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摘要　 目的　 探讨紫草酸甲酯（ＰＡＭＥ）对小鼠术后学习记

忆障碍的影响及机制。 方法　 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠随机分

为 Ｓｈａｍ 组、手术组、手术 ＋ ＰＡＭＥ 组（ ＰＡＭＥ 组）、手术 ＋
ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４（Ｎｏｘ４）腺相关病毒过表达组（Ｎｏｘ４ 过表达

组）、手术 ＋ Ｎｏｘ４ 腺相关病毒空载组（ＡＡＶ 空载组）、手术 ＋
ＰＡＭＥ ＋ Ｎｏｘ４ 过表达组（ＰＮ 组）。 手术模型采用剖腹探查

术，ＰＡＭＥ（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）给药时间为术后连续灌胃 ７ ｄ，Ｎｏｘ４ 腺

相关病毒在手术前 ２８ ｄ 注射到海马脑区。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实

验和条件性恐惧实验检测小鼠学习记忆能力；免疫荧光观察

Ｎｏｘ４ 表达变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｏｘ４、长链脂酰辅酶 Ａ
合成酶 ４ （ＡＣＳＬ４）和谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ＧＰＸ４）表达；
分光光度法检测活性氧（ＲＯＳ）和铁含量。 结果　 与 Ｓｈａｍ 组

相比，手术组、Ｎｏｘ４ 过表达组、ＡＡＶ 空载组小鼠学习记忆能

力下降，Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４ 表达升高，ＧＰＸ４ 表达降低，ＲＯＳ、铁含

量增加，ＰＡＭＥ 治疗后小鼠术后学习记忆能力改善，海马神

经元 Ｎｏｘ４ 和铁死亡减轻。 结论　 ＰＡＭＥ 治疗后可提高术后

小鼠学习记忆能力，与其抑制海马 Ｎｏｘ４ 介导的铁死亡有关。
关键词　 紫草酸甲酯；学习记忆；ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４；铁死亡；
海马

中图分类号　 Ｒ ９６４
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２３）０７ － １０７１ － ０６
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． ０７． ００２

　 　 学习记忆障碍是麻醉和手术后常发生的并发

症，严重影响患者生活质量并增加医疗费用及社会

负担［１ － ３］。 研究［４ － ５］ 表明，学习记忆障碍潜在的发

生机制是麻醉和手术引起的神经炎症和氧化应激。
紫草酸甲酯（ ｐａｅｄｅｒｏｓｉｄｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ，ＰＡＭＥ）
是从鸡矢藤中提取的环烯醚萜类单体，具有抗炎、抗
氧化应激和镇痛等作用［６ － ７］。 因此，ＰＡＭＥ 可能具

有改善学习记忆障碍的潜在药理作用。 研究表明，
ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４（ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ４，Ｎｏｘ４）介导的

氧化应激水平增加引起铁死亡［８］，且海马区铁死亡

会导致患有脓毒症相关性脑病的大鼠发生学习记忆

障碍［９］。 ＰＡＭＥ 具有抗氧化应激作用，其对 Ｎｏｘ４ 介

导的氧化应激水平增加引起的铁死亡及其导致的学

习记忆障碍是否产生抑制作用尚无报道。 因此，该
研究建立剖腹探查术小鼠动物模型，使用 ＰＡＭＥ 进

行干预治疗，观察其对术后小鼠学习记忆的作用及

其与 Ｎｏｘ４ 介导的铁死亡途径的关系。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂和仪器　 ＰＡＭＥ（货号：ＨＹ⁃Ｎ２４３３，美
国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；异氟烷（货号：Ｒ５１０⁃２２，深圳市瑞

沃德生命科技有限公司）；Ｎｏｘ４ 过表达 ＡＡＶ 病毒

（上海汉恒生物科技有限公司）；Ｎｏｘ４ 抗体（货号：
ａｂ１３３３０３）、 山 羊 抗 兔 ＴＲＩＴＣ 荧 光 二 抗 （ 货 号：
ａｂ８１３５）（英国 Ａｂｃａｍ 公司）；长链脂酰辅酶 Ａ 合成

酶 ４（ ｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ ａｃｙｌ ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ４，ＡＣＳＬ４）抗体

（货号：Ａ０４３７２⁃２）、谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉ⁃
ｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）抗体（货号：ＢＭ５２３１）（武汉

