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瑞马唑仑通过HIF-1α/HO-1信号通路对孕晚期七氟醚

暴露诱导子代模型认知功能障碍的影响
沈濛溦  魏磊  倪亚平* 

(南京医科大学附属苏州医院, 麻醉科, 苏州 215000)

摘要      该研究旨在探讨瑞马唑仑(Rem)对孕晚期七氟醚暴露诱导子代模型认知功能障碍的

影响并分析其潜在的作用机制。采用随机数字表法将孕晚期大鼠分为对照(Con)组、单纯Rem组、

模型(Mod)组、Rem组和Rem+铁死亡诱导剂(Erastin)组, 每组5只。分娩后, 每组选出15只子代大鼠

进行水迷宫实验和新物体识别实验。采用HE和Nissl染色观察海马组织病理变化及神经元形态变

化; 试剂盒检测海马组织中活性氧(ROS)、丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)和Fe²⁺含量; 普鲁

士蓝染色检测海马组织铁沉积情况; RT-qPCR检测海马组织中铁死亡相关基因谷胱甘肽过氧化物

酶4(GPX4)、铁蛋白重链1(FTH1)、长链酰基辅酶A合成酶4(ACSL4)的表达情况; Western blot分析

检测海马组织中低氧诱导因子-1α(HIF-1α)/血红素加氧酶-1(HO-1)通路相关蛋白表达情况。结果显

示与Con组和单纯Rem组相比, Mod组海马区神经元排列紊乱, 神经元呈现萎缩及坏死表现, 尼氏小

体数量减少, 逃避潜伏期明显延长(P<0.05), ROS、MDA、Fe2+含量和ACSL4 mRNA表达水平明显

升高(P<0.05), 铁沉积增加, 穿越平台次数、新物体识别指数明显减少(P<0.05), SOD含量、GPX4
和FTH1 mRNA以及HIF-1α、HO-1蛋白表达水平明显降低 (P<0.05)。与Mod组相比 , Rem组和

Rem+Erastin组海马神经元有不同程度的恢复, 尼氏小体数量增加, 逃避潜伏期明显缩短(P<0.05), 
ROS、MDA、Fe2+含量和ACSL4 mRNA表达水平明显降低(P<0.05), 铁沉积有不同程度减少, 穿越

平台次数、新物体识别指数明显增加(P<0.05), SOD含量, GPX4和FTH1 mRNA以及HIF-1α、HO-1
蛋白表达水平明显升高(P<0.05)。与Rem组相比, Rem+Erastin组则逆转了上述结果(P<0.05)。综上

所述, Rem可能通过激活HIF-1α/HO-1信号通路, 抑制铁死亡, 减轻炎症和氧化应激, 缓解孕晚期七

氟醚暴露引起的子代大鼠认知功能障碍。

关键词      瑞马唑仑; HIF-1α/HO-1信号通路; 七氟醚; 子代; 铁死亡; 认知功能障碍

Effect of Remimazolam on Cognitive Impairment in Offspring Models Resulting 
from Late Gestational Sevoflurane Exposure: Involvement 

of the HIF-1α/HO-1 Signaling Pathway

SHEN Mengwei, WEI Lei, NI Yaping* 
(Department of Anesthesiology, Suzhou Hospital Affiliated to Nanjing Medical University, Suzhou 215000, China)

