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　　［摘要］　目的　探讨低氧复合丙泊酚通过铁死亡对未成熟ＳＤ大鼠海马神经元的影响。方法　将
１６８只新生７ｄ龄ＳＤ大鼠（雌雄各半）按随机数表法分为６组［ｎ＝２８，体质量（１５．５９±１．１３）ｇ］：脂肪乳
氧气组（ＣＯ）、脂肪乳空气组（ＣＡ）、脂肪乳低氧组（ＣＨ）、丙泊酚氧气组（ＰＯ）、丙泊酚空气组（ＰＡ）、丙泊
酚低氧组（ＰＨ）。丙泊酚组腹腔注射丙泊酚５０ｍｇ／ｋｇ、脂肪乳组腹腔注射脂肪乳剂５ｍＬ／ｋｇ，１次／ｄ，连
续７ｄ。每次注射完毕后分别放入氧浓度为５０％、２１％、１８％的暖箱（３８℃），待翻正反射恢复后，即放回
常氧环境中由母鼠继续喂养。观察并监测未成熟 ＳＤ大鼠丙泊酚麻醉后呼吸频率（ＲＲ）和血氧饱和度
（ＳｐＯ２）；透射电镜观察海马神经元内线粒体形态改变；生化法检测海马组织中 Ｆｅ

２＋、丙二醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织中转铁蛋白受体（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＦＲＣ）
的蛋白表达。结果　ＲＲ和ＳｐＯ２监测结果显示：与相应的脂肪乳组比较，ＰＯ组仅 ＲＲ降低（Ｐ＜０．０１），
而ＰＡ组、ＰＨ组ＲＲ和ＳｐＯ２均降低（Ｐ＜０．０１）。透射电镜显示：ＰＡ组、ＰＨ组海马神经元内线粒体普遍
肿胀，线粒体嵴溶解、消失。生化法检测结果显示：与相应的脂肪乳组比较，ＰＯ组、ＰＡ组、ＰＨ组 Ｆｅ２＋含
量、ＭＤＡ水平均升高（Ｐ＜０．０１）；与 ＰＯ组比较，ＰＡ组、ＰＨ组 Ｆｅ２＋含量、ＭＤＡ水平均升高（Ｐ＜０．０５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与相应的脂肪乳组比较，ＰＯ组、ＰＡ组、ＰＨ组 ＴＦＲＣ表达上调（Ｐ＜０．０５）；与
ＰＯ组比较，ＰＡ组、ＰＨ组的ＴＦＲＣ表达上调（Ｐ＜０．０５）。结论　低氧因素增加丙泊酚对未成熟 ＳＤ大鼠
海马神经元的损伤，其机制与海马组织铁死亡相关。
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　　丙泊酚是一种临床常见的静脉全身麻醉药，广泛
用于儿童麻醉的诱导、维持和 ＩＣＵ镇静，对未成熟脑
的神经毒性尚无统一定论［１］。低氧血症是围术期常

见的并发症［２］，低血压、病理性分流等均可引起低氧

血症。此外，麻醉药物不同程度的扩血管及呼吸抑制

效应，可使麻醉期间肺泡／通气血流比例失调，如果处
理不当，可导致低氧血症。脑组织耗氧量巨大，是对低

氧损伤的主要敏感器官。本课题组前期研究发现：空

气或低氧条件下，丙泊酚多次暴露会导致未成熟 ＳＤ
大鼠认知功能障碍［３－５］，但其机制尚不明确。

　　铁死亡（ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ）是一种铁依赖性的新型程序
性细胞死亡，其特征为铁超载和脂质过氧化致细胞膜

破坏［６］。近年来，越来越多的研究表明铁死亡与各种

神经系统疾病的病理生理机制相关［７］。海马是中枢

神经系统神经元高度集中的部位，在学习、记忆等认知

功能方面发挥重要作用［８］。据报道，异氟醚通过诱导

Ｃ５７／ＢＬ６小鼠海马神经元铁死亡，导致神经毒性和学
习记忆功能障碍［９］。但目前缺乏铁死亡是否参与低

氧复合丙泊酚致未成熟ＳＤ大鼠海马神经元损伤的相
关研究。因此，在课题组前期研究的基础上，本研究采

用低氧复合丙泊酚模型，从铁死亡角度探讨低氧复合

丙泊酚对未成熟 ＳＤ大鼠海马神经元的影响及机制，
以期为临床防治围术期并发症提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　药品与主要试剂
　　丙泊酚注射液（意大利阿斯利康，批号：１７０８１０９，