博士德生物工程有限公司）；ＧＡＰＤＨ（货号：ＴＡ⁃０８）、
山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（货号：ＺＢ⁃２３０１）、山羊抗小鼠

ＩｇＧ 二抗（货号：ＺＢ⁃２３０５） （北京中杉金桥生物技术

有限公司）；组织铁检测试剂盒（货号：Ａ０３９⁃２⁃１）、
活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ） 检测试剂盒

（货号：Ｅ００４⁃１⁃１）（南京建成生物工程研究所）。
小动物麻醉机（型号：Ｒ５００，深圳市瑞沃德生命

科技有限公司）；低温高速离心机（型号：１⁃１４ｋ，德国

Ｓｉｇｍａ 公 司）； 激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 （ 型 号：
ＬＳＭ７１０，德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司）；Ｌａｂｍａｚｅ 动物行为学

分析系统（型号：Ｖ３． ０）、小鼠脑立体定位仪（型号：
ＺＳ⁃ＦＤ，北京众实迪创科技发展有限责任公司）；电
泳槽 （型号：ＤＹＣＺ⁃２１，北京六一生物科技有限公

司）；精密微量注射泵（型号：ＱＳＩ，美国 Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ 公

司）；化学发光成像仪（型号：Ｔａｎｏｎ⁃２５００，上海天能

生命科学有限公司）。
１． ２　 实验动物　 选择 １２ ～ １４ 月龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性

小鼠 １０８ 只，体质量 ３０ ～ ３５ ｇ，购于济南朋悦实验

动物有限公司。 实验小鼠饲养在恒温动物房，温度
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（２５ ± ２）℃，湿度（５５ ± １０）％ ，１２ ｈ 光照 ／黑暗周期，
小鼠自由进食和饮水。 本研究经石河子大学医学院

第一附属医院伦理审查委员会批准 （批准号：
Ａ２０２１⁃０７４⁃０１）。
１． ３　 实验分组 　 采用随机数字法将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄

性小鼠随机分为 ６ 组（ｎ ＝ １８）：① Ｓｈａｍ 组：小鼠麻

醉后自然苏醒，未做特殊处理。 ② 手术组：将小鼠

用 ２％异氟烷吸入麻醉，常规消毒后在腹中线上剪

开约 １ ｃｍ 的垂直切口，然后依次探查肠、肝、脾、肾
等器官，探查完毕并确认腹腔无出血，用 ４⁃０ 无菌缝

线逐层缝合伤口，术毕置于保温箱中苏醒。 ③ 手术

＋ ＰＡＭＥ 组（ ＰＡＭＥ 组）：在术后第 １ 天开始行 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ ＰＡＭＥ 灌胃，连续 ７ ｄ。 ④ 手术 ＋ Ｎｏｘ４ 腺相

关病毒过表达组（Ｎｏｘ４ 过表达组）：Ｎｏｘ４ 过表达腺

相关病毒于术前 ２８ ｄ 通过脑立体定位仪注射到小

鼠海马脑区，２８ ｄ 后常规进行手术。 ⑤ 手术 ＋ Ｎｏｘ４
腺相关病毒空载组（ＡＡＶ 空载组）：术前 ２８ ｄ 通过

脑立体定位仪将 ＡＡＶ 空载病毒注射到小鼠海马脑

区，２８ ｄ 后常规进行手术。 ⑥ 手术 ＋ ＰＡＭＥ ＋ Ｎｏｘ４
过表达组（ＰＮ 组）：手术前 ２８ ｄ 将 Ｎｏｘ４ 过表达腺相

关病毒通过脑立体定位仪注射到小鼠海马脑区，手
术后给予 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ ＰＡＭＥ 灌胃处理，连续 ７ ｄ。
ＰＡＭＥ 剂量及灌胃时间根据本课题组预实验和

Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ［１０］研究方案确定。
１． ４　 小鼠海马 ＡＡＶｓ 立体定位注射　 小鼠面罩吸

入异氟烷麻醉，通过耳杆和齿栓将小鼠头部固定于

脑立体定位仪上，用颅骨钻在小鼠颅骨表面钻孔，穿
破颅骨后，按小鼠海马坐标（前囟向后 ２. ５ ｍｍ，向
左 ／右旁开 ２. ０ ｍｍ，深度 １. ８ ｍｍ），将尖端带有玻璃

