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抗氧化剂 MitoQ对异氟醚诱导大鼠海马神经元
损伤的影响及机制

明少鹏 周凤坤

  【摘要】 目的 探讨抗氧化剂 MitoQ对异氟醚诱导的新生大鼠海马神经元细胞损伤的影响及

潜在机制。方法 SPF级健康SD大鼠15只,7日龄,体重15~20g。采用随机数字表法分为三

组:对照组(C组)、异氟醚组(I组)和异氟醚+MitoQ组(IM组),每组5只。C组吸入空-氧混合气

体。I组于出生后7、14和21d吸入1.5%异氟醚2h,IM 组在每次吸入异氟醚前腹腔注射 MitoQ
0.4ml/kg。于出生后28d采用 HE染色观察各组大鼠海马CA1区海马神经元细胞形态。分离培

养新生大鼠原代海马神经元细胞培养并分组处理,采用 MTT法和TUNEL原位荧光染色法检测细

胞存活率和凋亡率;采用硫代巴比妥酸法和黄嘌呤氧化酶法检测细胞中丙二醛(MDA)浓度和超氧

化物歧化酶(SOD)活性;采用 Rhodamine123染色荧光显微镜照相法检测线粒体膜电位(MMP),

DCFH-DA染色荧光显微镜照相法检测细胞内活性氧簇(ROS)生成量,采用 Westernblot法检测海

马神经元细胞中Bax、Bcl-2和caspase-3蛋白含量。结果 与C组比较,I组大鼠海马组织神经细胞

受损明显,细胞数目减少,I组细胞存活率明显降低,细胞凋亡率明显升高,MDA浓度明显升高,

SOD活性明显降低,ROS生成量明显增加,MMP水平明显降低,Bax和caspase-3蛋白含量明显升

高,Bcl-2蛋白含量明显降低(P<0.05);与I组比较,IM组大鼠海马组织神经细胞损伤减少,细胞

存活率明显升高,细胞凋亡率明显降低,MDA浓度明显降低,SOD活性明显升高,ROS生成量明

显减少,MMP水平明显升高,Bax和caspase-3蛋白含量明显降低,Bcl-2蛋白含量明显升高(P<
0.05)。结论 抗氧化剂 MitoQ可明显抑制异氟醚诱导的海马神经元细胞损伤,这与其拮抗细胞氧

化应激和维持线粒体功能作用密切相关。
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【Abstract】 Objective Toexploretheimpactsandpotentialmechanismsof MitoQ on
isoflurane-inducedinjuryofprimaryculturedhippocampalneuronsinnewbornrats.Methods Fifteen
healthySPFSprague-Dawleyratsofbothsexwererandomlydividedintothreegroups(n=5each)u-
singarandomnumbertable:controlgroup(groupC),multipleexposurestoisofluraneanesthesia
group(groupI)andmultipleexposurestoisofluraneanesthesia+MitoQgroup(groupIM).Onpost-
nataldays7,14and21,1.5%isofluranewasinhaledfor2hingroupI.MitoQwasintraperitoneally
administeredinavolumeof0.4ml/kgbeforeisofluraneanesthesiaingroupIM,whileamixtureof
oxygenandairwasinhaledinsteadofisofluraneingroupC.HEstainingwascarriedoutonpostnatal
day28toobservethemorphologicalchangesinhippocampalCA1regionofratneuralcellstructures.
HippocampalneuroncellsweredissectedfromcleanSprague-Dawleyratsbornin24h.Afterprimary
cultureforsevendays,MTTassayandTUNELassaywasrespectivelyperformedtomeasurethecell
viabilityandapoptosisofhippocampalneurons.Themalondialdehyde(MDA)contentandsuperoxide
dismutase(SOD)activityweredetectedrespectivelyusingthethiobarbituricmethodandxanthinoxi-
dasemethod.Mitochondrialmembranepotential(MMP)wasmeasuredbyrhodamine123staining,
intracellularlevelsofreactiveoxygenspecies(ROS)weretestedbyDCFH-DAstaining.Westernblot
wasusedtoanalyzetheproteinlevelsofBax,Bcl-2andcaspase-3.Results ComparedwithgroupC,
groupIdecreasedthenumberofneuralcellsandthecellsurvivalrate;theapoptoticratewassignifi-
cantlyincreased;MDAcontentsandROSproductionweresignificantlyincreased;SODactivityand

