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nNOS-PSD-95 解偶联在红车轴草抑制七氟醚诱导小鼠记

忆提取障碍中的作用
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摘要：[目的]研究 nNOS-PSD-95 解偶联效应在红车轴草调控七氟醚介导的成年小鼠记忆提取功能损害中的分子机

制。[方法]选取 16 只 SPF 级昆明种小鼠（雌雄各半，月龄 2-3 月，体质量 30-35g）采用随机数字表法分为对照

组（C 组，n=8）和实验组（T组，n=8）。T 组连续 7天经口灌胃红车轴草混悬液（400 mg·d⁻ ¹），C 组给予等

体积生理盐水干预。药物干预后，T组暴露于 3.3%七氟醚混合气体（载气 40% O₂）2小时 C组同步接受 40%O₂

处理。暴露后 12 小时进行改良避暗实验，定量分析暗室进入潜伏期（STL）、5分钟错误次数（ETs）及Δ潜伏期

等行为学参数；同步采用免疫共沉淀技术检测海马组织 PSD-95 与 nNOS 的蛋白互作水平。[结果]行为学检测显示，

与 C组相比，T 组 STL 显著延长（Δ=82.3±9.6s vs 41.2±7.8s, P<0.05），Δ潜伏期负值降低（-15.4±3.2s vs

-48.7±5.1s, P<0.05），ETs 减少（1.2±0.3 vs 3.8±0.5, P<0.05）。分子生物学分析表明，T 组海马 PSD-95-nNOS

复合体结合效率较 C 组降低 32.7%（P<0.05）。[结论]红车轴草可通过调控 nNOS-PSD-95 蛋白复合体解偶联机制，

有效改善七氟醚诱导的成年小鼠记忆提取功能障碍，为临床防治吸入麻醉相关认知并发症提供新策略。
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七氟醚作为临床常用吸入麻醉剂，其术后认知功能

障碍（POCD）发生机制亟待阐明。前期研究表明，七氟

醚麻醉可显著损害啮齿类动物短期记忆提取功能，其病

理生理过程可能与突触后nNOS-PSD-95蛋白复合体的异

常耦联相关
[1]
。值得注意的是，nNOS-PSD-95 信号轴解

偶联剂 ZL006 已被证实可有效改善消退记忆提取障碍
[2]
。

最新药理学研究发现红车轴草提取物具有特异性抑制n

NOS-PSD-95耦联的生物活性
[3]
，但其对七氟醚所致记忆

损害的保护效应尚未明确。本研究通过构建七氟醚诱导

的记忆提取障碍模型，系统评价红车轴草的神经保护作

用及其分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验对象与分组

SPF 级昆明种小鼠 16只（雌雄各半，体质量 30-35

g，月龄 2-3 月）由贵州医科大学实验动物中心提供（生

产许可证：SCXK(黔)2012-0001；使用许可证：SYXK(黔)