微电极的微量注射针以 ０. ０２ μｌ ／ ｍｉｎ 的速度注入

ＡＡＶｓ 病毒，注射时间 ２５ ｍｉｎ，总体积 ０. ５ μｌ，注射完

毕针尖停留 １０ ｍｉｎ，缓慢移除针尖，缝合头皮，麻醉

苏醒后放入笼中单独饲养。
１． ５　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 调节动物行为学分析系

统将圆形水池分为 ４ 个象限。 池内加入适量的水并

保持水温在 ２３ ～ ２５ ℃，将一个圆柱状平台放置于第

二象限正中。 实验分为定位航行实验和空间探索实

验。 定位航行实验：从术前第 ６ 天起至术前第 ２ 天，
共测量 ５ 次，每天在固定时间按顺时针方向从 ４ 个

不同象限作为入水点，记录小鼠寻找平台的时间即

逃逸潜伏期，如果在 ９０ ｓ 内未找到平台，则将小鼠

引上平台并保持 １５ ｓ，此时逃逸潜伏期记录为 ９０ ｓ；
空间探索实验：术前 １ ｄ 撤除平台，将小鼠在第四象

限面向池壁放入水中，行为学轨迹分析仪记录小鼠

在 ９０ ｓ 内穿越平台位置的次数以及在第二象限探

索的时间。 用同样的方法在术后第 １、３、７ 天内重复

空间探索实验［１１］。
１． ６ 　 条件性恐惧实验 　 按照已报道的实验流

程［１２］，在术前第 ２ 天，将各组小鼠放入条件性恐惧

刺激箱内，适应 ２ ｍｉｎ，同时给予声音刺激（７０ ｄＢ）
及足底电刺激（０. ７ Ａ），间隔 １ ｍｉｎ 后重复以上刺

激，连续 ２０ 次。 结束后小鼠在刺激箱内停留 ２ ｍｉｎ
后再放回鼠笼。 在术前 １ ｄ、术后第 １、３、７ 天将各组

小鼠再次放入条件性恐惧刺激箱内，适应 ２ ｍｉｎ，仅
给予 １０ ｓ 声音刺激（７０ ｄＢ），观察并记录小鼠僵直

时间百分比，重复上述步骤 ５ 次，评价小鼠认知功

能。
１． ７　 ＲＯＳ、海马组织铁含量检测　 在术后第 ７ 天，
每组取 ６ 只小鼠海马组织匀浆，按照相应试剂盒说

明书采用分光光度法检测海马组织 ＲＯＳ 水平和铁

含量。
１． ８　 免疫荧光染色　 术后第 ７ 天，每组各 ６ 只小鼠

经心脏灌注后取脑，脱水后制备冰冻脑切片，经 ５％
ＢＳＡ 封闭 １ ｈ 后滴加 Ｎｏｘ４ 一抗（１ ∶ ２００），４ ℃孵育

过夜， ＰＢＳ 洗涤后滴加 ＴＲＩＴＣ 标记的荧光二抗

（１ ∶ ５００），室温避光孵育 ２ ｈ，ＤＡＰＩ 液染细胞核 ３
ｍｉｎ，封片后激光共聚焦显微镜观察，每张切片在

２００ 倍镜下随机选 ３ 个不同视野进行采图。 用 Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｊ 软件进行荧光强度测定。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 术后第 ７ 天，每组取 ６ 只小鼠

快速断头取脑，剥离海马组织，组织匀浆、ＲＩＰＡ 裂解

提取蛋白，并用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 经上样、电
泳、转膜、封闭后，选择 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １ ０００）、目标蛋

白 Ｎｏｘ４（１ ∶ １ ５００）以及铁死亡标志性蛋白 ＡＣＳＬ４
（１ ∶ １ ０００）和 ＧＰＸ４ （１ ∶ １ ０００）一抗 ４ ℃ 孵育过

夜，二 抗 山 羊 抗 兔 （ １ ∶ ２ ０００ ） 和 山 羊 抗 小 鼠

（１ ∶ ２ ０００）室温孵育 ２ ｈ 后滴加化学发光试剂曝

光，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定条带灰度值，并以 ＧＡＰＤＨ 为

参照，统计 Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４ 和 ＧＰＸ４ 相对表达量。
１． １０　 统计学处理　 所有数据均使用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软

