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丙泊酚对新生鼠大脑皮层神经元存活及凋亡的影响 

杨 坤，金先庆，陈延福，赵丽华 

(重庆医科大学附属儿童医院普外科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨丙泊酚对新生鼠大脑皮层神经元存活及凋亡的影响。方法：取新生 1 d内的SD(Sprague—dawley)大鼠的皮 

层神经元，培养6 d，应用免疫细胞化学法及电子显微镜鉴定神经元，用不同浓度的丙泊酚作用神经元不同时间，四甲基偶氮唑 

蓝(MTT)法测细胞存活率，TUNEL染色法测细胞凋亡指数，Western—blot免疫印记检测 Cleaved—caspase3蛋 白的表达。结果：丙 

泊酚作用 12 h后，细胞存活率在 6个组中无明显变化，作用 24 h及 48 h后，较高浓度组细胞存活率降低趋势明显。且较高浓度 

作用于神经元 24 h后凋亡指数及 Cleaved—easpase3蛋白的表达均呈浓度依赖性增高(P<0．05)。结论：高浓度长时间丙泊酚作用 

于大脑皮层神经元可降低其存活力和促进细胞凋亡，这一结论对临床儿童麻醉用药有指导意义。 
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Effects of propofol on cell viability and apoptosis in primary cultured cortical 

neurons of newborn rats 

YANGKun，et al 

(Department ofGeneral Surgery，the Children’s Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of propofol on cell viability and apoptosis in primary cultured cortical neurons of newborn 

rats．Methods：Primary culture was prepared from newborn rat，and cultured for 6 days．Immunocytochemica1 and electronic Micoscopic 

methods were used to identify the cultured neurons．Cells were treated by propofol with different concentrations and at different times．The 

effects of propofol on neurons were evaluated by cell viability (MTr assay)and markers of apoptosis (TUNEL cell staining and 

Western-blot of Cleaved-caspase3)．Results：There were no significant differences in cell viability among the six groups after 12 h． 

whereas high concentration of propofol caused an increase in neuronal cell viability after 24 h and 48 h．Propofol incubation for 24 h 

triggered apoptosis on the neurons(P<O．05)and up regulated Cleaved—caspase3 ofneurons in a concentration dependent manner(P<0．05)． 

Conclusion：Propofol treatment with long time and high concentration significantly decreased the cell viability and promoted the cell 

apoptosis．The present results offered guidance for children anesthesia in clinic． 

【Key words】Propofol；Cortical neurons；Cell viability；Apoptosis；TuNEL；Cleaved—caspase3 

近年来，丙泊酚由于起效快，消除迅速和不良反应少等 

优点而成为小儿外科手术中最常用的全麻药之一，但近期的 

一 系列研究表明，拮抗 N一甲基 D一天(门)冬氨酸(NMDA)受 

体或过度兴奋 一氨基丁酸 A型(GABA )受体的全麻药可 

触发处在快速发育期的大量神经细胞的凋亡及以后学习记 

忆方面的缺陷 ，丙泊酚的作用机制为共同作用于 NMDA 

和GABA 受体l5'61，并有文献报道其与氯胺酮联合应用可诱 

导神经退行性变及随后的行为学改变，然而丙泊酚单独应用 

是否可诱发神经元凋亡还没有系统的评估[71，本研究拟探讨 

丙泊酚对新生鼠大脑皮层神经元存活及凋亡的影响。 

作者介绍：杨 坤(1983一)，女，硕士， 

研究方向：儿童麻醉，肿瘤外科方面。 

通讯作者：金先庆，男，教授，E—mail：xianqin in2010@163．tom。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

SD大鼠，由重庆医科大学实验动物中心提供 ，雌雄合笼 

在层流架带盖鼠盒内饲养(符合 SPF标准 )，实验时取新生大 

鼠(24 h内)为实验材料。 

1．2 实验试剂 

丙泊酚(得普利麻 Diprivan，意大利 AstraZeneca公司，批 

号：GA657)，Neurobasal培养基(美国 GIBGO公司)，B27(美 

国Invitrogen公司)，胎牛血清(PAA公司)，神经元烯醇化酶 

(NSE)抗体(武汉博士德生物技术有限公司)，nrr(美国s 
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ma公司)，Tunel凋亡斌剂盒(南京凯基公司)，兔 caspase3多 

