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瞬时受体电位阳离子通道 M7在海马神经元
损伤中的作用

王广治 伍晓莹 朱国松 陈超

  【摘要】 目的 探讨瞬时受体电位阳离子通道 M7(TRPM7)在七氟醚预处理缓解缺血缺氧性

损伤(OGD)后海马神经元损伤中的作用。方法 出生1d的SD大鼠,提取海马神经元,将其随机分

为五组:对照组(C组)、七氟醚预处理组(Sev组)、OGD组、七氟醚预处理+OGD组(SD组)和七氟

醚预处理+缓激肽(TRPM7特异性激动剂)+OGD(B组)。缺糖缺氧1.5h后复糖复氧,再正常培

养24h以制备OGD模型。C组海马神经元仅做正常培养;Sev组海马神经元行2%七氟醚预处理1
h;OGD组海马神经元仅制备 OGD模型;SD组海马神经元行2%七氟醚预处理1h,24h后制备

OGD模型;B组神经元于七氟醚预处理前15min在培养基中加入缓激肽(TRPM7特异性激动剂,

终浓度200μmol/L),之后行2%七氟醚预处理1h,24h后制备OGD模型。正常培养24h后,分别

采用 MTT法检测神经元相对存活指数,TUNEL凋亡染色法检测神经元凋亡率,Westernblot检测

TRPM7蛋白含量,实时定量PCR法检测TRPM7mRNA表达水平,ELISA法测定神经元IL-1β和

TNF-α蛋白含量。结果 OGD组海马神经元TRPM7蛋白含量及 mRNA表达水平、凋亡率、IL-1β、

TNF-αmRNA表达水平及上清蛋白含量明显高于C组(P<0.05),而相对存活指数明显降低于C
组(P<0.05)。SD组海马神经元 TRPM7蛋白含量及 mRNA 表达水平、凋亡率、IL-1β、TNF-α
mRNA表达水平及上清蛋白含量明显低于 OGD组(P<0.05),而相对存活指数明显高于 OGD组

(P<0.05)。B组海马神经元TRPM7蛋白含量及 mRNA表达水平、凋亡率、IL-1β、TNF-αmRNA
表达水平及上清蛋白含量明显高于SD组(P<0.05),而相对存活指数明显低于SD组(P<0.05)。
结论 七氟醚预处理可通过缓解神经元TRPM7过度表达,减轻缺血缺氧性损伤后海马神经元凋亡

和炎症反应。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheroleoftransientreceptorpotentialmelastatin7(TR-
PM7)intheprotectiveroleofsevofluranepreconditioningagainsthippocampalneuroninjurycaused
byoxygen-glucosedeprivation (OGD).Methods Hippocampalneurons wereharvestedfrom
postnatalday1SDrats,andrandomlydividedinto5groups:controlgroup(groupC),sevoflurane
group(groupSev),oxygen-glucosedeprivationgroup (groupOGD),sevoflurane+OGDgroup
(groupSD)andsevoflurane+OGD+bradykiningroup(groupB).TobuildupthemodelofOGD,
theneuronswereculturedinadeoxygenatedglucose-freemediumandexposedto95% N2and5%
CO2inananaerobicchamberequilibratedat37℃for1.5h,followedbyreplacementwithglucose-
containingmediumandreturntoastandardincubatorforadditional24h.TheneuronsingroupCre-
ceivednotreatment.GroupOGDwaspreconditionedwith2%sevofluranefor1h.Theneuronsin
groupOGDweresubjectedtoOGD.GroupSDwaspreconditionedwith2%sevofluranefor1h,fol-
lowedbyOGDat24hafterthesevofluraneexposure.TheneuronsingroupBwasincubatediname-
diumsupplementedwith200μmol/Lbradykinin(theselectiveagonistofTRPM7),followedsequen-
tiallybythepreconditioningof2%sevofluranefor1handthenOGDchallenge.Twenty-fourhours
afterre-oxygenation,TherelativeneuronalcellviabilitywasdeterminedbyMTTassay,theneuronal
apoptoticratewasanalyzedbyTUNELassay,theproteinexpressionofTRPM7wasdetectedby
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Westernblot,themRNAlevelofTRPM7wasestimatedbyreal-timePCR,theneuronalreleaseof
IL-1βandTNF-αintheserumwasmeasuredbyELISA.Results ComparedwithgroupC,themR-
NAandproteinlevelsofTRPM7,theneuronalapoptoticrate,themRNAandsupernatantprotein
levelsofIL-1βandTNF-αweresignificantlyup-regulatedingroupOGD(P<0.05),whereasthecell
viabilitywasdecreased(P<0.05).ComparedwithgroupOGD,themRNAandproteinlevelsofTR-
PM7,theneuronalapoptoticrate,themRNAandsupernatantproteinlevelsofIL-1βandTNF-α
weresignificantlydown-regulatedingroupSD (P<0.05),whereasthecellviabilitywasincreased
(P<0.05).ComparedwithgroupSD,themRNAandproteinlevelsofTRPM7,theneuronalapop-
toticrate,themRNAandsupernatantproteinlevelsofIL-1βandTNF-αweresignificantlyup-regula-
tedingroupB(P<0.05),whereasthecellviabilitywasdecreased(P<0.05).Conclusion Sevoflu-
raneattenuatesapoptosisandinflammatoryresponsesinducedbyOGDviareductionoftheoverex-
pressionofTRPM7inthehippocampalneurons.