件进行统计分析，正态分布计量资料以均数 ± 标准

差（�ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析，多重

比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结果

２． １　 ＰＡＭＥ 对小鼠术后学习记忆的影响

２． １． １　 各组术前行为学差异无统计学意义　 各组
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术前定位航行实验结果差异无统计学意义 （Ｆ ＝
０. ３４８，Ｐ ＞ ０. ０５），但随着训练天数的增加，各组找

到平台所需平均时间缩短；术前空间探索实验各组

小鼠在 ９０ ｓ 内穿越平台位置的次数以及在第二象

限探索的时间差异均无统计学意义（Ｆ ＝ ０. ２２８，Ｐ ＞
０. ０５；Ｆ ＝ ０. ３９７，Ｐ ＞ ０. ０５）。 术前条件性恐惧实验

各组小鼠僵直时间百分比差异也无统计学意义（Ｆ
＝ ０. ３６５，Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 １。
２． １． ２　 ＰＡＭＥ 增加小鼠术后穿越平台次数、延长空

间探索时间　 空间探索实验中记录的各组小鼠的游

泳轨迹如图 ２ 所示。 与 Ｓｈａｍ 组相比，手术组小鼠

在术后第 １、３、７ 天穿越平台次数减少（Ｐ ＜ ０. ００１），
在第二象限探索时间更短（Ｐ ＜ ０. ００１）。 但在给予

ＰＡＭＥ 治疗（即 ＰＡＭＥ 组）的小鼠穿越平台次数和

第二象限探索时间比手术组增加（Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＜

０. ０５）。 与手术组相比，Ｎｏｘ４ 过表达组的小鼠穿越

平台次数更少、第二象限探索时间更短（Ｐ ＜ ０. ０５），
但在给予 ＰＡＭＥ 治疗后可被逆转 （ Ｐ ＜ ０. ００１ ）。
ＡＡＶ 空载组与手术组相比差异无统计学意义（Ｐ ＞
０. ０５），见表 １、２。

表 １　 ＰＡＭＥ 对小鼠术后穿越平台次数的影响（次，ｎ ＝ ９，�ｘ ± ｓ）

组别 第 １ 天 第 ３ 天 第 ７ 天
Ｓｈａｍ ７． ００ ± ０． ８９ ６． ８３ ± ０． ９８ ６． １７ ± １． １７
手术 ２． ３３ ± １． ０３∗∗∗ ２． １７ ± ０． ７５∗∗∗ ２． ００ ± ０． ６３∗∗∗

ＰＡＭＥ ５． ８３ ± １． ３３＃＃＃ ５． ５０ ± １． ３４＃＃＃ ５． ６７ ± ０． ８２＃＃＃

Ｎｏｘ４ 过表达 ０． ３３ ± ０． ５２＃ ０． １７ ± ０． ４１＃ ０． ３３ ± ０． ５２＃

ＡＡＶ 空载 ２． １７ ± １． １７ ２． ００ ± ０． ８９ １． ６７ ± ０． ５２
ＰＮ ５． ３３ ± １． ２１＆＆＆ ５． １７ ± １． ７２＆＆＆ ５． ００ ± ０． ８９＆＆＆

Ｆ 值 ３５． ８８ ３２． １７ ５６． ７５
Ｐ 值 ＜０． ０００ １ ＜ ０． ０００ １ ＜ ０． ０００ １

　 　 与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与手术组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；

与 Ｎｏｘ４ 过表达组比较：＆＆＆Ｐ ＜０. ００１

图 １　 术前各组行为学比较 （ｎ ＝ ９，�ｘ ± ｓ）
Ａ：定位航行训练逃逸潜伏期；Ｂ：穿越平台次数；Ｃ：目标象限停留时间；Ｄ：僵直时间百分比；ａ：Ｓｈａｍ 组；ｂ：手术组；ｃ：ＰＡＭＥ 组；ｄ：Ｎｏｘ４ 过表

达组；ｅ：ＡＡＶ 空载组；ｆ：ＰＮ 组

图 ２　 水迷宫实验小鼠活动轨迹

Ａ：Ｓｈａｍ 组；Ｂ：手术组；Ｃ：ＰＡＭＥ 组；Ｄ：Ｎｏｘ４ 过表达组；Ｅ：ＡＡＶ 空载组；Ｆ：ＰＮ 组

·３７０１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）



表 ２　 ＰＡＭＥ 对小鼠术后目标象限停留时间的影响（ｓ，ｎ ＝ ９，�ｘ ± ｓ）

组别 第 １ 天 第 ３ 天 第 ７ 天

Ｓｈａｍ ４１． ３７ ± ６． ６３ ４１． ４６ ± ６． １７ ３９． ０６ ± ７． １１
手术 １９． ３１ ± １． ５６∗∗∗ １９． １３ ± ４． ５１∗∗∗ ２０． ４２ ± ３． ３５
ＰＡＭＥ ３０． １６ ± ６． ３０＃ ３６． ２８ ± ６． ３６＃＃＃ ３４． ７７ ± ６． ３４＃＃