克隆抗体(美国 Cell signaling公司)，蛋 白裂解液(碧云天公 

司)。 

1．3 大脑皮层神经元培养 

根据 Isabelle等I I所用的方法加以改进 ，取 24 h内 SPF 

级新生 SD大鼠，碘酊酒精消毒后断头，将鼠头移人超净台中 

预先盛有冰的 PBS的培养皿中，无菌条件下剪开皮肤、颅骨， 

分离脑膜和血管 ，将大脑皮层分离后置于无血清 DMEM／F12 

培养基中，剪成 1 mm 的组织块 ，胰酶充分消化后，经 200目 

钢网过滤 ，4 oC、1 000 r／min离心 6 min，细胞重悬于含 Neu— 

robasal+2％B27的培养基 ，调整细胞密度为 2．0×l 个／ml， 

置于 37℃、5％CO2的培养箱中培养 ，24 h后用 Neurobasal+ 

2％B27全量换液，以后每隔 3—4 d半量换液。 

1．4 神经元鉴定及纯度 测定 

取出培养 6 d的神经元爬片，浸入预冷的丙酮 ，固定 lO 

min，然后用正常山羊血清封闭 40 min，再滴加兔抗大鼠NSE 

(神经元特异性烯醇化酶)单克隆抗体(1：200)，置于湿盒内， 

放 于 37 5％CO：孵箱 中孵 育 40 min，PBS清 洗后 滴 加 

SABC—Cv3(1：100)放于 37 c【：、5％CO2孵箱中孵育 40 rain，然 

后再加入 1 g／ml的 DAPI室温避光孵育 40 rain，PBS清洗 3 

次，晾干后，用 50％缓冲甘油封片，在荧光显微镜 200倍视野 

下每张细胞爬片随机取 5个视野 ，每个视野分别用 WG系统 

检测 Cy3标记的 NSE蛋白，用 WU系统检测 DAPI标记的细 

胞核。分别摄像后利用 SPOT3．4软件进行同一视野的不同荧 

光通道的重叠，神经元纯度(％)=阳性细胞数胲 视野细胞总 

数。 

1．5 MTF检测 细胞 活性 

96孔板中，设置 6个组，每组设置 3个平行副孔。C 组 

不加任何处理，为对照组 ，P 组加入丙泊酚，与培养基混 

合后终浓度分别为 2、5、10、20、50 g／ml，设空白对照用于调 

零，放于 37℃、5％CO 的培养箱中，分别于给药 12、24、48 h后 

加入 MTrl0 1／孔 ，继续于 CO：孵箱中孵育 4 h，吸去上清 ， 

再加入 DMSO 100 1／孔，置于酶标仪上，在 570 nm波长下 

测各孔的吸光度(OD值 )，实验重复 3次，求其平均值，对照 

组存活率为 100％，实验组神经元存活率 =(实验组平均 OD 

值／对照组平均 OD值)×100％。 

1．6 TUNEL染色检测细胞凋亡指数 

24孔板中培养 6 d的神经元爬片，C 组不做任何处理， 

为对照组，Pi、Pii、Piii组分别加入丙泊酚，终浓度分别为 lO、 

鞭醴霹霸■—一 
图 1 培养6d的神经元(×200) 

20、50 gml，每组重复 3孔，孵育 24 h后按南京凯基公司凋 

亡试剂盒说明检测每组的凋亡指数。分别设立阳性对照和阴 

性对照，细胞核染成棕黄色为凋亡细胞 ，倒置显微镜下随机 

取 5个视野观察阳性细胞并计数 ，取平均值，计算出细胞凋 

亡指数(AI)=(凋亡细胞数÷细胞总数 )X 100％。 

1．7 Westerfl—blot测 Cleaved—easpase3蛋白的表达 

皮层神经元培养 6 d后，c，组不做任何处理，为对照组， 

P。、PⅡ和 Pm组分别加入丙泊酚，终浓度为 l0、20、50IXg／ml，作 

用 24 h后用细胞裂解液充分裂解后提取细胞总蛋白，BCA法 

测蛋白浓度，蛋 白样品以 15％SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳分 

离，半干转转移至 PVDF膜，室温下用 5％脱脂奶粉封闭 1 h后 

加入一抗(兔 caspase3多克隆抗体 l：1 000)于 4℃孵育过夜， 

TBST缓冲液洗膜 3次，加入辣根过氧化物酶标记的二抗，于 

室温孵育 1．5 h，洗膜，ECL化学发光剂曝光显影 ，以 B—action 

为内参，结果经 QuantityOne软件处理，各组以Cleaved～easpase3 

与 B—aetion条带灰度值的比值作为Cleaved—caspase3蛋白的 

相对表达量。 

1．8 统计学处理 

采用 SPSS13．0统计软件进行分析 ，数据以互±s表示，采 

用单因素方差分析，P<O．05表示差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 神经细胞原代培养 

倒置显微镜下观察，初接种的神经细胞呈圆形，无突起， 

3 h后细胞开始贴壁，细胞折光性强 ，少数神经细胞有突起伸 

出，24 h后细胞贴壁完全。原代培养 6 d的细胞，胞体较大成 

圆形，细胞边缘光滑，多成梭状，锥状，立体感强 ，神经元突起 

较长连成网络(见图 1)。 

2_2 免疫 荧光鉴定皮层神经元 

在荧光显微镜下，用 WG系统检测 Cy3标记的 NSE蛋 

白，显示为胞浆内明亮的红色丝状或颗粒状沉淀物 ；用 wu 

系统检测 DAPI标记的细胞核显示明亮的蓝色；同一视野下， 

被荧光双标的细胞占细胞总数 95％以上(见图 2～4)。 

2．3 M IrI、法检测丙泊酚体外作用对原代培养大脑皮层神经 

元存活的影 响 

丙泊酚作用 12 h后，检测结果无明显变化，作用 24 h 

后，药物浓度为 1O、20、50 g／ml组神经元存活率分别降低 

至 70％、66％、56％，作用 48 h后 3个浓度组细胞存活率降低 

图2 Cy3标记的NSE蛋白(X200)图3 同一视野下 DAPI标记的细胞核 图4 图2与图3重叠后的图片 
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趋势更为明显，分别为 64％、56％、40％(见图5)。 