2012-0001）。实验前适应性饲养3天，维持环境温度 2

5±1℃，相对湿度 50±5%，12h 昼夜节律，自由摄食饮

水。采用完全随机设计分为：对照组（C组，n=8）和红

车轴草干预组（T组，n=8）。

1.2 主要仪器与试剂

吸入用七氟醚(上海恒瑞医药 批号:16022931)。PA

T—8M 避暗仪(成都泰盟)，麻醉机(Minddray watoex65

深圳迈瑞)，麻醉气体浓度分析仪(Drager 德尔格)，脉

搏氧饱和度监测仪(Mindray Bene ViewT8，深圳迈瑞），

裂解酶和蛋白裂解液（碧云天,P0013B）；兔抗 nNOS 单

抗（Abcam，1:1000）；兔抗PSD-95 单抗（Abcam，1:1

000），山羊抗兔二抗（北京中杉金桥，1:2000）。

1.3 实验方法

1.3.1药物干预与麻醉处理

T组连续 7天灌胃红车轴草提取物（400 mg·d-1），

C组同步给予等体积生理盐水。麻醉诱导采用定制化有

机玻璃箱（45×30×30cm），载气为 40% O2（流量2 L·m

in-1），维持七氟醚浓度 3.3%达 2小时。麻醉全程监测

生命体征（HR 320±25 bpm，SpO₂98±1%），术后持

续氧疗 15分钟。

1.3.2改良避暗实验方案

http://xueshu.baidu.com/s?wd=paperuri%3A%2870b7c375c7cf98922a3f9c7743d836a8%29&filter=sc_long_sign&tn=SE_xueshusource_2kduw22v&sc_vurl=http%3A%2F%2Fkns.cnki.net%2FKCMS%2Fdetail%2Fdetail.aspx%3Ffilename%3DZGZY201804017%26dbname%3DCJFD%26dbcode%3DCJFQ&ie=utf-8&sc_us=6826814518295621005
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记忆训练：连续 2日进行 3次/日趋暗行为强化，

记录基础步入潜伏期（STL baseline）。记忆巩固 24

小时后实施足底电击（32V 交流电压，6s）。记忆测试

分别在麻醉前（STL pre）和暴露后 12h（STL post）进

行，计算Δ潜伏期（ΔSTL=STLpost - STLpre）。纳入

标准：参照文献
[4,5]

，STL baseline>120s，确定产生遗

忘的标准为:STL pre<30s。

1.3.3免疫共沉淀分析

快速分离海马组织后，采用裂解酶和蛋白酶裂解液

制备组织匀浆。取500μg总蛋白与 nNOS 抗体（1:50）

4℃共孵育 16h，Protein G 磁珠捕获免疫复合物， PBS

T 洗 5次后加入 60μL 蛋白缓冲液，100 ℃ 煮沸 10

min， 洗脱结合蛋白，用于免疫印迹分析。Western bl

ot 检测 PSD-95表达（10% SDS-PAGE，100V 转膜 2h），

Image J 定量条带灰度值。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 22.0 进行数据分析，计量资料以(x±s)

表示，组间比较采用成组设计资料的 t 检验，P<0.05

判定差异具有统计学意义。

2 结果

所有参加避暗实验的小鼠经趋暗训练后,步入潜伏

期均<60s,无小鼠被淘汰,电击后 24h,测试步入潜伏期

均>120s,即全部成功建立避暗记忆,没有小鼠被淘汰,

没有小鼠在吸入七氟醚过程中死亡,在训练时参加避暗

实验的 C组有 1只雄性小鼠因受伤而死亡。

2.1 行为学评估

T 组麻醉后 12h STLpost 显著延长，ΔSTL 负值减

小，ETs 降低(P<0.05）。结果见表 1.

表 1 七氟醚对小鼠避暗实验中潜伏期和错误次数的影响 (x±s，n=8)