【Keywords】  Transientreceptorpotentialmelastatin7;Sevoflurane;Ischemicprecondition-
ing;Oxygen-glucosedeprivation;Neuronalapoptosis;Inflammatoryresponses

  近年来大量研究表明,吸入麻醉药(尤其是七

氟醚)预处理具有显著的脑保护作用[1,2]。脑缺血

动物模型中,七氟醚预处理可明显减少缺血-再灌注

损伤造成的细胞凋亡和神经炎症反应[1~3]。钙稳态

失衡在脑缺血后神经元凋亡和兴奋性细胞毒性中

发挥重要作用[4]。而研究表明,脑缺血-再灌注损伤

后瞬时受体电位阳离子通道(TRPM7)可过度表达

并通过诱发 Ca2+ 过度内流加重神经元损伤或凋

亡[5,6]。因此,TRPM7已成为治疗脑缺血性损伤的

重要 靶 点[7]。但 七 氟 醚 预 处 理 是 否 通 过 缓 解

TRPM7过度表达发挥脑保护作用尚不清楚。本实

验通过建立原代大鼠海马神经元缺血缺氧性损伤

(OGD)模型,探讨TRPM7在七氟醚预处理抑制大

鼠OGD海马神经元凋亡和炎症反应中的作用。

材料与方法

海马神经元培养 参照文献[10]和[11],采用

出生1d内的新生SD大鼠(由郑州大学实验动物中

心提供)提取海马神经元。75%酒精消毒后断头处

死大鼠,于冰上仔细分离海马组织,海马组织剪成

约1mm3 的小块后加入0.125%胰蛋白酶37℃消

化5min。之后加入含10%胎牛血清的DMEM 培

养基洗终止胰酶消化。离心6min(1000r/m)后,
弃去上清,重悬细胞并进行细胞计数,以6.5×105/
孔或1×105/孔的细胞密度分别接种到多聚赖氨酸

包被的6孔板或96孔板中,6孔板培养板中提前置

入盖玻片。细胞培养基为含2% B27、5%马血清、

0.5mmol/LL-谷氨酰胺、100U/mL青霉素和100
U/mL 链 霉 素 的 高 糖 DMEM 培 养 基。细 胞 在

37℃、5%CO2-95%空气的湿润培养箱中培养,每天

观察并记录细胞生长状态,每2~3天行半量换液,
并于培 养3d时 向 培 养 集 中 加 入 终 浓 度 为 10

mmol/L阿糖胞苷以抑制非神经元细胞的生长。

OGD模型的建立 参照文献[8]和[9],建立海

马神经元OGD模型。神经元培养10d后,将细胞

培养基换为无糖DMEM 培养基。培养板置于培养

箱中,以5~10L/min的流速向缺氧培养箱内吹入

含95% N2 和5% CO2 的混合气体,1.5h后将培

养板取出并换回原来高糖DMEM 培养基,于原培

养箱培养24h。
七氟醚预处理 参照文献[3]和[10],于 OGD

模型建立前24h行七氟醚预处理。将培养的神经

元放入培养箱中,麻醉机与培养箱连接后,七氟醚

挥发罐刻度开到2%,用含5%CO2 的空气(流速2
L/min)将七氟醚送入培养箱,1h后关闭挥发罐,继
续通入空气洗脱七氟醚,30min后放回原培养箱培

养,培养24h。
神经元处理方法 神经元随机分为五组:对照组

(C组)、七氟醚预处理组(Sev组)、OGD组、七氟醚预

处理+OGD组(SD组)和七氟醚预处理+缓激肽+
OGD(B组)。C组海马神经元仅做正常培养;Sev组

海马神经元行2%七氟醚预处理;OGD组海马神经元

仅制备OGD模型;SD组神经元行2%七氟醚预处理