·1001·临床麻醉学杂志2017年10月第33卷第10期 JClinAnesthesiol,October2017,Vol.33,No.10



MMPlevelweresignificantlydecreased;theexpressionofBaxandcaspase-3weresignificantlyin-
creased,whiletheexpressionofBcl-2wassignificantlydecreased(P<0.05).Comparedwiththe
groupI,thedamagedneuralcellsweredecreased,thecellsurvivalratewassignificantlyincreased,
theapoptoticratewassignificantlydecreasedingroupIM;MDAcontentsandROSproductionwere
significantlydecreased;SODactivityandMMPlevelweresignificantlyincreased;theexpressionof
Baxandcaspase-3weresignificantlydecreased,whiletheexpressionofBcl-2wassignificantlyin-
creased(P<0.05).Conclusion AntioxidantMitoQattenuatesisoflurane-inducedneurondamage,
whichmaybeassociatedwiththeinhibitiononoxidativestressandmitochondrialdysfunction.

【Keywords】  MitoQ;Isoflurane;Hippocampalneuroncells;Apoptosis

  异氟醚是一种常用的吸入麻醉药,可导致哺乳

类动物发育期大脑神经细胞损伤并损害幼年和成

年时期的空间学习记忆[1,2],诱导海马神经元细胞

凋亡是异氟醚产生神经毒性的主要机制之一[3]。线

粒体靶向抗氧化剂 MitoQ是泛癸利酮的一种合成

类似物,能靶向聚集于线粒体中清除过度生成的氧

自由基[4]。MitoQ在以线粒体功能障碍和氧化应

激损伤为主要病理表现的神经系统疾病(如脑缺

血、阿尔茨海默病、帕金森病、弗里德赖希共济失

调、多发性硬化)中均具有一定的作用[5,6]。MitoQ
是否能够影响异氟醚诱导的神经细胞损伤,目前尚

无相关研究。本研究探索 MitoQ在异氟醚诱导的

大鼠海马神经元细胞损伤中的作用,从而为其在预

防麻醉损伤中的临床应用提供实验基础。

材料与方法

实验材料 异氟醚(批号:120701),MitoQ(批
号:130802),多聚赖氨酸、牛血清白蛋白、β-Tublin
III单克隆抗体、四甲基偶氮唑蓝(MTT)、二甲基亚