Ｎｏｘ４ 过表达 ９． ７１ ± ２． ３４＃ ８． ９２ ± ３． ０６＃ １０． ７６ ± ２． ３１＃

ＡＡＶ 空载 １９． ８２ ± ５． ９４ １８． ３７ ± ４． ７７ １８． ０３ ± ３． ８４
ＰＮ ２９． ９４ ± ６． ７６＆＆＆ ３２． ９２ ± ６． ３０＆＆＆ ３１． ６１ ± ５． ９５＆＆＆

Ｆ 值 ２５． ５６ ３４． ４５ ２４． ３０
Ｐ 值 ＜０． ０００ １ ＜ ０． ０００ １ ＜ ０． ０００ １

　 　 与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与手术组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，
＃＃＃Ｐ ＜０. ００１；与 Ｎｏｘ４ 过表达组比较：＆＆＆Ｐ ＜０. ００１

２． １． ３　 ＰＡＭＥ 增加小鼠术后条件性恐惧实验僵直

时间百分比　 与 Ｓｈａｍ 组相比，手术组在术后第 １、
３、７ 天小鼠僵直时间百分比减少（Ｐ ＜ ０. ００１），在给

予 ＰＡＭＥ 治疗后，ＰＡＭＥ 组的小鼠僵直时间百分比

增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与手术组相比，Ｎｏｘ４ 过表达组的

小鼠僵直时间百分比减少 （Ｐ ＜ ０. ０５），但在给予

ＰＡＭＥ 治疗后小鼠僵直时间百分比增加 （ Ｐ ＜
０. ００１）。 ＡＡＶ 空载组与手术组相比差异无统计学

意义（Ｐ ＞ ０. ０５），见表 ３。

表 ３　 ＰＡＭＥ 对小鼠术后僵直时间百分比的影响（％ ，ｎ ＝ ９，�ｘ ± ｓ）

组别 第 １ 天 第 ３ 天 第 ７ 天

Ｓｈａｍ ７８． ４０ ± １１． ０４ ８０． ６７ ± ９． ５０ ７３． ８３ ± １１． ０４
手术 ４３． ５２ ± １１． ０４∗∗∗ ４２． ０８ ± ８． ４９∗∗∗ ４１． ８８ ± １１． ０４∗∗∗

ＰＡＭＥ ６４． ５７ ± １２． ５１＃ ７１． ５８ ± ６． ８４＃＃＃ ６８． ２７ ± １３． ２１＃＃

Ｎｏｘ４ 过表达 ２３． ７７ ± ７． ２０＃ ２５． ４２ ± ４． ５７＃ ２０． ０８ ± ６． ５７＃

ＡＡＶ 空载 ４６． ０３ ± ９． ０４ ４３． １８ ± ９． ８２ ４１． ５０ ± １０． ４７
ＰＮ ６２． ６０ ± １１． ００＆＆＆ ６７． ３５ ± １２． ６６＆＆＆ ６６． ５８ ± １２． ８７＆＆＆

Ｆ 值 １９． ７１ ３３． ５５ ２２． ０５
Ｐ 值 ＜０． ０００ １ ＜ ０． ０００ １ ＜ ０． ０００ １

　 　 与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与手术组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，
＃＃＃Ｐ ＜０. ００１；与 Ｎｏｘ４ 过表达组比较：＆＆＆Ｐ ＜０. ００１

２． ２　 ＰＡＭＥ 抑制小鼠术后海马组织 Ｎｏｘ４ 介导的

铁死亡

２． ２． １　 ＰＡＭＥ 降低小鼠术后海马组织 ＲＯＳ、铁的含

量　 小鼠海马组织 ＲＯＳ 和铁含量检测结果显示，手
术组小鼠海马组织 ＲＯＳ 和铁含量高于 Ｓｈａｍ 组（Ｆ
＝ ４０. ９４，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ３６. １５，Ｐ ＜ ０. ００１），ＰＡＭＥ
灌胃治疗后小鼠海马组织 ＲＯＳ 和铁含量出现降低

