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芍药苷减轻布比卡因诱导背根神经节细胞神经毒性的机制研究

赵红雷 1,赵翠党 2,任 杰 3　（1. 河北省邯郸市第一医院东区麻醉科，河北 邯郸 056000；2. 河北省邯郸市第三医院麻醉科，河北 
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［摘 要］　目的　基于细胞凋亡和氧化应激途径探讨芍药苷减轻布比卡因（BV）麻醉诱导背根神经节（DRG）原代神经细胞神

经毒性的作用。方法　将DRG原代神经细胞随机分成空白对照组、芍药苷组、BV组及芍药苷+BV组。MTT法检测细胞的增殖率；

Annexin V-FITC/PI双染色检测细胞凋亡率；Western blot检测凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2和活性 caspase-3的表达水平；DCFH-DA法检测

细胞内活性氧（ROS）水平；ELISA法检测细胞内超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）和丙二醛（MDA）水平。结果　与

空白对照组比较，BV组、芍药苷+BV组中DRG原代神经细胞的增殖率、Bcl-2表达及SOD和GPx含量显著降低，而细胞凋亡率、Bax和
活性 caspase-3表达、平均荧光强度、MDA含量显著升高，差异均有统计学意义（P<0. 05）；芍药苷组DRG原代神经细胞的增殖率、凋

亡率、Bax、Bcl-2、活性 caspase-3表达无显著变化（P>0. 05），但平均荧光强度、MDA含量显著降低，SOD、GPx含量显著升高，差异均有

统计学意义（P<0. 05）。与BV组比较，芍药苷组、芍药苷+BV组中DRG原代神经细胞的增殖率、Bcl-2表达、SOD和GPx含量显著增

加，细胞凋亡率、Bax和活性 caspase-3表达、平均荧光强度、MDA含量显著降低，差异均有统计学意义（P<0. 05）。结论　芍药苷可通

过抑制细胞凋亡和氧化应激减轻BV诱导的DRG原代神经细胞神经毒性作用，有望成为治疗BV诱导的神经毒性的潜在药物。
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Mechanism of paeoniflorin reducing the neurotoxicity of dorsal root ganglion cells induced by bupivacaine
ZHAO Hong-lei1，ZHAO Cui-dang2，REN Jie3　（1. Department of Anesthesiology，East District of Handan First Hospital of Hebei 
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056000，China；3.Department of General Surgery，East District of Handan First Hospital of Hebei Province， Handan Hebei 056000，China）

Abstract: Objective　 To explore the effect of paeoniflorin on alleviating the neurotoxicity of primary dorsal root ganglion （DRG） 
neurons induced by bupivacaine （BV） anesthesia based on the apoptosis and oxidative stress pathways. Methods　The primary neurons of 
DRG were randomly divided into the blank control group，the paeoniflorin group， the BV group and the paeoniflorin+BV group. The cell 
proliferation rate was detected by MTT assay，the apoptosis rate was detected by Annexin V-FITC/PI double staining， the expression levels of 
apoptosis related proteins including Bax， Bcl-2 and active caspase-3 were detected by Western blot，the level of intracellular reactive oxygen 
species （ROS） was detected by DCFH-DA assay， and the levels of intracellular superoxide dismutase （SOD）， glutathione peroxidase （GPx） 
and malondialdehyde （MDA） were detected by ELISA. Results　Compared with the blank control group，the proliferation rates， expression 
of Bcl-2 and contents of SOD and GPx of DRG primary neurons in the BV group and the paeoniflorin+BV group were significantly reduced， 
while the apoptosis rates， expression of Bax and active caspase-3， average fluorescence intensities and MDA contents were significantly 
increased， with statistically significant differences （P<0. 05）； the DRG primary neurons of the paeoniflorin group had no obvious change in 
the proliferation rate， apoptosis rate， expression of Bax， Bcl-2 or active caspase-3 （P>0. 05）， while with lower average fluorescence inten⁃
sity and MDA content， and higher contents of SOD and GPx，with statistically significant differences （P<0. 05）.  Compared with the BV 
group， the proliferation rates， expression of Bcl-2， contents of SOD and GPx of DRG primary neurons in the paeoniflorin group and the 
paeoniflorin+BV group were significantly increased， and the apoptosis rates， expression of Bax and active caspase-3， average fluorescence 
intensities， and MDA contents were significantly reduced， with statistically significant differences （P<0. 05）. Conclusion　Paeoniflorin 
can alleviate the neurotoxicity of primary DRG neurons induced by BV through inhibiting apoptosis and oxidative stress，which is expected to 
be a potential drug for the treatment of BV-induced neurotoxicity.
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局部麻醉药作为一种可以阻断痛觉感受传导和