2．4 TUNEL染色测神经元凋亡 

神经元经不同浓度丙泊酚处理 24 h后，与 c 组比较 Pi、 

Pii、Piii组神经元凋亡率均升高(P<0．05)，且成浓度依赖性 

(见图6～9及表 1)。 

2．5 Western blot方法检测 丙泊酚处理对 皮层神 经元 中 

C1eaved-caspase3蛋白表达的影响 

丙泊酚作用 24 h可以引起皮层神经元中 Cleaved—cas— 

pase3蛋白表达的增加(P<0．05)，增加方式呈剂量依赖性(见 

图 l0)。 

3 讨 论 

每年因外科手术、影像学诊断等原因有数百万儿童需要 

实施全身麻醉，丙泊酚作为静脉全麻药应用于临床已有二十 

一  
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几年的时间，虽然其所具有的优势毋庸质疑 ，但在小儿静脉 

麻醉中的应用却一直受到限制，因为近年的众多研究显示高 

浓度长时间持续应用丙泊酚可引起神经退行性变及／bJL惊 

厥的发生。目前丙泊酚对快速发育期的神经元是否有毒性作 

用 ，是否促进其凋亡已成为麻醉学、神经病学等研究领域关 

注的热点，但研究结果尚待进一步完善。因此本研究选用处 

于快速发育期的离体培养 6 d的神经元作为研究对象 ，并选 

用不同浓度的丙泊酚和不同的作用时间对其进行药物干预， 

以研究丙泊酚对幼稚神经元的影响。 

本实验 M啊 研究结果显示：当作用 24 h，丙泊酚浓度≥ 

l0 g／ml时细胞存活明显受到抑制，且随使用浓度增加、作用 

时间延长细胞存活率降低的趋势越明显，Honegger等㈣的研 

究结果支持此结论，但 I．aszlo等⋯I的研究显示丙泊酚浓度在 

1～20 g／ml时并不影响神经元存活，其原因可能与神经元培 

养的种类及丙泊酚作用于神经元发育的时间点不同有关。 

表 1 各组皮层神经元凋亡指数的比较(％。；±S) 

组别 凋亡率 

C2 

P． 

P 

P 

3．92±0．24 

6．94±0-30 

l4．()0±0．43 

18．88±O．59 

作用时间(h) 与 C 对照组比较，P<O．05 

图5 不同浓度丙泊酚在不同时间对神经元存活的影晌 

图 6 C。对照组(X400) 图7 P．组 10 u g／ml(×400) 

图 8 Pi组20 u g／ml(X400) 图9 组 5O ug／ml(X400) 

注：箭头所指为神经元被染成棕黄色的细胞核 
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e~ntml l0 tnl 20 g／ml 50 |rLI 

bet⋯ ctin(43 kD 

control 10 g／ml 20 g／ml 50 gCml 

( 与对照组比较，P<0．05) 

图 10 作用 24 h不同浓度丙泊酚对神经元中 

Cleaved—caspase3蛋白表达的影响 

丙泊酚对大脑神经元存活抑制的明确机制目前尚未完 

全确定，大量研究显示其可能通过促进细胞凋亡发挥抑制作 

用。本研究TUNEL结果显示 10 g／ml丙泊酚就可引起大脑 

皮层神经元的明显凋亡，与国内外众多学者的初步研究相一 

致 0l。因在凋亡过程中，Caspase3是最终执行者，哺乳动物神 

经元的凋亡可高表达 Cleaved—caspase31t21，所以本实验通过检 

测 Cleaved—caspase3蛋白的表达来进一步证实丙泊酚对神经 

元的抑制作用是通过促进其凋亡实现的，实验结果与 Vesna 

Pes等I’晰 进行的体内研究结果相符，均证实丙泊酚可呈浓度 

依赖性的引起 Cleaved—caspase3增高 ，但导致 Cleaved—cas— 

pase3增高的机制现在还不明确，可能在于丙泊酚通过调节 

BDNF或者TNF—ol的表达从而激活两个经典凋亡途径即线 

粒体通路和死亡受体通路而实现[13-·51。 

虽然药典提示丙泊酚慎用于 3岁以下的患儿 ，但在临床 

工作中，丙泊酚还是广泛应用于各个年龄段的儿童。乙醇与 

丙泊酚都是共 同作用 于 NMDA和 GABA 受 体 ，Chainllie 

Young等【 61的研究显示乙醇对人类发育中的大脑有毒性作用， 

且可影响儿童成长过程中学习及记忆等方面的发展。丙泊酚 

对儿童是否也具有神经毒性还有待进一步探讨。 

综上所述，丙泊酚可抑制神经元的存活、促进其凋亡，且 

抑制细胞存活和促进凋亡的程度与作用时间和浓度有关，这 
一 结论为临床谨慎用药提供了可靠的理论依据。 
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