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孕中期丙泊酚麻醉对子代认知和海马miRNAs的影响*
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  摘 要:目的 探讨孕中期丙泊酚麻醉对子代认知、海马 microRNAs(miRNAs)表达的影响。方法 将孕

14
 

d的SD大鼠随机分为丙泊酚组(P组)和脂肪乳剂对照组(C组)。P组接受丙泊酚麻醉4
 

h,C组给予20%
脂肪乳剂。子鼠进行悬崖回避实验、Morris水迷宫(MWM)实验、海马 miRNAs芯片检测。结果 与C组比

较,P组子鼠的悬崖回避时间延长,MWM实验中第4天和第5天的逃避潜伏期延长、平台穿越次数减少(P<
0.05);出生后7

 

d和出生后30
 

d的子鼠海马miRNAs芯片检测结果发现,P组相比C组分别有9个和3个差

异表达的miRNAs(P<0.05)。结论 孕中期丙泊酚麻醉损伤子代认知功能,影响海马miRNAs表达。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

propofol
 

anesthesia
 

in
 

the
 

second
 

trimester
 

of
 

pregnancy
 

on
 

offspring
 

cognition
 

and
 

expression
 

of
 

microRNAs
 

(miRNAs)
 

in
 

hippocampus.Methods SD
 

rats
 

at
 

14
 

days
 

of
 

gestation
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

propofol
 

group
 

(P
 

group)
 

and
 

a
 

fat
 

emulsion
 

control
 

group
 

(C
 

group).Group
 

P
 

received
 

propofol
 

anesthesia
 

for
 

4
 

hours,and
 

group
 

C
 

received
 

20%
 

fat
 

emulsion.The
 

mice
 

were
 

tested
 

by
 

cliff
 

avoidance
 

experiment,Morris
 

water
 

maze
 

(MWM)
 

experiment,and
 

hippocampal
 

miRNAs
 

chip
 

detection.Results Compared
 

with
 

the
 

C
 

group,the
 

cliff
 

avoidance
 

time
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

P
 

group
 

was
 

prolonged,the
 

escape
 

latency
 

on
 

the
 

4th
 

and
 

5th
 

days
 

in
 

the
 

MWM
 

experiment
 

was
 

prolonged,and
 

the
 

number
 

of
 

platform
 

crossings
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

microarray
 

detection
 

of
 

miRNAs
 

in
 

the
 

hippo-
campus

 

of
 

offspring
 

mice
 

at
 

postnatal
 

7
 

d
 

and
 

postnatal
 

30
 

d
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

9
 

and
 

3
 

differentially
 

ex-
pressed

 

miRNAs
 

in
 

group
 

P
 

compared
 

with
 

group
 

C,respectively
 

(P<0.05).Conclusion Propofol
 

anesthesia
 

in
 

the
 

second
 

trimester
 

impairs
 

the
 

cognitive
 

function
 

of
 

offspring
 

and
 

affects
 

the
 

expression
 

of
 

miRNAs
 

in
 

the
 

hippocampus.
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  有研究表明,在突触形成高峰期(妊娠期和婴儿

期)几乎所有全身麻醉药物都可引起神经退行性病

变[1]。临床上大多数孕妇的非产科手术是在全身麻

醉下完成的。对胎儿及孕妇而言,孕中期是进行非产

科手术最合适的孕期手术时间[2]。孕期母体丙泊酚

的使用对子代出生后神经行为学(例如学习记忆)的
不良影响已有相关研究证实[3-7],但其确切的机制还

在探讨中。近期有研究支持 microRNAs(miRNAs)
在麻醉诱导的神经发育毒性中可能发挥作用[8]。本

研究通过建立孕中期母体丙泊酚麻醉模型,观察子代

认知功能的变化,分析子代海马组织 miRNAs表达

谱,试图寻找差异表达的miRNAs及进行生物信息学

分析,为治疗或预防孕中期母体丙泊酚麻醉所致的子

代神经毒性探索新靶点。
1 材料与方法

1.1 实验动物与分组 本实验的开展获南昌大学第

一附属医院动物伦理委员会批准,本实验所用SD大

鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司。选择清
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洁级健康SD大鼠30只,其中雄性10只、雌性20只,
月龄9~10周,体质量270~310