后制备OGD模型;B组神经元于七氟醚预处理前15
min在培养基中加入缓激肽(TRPM7特异性激动剂,
终浓度200μmol/L),之后行2%七氟醚预处理1h,

24h后制备OGD模型[11]。

MTT法检测 96孔板中培养的神经元,各组

随机取10孔,于正常培养24h后使用 MTT比色

法检测神经元相对存活指数。每孔中加入终浓度

为0.5mg/mL的 MTT,于37℃、含5% CO2-95%
空气的湿润培养箱中反应4h。倒出反应液体后,
每孔中加入100μl的二甲基亚砜(DMSO),反应10
min至蓝紫色结晶完全溶解,用酶标仪在570nm
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波长测得吸光度(OD570)值,计算神经元相对存活指

数=(实验组OD570/对照组OD570)×100%[12]。

TUNEL凋亡染色法 参照文献[13],6孔板

中各组培养的神经元,随机取5孔,采用末端脱氧核

苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记(TUNEL)
法检测神经元凋亡。室温下4%多聚甲醛固定神经

元30min后,加新鲜配制的破膜液(含0.2%Tri-
tonX-100)处理3min。每孔加入 TUNEL反应混

合液40~50μl,并于37℃的暗箱内孵育lh。使用

含二脒基苯基吲哚(DAPI)水溶性封片剂封片。荧

光显微镜下每个样本随机选5个视野 (×400),

DAPI染色细胞核发蓝色荧光,TUNEL染色凋亡

细胞发绿色荧光,计算神经元凋亡率=[TUNEL阳

性凋亡细胞/细胞总数(DAPI)]×100%。

Westernblot检测 正常培养24h后,6孔板

中培养的神经元,各组随机取6孔,使用 Western
blot法检测神经元TRPM7蛋白含量。各组细胞培

养板中加入裂解液,裂解产物用BCA试剂盒进行蛋

白定量。加入5×SDS上样缓冲液,沸水中煮8~10
min后自然冷却,然后行SDS-PAGE电泳,并将蛋

白转至PVDF膜。PVDF膜在含2%胎牛血清封闭

液中室温封闭1h后,浸于稀释的一抗(抗TRPM7
抗体,1∶1000;抗β-actin抗体,1∶500)中4℃孵育过

夜。第2天,TBST液洗涤5min×3次后,浸于稀

释的相应生物二抗(1∶5000)室温孵育2h,TBST
液洗涤5min×3次后行ECL显色,在凝胶成像系

统中成像,并用ImageLab3.0软件进行灰度分析。
实时 定 量 PCR(RT-PCR)检 测 参 照 文 献

[14],6孔板中培养的神经元,各组随机取6孔,采
用RT-PCR法进行测定TRPM7的 mRNA表达水

平。提取总RNA,逆转录合成cDNA,取产物5μL。

TRPM7上游引物:5'-GCAAATGACTCCACTCT-
C-3',下游引物:5'-GATTCTCTCTTCACTCCCA-
G-3',扩增片段长度422bp;IL-1β上游引物:5'-GT-
GGGGATGATGACGACC-3',下游引物:5'-TAC-
GACCAGAGGCATACAGG-3',扩增片段长度241
bp;TNF-α上游引物:5'-AACTGGCAGAGGAGG-
CG-3',下游引物:5'-CAGAAGAGCGTGGTGGC-
3',扩增片段长度为115bp[14]。β-actin上游引物:

