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氟西汀通过调控海马小胶质细胞极化
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摘要:
 

目的
 

探讨氟西汀对术后认知功能障碍小鼠海马小胶质细胞极化作用及认知功能的影响。 方法
 

将 18 月龄雄

性小鼠分为假手术组、POCD 模型组和氟西汀治疗组,利用行为学实验检测小鼠情绪认知相关行为;免疫荧光标记

检测海马区 Iba1、CD86 和 CD206 阳性细胞表达情况;RT-qPCR 检测 IL-1β、TNF-α 的表达水平,免疫蛋白印迹检测

小鼠海马组织小胶质细胞极化相关蛋白的表达水平。 结果
 

水迷宫实验结果发现氟西汀改善了小鼠认知行为;免
疫荧光检测结果发现 CD86 在 POCD 组表达明显增强,氟西汀治疗组表达下降,CD206 表达在治疗组增强,模型组

表达较弱,RT-qPCR 检测发现 POCD 组 IL-1β、TNF-α
 

mRNA 表达增高,治疗组降低,免疫蛋白印迹检测发现治疗

组 CD86 降低,CD206 表达升高。 结论
 

氟西汀促进了小胶质细胞 M1 向 M2 的极化,改善了小鼠认知水平。
关键词:小鼠;海马;小胶质细胞;细胞极化
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Abstract:
 

Objective
 

To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

fluoxetine
 

on
 

the
 

polarization
 

of
 

hippocampal
 

microglia
 

and
 

cognitive
 

function
 

in
 

mice
 

with
 

postoperative
 

cognitive
 

dysfunction
 

( POCD) .
 

Methods
 

Eighteen-month-old
 

male
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

groups:
 

sham
 

oper-
ation

 

group,
 

POCD
 

group,
 

and
 

fluoxetine
 

treatment
 

group.
 

Behavioral
 

experiments
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

cognitive
 

and
 

emotional
 

behav-
iors

 

in
 

the
 

mice.
 

Immunofluorescence
 

labeling
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Iba1,
 

CD86,
 

and
 

CD206
 

positive
 

cells
 

in
 

the
 

hipp-
ocampal

 

region.
 

RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL - 1β
 

and
 

TNF - α.
 

Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

microglial
 

polarization-related
 

proteins
 

in
 

the
 

hippocampal
 

tissue
 

of
 

mice.
 

Results
 

The
 

results
 

of
 

the
 

water
 

maze
 

experiment
 

showed
 

that
 

fluoxetine
 

improved
 

the
 

cognitive
 

behavior
 

of
 

the
 

mice.
 

Immunofluorescence
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

CD86
 

was
 

significantly
 

enhanced
 

in
 

the
 

POCD
 

group,
 

while
 

it
 

decreased
 

in
 

the
 

treatment
 

group.
 

The
 

expression
 

of
 

CD206
 

was
 

enhanced
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

but
 

weak
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

RT-qPCR
 

detection
 

revealed
 

that
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

IL- 1β
  

and
 

TNF-α
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

POCD
 

group
 

and
 

reduced
 

in
 

the
 

treatment
 

group.
 

Western
 

blotting
 

detected
 

decreased
 

CD86
 

and
 

increased
 

CD206
 

expression
 

in
 

the
 

treatment
 

group.
 

Conclusion
 

Fluoxetine
 

promotes
 

the
 

polarization
 

of
 

microglia
 

from
 

the
 

M1
 

to
 

M2
 

phenotype,
 

thereby
 

improving
 

the
 

cognitive
 

level
 

of
 

the
 

mice.
Key

 

words:
 

mouse;hippocampus;microglia;cell
 

polarization

　 　 术后认知功能障碍( postoperative
 

cognitive
 

dys-
function,POCD)

 

是外科手术和麻醉后出现的一种

以认知能力下降为核心表现的并发症,其主要临床

特征为患者学习、记忆、注意力、情感等多维度认知

能力的减退 [ 1] 。 其发生机制与手术操作所诱发的

先天免疫反应及神经元损伤密切相关,神经炎症扮

演着重要角色 [ 2] ,在中枢神经系统中,小胶质细胞

参与主要的先天免疫功能,以维持中枢神经系统的
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稳态 [ 3] 。 小胶质细胞根据激活状态主要分为经典

激活型( M1)
 

和替代激活型( M2)
 

。 M1
 

型细胞主

要分泌促炎因子,包括肿瘤坏死因子-α( TNF -α) 、
白细胞介素-1β( IL - 1β)

 

和一氧化氮( NO)
 