 

g。采用标准饲养条

件:室内温度22
 

℃,湿度(55±5)%,照明采用自动昼

夜交替循环模式,大鼠可自由摄食、饮水。雌雄鼠同

笼前进行 Morris水迷宫(MWM)实验,判断其学习记

忆能力以排除遗传不良影响。剔除找不到平台的大

鼠后将雌鼠和雄鼠按2∶1同笼以完成受孕。同笼后

实验员于每日清晨对雌鼠进行阴道涂片,在显微镜下

阴道涂片发现精子记为母鼠第1天怀孕。选取孕

14
 

d的母鼠,采用随机数字表法分为2组,丙泊酚麻

醉组(P组)和脂肪乳剂对照组(C组),每组10只。
1.2 孕鼠干预 将孕鼠轻柔地固定在自制固定装置

中,鼠尾暴露在外,将鼠尾浸泡在温水中数分钟,清洁

表面污物,待鼠尾静脉扩张显露后用酒精消毒鼠尾,
从鼠尾静脉置入24

 

G静脉留置针并固定牢靠。P组

经鼠尾 静 脉 留 置 针 静 脉 注 射 诱 导 剂 量 丙 泊 酚20
 

mg/kg(阿 斯 利 康 制 药 有 限 公 司,产 品 批 号:
X17147A),翻正反射消失后以20

 

mg/(kg·h)持续

静脉泵注丙泊酚4
 

h。C组经鼠尾静脉注射与丙泊酚

等剂量的20%中长链脂肪乳剂(广州百特侨光医疗用

品有限公司,产品批号:GM190401)。母鼠麻醉手术

期间采用无创心电监护仪监测脉搏血氧饱和度、心
率,脉搏血氧饱和度<95%的孕鼠剔除本研究。处理

结束后待孕鼠翻正反射恢复后放回饲养笼继续饲养,
待其分娩。为排除孕中期单纯丙泊酚麻醉可能造成

孕鼠内环境紊乱,每组选取6只孕鼠于丙泊酚或脂肪

乳剂输注结束时行股动脉采血0.5
 

mL用于动脉血气

分析。所有用于动脉血气分析的孕鼠不再用于后续

实验。
1.3 子鼠行为学实验 子鼠出生后进行下列实验:
(1)7

 

d时两组子鼠行悬崖回避实验;(2)30~34
 

d时

两组子鼠行 MWM实验。
1.4 子鼠海马 miRNAs芯片检测及生物信息学分

析 取出生后7
 

d和30
 

d时的两组子鼠海马组织行

miRNAs芯片检测,并选取数个差异表达 miRNAs进

行实时荧光定量PCR(qPCR)验证。采用在线数据库

预测差异表达 miRNAs的靶基因,进行 KEGG通路

富集分析。
1.5 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行数据处

理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,组
间比较采用t检验或方差分析;计数资料以例数和百

分率表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组悬崖回避时间比较 悬崖回避实验结果显

示,C组悬崖回避时间为(5.95±1.91)s,P组悬崖回

避时间为(8.18±1.98)s,与C组比较,P组子鼠转身

或后退时间延长,提示孕中期母体丙泊酚麻醉损伤子

鼠早期神经发育。
2.2 两组子鼠逃避潜伏期的比较 在 MWM定位航

行训练中,P组与C组比较,第4天和第5天逃避潜

伏期延长(P<0.05),见表1。在 MWM 空间探索实

验中,各组平台穿越次数比较,P组少于C组(P<
0.05);两组子鼠靶象限停留时间和游泳速度差异无

统计学意义(P>0.05),见表2。提示孕中期丙泊酚

麻醉对SD大鼠子代学习记忆有损伤作用。

表1  两组子鼠逃避潜伏期的比较(x±s,s)

组别 n 第1天 第2天 第3天 第4天 第5天

P组 10 64.22±16.54 38.56±10.77 32.56±10.79 27.58±8.80a 23.33±8.89a

C组 10 66.04±18.13 34.26±10.57 28.50±10.46 23.46±6.78 19.01±6.00

  注:与C组比较,aP<0.05。

表2  两组子鼠空间探索实验的比较(x±s)

组别 n 平台穿越次数(次) 靶象限停留时间(s) 游泳速度(m/s)

P组 10 2.89±0.20a 21.94±5.83 0.21±0.02

C组 10 3.52±0.22 23.68±4.86 0.23±0.02

  注:与C组比较,aP<0.05。

2.3 子鼠海马组织miRNAs芯片检测结果

2.3.1 差异表达的miRNAs 在miRNAs芯片检测

之前对抽提的RNA进行质量检测,Agilent2100
 

Nan-
odrop质检结果显示8个标本RNA质量均满足实验

要求,可进行后续实验。miRNAs芯片结果显示,以
差异倍数≥2且P<0.05作为差异表达标准时,与C
组比较,7

 

d时P组子鼠海马组织有9个 miRNAs表

达水平上调,包括 miR-134-3p、miR-138-2-3p、miR-

3068-3p、miR-328b-3p、miR-3552、miR-3572、miR-
5132-3p、miR-547-5p、miR-671。与C组比较,30

 

