；

而与异氟醚组相比较，异氟醚与竹叶黄酮共同处理

组大鼠的过台次数显著上升，P < 0.05(图 4b).

Fig. 1 The identification of hippocampal neurons
(a) The hippocampal neurons that cultured for 7 days were observed in

inverted microscope (伊200). (b) Hippocampal neurons was identified by

NeuN immunohistochemistry (伊200).
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Fig. 2 The effect of bamboo leaf flavonoids(BLF) on the
the proliferation of hippocampal neurons that

induced by isoflurane
After hippocampal neurons was treated with 1: CK; 2: 2% isoflurane; 3:

2% isoflurane+50 mg/L BLF; 4: 2% isoflurane+80 mg/L BLF; 5: 2%

isoflurane+100 mg/L BLF for 24, 48 and 72 h, MTT method was used to

measure the cell proliferation, respectively. *P < 0.05 vs control; #P <

0.05 vs 2% isoflurane group. : 24 h; : 48 h; : 72 h;
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2援5 竹叶黄酮抑制异氟醚所引起的海马组织匀浆

中 A茁1鄄42的产生

与空白对照组相比较，异氟醚处理组大鼠海马

组织匀浆中 A茁1-42含量显著上升；与异氟醚组相比

较，竹叶黄酮和异氟醚共同处理组 A茁1-42含量显著

下降，P < 0.05(图 5)．
2援6 竹叶黄酮可提高异氟醚处理后大鼠的抗炎能力

与空白对照组相比较，1.4%异氟醚处理后，
海马组织中的 TNF-琢 和 INF-酌含量显著上升；与
异氟醚组相比较，竹叶黄酮和异氟醚共同处理组海

Fig. 3 Bamboo leaf flavonoids decreased the apoptosis of hippocampal neurons that induced by isoflurane
After hippocampal neurons was treated with 2% isoflurane, 2% isoflurane + 50 mg/L bamboo leaf flavonoids, 2% isoflurane + 80 mg/L bamboo leaf

flavonoids, 2% isoflurane + 100 mg/L bamboo leaf flavonoids for 48 h, flow cytometry was used to measure the cell apoptosis respectively. *P < 0.05 vs
control; #P < 0.05 vs 2% isoflurane group. 1: CK; 2: 2% isoflurane; 3: 2% isoflurane+50 mg/L BLF; 4: 2% isoflurane+80 mg/L BLF; 5: 2% isoflurane+
100 mg/L BLF.

103

102 103 104 105

102

104

105

CK

(a)

103

102 103 104 105

102

104

105

2% Isoflurane

103

102 103 104 105

102

104

105

Isoflurane + 50 mg/L BLF

103

102 103 104 105

102

104

105

103

102 103 104 105

102

104

105
Isoflurane+100 mg/L BLFIsoflurane+80 mg/L BLF

10

0
1

20

30

40

50

2

*

3 4 5

#

#

#

(b)

Annexin V FITC

20

0
1 d

40

60

80

2 d 3 d 4 d 5 d

##
#*##

#*##
*##

*

(a)

2

0
1 2

*

3 4 5

#
#

#

(b)

4

6

8

Fig. 4 Bamboo leaf flavonoids alleviates isoflurane鄄induced cognitive impairment in aged rats
After rats were inhaled with 1.4% isoflurane for 2 h, and injected intraperitoneally with 25, 50 and 100 mg/kg of bamboo leaf flavonoids for 5

consecutive days. The cognitive functions were examined by Morris water maze. (a) Average escape latent period. : CK; : 1.4% isoflurane; :

Isoflurane+25 mg/kg BLF; : Isoflurane+50 mg/kg BLF; : Isoflurane+100 mg/kg BLF. (b) The frequency of crossing platform. *P < 0.05 vs
control; #P < 0.05 vs 1.4% isoflurane group. 1: CK; 2: 1.4% Isoflurane; 3: Isoflurane+25 mg/kg BLF; 4: Isoflurane+50 mg/kg BLF; 5: Isoflurane +
100 mg/kg BLF.
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马组织中的 TNF-琢 和 INF-酌 含量显著下降，P <
0.05(图 6)，说明竹叶黄酮可抑制异氟醚所引起的
TNF-琢和 INF-酌含量的增加．

3 讨 论

大量的动物实验证明，大鼠暴露于吸入麻醉药

物后，神经细胞发生凋亡、神经出现广泛退行性

变，之后出现学习认知功能障碍．而越来越多的研

究报道中药可以有效地提高认知功能．姜黄素可改

善高浓度七氟醚所致的老年 SD大鼠学习记忆力损
害[16]；红景天苷可以改善阿尔茨海默病大鼠的认知

功能障碍[17]；当归可减少 A茁诱导的大鼠记忆力损
伤[18]；竹叶黄酮可通过抗自由基，抑制炎症反应和

减少细胞凋亡来保护大鼠心肌缺血、再灌注损伤[19].
高扬等 [20]研究表明竹叶黄酮可抑制 UVB 导致的
HaCaT细胞损伤并提高其细胞生成率；高飞等[15]研