Abstract       This study aims to investigate the effects of Rem (remazolam) on cognitive dysfunction in off-
spring models exposed to sevoflurane during late pregnancy, and to analyse its potential mechanisms of action. 
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Using a random number table, late-pregnancy rats were divided into the following groups: Con (control), simple 
Rem, Mod (model), Rem, and Rem+Erastin (ferroptosis inducer), with five rats per group. Following delivery, 
15 offspring rats per group underwent water maze and novel object recognition tests; observation of hippocam-
pal histopathological alterations and neuronal morphological changes via HE and Nissl staining; the kit detects 
ROS (reactive oxygen species), MDA (malondialdehyde), SOD (superoxide dismutase), and Fe²⁺ levels in hip-
pocampal tissue; Prussian blue staining for iron deposition in hippocampal tissue; RT-qPCR for expression of 
ferroptosis-related genes GPX4 (glutathione peroxidase 4), FTH1 (ferritin heavy chain 1), and ACSL4 (long-chain 
acyl-CoA synthase 4) in hippocampal tissue; Western blot analysis was employed to detect expression of proteins 
associated with the HIF-1α (hypoxia-inducible factor-1α)/HO-1 (heme oxygenase-1) pathway in hippocampal 
tissue. The results showed that compared with the Con group and simple Rem group, the Mod group exhibited 
disorganised neuronal arrangement in the hippocampal region, with neurons showing signs of atrophy and ne-
crosis, a reduction in Nissl bodies, and a significantly prolonged escape latency (P<0.05). ROS, MDA, Fe²⁺ lev-
els, and ACSL4 mRNA expression were markedly elevated (P<0.05), with increased iron deposition. Platform 
crossing frequency and novel object recognition index were significantly reduced (P<0.05), while SOD content, 
GPX4 and FTH1 mRNA expression, and HIF-1α and HO-1 protein levels were markedly decreased (P<0.05). 
Compared with the Mod group, the Rem and Rem+Erastin groups exhibited varying degrees of recovery in hip-
pocampal neurons, with increased Nissl body counts and significantly shortened escape latency (P<0.05). ROS, 
MDA, Fe²⁺ levels, and ACSL4 mRNA expression were markedly reduced (P<0.05). Iron deposition decreased 
to varying degrees, while platform crossing frequency and novel object recognition index significantly increased 
(P<0.05). SOD content, GPX4 and FTH1 mRNA expression, along with HIF-1α and HO-1 protein levels, were 
markedly elevated (P<0.05). Compared with Rem group, Rem+Erastin group reversed the above results (P<0.05). 
In summary, Rem may inhibit iron death by activating HIF-1α/HO-1 signaling pathway, alleviate inflammation 
and oxidative stress, and alleviate cognitive dysfunction of offspring rats caused by sevoflurane exposure in the 
third trimester.

Keywords       remimazolam; HIF-1α/HO-1 signal pathway; sevoflurane; offspring; ferroptosis; cognitive im-
pairment

产科麻醉中 , 吸入性麻醉药七氟醚因其起效

快、循环抑制程度轻等优点被广泛应用[1]。然而, 其
对子代神经发育的潜在影响日益引发关注。研究表

明 , 不同孕期七氟醚暴露对子代脑发育的影响存在

差异 : 孕早期主要干扰神经元增殖与迁移 [2], 而孕晚

期作为子代脑发育关键阶段 , 中枢神经系统对药物

高度敏感 , 更易导致远期认知功能缺陷 [3], 这赋予了

孕晚期特殊且重要的研究意义, 但其背后机制复杂。

铁死亡是一种铁依赖性的新型程序性细胞死亡方

式 , 细胞内铁离子过量蓄积会触发活性氧过度生成 , 
进而诱导神经元损伤或死亡 , 最终导致认知功能障

碍 [4]。低氧诱导因子 -1α(hypoxia-inducible factor-1α, 
HIF-1α)/血红素加氧酶 -1(heme oxygenase-1, HO-1)
信号通路作为调控细胞应对缺氧、氧化应激的关键

通路 , 其下游分子HO-1可通过抑制铁死亡和氧化应

激, 改善慢性脑灌注不足小鼠认知功能障碍[5]。然而

既往关于七氟醚神经毒性与铁死亡的研究多聚焦于

妊娠中期或老年模型 [6-7], 在孕晚期暴露致子代认知

障碍中的作用尚不明确。

瑞马唑仑 (remimazolam, Rem)作为一种新型超

短效苯二氮䓬类镇静药 , 因其起效迅速、代谢快、

安全性高等优势, 在围术期应用, 尤其是在产科麻醉

中展现出替代传统苯二氮䓬类药物的潜力 [8]。临床

研究表明 , Rem可通过抑制中枢神经系统炎症反应

及氧化应激改善患者术后认知功能障碍 [9]。但其能

否通过调控HIF-1α/HO-1通路介导的铁死亡改善七

氟醚所致子代认知障碍尚未明确。因此 , 本研究通

过建立孕晚期大鼠七氟醚暴露模型 , 探讨Rem对其

子代认知功能的影响及与HIF-1α/HO-1通路调控铁

死亡的关联 , 这不仅为理解七氟醚发育神经毒性提
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供了全新视角 , 也为临床优化产科麻醉的干预方案