传递的药物，在减轻术中疼痛及术后疼痛管理中具有

重要作用，在临床上广泛应用[1]。然而，研究表明所有

的局部麻醉药物都具有潜在的神经毒性[2]，即使按照

临床推荐的剂量使用，患者也易出现一定程度的神经

毒性损伤，尤其对于幼儿，长期多次接触局部麻醉药

物会影响大脑的发育和功能[3]。布比卡因（bupiva⁃
caine,BV）是目前临床上较常使用的一种局部麻醉药，

通过作用于多种神经信号通路减轻疼痛，但同时也可

诱导细胞凋亡、增加活性氧（reactive oxygen species,
ROS）和自噬作用，从而诱发严重的神经毒性损伤[4]。

局部麻醉药在临床应用中具有重要作用，因此，研究

有效预防其神经毒性的方法至关重要。芍药苷是中

药白芍的主要活性成分之一，具有抗炎、抗氧化等作

用，可作为神经损伤模型中潜在的神经保护剂[5-6]。然

而，芍药苷在缓解 BV 引起的神经毒性中的具体机制

尚不清楚。因此，本研究从细胞凋亡和氧化应激途

径，探讨芍药苷减轻 BV 麻醉诱导的背根神经节（dor⁃
sal root ganglion,DRG）原代神经细胞神经毒性的作用。

1　材料与方法

1. 1　主要材料和试剂

芍药苷（纯度≥99%）、BV（纯度≥99%）购自成都瑞

芬思生物科技有限公司。DRG 原代神经细胞株购自

中国科学院上海典型培养物保藏中心。MTT试剂盒，

Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒，DCFH-DA试

剂盒，超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase,SOD)、丙
二醛（malondialdehyde,MDA）和谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase,GPx）检测试剂盒均购自上海碧

云天生物技术有限公司。PVDF 膜、聚丙烯酰胺凝胶

均购于上海赛默飞世尔科技公司。兔抗人 Bax、兔抗

人Bcl-2、兔抗人活性 caspase-3、小鼠抗人β-actin、兔抗

人 LC3 Ⅰ/Ⅱ、P62、Beclin-1 一抗和辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase,HRP）标记山羊抗兔二抗均购

于赛信通（上海）生物试剂有限公司。DMSO、PBS、
DMEM和胎牛血清均购于上海信裕生物科技有限公司。

1. 2　细胞培养

将芍药苷用 0. 1%的DMSO溶解，并稀释成 5、10、
20 μmol/mL。将 BV 用 0. 1% 的 DMSO 溶解，并稀释成

10 μmol/mL。将 DRG 原代神经细胞随机分成空白对

照组、芍药苷组、BV组及芍药苷+BV组，其中芍药苷组

加入5、10、20 μmol/mL的芍药苷，BV组加入10 μmol/mL

的 BV，芍药苷+BV组中加入 5、10、20 μmol/mL的芍药

苷和10 μmol/mL的BV，空白对照组不做处理。

1. 3　细胞增殖毒性实验

将各组 DRG 原代神经细胞以 5×105个/孔的密度

接种于 96孔板，每组均设置 3个复孔（包括实验孔、对

照孔、空白孔），每孔加入 100 μL 含 10％胎牛血清的

DMEM，实验孔均加入 10 μL MTT试剂，轻微振动混合

后，在 37 ℃、5% CO2、95% 湿度的培养箱中培养 24 h。
多功能酶标仪在 450 nm波长处测量吸光度，计算DRG
原代神经细胞的增殖率。细胞增殖率=（实验孔吸光

