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麻醉和手术对 5×FAD小鼠海马内阿尔茨海默病
相关蛋白表达影响及性别差异

张莹林，黄　勇，张　俪*，梁　超*

复旦大学附属中山医院麻醉科, 上海　200032

［摘要］  目的    探究麻醉和手术对 5×FAD 小鼠海马内阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）相关蛋白表达的影

响及其性别差异。方法    将 5×FAD 小鼠与 C57BL/6J 野生型（wild-type，WT）小鼠进行合笼繁殖得到子代小鼠并进行基

因鉴定。将 4 月龄子代 5×FAD 小鼠和同窝同龄（littermate，LM）WT 小鼠按照性别分别随机分为 4 组：5×FAD 对照

组、5×FAD 麻醉和手术处理组、LM 对照组、LM 麻醉和手术处理组，共 8 组，每组 8 只。麻醉和手术处理组小鼠在

1.4% 异氟醚麻醉下进行开腹手术，对照组不行麻醉和手术。于术后 24 h 取小鼠海马组织，采用蛋白质印记检测 β-
catenin、糖原合酶激酶 3β（glycogen synthase kinase 3 beta，GSK3β）及 p-GSK3β 蛋白水平。结果    雌性 5×FAD 鼠经麻

醉和手术处理后，海马组织中 β-catenin、p-GSK3β 含量及 p-GSK3β/GSK3β 比值较对照组和雄性 5×FAD 鼠显著降低

（P＜0.05）；但麻醉和手术处理对雄性 5×FAD 鼠海马内相关蛋白表达差异无统计学意义。结论    麻醉和手术对 AD 小

鼠的影响存在性别差异，其可能通过海马内 β-catenin/GSK3β信号通路影响雌性 AD患者。
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Effects of anesthesia and surgery on the expression of Alzheimer’s disease-related proteins in the hippocampus
of 5×FAD mice and its sex differences
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Department of Anesthesiology, Zhongshan Hospital, Fudan University, Shanghai 200032, China

［Abstract］  Objective    To investigate the impact of anesthesia and surgery on hippocampal expression of Alzheimer’s
disease (AD)-associated proteins in 5×FAD transgenic mice and explore potential sex differences. Methods    5×FAD mice were
crossbred with C57BL/6J wild-type (WT) mice to generate offspring for genotypic confirmation. Four-month-old 5×FAD mice and
littermate (LM) WT controls were allocated into 8 experimental groups (n＝8/group): female/male 5×FAD control group,
female/male 5×FAD anesthesia/surgery group, female/male LM control group, and female/male LM anesthesia/surgery group.
Anesthesia/surgery groups underwent laparotomy under 1.4% isoflurane anesthesia, while control groups received no intervention.
Hippocampal tissues were collected 24 hours post-procedure for Western blotting analysis of β-catenin, glycogen synthase kinase 3
beta (GSK3β), and phosphorylated GSK3β (p-GSK3β) levels. Results    Female 5×FAD mice demonstrated significant reductions in
β-catenin levels and p-GSK3β expression compared to both sex-matched LM controls and male 5×FAD counterparts (P＜0.05).
No significant differences in these proteins were observed in male 5×FAD mice following anesthesia/surgery. Conclusions    These
findings reveal sex-specific responses to perioperative stress in AD, suggesting that anesthesia and surgery may affect female AD
patients through hippocampal β-catenin/GSK3β pathway modulation.

［Key Words］  Alzheimer’s disease; anesthesia; surgery; 5×FAD transgenic mice; sex differences; β-catenin/GSK3β

随着全球人口老龄化日益加剧，越来越多老

年患者需要接受麻醉和手术治疗。阿尔茨海默病

（Alzheimer’s disease, AD）是最常见的一种神经

退行性疾病，对家庭和社会造成沉重的精神和经

济负担[1]。据估计，到 2050 年，AD 患病人数将

增加到 1.315 亿[2]。研究[3]表明，老年患者，尤其

是 AD 患者，在麻醉和手术后出现认知功能障碍

的风险显著增加，且其严重程度更高，恢复时间 
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可能更长。目前，女性的 AD 患病率是男性的