规格：２０ｍＬ／１００ｍｇ）；脂肪乳注射液（四川科伦，批
号：Ｆ１８０２０３０９，规格：２５０ｍＬ）；Ｉｒｏｎ检测试剂盒（美国
Ａｂｃａｍ）；丙二醛（ＭＤＡ）测定试剂盒（南京建成）；Ａｎｔｉ
ＴＦＲＣ（北 京 Ｂｉｏｓｓ）；兔 源 βＡｃｔｉｎ抗 体 （武 汉
ＡＢｃｌｏｎａｌ）；山羊抗兔Ⅱ抗（北京中杉金桥）。
１．２　实验动物
　　取 ７日龄健康 ＳＤ大鼠 １６８只（体质量 １５．５９±
１．１３ｇ），雌雄各半，均由重庆医科大学动物实验中心
提供，动物实验合格证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１７—００１２。ＳＤ
大鼠均饲养于重庆医科大学附属儿童医院动物实验中

心，母乳喂养，昼夜交替，环境温度 ２０～２５℃，湿度
６０％～７０％。
１．２．１　动物分组　　按照随机数表法将 ７日龄 ＳＤ
大鼠分为６组，每组２８只：脂肪乳氧气组（ＣＯ）、脂肪
乳空气组（ＣＡ）、脂肪乳低氧组（ＣＨ）、丙泊酚氧气组
（ＰＯ）、丙泊酚空气组（ＰＡ）以及丙泊酚低氧组（ＰＨ）。
１．２．２　干预措施　　丙泊酚组及脂肪乳组分别腹腔
注射丙泊酚 ５０ｍｇ／ｋｇ、脂肪乳 ５ｍＬ／ｋｇ，１次／ｄ，连续
７ｄ。每次腹腔注射完毕后将其分别放于氧浓度为
５０％、２１％、１８％的暖箱（３８℃）中，待翻正反射恢复
后，立即放回常氧环境中由母鼠继续喂养。

１．２．３　取材和标本制备　　干预第７日，注射完毕后
２４ｈ，断头法处死并取脑组织。各组随机选取 ３只大
鼠，取其单侧海马ＣＡ１区１ｍｍ３组织置于２．５％戊二醛
电镜液中固定用以透射电镜观察。其余大鼠于冰上迅

速剥离双侧海马组织，－８０℃冻存，用于相关指标检测。
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１．３　方法
１．３．１　呼吸频率和血氧饱和度监测　　每次给药后，
用婴幼儿血氧饱和度探头环绕于未成熟 ＳＤ大鼠的腹
部，监护仪监测呼吸频率（ＲＲ）和血氧饱和度（ＳｐＯ２）。
１．３．２　透射电镜观察海马神经元内线粒体形态改变
　　取出电镜液固定的海马组织块，１％锇酸避光固
定，室温脱水，渗透包埋，切片染色，透射电镜观察海马

神经元细胞内线粒体形态。

１．３．３　检测海马组织中Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量　　分别取各
组海马组织按照试剂盒说明书操作检测Ｆｅ２＋、ＭＤＡ含量。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测铁死亡相关分子蛋白表达水
平　　分别取各组海马组织，加入裂解液，冰上裂解，
提取蛋白原液，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后制备蛋白样
品，煮沸变性。取２０μｇ蛋白样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳，ＰＶＤＦ膜湿转，５％脱脂奶粉摇床封闭１００ｍｉｎ。
４℃摇床孵育一抗过夜：ＴＦＲＣ（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ
（１∶５００００）。次日 ＴＢＳＴ洗膜后室温摇床孵育二抗
（１∶２００００）１００ｍｉｎ。ＥＣＬ化学发光法显影，ＢｉｏＲａｄ
凝胶图像分析系统扫描并清晰成像。显影结果经

ＩｍａｇｅＬａｂ软件进行定量分析。目的蛋白与内参
βａｃｔｉｎ灰度值的比值作为目的蛋白表达量。
１．４　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０进行统计分析，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ９．０进行绘图。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比
较采用单因素方差分析，两组间比较采用 ＬＳＤ法，Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　各组未成熟ＳＤ大鼠呼吸频率（ＲＲ）和血氧饱和
度（ＳｐＯ２）比较

　　与相应的脂肪乳组比较，ＰＡ组、ＰＨ组 ＲＲ和
ＳｐＯ２均明显下降（Ｐ＜０．０１），ＰＯ组仅 ＲＲ明显降低
（Ｐ＜０．０１），而 ＳｐＯ２无显著差异；与 ＰＯ组比较，ＰＡ
组、ＰＨ组ＳｐＯ２明显下降（Ｐ＜０．０１），而 ＲＲ差异无统
计学意义。见表１。

表１　各组大鼠呼吸频率（ＲＲ）和血氧饱和度（ＳｐＯ２）
比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１４）

