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七氟醚通过海马 PICK1/ERK1/2/GSK3β信号抑制记忆巩固的研究 
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摘要：目的  研究七氟醚对记忆巩固的影响，并探讨 PICK1/ERK1/2/GSK3β信号通路在其中的作用。方法  采用 C57BL/6J 

PICK1 基因敲除小鼠进行七氟醚处理(2%，3 h)，提取动物海马组织蛋白，采用 Western blot 检测 PICK1、ERK1/2、p-ERK1/2、

GSK3β 及 p-GSK3β 蛋白表达变化。采用原代海马神经细胞，加入 ERK1/2 磷酸化激动剂 Honokiol 和/或 PICK1 抑制剂

FSC231，再进行七氟醚处理(2%，3 h)，检测 p-GSK3蛋白表达变化。通过旷场试验检测动物运动能力变化，抑制性逃避

试验检测动物记忆巩固的变化。结果  在体实验中，单独进行七氟醚处理或敲除 PICK1 基因均可明显降低 PICK1、

p-ERK1/2 及 p-GSK3β 的蛋白表达水平。与七氟醚组相比，PICK1 基因敲除+七氟醚处理组，p-ERK1/2 及 p-GSK3β 的蛋

白表达水平进一步降低。离体实验中，七氟醚可降低 p-GSK3β 蛋白表达水平，加入 Honokiol 可使 p-GSK3β 蛋白表达增

加，而再加入 FSC231 则可逆转由 Honokiol 引起的 p-GSK3β蛋白变化。行为学结果显示，七氟醚处理或 PICK1 基因敲除

动物运动能力无明显变化，而七氟醚可抑制记忆巩固；PICK1 基因敲除小鼠进行七氟醚处理，则可加重抑制记忆巩固。

结论  七氟醚可抑制记忆巩固过程，其机制可能与 PICK1/ERK1/2/GSK3β信号通路受抑制相关。 
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Research on Sevoflurane Inhibits Hippocampal Memory Consolidation Through PICK1/ERK1/2/GSK3β 
Signaling 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the effects of sevoflurane on memory consolidation, and the role of PICK1/ERK1/2/GSK3β 
signaling pathway. METHODS  C57BL/6J PICK1 knock-out mice were exposed to 2% sevoflurane for 3 h. The hippocampal 
tissues were collected for detecting the protein expressions of PICK1, ERK1/2, P-ERK1/2, GSK3β and P-GSK3β by Western blot. 
Primary hippocampal neurons were treated with phospho-ERK1/2 activator Honokiol or/and PICK1 inhibitor FSC231 before 
sevoflurane(2%, 3 h) exposure. Neurons were harvested for detection of p-GSK3β protein level. The open-field test and 
inhibitory avoidance task were enrolled for evaluation of motor activity and memory consolidation respectively. RESULTS  
The protein levels of PICK1, p-ERK1/2 and p-GSK3β were depressed in sevoflurane or PICK1 knock-out group. Compared with 
sevoflurane group, the expressions of p-ERK1/2 and p-GSK3β were further decreased in sevoflurane plus PICK1 knock-out 
group. The expression of p-GSK3β was inhibited by sevoflurane exposure, which could be improved by application of Honokiol. 
Moreover, the improvement of p-GSK3β by Honokiol could be reversed by further addition of FSC231. Finally, analysis of 
behaviour study showed that sevoflurane treatment or PICK1 knock-out did not alter the motor activity. However, sevoflurane 
administration inhibited memory consolidation. For the knock-out mice, the memory consolidation was further suppressed by 
sevoflurane exposure. CONCLUSION  Sevoflurane can inhibit the memory consolidation process, and the mechanism may be 
related to inhibition of the PICK1/ERK1/2/GSK3β signaling pathway. 
KEYWORDS: sevoflurane; memory consolidation; PICK1; ERK1/2; GSK3β 
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全身麻醉药可引起学习、记忆等术后认知功

能障碍，但其机制尚不明确。近年来研究显示，

GSK3β在七氟醚引起的记忆巩固中起重要作用[1]，

但其上游受何信号调控仍有待进一步研究。 

PICK1 是一种含有 PSD-95/Dlg/ZO1(PDZ)结

构域的转运蛋白。研究表明 PICK1 蛋白可通过其
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PDZ 结构域调控下游 ERK1/2 磷酸化水平，并且这