（Ｐ ＜ ０. ００１）。 给予 Ｎｏｘ４ 过表达病毒注射的小鼠海

马组织 ＲＯＳ 和铁含量比单纯手术组高（Ｐ ＜ ０. ０５），
在给予 ＰＡＭＥ 治疗后，Ｎｏｘ４ 过表达组的 ＲＯＳ 和铁

含量下降（Ｐ ＜ ０. ００１）。 ＡＡＶ 空载组与手术组相比，
小鼠海马区 ＲＯＳ 和铁含量差异无统计学意义（Ｐ ＞
０. ０５），见图 ３。

图 ３　 各组 ＲＯＳ 和铁含量变化

Ａ：ＲＯＳ 统计图；Ｂ：铁含量统计图； ａ： Ｓｈａｍ 组； ｂ：手术组； ｃ：
ＰＡＭＥ 组；ｄ：Ｎｏｘ４ 过表达组；ｅ：ＡＡＶ 空载组；ｆ：ＰＮ 组；与 Ｓｈａｍ 组比

较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与手术组比较：＃ Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃ Ｐ ＜

０. ００１；与 Ｎｏｘ４ 过表达组比较：＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２． ２　 ＰＡＭＥ 降低小鼠术后海马 ＣＡ１ 区 Ｎｏｘ４ 的表

达　 免疫荧光实验结果显示，Ｎｏｘ４ 在小鼠海马 ＣＡ１
区锥体神经元胞质表达，与 Ｓｈａｍ 组相比，手术组小

鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｎｏｘ４ 的荧光强度增强（Ｆ ＝ １７５. ３，Ｐ
＜０. ００１），在给予 ＰＡＭＥ 治疗后荧光强度降低（Ｐ ＜
０. ００１）。 Ｎｏｘ４ 过表达组比手术组 Ｎｏｘ４ 的荧光强度

增加（Ｐ ＜ ０. ０１），在给予 ＰＡＭＥ 后出现逆转（Ｐ ＜
０. ００１）。 ＡＡＶ 空载组与手术组相比小鼠海马 ＣＡ１
区 Ｎｏｘ４ 的荧光强度差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５），
见图 ４。
２． ２． ３　 ＰＡＭＥ 对小鼠术后海马组织 Ｎｏｘ４ 及铁死亡

标志性蛋白（ＡＣＳＬ４ 和 ＧＰＸ４）表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，手术组小鼠海

马组织 Ｎｏｘ４ 表达增加（Ｆ ＝ １０３，Ｐ ＜ ０. ００１），铁死亡

标志性蛋白 ＡＣＳＬ４ 的表达增加 （Ｆ ＝ ９４. ４４，Ｐ ＜
０. ００１），ＧＰＸ４ 表达水平降低（Ｆ ＝ ７３. ９，Ｐ ＜ ０. ００１）。
在给予 ＰＡＭＥ 治疗后，手术组小鼠海马 Ｎｏｘ４ 蛋白、
ＡＣＳＬ４ 的表达均降低（Ｐ ＜ ０. ００１），ＧＰＸ４ 表达水平

增加（Ｐ ＜ ０. ００１）。 同时，与手术组相比，Ｎｏｘ４ 过表

达组小鼠海马 Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４ 的表达均显著增加（Ｐ ＜
０. ００１），ＧＰＸ４ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ００１），给予 ＰＡＭＥ 治

疗后结果出现逆转（Ｐ ＜ ０. ００１）。 ＡＡＶ 空载组与手
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术组相比，小鼠海马组织 Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４ 和 ＧＰＸ４ 的

表达差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５），见图 ５。

图 ４　 免疫荧光实验检测各组 Ｎｏｘ４ 的表达变化

Ａ：Ｎｏｘ４ 免疫荧光图 × ２００；Ｂ：Ｎｏｘ４ 荧光表达强度的定量分析；
ａ：Ｓｈａｍ 组；ｂ：手术组；ｃ：ＰＡＭＥ 组；ｄ：Ｎｏｘ４ 过表达组；ｅ：ＡＡＶ 空载组；
ｆ：ＰＮ 组；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１；与手术组比较：＃＃ Ｐ ＜
０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｎｏｘ４ 过表达组比较：＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４、ＧＰＸ４ 的表达变化