组别 ＲＲ（次／ｍｉｎ） ＳｐＯ２（％）

ＣＯ组 １３８±５ ９８．９±０．９

ＣＡ组 １３７±４ ９８．７±０．８

ＣＨ组 １３９±４ ９６．１±１．３

ＰＯ组 ３８±５ａ ９７．９±０．９

ＰＡ组 ３８±５ａ ８０．３±３．１ａｂ

ＰＨ组 ３９±４ａ ６９．６±３．７ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与相应的脂肪乳组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＰＯ组比较

２．２　低氧复合丙泊酚对未成熟 ＳＤ大鼠海马神经元
内线粒体形态的影响

　　透射电镜结果显示：ＰＡ组、ＰＨ组海马神经元内
线粒体普遍肿胀，线粒体嵴溶解、消失；ＣＨ组、ＰＯ组
仅部分线粒体肿胀、嵴减少；而ＣＯ组、ＣＡ组海马神经
元内线粒体形态相对正常，见图１。
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图１　透射电镜观察各组大鼠海马神经元内线粒体形态

２８３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　低氧复合丙泊酚对各组未成熟 ＳＤ大鼠海马组
织Ｆｅ２＋、ＭＤＡ水平的影响

　　生化法检测结果显示：与相应的脂肪乳组比较，各
丙泊酚组 Ｆｅ２＋含量、ＭＤＡ水平均明显升高（均 Ｐ＜
０．０１）；与ＰＯ组比较，ＰＡ组、ＰＨ组 Ｆｅ２＋含量、ＭＤＡ水
平均升高（均Ｐ＜０．０５），见图２。
２．４　低氧复合丙泊酚对各组未成熟 ＳＤ大鼠海马组

织铁死亡相关蛋白表达水平的影响

　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＦＲＣ表达水平，结果显
示：与相应的脂肪乳组比较，各丙泊酚组 ＴＦＲＣ表达上
调（Ｐ＜０．０５）；与 ＰＯ组比较，ＰＡ组、ＰＨ组 ＴＦＲＣ表达
上调（Ｐ＜０．０５），见图３。

３　讨论

３．１　丙泊酚麻醉与低氧
　　丙泊酚作为儿童麻醉中常用的静脉麻醉药和镇静
药，对婴幼儿大脑发育的影响引起了人们的广泛关注。

有研究表明，即使亚麻醉剂量的丙泊酚也可对幼鼠大

脑皮层、壳核和尾核的神经元结构产生影响［１０－１２］。我

们在临床工作中观察到，丙泊酚可引起呼吸抑制从而

影响患儿的氧合状态［１３］。若合并低血压、病理性分

流、俯卧位手术体位等而未及时处理，则可导致低氧血

症，从而影响患者预后。本研究结果显示，与相应的脂

肪乳组比较，各丙泊酚组的ＲＲ均明显下降，这与临床
上所观察到的丙泊酚呼吸抑制现象一致。此外，与ＰＯ
组比较，ＰＡ组和ＰＨ组ＳｐＯ２降低，提示丙泊酚麻醉的
未成熟ＳＤ大鼠暴露于低氧或空气中时会出现缺氧，
给予氧气后可提高血氧饱和度，对缺氧状况有所改善。

３．２　氧化抗氧化失衡与铁死亡
　　本课题组前期通过体内外研究发现：低氧复合丙
泊酚可导致新生ＳＤ大鼠海马神经细胞损伤和发育期
认知功能障碍［５，１４］，且在低氧环境下丙泊酚致神经生

长因子诱导 ＰＣ１２细胞分化的神经细胞时活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）水平升高，初步证实其机
制与氧化应激损伤有关［１５］。大脑富含不饱和脂肪酸

和铁，并缺乏有效的血液和淋巴回流系统，故抗氧化能

力相对较差。随着氧化抗氧化失衡的发生，脑组织受
到脂质过氧化损伤，从而引起神经细胞功能障碍［１６］。

脑神经细胞线粒体对神经元的发育、生长及功能实现起

!"

组
!#

组
!$

组
%"

组
%#

组
%$

组

&'&()

&'&&*

&'&&+

&'&&,

&

-
.

)
/

含
量
0
1
2
3
4

·
!
5

6
(

7

78

78

!"