提供了一定的理论依据。

1   材料与方法
1.1   实验动物

60只 3~4月龄 SD大鼠 , 雌雄各半 , 购自江苏

集萃药康生物科技股份有限公司 , 生产许可编号

SYXK(苏 )2022-0004。实验前将动物饲养于温度

(22±3) °C、湿度54%~63%的环境中, 明暗光照各12 h
循环。雌雄大鼠分笼饲养 , 实验期间大鼠可自由采

食和饮水。适应性饲养 5天后进行实验。本研究所

有动物实验经南京医科大学附属苏州医院伦理委员

会审核并批准(批准号为: 伦审〔2023〕第075号)。
1.2   主要试剂和仪器

七氟醚(批准文号: 国字准药H20173156)购自河

北一品制药股份有限公司 ; 铁死亡诱导剂Erastin(批
号 : S7242)购自美国Selleck公司 ; 苏木精–伊红 (HE)
染色试剂盒 (批号 : C0105S)购自上海碧云天生物科

技有限公司 ; Nissl染色试剂盒 (批号 : G1434)购自北

京索莱宝科技有限公司 ; 大鼠丙二醛 (MDA)、超氧

化物歧化酶(SOD) ELISA试剂盒(批号: GOY-2492E、
GOY-2493E)购自上海谷研实业有限公司 ; 大鼠谷

胱甘肽 (GSH) ELISA试剂盒 (批号 : D751008)购自上

海生工生物工程股份有限公司 ; Rem(批号 : WKQ-
0016903)购自四川维克奇生物科技有限公司 ; 大鼠

活性氧 (ROS) ELISA试剂盒 (批号 : ZK-6636)购自上

海臻科生物科技有限公司 ; 亚铁离子比色法测试盒

(批号 : E-BC-K773-M)购自武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司 ; 普鲁士蓝染液 (批号 : G1029)购自武

汉塞维尔生物科技有限公司 ; HO-1、GAPDH抗体

(批号: #70081、#5174)购自美国CST公司; HIF-1α抗
体 (批号 : HY-P80704)购自美国MCE公司 ; Morris水
迷宫视频分析系统V2.0和新物体识别实验系统 (型
号 : ZH-XT)购自淮北正华生物仪器设备有限公司 ; 
光学显微镜(型号: BX53)购自日本Olympus公司; 酶
标仪 (型号 : Multiskan FC型 )购自美国ThermoFisher 
Scientific公司; 迷你垂直电泳仪(型号: BG-verMINI)
购自北京百晶生物技术有限公司。

1.3   模型建立及干预

适应性喂养结束后, 将所有雌雄大鼠按11׃随机

配对 , 合笼过夜。第 2天早上若雌鼠出现阴栓则表

示交配成功 , 此时为妊娠第 0天。选取 25只孕晚期

(19~21天 )的大鼠 , 采用随机数字表法将其分为Con
组、单纯Rem组、Mod组、Rem组和Rem+Erastin组, 
每组 5只。在孕鼠暴露七氟醚前 3天 , Rem+Erastin
组连续 3天腹腔注射 10 mg/kg的 Erastin[10], 然后