砜(DMSO),DMEM/F12培养基、Neurobasal培养

基和B27supplement,丙二醛(MDA)、超氧化物歧

化酶(SOD)测定试剂盒,荧光探针DCFH-DA活性

氧 检 测 试 剂 盒 和 线 粒 体 膜 电 位 荧 光 探 针

Rhodamine123检测试剂盒,山羊抗小鼠 FITC标

记IgG 二 抗,TUNEL 试 剂 盒,Bax、Bcl-2 和

Caspase-3单克隆抗体。
实验动物与分组 SPF级健康SD大鼠15只,

雌雄不拘,7日龄,体重15~20g,动物合格证号为

SCXK(京)-2013-006。采用随机数字表法分为三

组:对照组(C组)、异氟醚组(I组)和异氟醚+
MitoQ组(IM 组),每组5只。C组吸入空-氧混合

气体,I组于出生后7、14和21d时吸入1.5%异氟

醚2h,IM组在每次吸入异氟醚前腹腔注射 MitoQ
0.4ml/kg(5mg/kg)。

大鼠海马CA1区神经元细胞形态检测 各组

大鼠于出生后28d处死分离海马组织,4℃条件下

4%多聚甲醛磷酸缓冲液中固定过夜,之后进行常

规脱水、二甲苯透明并石蜡包埋,蜡块连续冠状切

片,片厚4μm,每隔5张取1张切片,在温水中充分

展开,贴到经多聚赖氨酸处理过的玻璃片上。每个

蜡块各取2张行HE染色。
原代大鼠皮层神经细胞元细胞培养、鉴定并分

组 取24h内新生SD大鼠5只处死分离脑组织,
显微镜下剥离血管和脑膜,置于2ml解剖液中,用
剪刀将皮层结构剪碎成约1mm3 的小块,加入2ml
0.125%胰酶,置于37℃的CO2 细胞培养箱中消化

25min。离心弃上清,加4ml接种培养基终止消

化,反复吹打并收集上清,以200目孔径的细胞筛

过滤上清,获得单个细胞的悬液。调整细胞浓度5
×105 个/ml接种于预处理多聚赖氨酸的培养皿

中,置于5%CO2 的37℃培养箱中培养。接种24h
后将接种培养基更换为维持培养基继续培养,以后

每隔2天换一半液体,培养至第7天后神经元细胞

成熟。4%多聚甲醛固定15min,1% H2O2 处理10
min。0.3%TritonX-100透化10min,封闭液封闭

1h,β-TublinⅢ抗体(1∶50)4℃过夜。FITC标记

IgG二抗(1∶200)孵育1h避光。滴加1∶4000稀释

的Hochest33258一滴,孵育5min。荧光显微镜下

观察神经元细胞鉴定染色结果。细胞根据不同处

理分为三组:C组(常规培养,不加处理);I组(细胞

培养皿置入Billups-Rothenburg容器,并向注气口

通入2%异氟醚,以6L/min速度通气10min,在容

器的出气口使用 Ohmeda气体监测仪测定异氟醚

浓度,确保异氟醚浓度达到2%,37℃培养6h);IM
组(在细胞培养基中加入终浓度为0.1μmol/L的

MitoQ,其余处理同I组)。
细胞存 活 率 检 测 调整细胞浓度以5×104

个/ml接种于96孔板中,同时设定阴性对照孔(即
不加细胞按照同步骤处理),每组各细胞孔中加入

20μl的 MTT溶液5mg/L,37℃下培养4h,弃去

上清后,加150μl的 DMSO 溶 液,振 荡 反 应10
min,酶标仪上测定各孔 在590nm 处 的 光 密 度
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(OD)值。每组同时设置5个重复孔。各组神经元

的存活率(%)=(处理组OD-阴性对照孔OD)/(空
白对照组OD-阴性对照孔OD)×100%。

图1 三组大鼠海马CA1区HE染色图(×400)

细胞凋亡检测 调整细胞浓度为5×105 个/ml
并接种于铺有盖玻片的24孔板中,PBS洗去培养

液,加入1ml4%多聚甲醛固定20min,风干后用含

3%H2O2 的PBS室温封阻10min,PBS清洗3次,
加入0.1% Triton-X100冰上透膜10min,滴加20

μlTUNEL染色液(试剂1和试剂2按1∶9冰上混

匀)室温避光孵育90min,进行Hoechst33258染核

5min后PBS冲洗3次,最后抗荧光淬灭封片液封

片并 拍 照 观 察。每 个 盖 玻 片 选 取 4 个 视 野,

TUNEL染色阳性呈绿色,代表视野中凋亡细胞,

Hoechst33258染色阳性呈蓝色,代表视野中总细

胞数,以TUNEL染色阳性细胞数与细胞总数比值

计算凋亡率。

MDA浓度和SOD活性测定 按照试剂盒说

明分别采用硫代巴比妥酸法和黄嘌呤氧化酶法测

定细胞中 MDA浓度和SOD活性。
细胞线粒体膜电位(mitochondrialmembrane

potential,MMP)水平测定 将待测组神经元细胞

按照5×105 个/ml接种于24孔板中,用PBS清洗

2次,洗除培养液,加入250μl培养液,再加入250

μl染色工作液,37℃避光孵育30min用PBS冲洗3
次。加入500μl细胞培养液,用酶标仪检测其荧光

强度进行定量分析。
细胞内活性氧簇(reactiveoxygenspecies,ROS)