Ａ：Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４、ＧＰＸ４、ＧＡＰＤＨ 蛋白条带；Ｂ：Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４、ＧＰＸ４
表达水平的定量分析；ａ：Ｓｈａｍ 组；ｂ：手术组；ｃ：ＰＡＭＥ 组；ｄ：Ｎｏｘ４ 过表

达组；ｅ：ＡＡＶ 空载组；ｆ：ＰＮ 组；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与手术

组比较：＃＃＃Ｐ ＜０. ００１；与 Ｎｏｘ４ 过表达组比较：＆＆＆Ｐ ＜０. ００１

３　 讨论

　 　 学习记忆障碍作为围术期常见的并发症，常导

致术后恢复延迟，在“加速康复外科（ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒｅ⁃
ｃｏｖｅｒｙ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ，ＥＲＡＳ）”理念指导下，探讨学习

记忆功能障碍的产生机制和改善围术期学习记忆功

能受损值得关注并研究。 研究［４ － ７］证实学习记忆能

力障碍与神经炎症和氧化应激有关，而我国传统中

药鸡矢藤具有抗炎和抗氧化应激作用，因此其可能

具有改善学习记忆障碍的作用。 本研究选用鸡矢藤

的主要活性物质 ＰＡＭＥ 治疗术后学习记忆能力降

低的小鼠，发现术后小鼠的认知行为学（Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫实验和条件性恐惧实验）得到了明显改善，这一

现象证实了 ＰＡＭＥ 能够改善小鼠术后学习记忆功

能。
本研究继续探讨 ＰＡＭＥ 改善术后小鼠学习记

忆功能的机制。 研究［８ － ９］ 表明，铁死亡可引起学习

记忆功能障碍，Ｎｏｘ４ 介导的氧化应激是导致铁死亡

的主要原因。 ＰＡＭＥ 具有抗氧化应激作用，其可能

会通过抑制 Ｎｏｘ４ 介导的氧化应激减轻铁死亡，改善

小鼠术后学习记忆功能障碍。 本研究结果显示，手
术组小鼠术后海马组织 ＲＯＳ、铁含量明显增加，
Ｎｏｘ４ 表达上调，铁死亡标志性蛋白 ＡＣＳＬ４ 表达上

调，ＧＰＸ４ 表达下调［１３］。 这些结果与相关研究［１４］ 中

铁死亡的结果一致，表明术后小鼠学习记忆能力降

低的发生与海马组织 Ｎｏｘ４ 介导的氧化应激和铁死

亡相关。 给予 ＰＡＭＥ 治疗后，发现术后小鼠海马组

织 ＲＯＳ 和铁含量减少，且海马 Ｎｏｘ４ 表达明显受到

抑制，同时 ＡＣＳＬ４ 生成减少而 ＧＰＸ４ 表达增多。 这

一现象初步证实了 ＰＡＭＥ 可能通过 Ｎｏｘ４ 抑制了铁

死亡途径，改善了小鼠术后学习记忆功能。
为了进一步证实 ＰＡＭＥ 的作用靶点是 Ｎｏｘ４，本

研究选用了 Ｎｏｘ４ 过表达腺相关病毒这一工具，实现

了小鼠海马区 Ｎｏｘ４ 的过表达。 而 Ｎｏｘ４ 过表达会加

重氧化应激和铁死亡，与铁死亡相关的 ＲＯＳ、铁含

量及 ＡＣＳＬ４ 会明显增加，ＧＰＸ４ 明显降低［１５］。 实验

结果表明海马 Ｎｏｘ４ 过表达后小鼠术后学习记忆损

害加重，ＲＯＳ、铁含量、ＡＣＳＬ４ 进一步增加，ＧＰＸ４ 显

著降低，提示海马 Ｎｏｘ４ 介导的铁死亡可能是小鼠术

后发生学习记忆障碍的重要机制。 此外，海马 Ｎｏｘ４
过表达后的小鼠给予 ＰＡＭＥ 治疗，学习记忆功能改

善作用、ＲＯＳ 及铁含量的抑制作用均受到限制，且
Ｎｏｘ４、ＡＣＳＬ４ 表达再次出现增加，ＧＰＸ４ 下调，这一

现象证明 ＰＡＭＥ 是通过抑制海马 Ｎｏｘ４ 从而改变下

游铁死亡相关蛋白，抑制了海马氧化应激和铁死亡，
进而改善了术后学习记忆功能。
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