5'-GACGATATCGCTGCGCTG-3',下游引物:5'-
GTACGACCAGAGGCATACAGG-3',扩增片段长

度348bp。参照文献[15]的方法,获得 TRPM7、

IL-1β、TNF-α与β-actinmRNA的CT 值,以实验组

目的基因相对于对照组的表达量即2-ΔΔCt[-

ΔΔCT=-(ΔCT实验组-ΔCT对照组);ΔCT=CT目的基因-
CTβ-actin]反映其表达水平。

ELISA法测定神经元IL-1β和TNF-α含量 
正常培养24h后,96孔板中培养的神经元,各组随

机取6孔,收集神经元培养上清,采用ELISA法测

定IL-1β和TNF-α含量。加入终止液之后轻轻震

荡,即可测量吸光度值(OD450)。根据标准品的吸光

度值分别绘制标准曲线后,计算各个样本上清IL-1β
及TNF-α蛋白含量。

统计分析 采用SPSS16.0统计软件进行数

据分析。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。P<0.05
为差异有统计学意义。

结  果

OGD组海马神经元TRPM7蛋白含量及mRNA
表达水平明显高于C组和SD组(P<0.05)。B组海

马神经元TRPM7蛋白含量及mRNA表达水平明显

高于SD组(P<0.05)(表1)。

表1 五组海马神经元TRPM7蛋白含量和 mRNA
表达水平比较(%,􀭵x±s)

组别 孔数 TRPM7蛋白 TRPM7mRNA

C组 6 100.0±16.5 100.0±20.7

Sev组 6 106.1±22.7 96.0±23.4

OGD组 6 162.6±34.0a 216.1±52.6a

SD组 6 111.1±18.5b 129.3±29.0b

B组 6 194.9±33.5c 150.5±27.8c

  注:与C组比较,aP<0.05;与OGD组比较,bP<0.05;

与SD组比较,cP<0.05

OGD组海马神经元IL-1β、TNF-αmRNA表达

水平及 蛋 白 含 量 明 显 高 于 C 组 和 SD 组(P<
0.05)。Sev组与C组差异无统计学意义。B组海

马神经元IL-1β、TNF-αmRNA表达水平及蛋白含

量明显高于SD组(P<0.05)(表2)。

OGD组海马神经元相对存活指数明显低于C
组和SD组(P<0.05),而凋亡率明显高于C组和

SD组(P<0.05)。B组海马神经元相对存活指数

明显低于,凋亡率明显高于SD组(P<0.05)(表3,
图1)。

讨  论

本实验研究结果显示,七氟醚预处理可缓解缺

·37·临床麻醉学杂志2018年1月第34卷第1期 JClinAnesthesiol,January2018,Vol.34,No.1



表2 五组海马神经元IL-1β、TNF-αmRNA表达水平及蛋白含量的比较(􀭵x±s)

组别 孔数
mRNA(%) 蛋白含量(μg/ml)

IL-1β TNF-α IL-1β TNF-α

C组 6 100.0±22.9 100.0±24.4 70.2±16.9 82.4±15.4
Sev组 6 109.6±28.1 96.7±22.5 72.5±19.5 88.2±23.1
OGD组 6 214.5±55.6a 179.2±33.6a 172.3±33.8a 162.4±35.4a