,以及

细胞表面标志物 CD8
 

等,而
 

M2
 

型小胶质细胞则表

达不同的因子,如
 

IL - 4、精氨酸酶 - 1 ( Arg1) ,
 

IL -
10、几丁质酶 3 样蛋白 3( YM1)和 CD206 等 [ 4] 。 M1

 

表型的小胶质细胞通过释放促炎介质导致神经元损

伤。 相反,M2
 

表型的小胶质细胞释放抗炎介质,从
而发挥有益作用 [ 5] 。 小胶质细胞过度激活以及随

后的
 

M1 / M2
 

极化失衡被认为是关键的 POCD 促成

因素 [ 6- 7] 。
氟西汀( fluoxetine,Fluo) 是一种高选择性的 5 -

羟色胺再摄取抑制剂类经典抗抑郁药物,因其良好

的安全性及较低的副作用发生率而广泛应用于临

床 [ 8] 。 新的研究发现,该药物还具有抗炎、抗氧化

及抗凋亡等多重神经保护作用 [ 9] 。 临床研究表明

它能降低重度抑郁症患者 IL - 1β、IL - 6 和 TNF - α
炎性因子的因子的升高 [ 10] 。 氟西汀可以通过抑制

小胶质细胞的活化并减少小胶质细胞数量来保护免

受创伤后应激障碍样行为的影响 [ 11] 。 而氟西汀是

否对术后认知功能障( POCD)
 

小胶质细胞的极化具

体调节作用尚未见报道。
大脑海马依赖性空间记忆能力下降是 POCD 的

典型表现之一 [ 12] ,本研究通过脾切除术构建小鼠

POCD 模型,并在术后实施氟西汀腹腔注射处理,运
用行为学、分子生物学等方法探索氟西汀调控海马

小胶质细胞 M1 / M2 极化作用及炎性因子分泌水

平,旨在探讨氟西汀对 POCD 小胶质细胞激活作用

及其潜在影响,为氟西汀作为 POCD 潜在治疗策略

提供理论支持。

1　 材料与方法

1. 1　 药物和试剂
　 　 Fluo ( Sigma ) ; CD86 抗 体 ( 华 安 生 物, 货 号

ET1606 - 50 ) ; MRC1 / CD206
 

抗 体 ( Affinity
 

Biosci-
ences,货号: DF4149) ; HT - 1B 抗体 ( 华安生物,货

号:ER65016);5HT4 抗体(华安生物,货号:ER1903-
13) ;Iba1( Wako

 

Chemicals,货号:019-19741) ;山羊

抗兔 Cy3(Beyotime
 

Biotech
 

Inc,货号:A0516);山羊抗

兔 FITC( Beyotime
 

Biotech
 

Inc,货号:A0562);IL - 1β
 

Elisa 试剂盒(cusabio,货号:CSB-E08054m-MS);TNF-
α

 

Elisa
 

试剂盒(cusabio,货号:CSB-E04741m-IS)
 

。

1. 2　 动物模型制作及干预过程
　 　 选取老年雄性 C57BL / 6J 小鼠,均为 18

 

月龄

(购于济南鹏跃实验动物繁育有限公司)
 

,随机分为

对照组( Sham 组)
 

,生理盐水预处理脾脏切除手术组

(POCD 组)
 

,氟西汀预处理脾脏切除手术组( POCD+
Fluo 组)

 

,每组 10 只。 POCD+Fluo 组小鼠于术前连

续 7
 

d 每日腹腔注射氟西汀,POCD 组给予等量生理

盐水,Sham 组小鼠行开腹探查后缝合。 各组小鼠于

术后 1
 

d 水迷宫测试实验结束后进行相应取材。 氟

西汀的剂量选择参考文献[13-14],并结合预实验结

果,最终确定其使用剂量为 10
 

mg·kg-1 。
1. 3　 情绪认知相关行为学检测
　 　 莫里斯水迷宫( Morris

 

water
 

maze,MWM)
 

是评

估啮齿类动物海马依赖性学习记忆能力的经典实验

范式,在相关研究中已被广泛采用。 实验装置为圆

柱形 水 槽, 其 几 何 尺 寸 包 括 直 径 130
 

cm ( 半 径

65
 

cm) 、高度 50
 

cm,注水深度维持在 30
 

cm 左右,
水体温度被精确控制于( 24 ± 2)

 