度-空白孔吸光度）/（对照孔吸光度-空白孔吸光度）×
100%。实验进行3次，结果取平均值。

1. 4　细胞凋亡检测

收集各组 DRG 原代神经细胞，用 2~8 ℃的 PBS清

洗，并重悬于 PBS中。然后严格根据 Annexin V-FITC/
PI 细胞凋亡检测试剂盒说明书要求，加入 10 μL 
Annexin V-FITC/PI（20 μg/mL），于室温、黑暗条件下染

色 30 min。然后将过滤后的细胞加入 200 μL PBS中，

流式细胞仪测定细胞凋亡率。

1. 5　凋亡相关蛋白检测

将各组 DRG 原代神经细胞以 5×105个/孔的密度

接种于 6孔板。采用蛋白检测试剂盒定量测定上清液

中可溶性蛋白的浓度。蛋白样品(30 μg)用聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离后，将蛋白转移至 PVDF 膜，室温（24~
26 ℃）下加入 caspase-3、β -actin、Bax、Bcl-2、LC3 Ⅰ、

LC3Ⅱ、Beclin-1、P62一抗（稀释比 1∶10 000）后放置过

夜。第 2天室温（24~26 ℃）下加入HRP标记的山羊抗

兔二抗（稀释比 1∶10 000）处理 PVDF 膜 1 h，然后用

ECL试剂孵育PVDF膜，以β-actin为标准参照。

1. 6　ROS水平检测

将各组 DRG 原代神经细胞接种于 12 孔板中，然

后加入 1 μmol/L DCFH-DA，每孔加入 100 μL 含 10％
胎牛血清的 DMEM继续培养 30 min，PBS清洗 3次，然

后倒置荧光显微镜成像，每组随机选取 5个视野，采集

的图片使用 Image J软件计算平均荧光强度，以反映细

胞内ROS水平。平均荧光强度=区域荧光强度总和/区
域面积×100%。以空白对照组为标准参照。

1. 7　SOD、GPx和MDA水平检测

严格按照试剂盒说明书采用 ELISA 法检测各组

DRG 原代神经细胞内 SOD、GPx 和 MDA 水平，多功能

酶标仪在 532 nm 处检测吸光度。以空白对照组为标

准参照。
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1. 8　统计学分析

使用 SPSS 22. 0 软件进行统计学分析，计量资料

以均数±标准差（x-±s）表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用 LSD-t检验。以P<0. 05为差异

有统计学意义。

2　结果

2. 1　芍药苷减轻 BV 对 DRG 原代神经细胞的神经毒

性作用

与空白对照组比较，BV组、5 μmol/mL芍药苷+BV
组、10 μmol/mL 芍药苷+BV 组和 20 μmol/mL 芍药苷

+BV组DRG原代神经细胞的增殖率显著降低（P<0. 05）。
与BV组比较，5、10、20 μmol/mL芍药苷组和20 μmol/mL
芍药苷+BV 组（10 μmol/mL）中 DRG 原代神经细胞的