在七氟醚暴露前 30 min, 单纯 Rem组、Rem组和

Rem+Erastin组腹腔注射 20 mg/kg的Rem[11]。随后

Mod组、Rem组和Rem+Erastin组孕鼠以2.3%七氟醚

麻醉6 h[12], Con组和单纯Rem组吸入等体积压缩空

气 , 腹腔注射等量生理盐水。然后将各组大鼠单独

饲养 , 等待分娩 , 分娩后第28天 , 采用随机数字表法

从每组中取15只子代大鼠 (15只子代大鼠均由各组5
只孕晚期大鼠提供)进行后续实验, 第33天进行行为

学测试。

1.4   检测指标与方法

1.4.1   行为学测试      水迷宫与新物体识别实验均

由经过标准化操作培训的且不知分组处理类型的同

一实验者完成。实验步骤如下。

水迷宫实验 , 包含定位航行与空间探索两个阶

段。(1) 定位航行训练。将水迷宫均分为四个象限, 平
台随机置于某一象限中心区域 , 保持低于液面2 cm。

子代大鼠依次从四个不同象限面朝池壁被放入水

中 , 系统记录从入水至找到平台的耗时 (即逃避潜伏

期)。若子代大鼠在120 s内未成功定位平台, 则引导

其至平台并停留30 s, 该次测试时间记为120 s。连

续训练5天, 每日进行2轮测试, 取四个象限测试结果

的平均值作为当日逃避潜伏期。(2) 空间探索检测。

第6天移除平台后 , 将子代大鼠随机放入某一象限 , 
记录其在120 s内穿越原平台区域的次数 , 以此评估

其空间记忆能力。

新物体识别实验 : 将子代大鼠置于黑色实验箱

(50 cm×50 cm×40 cm)中自由活动10 min以适应环

境。在实验箱对称位置放置两个相同立方体(A和B), 
将子代大鼠置于箱体中央 , 采用视频追踪系统记录

5 min内子代大鼠对两物体的探索时间。24 h后移除

物体B, 替换为新物体C, 再次记录子代大鼠5 min内
对旧物体A和新物体C的探索时长。计算新物体识

别指数=[(t新物体探索)/(t新物体探索+t旧物体探索)]×100%。

1.4.2   样本收集      行为学测试结束后, 使用戊巴比

妥钠麻醉所有子代大鼠并处死 , 收集子代大鼠海马

组织, 采用随机数字表法从每组中挑选5只大鼠的海

马组织 , 于4%多聚甲醛中常温固定24 h, 用于HE染
色、Nissl染色和普鲁士蓝染色 ; 剩余10只大鼠的海
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马组织置于−80 °C冰箱, 用于ELISA实验、RT-qPCR
和Western blot分析。

1.4.3   HE染色      将子代大鼠海马组织常温固定在

4%多聚甲醛24 h, 经梯度乙醇脱水后进行石蜡包埋, 
然后将其切成厚度为5 μm的切片, 脱蜡至水后, 每组

随机选取部分切片进行HE染色 , 中性树胶封片 , 显
微镜观察子代大鼠海马组织病理变化。

1.4.4   尼氏染色      取1.6中脱蜡至水后的部分切片, 
甲苯胺蓝室温染色5~10 min, 蒸馏水分化至尼氏体

清晰。梯度乙醇脱水 , 二甲苯透明 , 中性树胶封片 , 
于显微镜下观察尼氏小体数量变化。

1.4.5   铁死亡和氧化应激指标检测      采用随机数

字表法选取各组部分海马组织加入液氮充分研磨后

匀浆, 于4 °C、8 000 r/min条件下离心15 min, 取上清。 
按照ELISA试剂盒厂家说明书操作 , 绘制标准曲线 , 
根据标准曲线计算海马组织中ROS、MDA、SOD
含量。Fe²⁺含量采用菲啰嗪显色, 于562 nm处测其吸

光度值。根据标准曲线检测组织中Fe2+含量。

1.4.6   普鲁士蓝染色      取脱蜡至水的剩余切片, 浸
入新鲜配制的普鲁士蓝染色液 (等体积的2%亚铁氰

化钾溶液与2%盐酸溶液混合 , 现用现配 )中 , 37 °C
孵育30 min, 使铁离子与染色液反应生成蓝色沉淀。

蒸馏水充分冲洗 , 再经核固红染色液染色5 min, 最
后脱水、透明 , 中性树胶封片。在显微镜下观察并

拍照记录, 含铁元素沉积处呈棕褐色。

1.4.7   RT-qPCR检测      使用TRIzol试剂从各组海马

组织中提取总RNA。以该总RNA为模版 , 使用逆转

试剂盒将其逆转录成cDNA。以cDNA为模板 , 使用

特异性引物进行荧光定量PCR扩增, 扩增条件: 95 ℃
预变性30 s; 95 ℃变性15 s, 60 ℃退火20 s, 72 ℃延

伸5 min, 35个循环。以GAPDH作为内参, 根据2−ΔΔCt

公式计算各目的基因表达量。引物序列见表1。
1.4.8   Western blot分析      各组取0.05 g海马组织置

于离心管中 , 添加适量裂解液进行匀浆化处理 , 在

4 ℃、12 000 r/min条件下离心15 min后取上清。测

定总蛋白浓度 , 将样品与上样缓冲液混合 , 经SDS-
PAGE电泳分离目标蛋白 , 随后将蛋白转移至PVDF
膜 , 常温下用5%脱脂奶粉封闭2 h。分别加入HIF-
1α、HO-1、GPX4及GAPDH一抗(1000 1׃), 4 ℃缓慢

振荡孵育过夜。次日用HRP标记二抗 常温(000 3׃1)