℃ 范围内。 为营造

空间隐蔽环境,水槽中掺入适量二氧化钛颗粒,使水

体呈现不透光特性。 水槽内壁等间距标记东、南、
西、北 4 个方位坐标点,将水槽空间均分为 4 个象限

结构。 目 标 平 台 呈 圆 柱 状, 半 径 4. 5
 

cm、 高 度

29
 

cm,被安置于第一象限中心区域,其顶端与水面

保持 1
 

cm 的垂直距离。 数据采集系统由置于水槽

上方的摄像设备与配套的轨迹解析模块组成,能够

实时追踪并记录实验对象的运动路径。 整个测试过

程中,迷宫周边的环境参照物保持固定空间位置,为
动物提供稳定的视觉锚点以完成空间定位任务。 各

组小鼠在 POCD 动物模型术前 5
 

d 进行训练,固定

平台位置,每天进行 2 次训练,每次从不同入水点

( N / S / E / W)
 

释放动物。 每次训练最长 60
 

s,若未

找到平台,引导动物至平台并停留 15
 

s。 连续训练

5
 

d,取 5
 

d 均值为平均潜伏期。 在术后 1
 

d,移除平

台,将动物从远离原平台的位置放入水池,记录 60
 

s
内动物在目标象限的停留时间、穿越原平台位置的

次数,进行空间探索实验并记录相应数据。
1. 4　 组织取材
　 　 组织灌注固定取材:每组随机取 5 只小鼠,采用

5%戊巴比妥溶液以 1
 

mL / 10 g 腹腔注射进行小鼠麻

醉,利用生理盐水冲洗循环血液,然后利用 4%多聚

甲醛溶液进行小鼠灌注固定,待灌注固定成功后,取
小鼠海马,取脑置于含 4% 多聚甲醛溶液中再次固

定后进行震荡切片用于形态学检测。
组织新鲜取材:小鼠麻醉后断头处死,低温环境
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快速分离海马组织,置于离心管中液氮速冻,后放入

-80 ℃ 冰箱保存,用于后续组织 RT-qPCR 和免疫印

迹试验。

1. 5　 免疫荧光染色
　 　 脑组织震荡切片加入 5%正常山羊血清常温封

闭 90
 

min。 分别加入一抗( Iba1,1 ∶ 2
 

000;CD86,1 ∶
200;CD206,1 ∶200)

 

置于 4 ℃ 过夜孵育,PBS 洗涤,
根据一抗动物种属来源加入对应荧光二抗( 1 ∶500)

 

室温避光孵育 1. 5
 

h,PBS 洗涤 3 次,DAPI 溶液避光

染色 15
 

min,PBS 洗涤。 使用激光共聚焦显微镜观

察组织切片并采集图像。
1. 6　 RNA 提取和定量实时聚合酶链反应

(qRT-PCR)
 

　 　 依据 GeneBank 检索到各基因序列,用 Primer
 

5. 0 软件设计引物,引物序列委托上海生工生物科

技有限公司合成。 引物序列见表 1。
表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequence
Gene

 

Forward
 

(5′-3′)
 

Reverse
 

(3′-5′)

Il-6
GCAACTGTTCCTGAAC-

TCAACT
ATCTTTTGGGGTCCGT-

CAACT

TNF-α
CCCTCACACTCAGATCAT-

CTTCT
GCTACGACGTGGGCT-

ACAG

　 　 总 RNA 使用 TRIzol 试剂( Takara,货号:9108)
 

提取。 逆转录和 PCR 扩增分别按照 RevertAid
 

First
 

Strand
 

cDNA 合成试剂盒 ( Thermo,货号: K1622)
 

,
反转录模板采用 SYBR® Premix

 

Ex
 

TaqTM II( Takara,
货号:RR820A)

 

试剂盒进行荧光定量检测,其步骤

均按说明书进行。 用 Light
 

Cycler® 96 定量 PCR 仪

( Roche)
 

,采用三步法 PCR 扩增程序,β -tubulin 用

作内源性参照基因。 数据用 2-ΔΔCt 进行定量分析。

1. 7　 免疫蛋白印迹
　 　 提取海马组织蛋白,一步法制备 10% 凝胶板,
进行电泳、转膜,一抗兔抗 CD86、兔抗 CD206、内参

β-tubulin 分别于 4 ℃ 孵育 24 h,TBST 清洗一抗后加

入二抗(山羊抗兔 1 ∶3
 

000)
 

,摇床室温孵育 1
 

h,清
洗后加入曝光试剂后曝光成像系统采集图片,利用

ImageJ 测定蛋白印迹光密度值。

1. 8　 统计学处理
　 　 本研究数据处理与统计分析使用

 