生成量检测 按照试剂盒的操作步骤,将神经元以5
×105 个/ml接种于96孔板,按实验设计处理后用

PBS洗去培养基,每孔加入DCF试剂(用无血清培养

液按照1∶1000稀释)100μl,37℃避光孵育20min。

PBS洗去DCF试剂后运用酶标仪检测荧光强度(激
发波长488nm,发射波长525nm)。

细胞中Bax、Bcl-2和caspase-3蛋白含量的检

测 收获各组细胞,加裂解液提取蛋白,BCA法进

行总蛋白定量。调整上样量为25μg总蛋白/样本,

上样,电泳,转膜,封闭过夜。封闭完毕后PBS洗膜

5次,分别加一抗(所用一抗稀释比例分别为Bax抗

体1∶1000、Bcl-2抗体1∶1000、caspase-3抗体1∶
2000),37℃反应1.5h,PBS洗膜5次,加辣根过氧

化物酶标记二抗,37℃反应1h,PBS洗膜5次。染

色,曝光,采用BIORADGELDOCXR凝胶成像系

统依次显影、定影,QuantityOneBasic软件分析胶

片蛋白条带。
统计分析 采用SPSS13.0软件进行统计分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较采用

LSD法。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

海马CA1区神经元细胞形态 C组大鼠海马

CA1区神经细胞排列整齐,染色清晰,形态完整;I
组大鼠海马CA1区神经细胞数量明显减少,神经细

胞受损缺失,细胞核固缩,部分神经细胞呈现出月

牙型、多齿形等凋亡形态;IM组大鼠海马CA1区神

经细胞核固缩现象明显改善,形态较规则,排列较

整齐(图1)。
细胞存活率 三组细胞存活率分别为:C组

100%、I组 21.73% ±2.11%、IM 组 48.66% ±
3.10%。I组 细 胞 存 活 率 明 显 低 于 C 组 (P <
0.05);IM组细胞存活率明显高于I组(P<0.05)。

细胞 凋 亡 三 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为:C 组

9.65%±0.23%、I组30.25%±2.38%、IM组细胞

凋亡率20.18%±1.56%。I组细胞凋亡率明显高

于C组(P<0.05);IM组细胞凋亡率明显低于I组

(P<0.05)。
氧化应激和 MMP水平 与C组比较,I组细

胞 MDA浓度明显升高,SOD活性明显下降,ROS
相对生成量明显增加,MMP水平明显降低(P<
0.05);与I组比较,IM 组细胞 MDA浓度明显降

低,SOD活性明显升高,ROS相对生成量明显降

低,MMP水平明显增加(P<0.05)(表1)。

·3001·临床麻醉学杂志2017年10月第33卷第10期 JClinAnesthesiol,October2017,Vol.33,No.10



表1 各组细胞中氧化应激水平和 MMP水平的比较(x±s)

组别 MDA(nmol/mg) SOD(U/mg) ROS相对生成量 MMP相对水平

C组 8.236±0.178 28.192±0.685 1.00±0.11 1.00±0.09

I组 15.269±0.714a 16.369±0.729a 2.34±0.56a 0.45±0.08a

IM组 10.183±0.576b 20.374±0.258b 1.78±0.26b 0.69±0.06b

  注:与C组比较,aP<0.05;与I组比较,bP<0.05

Bax/Bcl-2和caspase-3蛋白含量 与C组比

较,I组细胞Bax和caspase-3蛋白含量明显升高,

Bcl-2蛋白含量明显降低(P<0.05);与I组比较,

IM组细胞Bax和caspase-3蛋白含量明显降低,

Bcl-2蛋白含量明显升高(P<0.05)(图2)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与I组比较,bP<0.05