下温育1 h, 经ECL显影后通过化学发光系统成像, 采
用ImageJ软件测定条带灰度值, 以GAPDH为内参进

行分析。

1.5   统计学方法

利用SPSS 20.0软件进行统计学分析。所有结

果以均值 ±标准差 (x
_
±s)表示。采用 Shapiro-Wilk、

Levene检验分别对各组数据进行正态性检验和方差

齐性检验, 若不符合正态分布或方差不齐, 则采用非

参数检验对多组间数据进行比较 ; 若符合正态分布

且方差齐性 , 则使用单因素方差分析对多组间数据

进行比较, 进一步组间两两比较采用LSD-t检验。所

有检验后均进行Bonferroni校正。以P<0.05表示差

异有统计学意义。

2   结果
2.1   瑞马唑仑对子代大鼠认知功能障碍的影响

从第 3天开始 , 与 Con组和单纯 Rem组相比 , 
Mod组逃避潜伏期明显延长 (P<0.05); 与Mod组相

比 , Rem组和Rem+Erastin组逃避潜伏期明显缩短

(P<0.05); 与Rem组相比 , Rem+Erastin组逃避潜伏

期明显延长 (P<0.05)。与Con组和单纯Rem组相比 , 
Mod组穿越平台次数和新物体识别指数明显降低

(P<0.05); 与Mod组相比, Rem组和Rem+Erastin组穿

越平台次数和新物体识别指数明显增加 (P<0.05); 
与Rem组相比 , Rem+Erastin组穿越平台次数和新物

体识别指数明显降低(P<0.05)。见图1、表2和表3。
2.2   瑞马唑仑对子代大鼠海马组织病理损伤的影响

HE染色结果如图 2所示 , Con组和单纯Rem组

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
基因

Gene
上游引物(5′→3′)
Forward primer (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Reverse primer (5′→3′)

GPX4 CTC TGG CTG TGC CTG GC ACA CGC AAC CCC TGT ACT

FTH1 CGC AAG TGC GCC AGA ACT A AGG GCC ACA TCA TCC CGG

ACSL4 GCT CTG TCA CGC ACT TCG AC TCA GGA TCT CCC GGG TCC C

GAPDH ACG GAT TTG GCC GTA TCG GA TTC TCA GCC TTG ACT GTG CC
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海马组织整体结构正常 , 海马区神经元细胞数量

丰富且排列整齐 , 未见明显萎缩、坏死等异常现

象 ; 与Con组和单纯Rem组相比 , Mod组海马整体结

构异常 , 神经元细胞排列紊乱 , 大量神经元呈现萎

缩、核深染及坏死表现 ; 与Mod组相比 , Rem组和

Rem+Erastin组海马神经元细胞形态及排列密度有

不同程度的恢复。

2.3   瑞马唑仑对海马组织中神经元尼氏小体的影响

尼氏染色结果如图 3所示 , Con组和单纯Rem
组海马神经元结构完整 , 细胞形态正常 , 核仁着色

明显; 与Con组和单纯Rem组相比, Mod组海马可见

皱缩细胞 , 尼氏小体浓缩呈深蓝色 , 且数量有所减

少; 与Mod组相比, Rem组和Rem+Erastin组神经元

结构有所改善 ; Rem+Erastin组皱缩细胞较Rem组

增加。

2.4   瑞马唑仑对海马组织中氧化应激的影响

与 Con组和单纯 Rem组相比 ,  Mod组 ROS、
MDA、Fe2+含量显著增加 (P<0.05), SOD含量显著

降低(P<0.05); 与Mod组相比, Rem组和Rem+Erastin
组ROS、MDA、Fe2+含量显著降低(P<0.05), SOD含

量显著增加(P<0.05); 与Rem组相比, Rem+Erastin组
ROS、MDA、Fe2+含量显著增加(P<0.05), SOD含量

表2   各组大鼠水迷宫结果

Table 2   Water maze results for each group of rats
组别

Group
逃避潜伏期/s

Escape incubation period /s
穿越平台次数

Number of platform 
crossings 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d

Con group 78.54±5.53 70.25±3.97 45.24±3.13 32.61±3.14 21.66±3.06 7.95±1.23

Simple Rem group 79.90±6.13 71.45±5.13 46.53±4.37 34.32±3.98 22.24±3.94 7.84±0.64