GraphPad
 

Prism
 

8
 

软件。 所有实验数据以 X ±S 表示,采用单

因素方差分析,设定显著性水平为 P < 0. 05 认为差

异具有统计学意义。

2　 结果与分析

2. 1　 氟西汀对小鼠术手术后认知功能障碍的

影响
　 　 利用水迷宫行为学检测结果发现,与 Sham 组

相比,POCD 组小鼠在目标象限停留时间及穿越平

台次数均显著降低,提示小鼠学习记忆功能出现下

降,POCD
 

模型成功建立。 相比于 PCCD 组,Fluo 组

小鼠 目 标 象 限 停 留 时 间 及 平 台 穿 越 次 数 上 升

(图 1a—1d,n = 7,P<0. 05) 。 该结果提示,氟西汀预

处理可减轻脾切除术所致的小鼠术后认知功能

障碍。

a:
 

各组小鼠测试阶段典型水迷宫轨迹图;b:
 

各组小鼠训练阶段潜伏期;c:
 

各组小鼠目标象限停留时间;d:
 

各组小鼠目标象限经过次数

( ∗表示 P<0. 05,
 

∗∗表示 P<0. 01,
 

n = 7) 。

图 1　 氟西汀减轻小鼠脾脏切除术后学习记忆损伤

Figure
 

1　 Fluoxetine
 

ameliorates
 

postoperative
 

learning
 

and
 

memory
 

deficits
 

in
 

splenectomized
 

mice

2. 2　 小鼠海马 CA1 区小胶质细胞变化情况
　 　 海马 CA1 区是学习和记忆的主要区域,利用小

胶质细胞标记物 Iba1 荧光标记 CA1 区发现,POCD
组小胶质细胞数量较 Sham 组增多,细胞胞体增大,

细胞形态向阿米巴样转变,Fluo 治疗组小胶质细胞

较 POCD 组减少, 细胞胞体与 Sham 组大小相似

(图 2) 。 表明 Fluo 抑制了 POCD 小鼠海马小胶质

细胞的活化,从而改善炎性反应。
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a:
 

海马体 CA1 区 Iba1 的免疫荧光标记;b:
 

Iba1 相对荧光强度分析,∗∗表示 P<0. 01,
 

∗∗∗表示 P<0. 001,
 

n = 5。

图 2　 海马 CA1 区 Iba1 蛋白表达

Figure
 

2　 The
 

expression
 

of
 

Iba1
 

protein
 

in
 

the
 

CA1
 

region
 

of
 

the
 

hippocampus

2. 3　 各组小鼠海马小胶质细胞 M1 型和 M2
型标记蛋白表达改变
　 　 免疫荧光标记海马组织发现 M1 型标记蛋白

CD86 在 Sham 组表达微弱,在 POCD 组在海马各区

表达明显增强,Fluo 治疗组能够显著抑制小胶质细

　 　 　

胞向 M1 表型的转化,下调 CD86 表达。 同时增强了

小胶质细胞 M2 型的转化,上调了标记蛋白 CD206 的

表达,尤其在 CA1、CA3 区增强明显,POCD 模型组

CA1 和 CA3 区微弱表达,DG 区少量表达,结果详见

图 3、图 4。

a:海马 CA1 和 DG 区;b:海马 CA2 和 CA3 区。
 

图 3　 海马小胶质细胞 M1 标记物 CD86 荧光标记

Figure
 

3　 Fluorescent
 

labeling
 

of
 

CD86,
 

an
 

M1
 

marker
 

of
 

microglia,
 

in
 

the
 

hippocampus

a:海马 CA1 和 DG 区;b:海马 CA2 和 CA3 区。

图 4　 海马小胶质细胞 M2 标记物 CD206 荧光标记

Figure
 

4　 Fluorescent
 

labeling
 

of
 

CD206,
 

an
 

M2
 

marker
 

of
 

microglia,
 

in
 

the
 

hippocampus

2. 4　 各组小鼠海马炎症相关基因和蛋白

表达情况
　 　 RT-qPCR 检测发现 POCD 组表达增高,Fluo 治

疗组 IL-1β、TNF-α
 

mRNA 表达明显降低(图 5a);免

疫蛋白印迹检测发现治疗组 CD86 表达降低,CD206
表达升高,而 POCD 组 CD86 升高,CD206 表达降低

(图 5b、5c)。 说明 Fluo 抑制了炎症因子的分泌,同时

促进了小胶质细胞 M1 向 M2 型的转化。

a:
 