一调控机制与学习记忆的形成及巩固密切相关[2]。

课题组前期研究发现，七氟醚可抑制 ERK1/2 磷酸

化水平[3]。由此推测 PICK1 可能通过 ERK1/2 影响

GSK3β，进而导致学习记忆功能改变。本研究应

用基因敲除动物(PICK1-/-)为研究对象，进一步探

究七氟醚对记忆巩固的影响。 

1  材料与方法 

1.1  仪器 

Datex-Ohmeda S/5气体浓度检测仪(美国GE)；

GS-6R 超速离心机(美国 Beckman)；BD115 细胞培

养箱(德国 Binder)；165-8003 免疫印迹电泳仪、

170-3940 凝胶电转仪均来自美国 Bio-Rad；扫描仪

(美国 Hewlett-Packard)；七氟醚处理装置(自制)。 

1.2  试剂 

七氟醚(中国 Baxter，批号：17041131；纯

度 >98%) ； anti-GAPDH( 批 号 ： D16H11) 、

anti-ERK1/2(批号：137F5)、anti-p-ERK1/2(批号：

4370S)、anti-GSK3β(批号：12456S)、anti-p-GSK3β 

( 批 号 ： 5558S) 均 购 自 美 国 Cell Signaling 

Technology；anti-PICK1(美国 Sigma-Aldrich，批号：

SAB4200463)；Honokiol(美国 MedChemExpress，

批号：NSC293100)；FSC231(美国 Merck Millipore，

批号：529531)。 

1.3  动物 

C57BL/6J 野生型小鼠 60 只，♂，PICK1 基因

敲除型小鼠 30 只，♂，体质量(23~26)g，月龄 14~15

月。实验动物饲养在 12 h 照明和 12 h 黑暗的安静

环境，温度(23±1)℃，湿度(50±5)%。SD 大鼠孕龄

18 d 10 只，实验动物均来自南京大学南京生物医

药研究院，动物许可证号：SCXK(苏)2015-0001；

动物质量合格证号：201803581。饲养等级为 SPF 级。 

1.4  细胞培养 

取孕 18 d SD 大鼠，乙醚麻醉后打开腹腔取胎

鼠。将胎鼠置于 HBSS 培养皿内解剖胎鼠取海马

组织。加入 0.125%胰酶置入细胞培养箱消化

10 min。超速离心机(800 r·min1，4 ℃)离心 8 min。

弃上清，加入 DMEM 缓慢摇匀，并计数细胞。将

细胞以 4×105 ·mL1 浓度接种于 6 cm 培养皿上。每

隔 2~3 d 半量换液，体外培养至 14 d 时进行七氟

醚处理。 

1.5  药物处理 

本研究所采用的七氟醚处理装置为本课题组

自 制 装 置 ， 已 获 得 专 利 授 权 ( 专 利 号 ：

ZL 201420643966.2)，并且已经在研究者前期实验

中得到验证[1-2]。先将细胞取出置于自制的七氟醚

处理装置内密闭，再将混合气体(93% O2、5% CO2

及 2%七氟醚混合气体)接入。在体实验采用的混合

气体浓度为：50% O2、48% N2 及 2%七氟醚。密

闭装置内的混合气体由气体检测仪持续检测，混

合气体流速为 2 L·min1，处理 3 h 后将细胞取出

进行后续试验。离体试验试剂浓度：ERK1/2 磷酸

化激动剂 Honokiol(10 μmol·L1)、PICK1 抑制剂

FSC231(50 μmol·L1)。 

1.6  Western blot 试验 

收集七氟醚处理后的神经细胞或动物海马组

织加入细胞裂解液，置于 4 ℃环境裂解 10 min。

超速离心(12 000 r·min1，10 min)后弃掉细胞残渣，

取蛋白进行定量。加入上样缓冲液置于 100 ℃煮

沸 5 min。配制 12%凝胶，上样 20 μg 行电泳。取

凝胶叠于 PVDF 膜上进行电转(1.5 mA·cm2 恒流

转膜 90 min)。取出 PVDF 膜加入一定浓度的一抗

4 ℃环境孵育过夜。PBS 洗涤，加入二抗抗体室温

孵育 1 h。PBS 洗涤，均匀加入 ECL 检测液，叠放

X 胶片避光显影。扫描 X 胶片进行灰度值分析。 

1.7  动物行为学 

1.7.1  旷场试验  采用旷场试验检测动物的运动

能力。使动物在边长为 1 m 的正方形旷场内自由运

动，记录动物在 10 min 内自由运动的距离。 

1.7.2  抑制性逃避试验  采用抑制性逃避试验检

测实验动物记忆巩固的变化。实验箱长 48 cm×宽

27 cm×高 30 cm。实验箱中间由隔板将其分隔为明

室和暗室。隔板中间有一高 7 cm×宽 7 cm 能自动

开关的小门。实验第 1 天让小鼠熟悉实验环境，

将小鼠轻放入箱子适应 2 min，隔板小门处于打开

状态，小鼠可自由穿梭于两边。每只小鼠实验结

束后用酒精擦拭箱子以消除气味影响。第 2 天，

将小鼠放入明室，待小鼠钻入暗室后自动门关闭，

立即给予电击(0.5 mA，持续 3 s)，让小鼠获取恐

惧记忆。记忆获取训练结束后进行七氟醚处理。

第 3 天进行测试阶段，方法同上，只是暗室不给

电击，记录小鼠在明室的停留时间作为潜伏期。 

1.8  统计学方法   

采用 GraphPad Prism 5.0 软件进行统计学处

理。计量资料采用 sx  表示。两组间比较采用 t

检验；多组间比较采用 one-way ANOVA 进行统计
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学分析，以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  七氟醚处理抑制 PICK1 蛋白表达 