图2 三组细胞Bax、Bcl-2和caspase-3蛋白含量的比较

讨  论

本研究动物模型实验中发现大鼠经过反复多

次异氟醚麻醉处理后发现海马组织CA1区神经元

细胞损伤明显,凋亡增多,而麻醉之前 MitoQ预处

理能够明显减少异氟醚诱导的神经元细胞凋亡,这
表明 MitoQ能够改善异氟醚对神经元细胞的损伤。
因此本研究进一步在体外细胞实验探讨 MitoQ保

护异氟醚诱导神经元细胞损伤的机制。
神经元细胞的凋亡是异氟醚诱发神经细胞毒

性的主要机制之一[7]。本实验中发现异氟醚明显抑

制神经元细胞的存活率,诱导细胞的凋亡。线粒体

是控制细胞凋亡的中心和产生氧自由基的主要场

所,蓄积的氧自由基可以导致线粒体膜脂质体过氧

化,功能蛋白结构变异变性以及线粒体DNA 突变

断裂、碱基改变、DNA解聚和分子交联等氧化损伤,
导致线粒体功能障碍[8],进而促进线粒体呼吸链大

量活性氧的生成和线粒体抗氧化系统功能的降低,
致使线粒体凋亡途径被激活,最终导致细胞的凋亡

和坏死[9]。

MDA作为机体脂质过氧化反应终产物,能够

反映细胞受氧自由基损伤的程度,而SOD作为抗氧

化酶,其活性高低反映机体抗氧化能力[10]。本研究

结果显示异氟醚诱导能够增加细胞中 MDA含量,
降低SOD活性,促进细胞中ROS生成,降低线粒体

膜电位。因此推断异氟醚诱导海马神经元细胞的

凋亡可能与诱导细胞氧化应激和线粒体功能障碍

有关。作为泛癸利酮的结构类似物,MitoQ具有清

除ROS和保护生物膜的作用。Wani等[11]研究表

明,MitoQ可通过减少ROS产物,增加锰-超氧化物

歧化酶活性及谷胱甘肽水平来抑制氧化应激反应。
本研究中异氟醚诱导之前采用 MitoQ预处理神经

元细胞,能够升高细胞存活率,降低凋亡率和氧化

应激水平,同时升高线粒体膜电位,这表明 MitoQ
能够减少氧化应激和改善线粒体功能障碍以拮抗

异氟醚诱导的神经元细胞凋亡。

Bcl-2蛋白家族是细胞凋亡的一个关键的调节

因素,同 时 对 维 持 正 常 的 线 粒 体 膜 电 位 至 关 重

要[12]。促凋亡蛋白Bax、Bak等蛋白的激活将进一

步直接或间接地钝化抑制凋亡的Bcl-2蛋白,也可

发生寡聚化并定位于线粒体膜上,促使细胞色素C
到细胞浆启动线粒体凋亡途径,最终激活caspase-3
和细胞的凋亡[13]。在异氟醚对神经元细胞凋亡机

制探 讨 中,本 研 究 结 果 显 示 异 氟 醚 上 调 Bax和

caspase-3表达,抑制Bcl-2表达,而 MitoQ明显抑

制Bax和caspase-3的表达,升高Bcl-2表达。这表

明Bax/Bcl-2平衡在异氟醚诱导神经元细胞凋亡中

发挥调控作用,同时 MitoQ对异氟醚诱导神经元细

胞凋亡的保护作用与维持Bax/Bcl-2分子平衡密切

相关。
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综上所述,抗氧化剂 MitoQ能够拮抗异氟醚诱

导的神经元细胞氧化应激和线粒体功能障碍,减少

细胞凋亡。
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