2 倍，且认知能力也表现出更快的下降。本课题

组前期研究[4]发现麻醉和手术后发生的认知功能

障碍存在性别敏感性差异，雌性 5×FAD 转基因

小鼠更易出现术后认知功能障碍，然而具体机制

尚不清晰。

糖原合成激酶 3β（glycogen synthase kinase 3
b e t a，GSK3 β）是一种非常保守的丝氨酸 /
苏氨酸激酶。GSK3β 活性升高与 β-淀粉样蛋白

（amyloid β-protein，Aβ）异常聚集直接相关，是

AD 的重要致病机制[5]。麻醉药物可能通过调节

GSK3β 影响神经功能和 AD 进展。Liang 等[6]发现

多次暴露于七氟烷的小鼠体内 GSK3β 激活，诱导

微管相关蛋白（Tau）过度磷酸化，导致小鼠出现

认知障碍。β-连环蛋白（β-catenin）是一种多功能

蛋白，通过 Wnt/β-catenin 信号通路参与调控细胞

分化和多能性 [ 7 ]。GSK3β 可以直接作用于 β -
catenin，使 β-catenin 发生超磷酸化并促进其降

解，导致转运入细胞核的 β-catenin 减少，核转录

因子表达降低，诱导神经细胞凋亡[8]。此外，研

究[9]发现 β-catenin 在神经系统发育中参与突触可

塑性调节并维持神经元存活，其减少或失调可导

致 AD 早期突触功能障碍。上述研究提示，麻醉

药物可能通过激活 GSK3β，促使 β-catenin 降解，

参与 AD发生发展。

本研究在前期行为学研究[4]基础上，进一步

探讨麻醉和手术后海马中 β-catenin和 GSK3β表达

水平的变化及其性别差异，为麻醉和手术后不同

性别的 AD 患者发生认知功能障碍的可能分子生

物学机制提供实验证据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验对象　2 月龄雄性 SPF 级 5×FAD 小鼠