Mod group 79.84±5.83 73.82±5.74 64.54±4.55*# 53.12±4.46*# 39.36±4.26*# 3.59±0.90*#

Rem group 78.64±5.37 70.08±4.53 49.64±3.96& 40.34±3.25& 26.46±3.69& 6.03±1.16&

Rem+Erastin group 76.56±5.73 71.52±5.12 56.63±4.26&@ 48.35±4.63&@ 33.75±3.70&@ 5.88±1.28&@

*P<0.05, 与Con组相比; #P<0.05, 与单纯Rem组相比; &P<0.05, 与Mod组相比; @P<0.05, 与Rem组相比。n=15。
*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with simple Rem group; &P<0.05 compared with Mod group; @P<0.05 compared with Rem 
group. n=15.

表3   各组新物体识别指数

Table 3   Object recognition index for each group 
组别

Group
新物体识别指数/%
New object recognition index /%

Con group 76.45±6.26

Simple Rem group 73.25±5.15

Mod group 42.36±5.63*#

Rem group 69.46±5.59&

Rem+Erastin group 61.27±6.04&@

*P<0.05, 与Con组相比; #P<0.05, 与单纯Rem组相比; &P<0.05, 与Mod组相比; @P<0.05, 与Rem组相比。n=15。
*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with simple Rem group; &P<0.05 compared with Mod group; @P<0.05 compared with Rem 
group. n=15.

图1   各组大鼠空间探索实验代表性轨迹图

Fig.1   Representative trajectory diagrams from spatial exploration experiments for each group of rats

Con group Mod group Rem group Rem+Erastin groupSimple Rem group
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显著降低(P<0.05)。见表4。
2.5   瑞马唑仑对海马组织中铁死亡的影响

普鲁士蓝染色结果显示 , Con组和单纯Rem组

海马组织细胞间未见棕褐色沉淀 ; 与Con组和单纯

Rem组相比 , Mod组细胞间棕褐色沉淀增加 ; 与Mod
组相比, Rem组细胞间棕褐色沉淀减少; Rem+Erastin
组细胞间棕褐色沉淀多于Rem组。这说明Rem可减

少模型大鼠海马组织中的铁沉积。见图4。

黑色箭头指向完整细胞, 蓝色箭头指向萎缩、坏死细胞。n=5。
The black arrows point to intact cells, while the blue arrows point to atrophied and necrotic cells. n=5.

图2   海马组织HE染色结果

Fig.2   HE staining results of hippocampal tissue 

Con group

Mod group Rem group Rem+Erastin group

Simple Rem group

红色箭头指向完整神经元细胞, 绿色箭头指向皱缩神经元细胞(也为尼氏小体浓缩区域)。n=5。
The red arrow points to an intact neuron, and the green arrow points to a shrunken neuron (also the area of Nissl body condensation). n=5.

图3   海马组织尼氏染色结果

Fig.3   Nissl staining results of the hippocampal tissue

Con group

Mod group Rem group Rem+Erastin group

Simple Rem group
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与Con组和单纯Rem组相比 , Mod组Fe2+含量及

ACSL4 mRNA表达水平显著升高 (P<0.05), GPX4、
FTH1 mRNA表达水平显著降低 (P<0.05); 与Mod
组相比 , Rem组和Rem+Erastin组Fe2+含量及ACSL4 
mRNA表达水平显著降低 (P<0.05), GPX4、FTH1 
mRNA表达水平显著升高 (P<0.05); 与Rem组相比 , 
Rem+Erastin组Fe2+含量及ACSL4 mRNA表达水平显

著升高(P<0.05), GPX4、FTH1 mRNA表达水平显著

降低(P<0.05)。见表5。
2.6   瑞马唑仑对HIF-1α/HO-1通路相关蛋白表达

的影响

与 Con组和和单纯 Rem组比较 , Mod组大鼠

HIF-1α、HO-1蛋白表达水平明显降低 (P<0.05); 与
Mod组相比 , Rem组和Rem+Erastin组大鼠HIF-1α、
HO-1蛋白水平明显升高 (P<0.05); 与Rem组相比 , 
Rem+Erastin组大鼠HIF-1α、HO-1蛋白水平明显降