增殖率显著增高（P<0. 05），见图 1。故后续采用

20 μmol/mL的芍药苷进行实验。

2. 2　芍药苷抑制BV诱导DRG原代神经细胞凋亡

与空白对照组比较，BV组、芍药苷+BV组DRG原

代神经细胞凋亡率显著增加（P<0. 05）；与BV组比较，

芍药苷组、芍药苷+BV组中DRG原代神经细胞凋亡率

显著降低（P<0. 05），见图2。
与空白对照组比较，BV组、芍药苷+BV组 Bax、活

性 caspase-3的表达显著增加，Bcl-2的表达显著降低，

差异均有统计学意义（P<0. 05）。与 BV 组比较，芍药

苷组、芍药苷+BV组中Bax、活性 caspase-3的表达显著

降低，Bcl-2 的表达显著增加，差异均有统计学意义

（P<0. 05），见图3。

2. 3　芍药苷对DRG原代神经细胞ROS水平的影响

与空白对照组比较，BV组、芍药苷+BV组中 DRG
原代神经细胞平均荧光强度显著增强（P<0. 05），而芍

药苷组 DRG 原代神经细胞平均荧光强度显著降低

（P<0. 05）。与BV组比较，芍药苷组、芍药苷+BV组中

DRG原代神经细胞平均荧光强度显著降低（P<0. 05），

见图4。

2. 4　芍药苷对 DRG 原代神经细胞 SOD、GPx 和 MDA
的影响

与空白对照组比较，芍药苷组中 SOD、GPx含量显

著升高（P<0. 05），MDA 含量显著降低（P<0. 05）；而

BV 组、芍药苷 +BV 组中 SOD、GPx 含量显著降低

（P<0. 05），MDA含量显著升高（P<0. 05）。与BV组比

较，芍药苷组、芍药苷+BV 组中 SOD、GPx 含量显著升

高（P<0. 05），MDA含量显著降低（P<0. 05），见图5。

*：与空白对照组比较，P<0.05；#：与BV组比较，P<0.05
图1　各组DRG原代神经细胞增殖率

*：与空白对照组比较，P<0.05；#：与BV组比较，P<0.05
图2　各组DRG原代神经细胞凋亡率

a：蛋白灰度图；b：蛋白定量图 *：与空白对照组比较，P<0.05；#：与BV组比较，P<0.05
图3　各组凋亡相关蛋白的表达
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3　讨论