将 C57BL/6J 小鼠进行七氟醚处理(2%，3 h)

后，取海马组织采用 Western blot 检测 PICK1 蛋白

表达。结果发现，七氟醚明显抑制 PICK1 蛋白表

达(P<0.05)，结果见图 1。 

为进一步研究 PICK1 基因对七氟醚引起学习

记忆的影响，采用 PICK1 基因敲除的 C57BL/6J

小鼠进行后续实验。PICK1 基因敲除后取海马组

织应用 Western blot 验证，结果见图 1。 

 
 

图 1  七氟醚处理抑制 PICK1 蛋白表达 
与对照组相比，1)P<0.05。 
Fig. 1  Sevoflurane treatment inhibits PICK1 expression 
Compared with control group, 1)P<0.05. 

2.2  七氟醚处理抑制 ERK1/2/GSK3β信号 

将 C57BL/6J 小鼠进行七氟醚处理(2%，3 h)，

提 取 海 马 组 织 ， 采 用 Western blot 检 测

ERK1/2/GSK3β 信号变化。结果显示，七氟醚处理

明显抑制磷酸化 ERK1/2 及磷酸化 GSK3β 蛋白表

达(P<0.05)，结果见图 2。 

将 PICK1 基因敲除小鼠海马组织粉碎，离心

提取蛋白，应用 Western blot 检测磷酸化 ERK1/2

及 GSK3β 蛋白表达。结果显示，与对照组相比，

PICK1 基因敲除小鼠的磷酸化 ERK1/2 及磷酸化

GSK3β 表达明显降低(P<0.05)，结果见图 2。 

为了探究抑制 PICK1 对 ERK1/2/GSK3β 信号

的影响，将 PICK1 基因敲除小鼠进行七氟醚处理

(2%，3 h)，再进行 Western blot 检测。结果显示，

七氟醚处理后磷酸化 ERK1/2 及磷酸化 GSK3β 表

达进一步降低(P<0.05)，结果见图 2。 

 
图 2  七氟醚处理抑制 ERK1/2/GSK3β信号 
与对照组相比，1)P<0.05；与七氟醚组相比，2)P<0.05。 
Fig. 2  Sevoflurane exposure inhibits ERK1/2/GSK3β signaling 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with sevoflurane 
group, 2)P<0.05. 

2.3  七氟醚抑制 PICK1/ERK1/2/GSK3β 信号 

为了进一步验证七氟醚对 PICK1/ERK1/2/ 

GSK3β 信号的影响，将离体培养的原代海马神经

细胞进行七氟醚处理(2%，3 h)。收集细胞进行

Western blot 检测，发现七氟醚处理明显抑制磷酸

化 GSK3β 的蛋白表达(P<0.05)，结果见图 3。 

假设 PICK1/ERK1/2 是 GSK3β 的上游信号分

子，那么干预 PICK1/ERK1/2 则可能影响 GSK3β

的表达。先加入 ERK1/2 磷酸化激动剂 Honokiol 

(10 μmol·L1)，再进行七氟醚处理，结果显示磷酸

化 GSK3β 的表达明显增加(P<0.05)，结果见图 3。 

在此基础上，加入 PICK1 抑制剂 FSC231 

(50 μmol·L1)再进行七氟醚处理。Western blot 结

果显示，Honokiol 对磷酸化 GSK3β 的作用可被

PICK1 抑制剂 FSC231 逆转(P<0.05)。结果见图 3。

提示七氟醚可抑制 PICK1/ERK1/2/GSK3β 信号。 

 
图 3  七氟醚抑制 PICK1/ERK1/2/GSK3β信号 
与对照组相比， 1)P<0.05；与七氟醚组相比， 2)P<0.05；与七氟醚

+Honokiol 组相比，3)P<0.05。 
Fig. 3  Sevoflurane inhibits PICK1/ERK1/2/GSK3β signaling 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with sevoflurane 
group, 2)P<0.05; compared with sevoflurane+Honokiol group, 3)P<0.05. 
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2.4  七氟醚处理对记忆巩固的影响 