8 只，体质量 22～24 g，购自昭衍（苏州）新药

研究中心有限公司[SCXK(苏)2018-0006]。3 月龄

雌性 SPF 级 C57BL/6J 野生型小鼠 16 只，体质量

18～22 g，购自上海西普尔-必凯实验动物有限公

司[SCXK(沪)2018-0006]。将 5×FAD 雄鼠与

C57BL/6J 野生型雌鼠按照 1∶2 合笼，置于复旦

大学实验动物中心 SPF 级环境中饲养繁育。饲养

环境：相对温度 22～28 ℃，相对湿度 40%～

60%，12 h/12 h昼夜明暗交替。

小鼠交配繁殖产生子代，待子代鼠 1 月龄时

进行基因型鉴定。同时表达淀粉样前体蛋白

（amyloid precursor protein，APP，377 bp）基因

和早老蛋白-1（presenilin-1，PS1，608 bp）基因

的小鼠为 5×FAD 小鼠；同时不表达 APP 基因和

PS1 基因的小鼠为同窝同龄（ littermate，LM）

对照小鼠。将子代小鼠按基因型和性别分类，继

续在 SPF环境中饲养至 4月龄。 

1.2    动物分组　将雌性和雄性 4 月龄 5×FAD 小

鼠、LM 小鼠（每种品系及性别各 16 只）按随机

数字表法分为 8 组：雌性或雄性 5×FAD 对照

组、雌性或雄性 5×FAD 麻醉和手术处理组、雌

性或雄 LM 对照组、雌性或雄性 LM 麻醉和手术

处理组，每组 8 只。麻醉和手术处理组的小鼠采

用 1.4% 异氟醚麻醉，并进行开腹手术，对照组不

行麻醉和手术。 

1.3    动物造模与取材　将小鼠置于麻醉箱中，采

用 1.4％异氟醚诱导 15 min 后，转移至锥形装置

中，并持续以 1.4％异氟醚维持麻醉。将 1 根

16 号针头插入锥形装置中，以监测异氟醚呼气

末浓度。使用碘伏棉签对小鼠腹部皮肤消毒，

从剑突到耻骨联合近端 0.5 cm 处，沿腹部正中

线，依次切开腹部皮肤、腹肌和腹膜。入腹后不

行其他操作，以 4-0 Vicryl 可吸收缝线逐层缝合

腹部切口。手术结束后，皮下注射 0.4 mg/kg 酒石

酸布托啡诺以减少疼痛，并将小鼠放回麻醉

箱内继续麻醉。每只小鼠手术持续约10 min，麻

醉时长 2 h。实验过程中，密切观察小鼠的呼吸动

度和皮肤色泽，避免缺氧、窒息情况发生。麻醉

结束后，将小鼠放回清洁干燥的鼠笼里，待观察

到小鼠状态良好后，添加食物和水。造模后 24 h，
将小鼠麻醉后处死。在冰上分离小鼠海马组织，

迅速放入液氮冷冻，并于－80 ℃ 冰箱保存。 

1.4    蛋白质印迹法（Western blotting，WB）　取

各组小鼠冻存海马组织，加入 100 μL 含有 1% 苯

甲磺酰氟、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的

RIPA 裂解缓冲液（上海碧云天生物技术股份有限

公司，P0013B），研磨，超声后离心（15 000 r/min，

494 Chinese Journal of Clinical Medicine，2025，Vol.32，No.3　　中国临床医学　2025年6月　第32卷　第3期



30 min，离心半径 8.7 cm）。吸取上清置于新的

离心管中，采用 BCA 法测定蛋白浓度。取 30 μg
蛋白样本于 95 ℃ 变性 5 min 后，进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳。在 300～350 mA 恒流条件下转膜，

5% 脱脂奶粉封闭 2 h。β-catenin（1∶1 000，美

国 Cell Signaling Technology 公司，#8480）、

GSK3β（1∶5 000，美国 Abcam公司，ab32391）、

p-Ser9-GSK3β（1∶5 000，美国 Abcam 公司，

ab32391）和 GAPDH（1∶1 000，上海碧云天生

物技术股份有限公司，AG019）一抗 4 ℃ 孵育过

夜。用羊抗兔二抗（1∶1 000，上海碧云天生物

技术股份有限公司，A0208）在室温下孵育 1 h。
使用 ECL 高灵敏化学发光试剂盒进行显影，并记

录图片。目的蛋白水平（%）＝目的蛋白灰度值/
内参蛋白[甘油醛-3-磷酸脱氢酶（ glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）]灰度

值×100%。 

x̄

1.5    统计学处理　采用 GraphPad Prism 7.0 进行

数据分析，Image Lab 对蛋白条带灰度值进行定量

分析。数据以 ±s 表示，采用双因素方差分析进

行组间比较，Bonferroni 法进行事后分析。检验水

准（α）为 0.05。 

2    结　果
 

2.1    实验鼠基因鉴定　基因鉴定结果（图 1）显

示：携带 APP 和 PS1 基因即为 5×FAD 小鼠，不

携带 APP 和 PS1 基因则为 LM 鼠。图中编号

20 为 AD 阳性参照（5×FAD 小鼠），编号 30 为

WT 阴性参照（WT 野生型小鼠）。编号 21、
22、23、25、26、27 和 28 均为 5×FAD 小鼠，编

号 24，29为 LM鼠。 

2.2    麻醉和手术对雌鼠 AD 相关蛋白表达的

影响　结果（图 2）显示：与雌性 5×FAD 对照

组相比，雌性 5×FAD 麻醉和手术处理组的海马

组织中 p-GSK3β、β-catenin 水平和 p-GSK3β/
GSK3β 比值显著降低（P＜0.05）；而在两组雌

性 LM 小鼠中，p-GSK3β、β-catenin 水平和 p-
GSK3β/GSK3β 比值间差异无统计学意义。各组

间 GSK3β蛋白表达差异均无统计学意义。

 
 
 

500 bp

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

100 bp

 

图 1     基因鉴定部分结果示意图

Figure 1   Schematic diagram of results of genotyping

M: Marker.
 