低(P<0.05)。见图5和表6。

3   讨论
孕晚期七氟醚暴露可通过干扰神经发育关键

期的突触可塑性及神经元存活 , 诱导子代认知功能

障碍, 此类认知缺陷不仅影响学习记忆能力, 还可能

增加成年后精神疾病及神经退行性疾病的易感性。

研究表明 , 怀孕期间暴露于七氟醚会对后代的大脑

表4   各组大鼠氧化应激指标表达结果

Table 4   Expression results of oxidative stress indicators in each group of rats 
组别

Group
ROS /ng∙mL−1 SOD /μg∙mL−1 MDA /μg∙mL−1

Con group 13.67±1.23 10.32±1.53 3.13±0.72

Simple Rem group 15.84±1.60 10.98±1.56 3.24±0.86

Mod group 42.64±2.08*#   2.67±0.38*# 7.53±1.82*#

Rem group 20.38±1.79&   8.86±0.84& 4.38±1.45&

Rem+Erastin group 33.26±1.46&@ 5.78±1.05&@ 6.06±1.12&@

*P<0.05, 与Con组相比; #P<0.05, 与单纯Rem组相比; &P<0.05, 与Mod组相比; @P<0.05, 与Rem组相比。n=10。
*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with simple Rem group; &P<0.05 compared with Mod group; @P<0.05 compared with Rem 
group. n=10.

黄色箭头指向铁沉积。n=5。
The yellow arrow points to the iron deposit. n=5.

图4   海马组织普鲁士蓝染色结果

Fig.4   Prussian blue staining results of hippocampal tissue 

Con group

Mod group Rem group Rem+Erastin group

Simple Rem group
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发育和认知功能有显著影响 [13]。动物研究发现 , 大
鼠在怀孕期间接触七氟醚会导致其后代的学习和记

忆功能受损 [14], 且以2.3%的七氟醚暴露6 h, 能够明

显引起大鼠认知功能障碍 [12]。因此 , 本研究选择该

浓度进行实验 , 结果发现子代大鼠逃避潜伏期明显

延长, 穿越平台次数、新物体识别指数明显降低, 且
脑组织神经元萎缩、坏死, 尼氏小体数目减少, 提示

该浓度确实能引起大鼠脑发育及认知能力受损 , 与

上述研究结果一致。Rem因其快速起效和代谢不

依赖肝肾的特点 , 在围术期被广泛使用。研究证实 , 
Rem能够通过抑制神经系统炎症减轻脂多糖诱导的

大鼠脑损伤来防止认知能力下降 [15], 还可补充全身

麻醉减轻老年患者骨科手术后的压力和改善认知障

碍 [16]。本研究结果发现 , 经Rem干预后子代大鼠逃

避潜伏期缩短 , 穿越平台次数和新物体识别指数增

加 , 海马病理损伤减轻 , 同时尼氏小体数量增加 , 提

表5   各组大鼠铁死亡指标表达结果

Table 5   Expression results of ferroptosis indicators in rats of each group
组别

Group
Fe2+ /μmol∙g−1 GPX4 mRNA FTH1 mRNA ACSL4 mRNA

Con group 0.54±0.06 1.00±0.03 1.00±0.01 1.00±0.02

Simple Rem group 0.52±0.08 0.98±0.04 1.01±0.05 1.03±0.06

Mod group 1.21±0.12*# 0.33±0.04*# 0.26±0.02*# 2.34±0.26*#

Rem group 0.65±0.07& 0.79±0.08& 0.85±0.10& 1.35±0.14&

Rem+Erastin group 0.91±0.09&@ 0.51±0.07&@ 0.56±0.07&@ 1.88±0.20&@

*P<0.05, 与Con组相比; #P<0.05, 与单纯Rem组相比; &P<0.05, 与Mod组相比; @P<0.05, 与Rem组相比。n=10。
*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with simple Rem group; &P<0.05 compared with Mod group; @P<0.05 compared with Rem 
group. n=10.