旷场试验结果显示，各组动物的行走距离并

无明显统计学差异，提示七氟醚处理或 PICK1 基

因敲除均未影响动物的运动能力。抑制性逃避试

验结果显示，所有动物在训练阶段的潜伏期并未

呈现出明显的统计学差异。在记忆巩固的测试阶

段，七氟醚组较对照组的潜伏期明显缩短

(P<0.05)。而 PICK1 基因敲除+七氟醚组较单纯七

氟醚处理组潜伏期明显缩短(P<0.05)。行为学结果

提示，七氟醚可抑制记忆巩固过程；干预 PICK1

基因表达可进一步加重七氟醚对记忆巩固的抑制

作用。结果见图 4。 

 
图 4  七氟醚对记忆巩固的影响 
与对照组相比，1)P<0.05；与七氟醚组相比，2)P<0.05。 
Fig. 4  Effects of sevoflurane on memory consolidation   
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with sevoflurane 
group, 2)P<0.05. 

3  讨论 

全身麻醉可短暂或阶段性地阻断学习记忆过

程，使患者可在无意识状态下接受复杂的外科手

术操作，因此全身麻醉药一直被认为是良性或可

逆性的中枢神经系统抑制剂。然而近年来的研究

发现，临床中常用的全身麻醉药可引起术后谵妄、

学习记忆等认知功能障碍[4]。由于全身麻醉药作用

机制广泛，可作用于神经细胞膜蛋白、离子通道

及胞内蛋白、信号分子等各个环节[5]，因此全身麻

醉药引起术后认知功能障碍的确切机制尚不明

确。本研究以目前临床麻醉中常用的吸入性全麻

药七氟醚为例，研究了其对记忆巩固的影响及可能

机制。研究发现七氟醚可影响记忆的巩固过程，其

机制可能由 PICK1/ERK1/2/GSK3β信号介导。 

PICK1 可通过其 PDZ 结构域调控磷酸化

ERK1/2 水平。本研究发现七氟醚处理可抑制

PICK1 蛋白表达；而 PICK1 基因敲除的动物则表

现出磷酸化 ERK1/2 水平降低，提示七氟醚可通过

PICK1蛋白抑制磷酸化ERK1/2水平进而介导后续

反应(GSK3β)。 

GSK3β 是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，受胞

内多种信号调控，参与包括学习记忆在内的多种

生物学机能[6]。研究表明[7]，磷酸化的 ERK1/2 能

够激活 GSK3β 的磷酸化。在本研究中，七氟醚可

抑制磷酸化 GSK3β水平，ERK1/2 激动剂 Honokiol

可缓解七氟醚对磷酸化 GSK3β 的抑制水平，提示

ERK1/2 是 GSK3β 的上游信号分子。在 PICK1 抑

制剂 FSC231 存在的情况下，Honokiol 对磷酸化

GSK3β 的缓解作用则不能发生，这些结果表明七

氟醚可能通过 PICK1/ERK1/2 对下游 GSK3β 信号

产生抑制效应。 

磷酸化 GSK3β水平与全身麻醉药引起的记忆

巩固变化密切相关。研究表明[1]，应用氯化锂增强

磷酸化 GSK3β水平可明显改善七氟醚对记忆巩固

的影响。因此，就行为学结果而言，笔者认为七

氟醚对记忆巩固的影响主要是由于抑制了

PICK1/ERK1/2/GSK3β 信号通路所致。然而 PICK1

蛋白本身的表达变化及 PDZ 结构域结合能力也可

影响神经细胞可塑性，进而影响学习记忆功能的

变化。例如，PDZ 结构域可与 GluA2 相互作用影

响神经细胞可塑性[8]。此外，磷酸化 ERK1/2 表达

水平也参与学习记忆的形成及巩固过程。 

七氟醚对记忆巩固的影响与给药浓度相关。

有研究显示浓度为 0.11%的七氟醚可增强学习记

忆功能[9]；而浓度为 0.25%的七氟醚可明显影响情

绪记忆功能[10]。本研究中应用了浓度为 2%的七氟

醚进行麻醉处理。该七氟醚浓度近似于人类肺泡

气 低有效浓度，为临床麻醉中普遍的应用浓度

范围，因此更具代表性和临床参考性。本研究发

现 2%七氟醚可明显抑制记忆巩固过程，与以往报

道相一致[1]。 

此外，全身麻醉药对学习记忆等认知功能的

影响还受年龄的影响。研究显示，老年患者更易

发生术后认知功能障碍[11]。鉴于此，本研究应用

了老年鼠作为研究对象。 

综上所述，本研究发现吸入性全身麻醉药七

氟醚可抑制老年鼠记忆巩固过程，其机制可能与

七氟醚抑制 PICK1/ERK1/2/GSK3β信号通路相关。 
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