组别 基础成绩 记忆成绩

潜伏期/s 错误次数/次 潜伏期/s 错误次数/次
C组

T组
251.834±45.28 0.4±0.8
261.641±59.67 0.3±0.8

17.884±25.415 2.7±2.5
240.873±68.711 0.0±0.0

注：与对照组比较，P<0.05

2.2 蛋白质免疫印迹和免疫共沉淀结果

与 C组比较，Z组小鼠海马中 nNOS-PSD95相互作用

减弱，P<0.05，差异有统计学意义。（见图 2）

C 组 T 组

图 2：nNOs-PSD95 免疫共沉淀分析

与对照组比较 P<0.05

3 讨论

本研究发现红车轴草预处理可显著改善七氟醚暴

露后记忆提取功能，其机制涉及nNOS-PSD-95复合体的

解耦联调控。分子层面，PSD-95通过 PDZ 结构域锚定 n

NOS 至 NMDAR信号复合体，介导 NO过量生成引发突触可

塑性损伤
[4]
。七氟醚可能通过增强 PSD-95-nNOS 耦联加

剧该病理过程，而红车轴草所含异黄酮成分（如鹰嘴豆

素 A）可竞争性结合 PDZ 结构域，发挥类 ZL006 的解耦

联效应
[5]
。

国际前沿研究表明，抑制神经元型一氧化氮合酶（n

NOS）与突触后致密蛋白 95（PSD-95）的跨蛋白相互作

用可有效增强消退记忆的再提取效能
[11]
，证实该蛋白复

合体的构象稳定性对记忆检索通路具有关键调控价值。

本课题组既往实验数据显示，3.3%七氟醚持续暴露 2h

可显著损伤成年小鼠前额叶-海马环路介导的短期记忆

功能，其病理进程与 PSD-95 介导的突触信号转导异常

密切相关
[1]
。值得注意的是，药效动力学分析揭示七氟

醚诱导的记忆损伤存在明确时间窗效应：麻醉后 12h 呈

现认知损害峰值，至 24h 神经行为学参数逐渐恢复基线

水平。通过应用特异性 nNOS-PSD95 解偶联剂 ZL006 进

行干预，发现其可逆转临床浓度七氟醚（1.3MAC）暴露

引发的记忆检索抑制现象，提示 nNOS-PSD95 复合体的

异常聚集可能是七氟醚神经毒性的关键分子机制。基于

此，本研究提出假说：红车轴草所含活性成分可能通过

模拟 ZL006 的药理效应，干扰 nNOS-PSD95 蛋白互作网

络，进而拮抗七氟醚诱导的认知功能障碍。

在实验设计中采用改良型避暗测试，该模型通过量

化可精确评估记忆编码、巩固及提取等神经过程
[10]
。本

方案参照临床麻醉时长标准，构建七氟醚（3.3%, 2h）

暴露模型，并通过预实验验证行为学指标的检测灵敏度。
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实验组小鼠接受红车轴草提取物（400 mg·d-1）预处

理 7天后，其潜伏期较对照组延长，错误反应次数（er

ror responses）下降，证明该干预可显著改善七氟醚

引发的记忆提取缺陷。

从分子机制层面分析，PSD-95 作为细胞脚手架蛋白，

通过PDZ结构域与NMDAR的 NR2B亚基形成稳定复合体，

进而募集胞质 nNOS 至突触后膜，形成 NMDAR-PSD95-nN

OS 信号转导模块
[11]
。最新蛋白互作研究表明，nNOS-PS

D95 复合体过度激活会引发突触可塑性损伤，而特异性

解偶联剂（如 ZL006）可竞争性结合PDZ 结构域，使复

合体解离
[3]
。本实验通过免疫共沉淀定量检测发现，红

车轴草干预组海马组织 nNOS-PSD95 结合效率较对照组

降低，这与行为学改善效应呈显著正相关。

红车轴草（Trifolium pratense L.）作为豆科药

用植物，其化学成分谱分析显示富含异黄酮类化合物

（如鹰嘴豆芽素 A、染料木素等），这些成分具有多靶

点神经保护特性
[6]
。药理学研究证实，鹰嘴豆芽素 A可

剂量依赖性上调海马 CA1 区 BDNF 表达，同时通过抑制 n

NOS-PSD95耦联降低 NO神经毒性
[8]
。值得注意的是，何

洪亮团队采用分子对接技术证实，红车轴草提取物中特

定异黄酮成分与ZL006具有相似的PDZ结构域结合模式，

这为其解偶联活性提供了结构生物学依据
[2]
。上述发现

提示，红车轴草可能通过调控神经发生（促进齿状回颗

粒细胞增殖）和抑制神经炎症（TNF-α下降）等多重机

制发挥认知保护作用。

综上，红车轴草改善认知的机制具有多靶点特性：

其异黄酮成分可上调 BDNF 表达，促进海马神经发生
[6]
；

同时通过抑制 nNOS-PSD-95 耦联减少 NO 神经毒性，双

重机制协同保护突触功能。本研究首次建立红车轴草-

七氟醚-记忆提取的三元作用模型，为开发新型麻醉辅

助药物提供实验依据。后续研究需进一步明确其活性成

分的药代动力学特征及长期用药安全性。
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