 

2.3    麻醉和手术对雄鼠 AD 相关蛋白表达的

影响　结果（图 3）显示：麻醉和手术对各组雄

鼠海马中 β-catenin、GSK3β 和 p-GSK3β 的表达差

异无统计学意义。 

2.4    麻醉和手术对 AD 相关蛋白表达的性别差

异　结果（图 4）显示：麻醉和手术处理后，雌性

5×FAD 小鼠的 β-catenin 和 p-GSK3β/GSK3β 比值

较雄性显著降低（P＜0.05）。 

3    讨　论

AD是一种神经退行性疾病，其主要特征是认

知、行为能力逐渐丧失，表现为记忆力、注意

力、吞咽、行走等基本功能障碍，严重影响患者

日常生活。临床研究 [ 1 0 - 1 2 ]表明，麻醉和手术与
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AD 发生发展可能存在联系。早期临床研究[13]发

现，与腹部手术中单用脊髓麻醉的患者和使用地

氟醚联合脊髓麻醉的患者相比，采用异氟醚联合

脊髓麻醉的患者术后 1 周认知能力显著下降，发

生围术期认知功能紊乱。目前，流行病学调查[2]

结果表明，女性的 AD 发病率更高，然而关于麻

醉和手术对不同性别 AD 患者认知功能的影响及

机制仍无明确定论。
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图 2     雌鼠海马中 β-catenin、p-GSK3β和 GSK3β表达

Figure 2   Expression of β-catenin, p-GSK3β, and GSK3β in the hippocampus of female mice

x̄

LM: littermate; GSK3β: glycogen synthasekinase 3 beta; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. *P＜0.05 vs

5×FAD control group,  ±s.
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图 3     雄鼠海马中 β-catenin、p-GSK3β和 GSK3β表达

Figure 3   Expression of β-catenin, p-GSK3β, and GSK3β in the hippocampus of male mice

x̄LM: littermate; GSK3β: glycogen synthasekinase 3 beta; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.  ±s.
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图 4     不同性别 5×FAD小鼠海马中 β-catenin、p-GSK3β和 GSK3β表达

Figure 4   Expression of β-catenin, p-GSK3β, and GSK3β in the hippocampus of female and male 5×FAD mice

x̄

GSK3β: glycogen synthasekinase 3 beta; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. *P＜0.05 vs male 5×FAD

anesthesia/surgery group,  ±s.
 

5×FAD 小鼠是 AD 疾病造模常用的实验动

物，用于探究 AD 发病机制和治疗效果。该鼠表

达 5 个家族性 AD 的突变基因，包括 APP695 基

因的 3 个位点（K670N／M671L、 I716V 和

V717 I）及 PS1 基因的 2 个位点（M146L、

L286V），能够较好地模拟 AD 患者脑内主要的

神经病理过程及行为学表现[14-15]。在 1.4％异氟醚

麻醉下进行开腹手术建立麻醉和手术动物模型，

可模拟临床上 AD 患者的麻醉和手术过程。该模

型经长期研究[16]证实，操作简单、可重复性强，

围术期不易发生呼吸抑制、感染等并发症。

Morris 水迷宫行为学是评估实验小鼠海马依赖性

空间学习和记忆能力的经典方法[17]。在前期研究[4]

中，已经初步探究了麻醉和手术对不同性别实验

小鼠的认知功能的影响。结果表明，麻醉和手术

导致雌性 5×FAD 小鼠发生术后认知功能障碍，

海马中 Tau 蛋白磷酸化水平显著升高，而雄性小

鼠无明显蛋白表达变化和行为学特征出现。基于

此，本研究进一步探讨麻醉和手术对不同性别小

鼠海马中 AD关键蛋白的表达差异。

分子生物学的变化通常早于认知能力下降，

研究[18]表明麻醉后 24 h 大脑便会产生短暂损伤从

而促进 AD 的神经发病机制。因此，本研究取麻

醉和手术后 24 h 的小鼠海马组织，以探究损伤早

期组织内蛋白水平变化。结果显示，雌性 5×FAD
小鼠经麻醉和手术后，海马中 β-catenin、p-GSK3β
蛋白表达水平显著下降，但雄性 5×FAD 小鼠海