SD组 6 142.3±25.8b 113.5±21.8b 100.8±25.6b 97.2±16.7b

B组 6 179.5±20.9c 155.8±25.8c 142.8±38.4c 149.3±24.4c

  注:与C组比较,aP<0.05;与OGD组比较,bP<0.05;与SD组比较,cP<0.05

表3 五组海马神经元相对存活指数和凋亡率的比较

(%,􀭵x±s)

组别 孔数 神经元相对存活指数 神经元凋亡率

C组 6 100.0±14.5 11.6±1.9
Sev组 6 98.2±14.4 12.0±2.7
OGD组 6 42.7±6.7a 62.5±10.9a

SD组 6 87.4±11.1b 25.4±6.2b

B组 6 52.9±6.5c 55.2±9.4c

  注:与C组比较,aP<0.05;与OGD组比较,bP<0.05;

与SD组比较,cP<0.05

注:TUNEL阳性细胞用FITC标记发绿色荧光,细胞核使用DAPI标记发蓝色荧光。

图1 五组海马神经元凋亡率的电镜图

血缺氧性损伤后海马神经元TRPM7过度表达,并
减轻神经元细胞凋亡和炎性因子释放。而TRPM7
特异性激动剂缓激肽可逆转七氟醚预处理的抗炎

及抗凋亡作用,说明七氟醚预处理的保护作用可能

与抑制缺血缺氧性损伤后海马神经元TRPM7的过

度表达相关。
七氟醚具有起效快、苏醒快等优点,且其脑保

护作用也得到广泛关注[1,2,16]。大鼠中七氟醚的最

低肺泡有效浓度(MAC)为2%,1MAC七氟醚预处

理1h已在体外脑和心肌缺血-再灌注损伤模型中

应用[17,18]。而海马组织对于缺血缺氧最为敏感。
因此,本研究于缺血缺氧性损伤模型建立前24h,
使用2%七氟醚处理海马神经元1h,作为七氟醚预

处理的实验方法。

TRPM7是一种广泛表达于中枢神经系统的离

子通道蛋白,在海马神经元有十分重要的功能调节作

用[6,19]。在缺血缺氧状态下,氧自由基可通过激活或

上调海马神经元TRPM7介导过度的神经元Ca2+内

流,进而导致细胞毒性和细胞凋亡,本研究结果与之一

致[20,21]。研究表明,抑制或下调TRPM7可缓解缺氧

缺血及创伤所致的神经元死亡和功能紊乱[5,22]。本研

究结果显示,七氟醚预处理不仅可缓解缺血缺氧性损

伤后的神经元凋亡,亦可下调TRPM7mRNA和蛋白

表达水平,提示缺血缺氧性损伤后七氟醚预处理的神

经元保护作用可能与其下调TRPM7的效果相关。而

进一步实验证实,TRPM7的特异性激动剂缓激肽可逆

转七氟醚预处理的抗凋亡和神经元保护作用,说明七

氟醚预处理可通过减少缺血缺氧性损伤后海马神经元

TRPM7的过度表达,发挥抗凋亡和神经元保护作用。
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抗炎作用是七氟醚预处理脑保护作用的重要

机制[10,23]。在遭受缺血-再灌注损伤后,神经元可能

反应性地激活其内部的炎症相关信号通路,合成并

释放促炎因子,从而加重神经元损伤甚至诱发神经

元凋亡。近年的研究表明,TRPM7是调节神经炎

症反应的重要分子和抗炎治疗的潜在靶点[22,24]。
本研究结果显示,缺血缺氧性损伤可诱发海马神经

元IL-1β和TNF-α等促炎因子 mRNA和蛋白含量

显著升高,而七氟醚预处理可缓解缺血缺氧性损伤

诱发的IL-1β和 TNF-α释放。而 TRPM7的特异

性激动剂缓激肽可逆转七氟醚的这种抗炎作用,说
明七氟醚预处理可通过减少缺血缺氧性损伤后海

马神经元TRPM7的过度表达发挥其抗炎作用。
综上所述,七氟醚预处理可通过缓解神经元

TRPM7过度表达,减轻缺血缺氧性损伤后海马神

经元凋亡和炎症反应。
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