d时

P组有3个 miRNAs表达下调,包括 miR-374-5p、
miR-124-5p、miR-362-3p。
2.3.2 miRNAs表达的验证 选取7

 

d时差异表达

miRNAs中的 miR-134-3p和30
 

d时差异表达 miR-
NAs中的miR-362-3p进行qPCR验证,结果显示,与
C组比较,P组7

 

d时子鼠的 miR-134-3p上调,P组

30
 

d时子鼠的 miR-362-3p下调,与 miRNAs芯片表

达结果一致。见表3。
2.3.3 差异表达 miRNAs生物信息学分析 采用

TargetScan和miRDB两个数据库对7
 

d和30
 

d时差

异表达的miRNAs进行预测,分别预测到1
 

093个和

312个靶基因。应用在线软件DAVID软件进行靶基
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因的KEGG通路富集分析。7
 

d时KEGG通路富集

分析前20名见图1,30
 

d时 KEGG通路富集分析前

20名见图2。
表3  miRNAs表达的验证(x±s)

组别 n miR-134-3p miR-362-3p

P组 10 4.37±0.52a 5.31±0.79a

C组 10 2.39±0.53 8.37±0.86

  注:与C组比较,aP<0.05。

图1  7
 

d时两组差异表达 miRNAs的靶基因

KEGG通路富集分析

图2  30
 

d时两组差异表达 miRNAs的靶基因

KEGG通路富集分析

3 讨  论

在本研究中通过给孕中期大鼠尾静脉注射丙泊

酚来探讨其对子代认知功能及海马组织 miRNAs表

达的影响。7
 

d时子鼠悬崖回避实验结果提示孕中期

母体丙泊酚麻醉损伤子鼠早期神经发育。30~34
 

d
时 MWM实验结果发现孕中期母体丙泊酚麻醉会损

伤子代远期空间学习记忆。孕中期母体丙泊酚麻醉

可以改变子鼠海马组织miRNAs表达。
有研究表明,麻醉相关的miRNAs基因靶点参与

轴突引导、DNA转录和蛋白磷酸化相关的几个神经

发育通路[9]。因此,确定这些差异表达的 miRNAs的

靶点可能有助于阐明介导不同麻醉药对神经和生理

功能作用的具体途径。本研究取孕中期母体丙泊酚

麻醉后子代7
 

d和30
 

d时的海马组织进行 miRNAs
微阵列分析,寻找差异表达的miRNAs并进行了后续

的生物信息学分析。7
 

d时差异表达miRNAs的靶基

因KEGG通路富集分析发现,这些靶基因大量参与神

经发育、突触塑形相关的生物学过程,例如树突形态

发育、转录调控、学习、钙离子转运、蛋白磷酸化等。
同时它们在谷氨酸能突触、cGMP-PKG 信号通路、
cAMP信号通路、长时程抑制、轴突导向、钙离子信号

通路上都有富集,这些通道与神经发育、突触塑形都

有相关性。在这些差异表达的miRNAs分子中,有一

些已被研究证实与神经系统功能相关。miR-134早

在2006年就被 Nature杂志报道为一种调节树突棘

发育的脑特异性miRNA[10]。miR-134可以通过下调

大鼠的Limk1/cofilin信号参与慢性应激诱导的神经

元结构可塑性和类抑郁样行为[11]。miR-328a可能通

过上调β-分泌酶水平参与戊四氮诱导的大鼠记忆功

能障碍[12]。miR-138-5p在体外通过靶向甲状腺激素

受体相互作用蛋白16表达调控神经干细胞的增殖和

分化[13]。7
 

d和30
 

d子鼠差异表达 miRNAs未产生

过多交集,反映出 miRNAs的表达具有时间特异性。
30

 

d时P组差异表达的miRNAs靶基因KEGG通路

富集分析发现,预测靶基因在生物学过程、细胞成分、
分子功能与7

 

d时已有了很大不同,与神经发育相关

的靶基因减少。啮齿类动物大脑发育的高峰期主要

集中在出生后前2周[14]。7
 

d时子鼠处于大脑发育的

高峰期,母体丙泊酚麻醉对子代神经发育的不良影响

可在分子或细胞水平被观察到是不难理解的。而

30
 

d时子鼠的大脑已处于成熟期,故而差异表达的

miRNAs预测的靶基因KEGG通路富集分析与神经

发育相关性减少。
综上所述,本研究发现孕中期母体丙泊酚麻醉损

伤子代早期神经发育和远期空间学习记忆。这可能

与子鼠海马组织 miRNAs的表达谱改变相关。这些

差异表达的miRNAs靶基因及其相关通路的研究将

为揭示孕中期母体丙泊酚麻醉导致的子代神经发育

毒性机制提供新思路。
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