马内各蛋白水平差异均无统计学意义，提示雌性

AD 患者的海马组织对麻醉和手术更敏感。有研

究[19]指出，麻醉会引起雌性小鼠卵巢组织病理和

激素水平变化（包括雌二醇、孕酮等），加剧神

经炎症反应，放大麻醉手术的神经毒性效应，可

能导致认知行为的性别差异，但其背后具体机制

仍待研究证实。

β-catenin 和 GSK3β 在 Wnt 信号通路中扮演着

重要角色，其功能异常与神经退行性疾病的发展

密切相关[7]。β-catenin在成年哺乳动物中枢神经系

统中表达，调节神经发生和突触形成，对维持和

保护大脑有重要作用[20]。β-catenin 表达降低与多

种疾病相关，包括 AD、帕金森病以及抑郁症
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等。Maguschak等[21]发现，β-catenin 蛋白水平的稳

定性与学习记忆能力相关。目前，对于麻醉和手

术抑制 β-catenin表达的具体机制尚不完全清楚。

有研究[22]发现麻醉可通过上调过氧化物酶体增殖

物激活受体（PPAR）数量，从而降低 β-catenin表

达，改善大鼠的神经炎症。另有研究[23]从生物信

息学层面探讨海马组织中 microRNA-18a、runt 相
关转录因子 1（RUNX1）和 β-catenin 之间的关

系，发现七氟烷麻醉可通过 microRNA-18a 下调

RUNX1，激活 Wnt/β-catenin 信号通路，抑制神经

干细胞增殖从而损伤大鼠神经发育。麻醉和手术

诱导的 IL-6 增加可能也是调节 β-catenin 表达的重

要机制[16]。

GSK3β 是众多信号转导途径的重要负调节因

子，其 Ser9 位点去磷酸化可以激活 GSK3β。本研

究发现，麻醉和手术导致雌性 5×FAD 小鼠 p-
Ser9-GSK3β/GSK3β 比值降低，表明 GSK3β 激活

可能导致小鼠学习、记忆水平下降。GSK3β 是调

节神经元突触长时程增强完整性和可塑性的主要

信号分子，在 AD 中发挥重要作用，与 Tau 蛋白

过度磷酸化和 Aβ 形成密切相关。有研究[24 -25]表

明，GSK3β 磷酸化水平降低，可抑制相关信号转

导，导致突触变性缺失和 Tau 蛋白磷酸化，引起

A D 模 型 鼠 的 空 间 记 忆 能 力 衰 退 。 此 外 ，

GSK3β 活性增高，能够抑制神经元死亡，保护突

触免受 Aβ 介导的毒性损伤[26]。Van 等[27]发现，β-
catenin 和 GSK3β 可调控神经小胶质细胞激活，对

神经炎症、髓鞘形成和认知缺陷有重要影响。研

究[6]证实，小鼠经七氟烷麻醉后，体内 GSK3β 激

活从而磷酸化 Tau 蛋白，导致小鼠认知功能障

碍，与本课题组前期研究[4]结果相符。然而，麻

醉和手术激活 GSK3β 的作用机制有待后续实验进

一步探究。

本研究仅探讨了麻醉和手术对 5×FAD 小鼠

海马内中 AD 相关蛋白 β - c a t e n i n 的表达和

GSK3β 磷酸化水平变化，未进一步阐述其差异基

因及相关分子机制，存在一定局限性。本课题组

后续将通过 RNA-Sequence 测序和在体行为学实

验如 Morris 水迷宫、新物体识别任务等，进一步

确证 β-catenin 和 GSK3β 在麻醉和手术后 AD 患者

发生认知功能障碍中的致病机制，为 AD 患者临

床治疗策略的制定提供参考。

综上所述，本研究结果表明麻醉和手术使女

性患者海马内 AD 相关重要蛋白 β-catenin 表达水

平下降，GSK3β 活性增高，但其诱导认知功能损

伤的确切分子机制尚未可知，可能与 Aβ 介导的

毒性加重、Tau 蛋白抗凋亡作用减弱、神经元减

少、突触受损和小胶质细胞活化等神经毒性有

关，仍待进一步探究。
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