海马 IL-1β、TNF-α
 

mRNA 表达统计分析;b、c:海马 CD86 和
 

CD206 蛋白表达与统计分析,

∗表示 P<0. 05,∗∗表示 P<0. 01,
 

∗∗∗表示 P<0. 001,
 

n = 5。

图 5　 小鼠海马炎性相关基因和蛋白表达

Figure
 

5　 Expression
 

of
 

inflammation-related
 

genes
 

and
 

proteins
 

in
 

the
 

mouse
 

hippocampus.
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3　 讨论

　 　 在中枢神经系统中,小胶质细胞被认为是大脑

组织的常驻巨噬细胞,在免疫监视方面起着关键作

用,能够 迅 速 对 由 损 伤 引 起 的 外 周 刺 激 做 出 反

应 [ 15] 。 海马体中的神经炎症直接与记忆衰退和神

经认知障碍相关联,POCD 引起的神经炎症激活小

鼠海马区小胶质细胞,促进炎症因子的释放,介导海

马炎 症 的 级 联 反 应 [ 16] 。 在 M1 小 胶 质 细 胞 ( 以

CD86 为标志)
 

存在的情况下,会发生各种炎症性神

经退行性疾病, 可以产生促炎细胞因子, ROS 和

NO,并进一步促进中枢神经系统内神经网络的功能

障碍,M2 小胶质细胞(以 CD206 为标志)
 

可以释放

抗炎介质,触发抗炎机制和神促进小胶质细胞表型

从 M1 向 M2 的转变 [ 17] 。 本研究结果表明氟西汀有

效地将小胶质细胞极化状态从以 M1 型为主的破坏

性模式,转向以 M2 型为主的抗炎 / 修复性模式。 从

而减轻了神经组织炎性损伤,改善了术后认知障碍。
在 POCD 海马相关机制研究中,多数主要对海

马 CA1 区进行代表性研究 [ 18- 19] ,可能与 CA1 区对

缺氧 / 缺血高度敏感,并且 CA1 区作为海马三突触

回路的最终共同输出通路,负责将整合后的情景信

息发送至皮层下结构及联合皮层,是记忆巩固过程

不可或缺的环节 [ 20] 。 我们研究发现 POCD 小鼠模

型在 CA1 区小胶质细胞活化,细胞发生阿米巴样改

变。 但 POCD 是一个神经损伤的综合性改变,其他

区域同样发挥重要的作用。 本研究发现氟西汀对

POCD 小鼠 CA1、CA3 区 M2 型小胶质细胞增强明

显,CA3-CA1 区是认知功能重要的神经通路,其功

能完整性直接影响记忆的形成 [ 21] ,因此氟西汀改善

POCD 症状方面具有重要的炎性调节作用。
氟西汀显著减轻了

 

LPS
 

诱导的小胶质细胞增

殖和 / 或存活以及形态激活,以及少突胶质前体细胞

在基础状态下的增殖和 / 或存活具有抑制作用 [ 22] ,
氟西汀还能抑制慢性轻度应激小鼠海马体和巨噬细

胞中的 NLRP3 炎症小体的激活 [ 23] 。 本研究发现氟

西汀促进了小胶质细胞从 M1 向 M2 表型的分化,从
而抑制了促炎因子的释放,发挥神经保护作用。 氟

西汀通过干扰 5-羟色胺转运体选择性地抑制 5-羟

色胺的突触前重吸收,从而增加大脑中可用的 5-羟

色胺的数量 [ 24] ,5-羟色胺是一种具有免疫调节功能

的神经内分泌肽 [ 25] ,5-羟色胺的缺乏会诱导神经元

焦亡和认知功能障碍,而恢复
 

5-羟色胺水平则会抑

制 与 焦 亡 相 关 的 炎 症 级 联 反 应, 从 而 改 善 功

能 [ 26- 27] 。 那么氟西汀是否是通过增加 POCD 动物

模型 5 -羟色胺的含量,从而调节小胶质细胞的极

化,还是其药物具有和小胶质细胞作用的靶点值得

进一步探讨。
本研究尚存在以下局限性:1)实验仅观察了术

后早期(术后第 1 天)的变化,未能评估氟西汀的长

期保护效应及其潜在的延迟作用;2)氟西汀的给药

方式为术前预处理,临床实践中术后给药是否同样

有效尚待验证;3)外周炎症因子对中枢炎症的调控

作用及其机制尚未阐明;4)可利用基因修饰或特异

性抑制剂对小胶质细胞极化进行干预,以进一步明

确氟西汀在该效应中的因果关系。 未来研究需针对

上述问题开展更深入的系统性探讨。
总之,氟西汀促进了海马区微胶质从 M1 型向

M2 型的转变,从而改善了麻醉和手术引起的认知

障碍。 这种从小胶质细胞极化视角出发的机制阐

释,不仅深化了我们对氟西汀神经保护作用的理解,
也为将其作为 POCD 的潜在预防或治疗策略提供了

重要的实验依据。
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