局部麻醉药是手术常用药物之一，然而，当局部

麻醉药浓度突然升高或持续使用的时间过长时，会诱

导人类神经细胞毒性，并对人体神经系统造成不可逆

的损害[7-8]。BV是目前临床中常用的局部麻醉药，主要

通过诱导细胞凋亡和氧化应激产生严重的神经毒性

作用[9]，因此，寻求一种可以保护神经损伤的药物十分

必要。芍药苷作为中药芍药和牡丹的主要有效成分，

属于单萜类的水溶性糖苷，具有抗炎、镇痛、抗肿瘤、

抗氧化、调节免疫、镇静催眠等多种药理作用，可通过

多种机制减少神经元损伤及抑制神经细胞凋亡，广泛

用于神经系统疾病的治疗[10-11]。DRG原代神经细胞是

一种广泛用于神经毒性、氧化应激和神经退行性疾病

相关研究的体外模型[12-13]。本研究基于细胞凋亡和氧

化应激途径探讨芍药苷减轻BV麻醉诱导DRG原代神

经细胞神经毒性的作用。

张利亮等[14]研究发现，BV 可以诱导 DRG 原代神

经细胞凋亡，从而发挥神经毒性作用。本研究显示，

芍药苷组中 DRG 原代神经细胞的增殖率与空白对照

组无统计学差异，说明芍药苷对DRG原代神经细胞生

长没有影响；而 BV 组中 DRG 原代神经细胞的增殖率

显著低于空白对照组，说明 BV 对 DRG 原代神经细胞

具有明显的细胞毒性作用；此外，芍药苷+BV 组细胞

增殖率显著高于 BV组，说明芍药苷可以显著抑制 BV
诱导的神经细胞毒性。为了进一步探讨芍药苷对 BV
诱导的DRG原代神经细胞凋亡的作用，本研究进行了

双染色流式细胞术，结果显示，BV组中DRG原代神经

细胞凋亡率显著高于空白对照组；芍药苷组中DRG原

代神经细胞凋亡率与空白对照组无统计学差异，说明

芍药苷对DRG原代神经细胞凋亡没有影响；而芍药苷

+BV 组细胞凋亡率显著低于 BV 组，说明芍药苷显著

抑制了 BV 诱导的 DRG 原代神经细胞凋亡，与李亚文

等[15]的研究结果基本一致。神经元凋亡是一个非常复

杂的级联过程，涉及多个过程，多种凋亡通路在其中

起重要作用[16-18]。本研究基于Bcl-2/Bax/活性 caspase-3
凋亡通路对凋亡相关蛋白进行检测发现，与空白对照

组相比，芍药苷组中 Bax、Bcl-2、活性 caspase-3的表达

无显著变化，而 BV 组中 Bax、活性 caspase-3 的表达升

高，Bcl-2 的表达显著降低；与 BV 组比较，芍药苷+BV
组中 Bax、活性 caspase-3 的表达显著降低，Bcl-2 的表

达显著升高，说明 BV 对 DRG 原代神经细胞凋亡具有

显著诱导作用，而芍药苷抑制了 BV 对 DRG 原代神经

细胞凋亡的诱导作用。以上结果说明，芍药苷主要通

过减轻细胞凋亡发挥对 DRG 原代神经细胞神经毒性

的保护作用。

既往研究显示，BV诱导的细胞凋亡可能涉及多种

机制，其中 BV 可通过细胞内氧化应激反应造成神经

细胞的DNA损伤，从而进一步诱导神经细胞凋亡甚至

坏死，引起神经功能损伤[19]。而氧化应激主要源于血

红蛋白和线粒体破坏产生的超氧阴离子自氧化产生

的过量自由基，机体抗氧化系统未能清除时，会导致

蛋白分解、脂质过氧化和DNA/RNA损伤，从而引起细

胞功能紊乱[20-21]。本研究检测了DRG原代神经细胞内

ROS水平，结果显示，BV组DRG原代神经细胞平均荧

光强度显著高于空白对照组，说明 BV 显著诱导 DRG
原代神经细胞内 ROS 的堆积；进一步研究发现，芍药

苷+BV 组细胞平均荧光强度显著低于 BV 组，说明芍

药苷显著抑制了BV诱导的DRG原代神经细胞ROS过

量产生。SOD和 GPx能够清除细胞内的过氧化物，且

ROS 和 MDA 是与脂质氧化密切相关的标志物[22]。本

研究检测了各组 SOD、GPx和MDA水平，结果显示，与

空白对照组比较，BV组中 SOD、GPx含量降低，MDA含

量显著升高；与BV组相比，芍药苷+BV组中 SOD、GPx
含量显著升高，MDA 含量显著降低。说明 BV 不仅降

低了DRG原代神经细胞清除过氧化物的能力，而且还

可引起脂质氧化水平的增加，从而导致氧化应激反应

*：与空白对照组比较，P<0.05；#：与BV组比较，P<0.05
图4　各组DRG原代神经细胞的平均荧光强度

*：与空白对照组比较，P<0.05；#：与BV组比较，P<0.05
图5　各组DRG原代神经细胞的SOD、GPx和MDA含量
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的发生，而芍药苷能够提高DRG原代神经细胞内过氧

化物的清除能力，同时抑制过氧化物的产生。研究表

明，机体发生氧化应激反应，产生大量氧化自由基，可

诱导细胞内源性凋亡通路的启动，导致线粒体膜电位

下降以及通透性增加，而线粒体膜损伤会进一步释放

细胞色素C，并与凋亡酶激活因子结合，从而启动Cas⁃
pases 级联反应，进而引起细胞凋亡[23]。以上结果说

明，芍药苷通过抑制氧化应激反应减轻 BV 诱导的

DRG原代神经细胞神经毒性损伤。

综上，芍药苷可通过抑制细胞凋亡、氧化损伤减

轻 BV 诱导的 DRG 原代神经细胞神经毒性作用，芍药

苷有望成为治疗BV诱导的神经毒性的潜在药物。
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