图5   HIF-1α/HO-1信号通路相关蛋白表达条带

Fig.5   Protein expression bands related to the HIF-1α/HO-1 signaling pathway
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表6   HIF-1α/HO-1信号通路相关蛋白表达的比较

Table 6   Comparison of HIF-1α/HO-1 signaling pathway-related protein expression 
组别

Group
HIF-1α HO-1

Con group 0.95±0.08 0.91±0.07

Simple Rem group 0.96±0.07 0.92±0.08

Mod group 0.29±0.03*# 0.35±0.04*#

Rem group 0.80±0.05& 0.81±0.06&

Rem+Erastin group 0.59±0.06&@ 0.63±0.05&@

*P<0.05, 与Con组相比; #P<0.05, 与单纯Rem组相比; &P<0.05, 与Mod组相比; @P<0.05, 与Rem组相比。n=10。
*P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with simple Rem group; &P<0.05 compared with Mod group; @P<0.05 compared with Rem 
group. n=10.
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示Rem可能通过减轻神经元损伤 , 改善子代大鼠认

知功能障碍。

氧化应激与铁死亡是认知功能障碍的关键病

理环节。七氟醚暴露可直接诱导子代大鼠海马神

经元产生大量ROS, 其超过SOD等抗氧化酶的清除

能力 , 就会引发MDA等脂质过氧化产物蓄积 , 造成

氧化损伤 [17]。这一过程不仅能诱导神经元凋亡 , 还
可加快铁死亡进程 , 而Fe²⁺过量蓄积又能催化更多

ROS生成 , 进一步导致认知功能衰退 [18]。过量的铁

储存在铁蛋白中 , 其中FTH1作为铁蛋白重链 , 通过

储存细胞内游离铁, 抑制芬顿反应的发生, 从而阻断

脂质过氧化和铁死亡 [19]。GPX4是铁死亡的核心抑

制因子 , 通过还原脂质过氧化物来维持细胞膜稳定

性。当GPX4失活时, 脂质过氧化物累积直接引发铁

死亡。ACSL4则通过催化多不饱和脂肪酸酯化 , 为
脂质过氧化提供特异性底物 , 加剧铁死亡 [20]。在阿

尔茨海默病模型中 , 抑制氧化应激和铁死亡途径可

有效缓解认知缺陷[21]。ZHANG等[22]研究表明, 七氟

醚给药后, 新生小鼠海马组织中铁积累, ROS水平及

ACSL4蛋白表达水平升高 , GPX4、FTH1蛋白表达

水平降低, 从而导致认知缺陷。同样, 本研究结果也

显示 , Mod组海马组织中ROS、MDA、Fe2+水平和

ACSL4表达水平明显升高, SOD水平和GPX4、FTH1
表达水平降低 , 且普鲁士蓝染色发现其铁沉积增加 , 
经Rem干预后这些指标均得到明显逆转 , 提示Rem
可能通过抑制氧化应激和铁死亡 , 改善孕晚期七氟

醚暴露所致的子代大鼠认知功能障碍。

HIF-1α/HO-1通路是细胞应对缺氧与氧化应激

的重要防御机制。七氟醚暴露诱导的神经元缺氧状

态可稳定HIF-1α, 促进其入核启动HO-1转录。HO-1
可通过催化血红素生成具有抗氧化活性的胆红素 , 
增强关键铁死亡抑制蛋白GPX4的活性[23], 从而协同

抑制氧化应激和铁死亡。若HIF-1α/HO-1通路功能

失调 , GPX4活性下降将导致脂质过氧化物积累 , 引
发铁死亡 , 加剧神经元损伤与认知功能障碍 [24]。研

究发现 , 激活HO-1可减轻脑缺血模型中的脑损伤和

认知障碍[25]。HAN等[26]研究表明, 激活HIF-1α/HO-1
通路可减轻氧化应激 , 并通过上调GPX4/FTH1和下

调ACSL4来抑制铁死亡 , 从而减轻大鼠肾损伤。而

Rem能够通过上调HO-1表达 , 逆转脓毒症引起的脑

功能障碍大鼠认知功能障碍 [27]。本研究结果发现 , 
Rem干预后 , 子代大鼠海马组织中HIF-1α、HO-1蛋

白水平明显升高, 提示Rem可激活HIF-1α/HO-1通路。

进一步使用铁死亡诱导剂Erastin, 发现其可部分逆转

Rem对七氟醚暴露引起认知功能障碍子代大鼠的神

经保护作用 , 提示Rem可能通过激活HIF-1α/HO-1通
路, 进而抑制氧化应激与铁死亡, 改善孕晚期七氟醚

暴露诱导的子代大鼠认知功能障碍。

综上所述, Rem可能通过激活HIF-1α/HO-1信号

通路 , 抑制铁死亡 , 减轻氧化应激 , 缓解孕晚期七氟

醚暴露引起的子代大鼠认知功能障碍。
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