究表明竹叶黄酮通过上调 NGF的表达刺激神经细
胞突触的生长，提示其可能具有潜在的神经保护作

用．本文研究结果发现竹叶黄酮能显著抑制异氟醚

所致的大鼠海马神经细胞的凋亡，且水迷宫实验结

果显示竹叶黄酮可显著降低大鼠逃避潜伏期及增加

过台次数，表明竹叶黄酮具有改善异氟醚所引起的

海马神经细胞凋亡及认知功能损伤的作用．

A茁的生成、聚集和沉积是认知功能损害相关
疾病的重要病理学基础．有研究表明 2%异氟醚处
理人胶质瘤细胞 6 h后，可显著促进 A茁的生成[21].
也有研究表明黄酮类药物可通过抑制 A茁的生成改
善认知功能障碍，如川皮苷可显著抑制阿尔茨海默

病模型小鼠大脑中 A茁的生成，从而改善认知功能
障碍[22]，染料木黄酮可改善由 A茁诱导的突触功能
障碍[23]，银杏黄酮 EGb761通过抑制大脑中 A茁的
聚集缓解 AD的发展[24]．本文研究结果也显示 1.4%
异氟醚处理大鼠后，海马匀浆中的 A茁含量显著增
加，但不同浓度竹叶黄酮处理后可显著抑制 A茁的
生成，表明竹叶黄酮改善异氟醚所致的认知功能障

碍可能与抑制 A茁的生成有关．
研究报道认知功能障碍可能与中枢神经系统炎

症反应有关，如促炎因子的过度释放是异氟醚诱导

老年大鼠认知损伤的一个重要机制．而 TNF-琢和
IFN-酌在炎症反应中发挥重要的作用，它们可减少
胰岛素降解酶的表达，减弱小胶质细胞降解 A茁的
能力[25]．而竹叶黄酮具有提高免疫功能的作用，如

一定剂量的竹叶黄酮可通过促进小鼠脾脏细胞

IFN-酌的产生与分泌，进一步激活 NK细胞，刺激
B细胞分泌抗体，从而增强小鼠的免疫调节能力[26].
本文研究结果显示，异氟醚处理后，海马组织匀浆

中的 TNF-琢和 IFN-酌的含量显著上升，而竹叶黄
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Fig. 5 Bamboo leaf flavonoids inhibited the production
of A茁 that induced by 1.4% isoflurane

After Morris water maze conducted, the hippocampus were isolated for

the determinations of A茁1-42 by ELISA. *P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs
1.4% isoflurane group. 1: CK; 2: 1.4% Isoflurane; 3: Isoflurane+25 mg/kg

BLF; 4: Isoflurane+50 mg/kg BLF; 5: Isoflurane+100 mg/kg BLF.

Fig. 6 Bamboo leaf flavonoids increased the
anti鄄inflammatory ability of rats after

inhaled with 1.4% isoflurane
After Morris water maze conducted, the hippocampus were isolated

for the determinations of TNF-琢 and INF-酌 by ELISA. (a) The

concentration of TNF-琢. (b) The concentration of INF-酌. *P < 0.05 vs
control; #P < 0.05 vs 1.4% isoflurane group. 1: CK; 2: 1.4% Isoflurane;

3: Isoflurane+25 mg/kg BLF; 4: Isoflurane+50 mg/kg BLF; 5: Isoflurane+
100 mg/kg BLF.
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酮处理后则可显著降低二者的表达，提示竹叶黄酮

可通过增强大鼠抗炎能力进而抑制异氟醚所致的神

经毒性．

综上所述可知，竹叶黄酮可增强大鼠抗炎能力

且抑制 A茁的产生，缓解异氟醚所致的神经毒性及
认知功能障碍，为竹叶黄酮应用于神经保护方面提

供了理论基础．
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Bamboo Leaf Flavonoids Alleviates Isoflurane鄄induced
Cognitive Impairment in Aged Rats

LIU Zhan1)*, LIU Yan-Feng2)

(1) Department of Anesthesia, Nanyang City Center Hospital, Nanyang 473000, China;
2) Department of Anesthesia, The First A ffiliated Hospital of Nanyang Medical College, Nanyang 473000, China)

Abstract To examine the effect of bamboo leaf flavonoids on isoflurane-induced neuronal apoptosis and
cognitive impairment in aged rats. The primary hippocampal neurons were isolated and cultured. After
hippocampal neurons were treated with 2% isoflurane for 6 h, and treated with 50, 80 and 100 mg/L of bamboo
leaf flavonoids, the cell proliferation was measured by MTT method and cell apoptosis was measured by
flow cytometry. The rats were inhaled with 1.4% isoflurane for 2 h, and injected intraperitoneally with 25, 50 and
100 mg/kg of bamboo leaf flavonoids for 5 consecutive days. The cognitive functions were examined by Morris
water maze. The hippocampus were isolated for the determinations of A茁1-42, TNF-琢 and INF-酌 by ELISA. Results
showed that bamboo leaf flavonoids significantly increased the proliferation of hippocampal neurons and
suppressed hippocampal neurons apoptosis compared with isoflurane treatment only. The result of Morris water
maze showed that bamboo leaf flavonoids significantly decreased average escape latent period and increased the
frequency of crossing platform. The results of ELISA showed that bamboo leaf flavonoids suppressed the
expression of A茁1-42, TNF-琢 and INF-酌 in hippocampus. Our findings suggested that bamboo leaf flavonoids
enhanced immunity of aged rats and suppressed the expression of A茁1-42, leading to the inhibition of
isoflurane-induced neuronal apoptosis and cognitive impairment.
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