组
!#

组
!$

组
%"

组
%#

组
%$

组

()

*

+

,

&

9
:
#
0
!
2
3
4

·
2
;

6
(

7

78

78

# <

ａ：Ｐ＜０．０１，与相应的脂肪乳组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＯ组比较
Ａ：各组大鼠海马组织中Ｆｅ２＋水平；Ｂ：各组大鼠海马组织中ＭＤＡ水平

图２　低氧复合丙泊酚对Ｆｅ２＋、ＭＤＡ水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
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着重要作用，同时也是对低氧敏感的细胞器［１７］。本研

究发现：ＰＡ组、ＰＨ组海马神经元内线粒体普遍肿胀，
线粒体嵴溶解、消失；ＣＨ组、ＰＯ组仅部分线粒体肿
胀、嵴减少；而ＣＯ组、ＣＡ组海马神经元内线粒体形态
相对正常。由此推断在麻醉状态下，氧气可以保护未

成熟ＳＤ大鼠海马神经元线粒体。在轻度低氧时期，
脑血管的代偿作用能在一定程度上使脑功能保持正常

水平，但是随着低氧的加重，就会破坏大脑兴奋与抑制

过程的平衡关系，从而使神经细胞内各细胞器受损［１８］。

　　铁死亡是铁依赖性脂质过氧化为特征的细胞死亡
方式。铁是所有细胞和有机体新陈代谢过程中所必需

的微量营养元素。据报道，铁超载可导致神经毒性和

严重的认知功能障碍［１９］。生理状态下，人体中的铁以

Ｆｅ３＋形式存在；应激状态下，Ｆｅ３＋被细胞膜上的转铁蛋
白受体１（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＴＦＲ１）内吞入胞，并还
原为Ｆｅ２＋，Ｆｅ２＋蓄积于胞内时，可通过芬顿反应促进脂
质过氧化，生成 ＭＤＡ等，进而导致神经细胞铁死
亡［１６］。本研究发现：在空气或低氧条件下，丙泊酚致

未成熟 ＳＤ大鼠海马组织内 Ｆｅ２＋和 ＭＤＡ含量升高，
ＴＦＲＣ蛋白表达水平上调，提示未成熟 ＳＤ大鼠海马神
经元受损与活跃的脂质过氧化相关，且 Ｆｅ２＋参与了该
过程。因此，我们认为在空气或低氧条件下，丙泊酚可

通过铁死亡途径对未成熟 ＳＤ大鼠海马神经元产生损
伤。但有研究认为丙泊酚可通过抑制 ＡＬＯＸ１５
（ａｒａｃｈｉｄｏｎａｔｅｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ１５）磷酸化，减少 Ｅｒａｓｔｉｎ诱
导的ＨＴ２２细胞脂质过氧化和 ＲＯＳ堆积，并减少 Ｆｅ２＋

蓄积，从而减轻铁死亡［２０］，这与我们的研究结果不同。

我们认为可能与体内外实验的差异、用药剂量、研究方

法，尤其是低氧因素密切相关。值得注意的是，本研究

的ＰＯ组可以解释我们的研究结果与其他研究之间的
相似之处，进一步表明氧气在丙泊酚麻醉下对未成熟

ＳＤ大鼠海马神经元中的保护作用。
３．３　本研究的局限性
　　我们通过构建 ＳＤ大鼠低氧复合丙泊酚模型，旨
在研究在低氧或空气状态下，丙泊酚对未成熟 ＳＤ大
鼠海马神经元的损伤，呼吁临床医生警惕麻醉药物对

未成熟脑产生的副作用。但本研究也存在一定的局限

性，尚缺乏对丙泊酚作用机制更深入的探究。有研究表

明，低氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）
可通过介导线粒体能量代谢途径参与丙泊酚调控ＲＣＣ４
细胞的增殖和凋亡［２１］，提示丙泊酚与线粒体能量代谢

密切相关，这也与本研究中观察海马神经元内线粒体

超微结构发生改变的结果相似。但低氧复合丙泊酚具

体如何影响线粒体能量代谢需要进一步的研究。

　　综上所述，本研究结果表明低氧因素增加丙泊酚
对未成熟ＳＤ大鼠海马神经元的损伤，其机制与海马
组织铁死亡相关。麻醉药物的临床应用要注意对未成

熟脑的保护，抑制铁死亡途径或可为减轻麻醉致未成

熟脑损伤提供新的思路及研究方向。
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Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２０２２，７２（９）：１７９７－１８０８．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１２０３１０２２０２０１７７．

［２１］李正民，张玉明，张振，等．ＨＩＦ１介导的线粒体能量代
谢参与丙泊酚调控肾透明细胞癌细胞增殖及凋亡［Ｊ］．
国际肿瘤学杂志，２０１９，４６（１２）：７１１－７１７．ＤＯＩ：１０．
３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４２２Ｘ．２０１９．１２．００２．
ＬＩＺＭ，ＺＨＡＮＧＹＭ，ＺＨＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｖｉａ ＨＩＦ１ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｃｌｅａｒｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｐｒｏｐｏｆｏｌ［Ｊ］．ＪＩｎｔＯｎｃｏｌ，２０１９，４６（１２）：
７１１－７１７．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４２２Ｘ．２０１９．１２．
００２．

（收稿：２０２２０８０２；修回：２０２２１０１９）

（编辑　刘秋池）

５８３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）




