
·实验研究·

Fas/FasL在罗哌卡因致PC12细胞凋亡中的表达

罗昭 刘颖 张杨 孙晓东 桑明 罗辉宇

  【摘要】 目的 检测Fas、FasL在罗哌卡因诱导PC12细胞凋亡中表达的变化,探讨罗哌卡因的

神经毒性机制。方法 采用不同浓度罗哌卡因(0.1、0.5、1、2、4mmol/L)处理PC12细胞24h以建

立细胞的神经毒性模型,CCK-8法测定细胞活力。最终将细胞随机分为三组:0.5mmol/L组、2
mmol/L组和正常对照组。各组细胞培养24h后用光学显微镜观察细胞形态学变化(加上1
mmol/L组),流式细胞仪检测细胞凋亡,免疫荧光检测Fas、FasL表达。结果 与正常对照组比较,

0.5mmol/L组和2mmol/L组细胞活力明显降低(P<0.05),细胞形态明显异常(包括1mmol/L
组),凋亡率明显升高(P<0.05),Fas、FasL表达明显增强(P<0.05);与0.5mmol/L组比较,2
mmol/L组细胞凋亡率和Fas、FasL表达明显增加(P<0.05)。结论 罗哌卡因可诱导PC12细胞凋

亡,其机制可能与Fas/FasL上调有关。
【关键词】  罗哌卡因;PC12细胞;细胞凋亡;Fas;FasL

ExpressionofFas/FasLinPC12cellapoptosisinducedbyropivacaine LUO Zhao,LIU Ying,

ZHANG Yang,SUN Xiaodong,SANG Ming,LUO Huiyu.Department of Anesthesiology,

XiangyangNo.1People’sHospital,HubeiUniversityofMedicine,Xiangyang441000,China
Correspondingauthor:LUOHuiyu,Email:603983267@qq.com

【Abstract】 Objective TodetecttheexpressionofFasandFasLinropivacaine-inducedrat
phechromocytoma(PC12)cellsapoptosisandthemechanismofitsneurotoxicity.Methods PC12
cellsweretreatedwithdifferentconcentrationsofropivacaine(0.1,0.5,1,2,and4mmol/L)for24
htoestablishacellularneurotoxicitymodel,andthecellviabilitywereassessedbyCCK-8.Thecells
werefinallydividedinto3groupsrandomly:0.5mmol/Lgroup,2mmol/Lgroupandcontrolgroup.
Afterthecellswereculturedfor24h,morphologicalchangesofcellswereobservedunderopticalmi-
croscope(addthe1mmol/Lgroup),apoptosiswasassessedbyflowcytometer,theexpressionofFas
andFasLwereassessedbyimmunofluorescence.Results Comparedwiththecontrolgroup,thecell
viabilityof0.5mmol/Land2mmol/Lgroupdecreasedsignificantly(P<0.05),thecellsexhibited
obviousmorphologicabnormalities(includingthe1mmol/Lgroup),theapoptoticrateincreasedsig-
nificantly(P<0.05),theexpressionofFasandFasLincreasedsignificantly(P<0.05);Compared
with0.5mmol/Lgroup,theapoptoticrateandexpressionofFas,FasLof2mmol/Lgroupincreased
significantly(P<0.05).Conclusion RopivacaineexplosureinducesapoptosisinPC12cells,which
mightberelatedwiththeup-regulationofFas/FasL.
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  罗哌卡因是一种有感觉、运动阻滞分离特点的

局麻药,广泛应用于临床[1]。但大多数局麻药,包括

罗哌卡因都有潜在的神经毒性[2],其确切机制尚不

明确,可 能 与 细 胞 凋 亡 有 关[3]。研 究 表 明,Fas/

FasL途径参与了脊髓损伤后神经细胞凋亡的调

控[4,5],但与局麻药导致的神经细胞凋亡是否存在

相关性,目前尚不清楚。因此,本研究拟以PC12细

胞作为研究对象,探讨罗哌卡因导致的神经细胞凋

亡是否与Fas/FasL有关。

材料与方法

主要 药 品、试 剂 与 仪 器 甲磺酸罗哌卡因;

RPMI-1640培养基;胎牛血清;胰蛋白酶;双 抗;

DMSO;TritonX-100;4%多聚甲醛;CCK-8试剂

盒;AnnexinV-FITC/PI试 剂 盒;兔 抗 大 鼠 Fas、

FasL多 克 隆 抗 体;免 疫 荧 光 染 色 试 剂 盒-抗 兔
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FITC;DAPI染液;酶标仪;荧光显微镜;流式 细

胞仪。
细胞培养 PC12细胞株购于中国科学院上海

细胞库,在含10%胎牛血清和1%双抗的 RPMI-
1640完全培养基中,置于37℃、5%CO2 培养箱中

培养。每2~3天换液一次,细胞密度到80%左右

时,用胰酶进行消化传代。

CCK-8法测定细胞活力 将细胞接种于96孔

板中,5×103/孔,待细胞融合至80%左右时进行实

验。细胞随机分为六组,分别用0.1、0.5、1、2、4
mmol/L罗哌卡因处理24h,对照组为不含罗哌卡

因的完全培养基,每组设5个复孔。采用CCK-8法

测定细胞活力,以含培养基和CCK-8溶液,但无细

胞的孔作为空白孔调零。取5个复孔的平均值,以
对照组细胞活力为100%,计算各组细胞活力=实

验孔OD值÷对照孔OD值×100%,并确定罗哌卡

因的半数抑制浓度(IC50)。
实验分组与处理 根据CCK-8结果将细胞随

机分为三组:0.5mmol/L组、2mmol/L组和对照

组,细胞融合至80%左右时分别用0.5mmol/L和

2mmol/L罗哌卡因处理PC12细胞24h,对照组不

含罗哌卡因。

PC12细胞形态学观察 为了更清楚地看到罗

哌卡因引起的细胞形态变化,在上述分组的基础上

加上1mmol/L组,将细胞接种于12孔板中,1×
105/孔,每组3个复孔。进行上述分组和处理后在

显微镜下观察细胞形态,每孔随机选3个视野进行

拍照。
流式细胞仪检测细胞凋亡 按照上述分组和

处理,以流式细胞仪计数10000个细胞,检测细胞凋

亡情况。同时,以不加AnnexinV-FITC及PI的一

管作为阴性对照。该实验重复3次。
免疫荧光检测Fas/FasL表达 将细胞接种于

24孔板中,5×104/孔,按照上述分组和处理,再进

行固定,通透、封闭等步骤;然后孵育兔抗大鼠Fas、

FasL一抗(1∶100)和FITC 标记的二抗(1∶200),

DAPI(1∶1000)染核;以PBS代替一抗或二抗作为

阴性对照,在荧光显微镜下观察,以细胞出现绿色

荧光为阳性结果。该实验重复3次,ImageJ分析

并比较各组平均荧光强度。
统计分 析 采用SPSS17.0软件处理数据。

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

CCK-8法测定细胞活力 与对照组比较,各浓

度组细胞经罗哌卡因处理24h后,细胞活力明显降

低(P<0.05)(图1)。罗哌卡因对PC12细胞的损

伤呈浓度依赖性,IC50=2.546mmol/L。

  注:与0mmol/L比较,aP<0.05

图1 不同浓度罗哌卡因对PC12细胞活力的影响

细胞形 态 学 改 变 显微镜下见正常培养的

PC12细胞呈多角形,有突起,分布成网络,表现出

一系列神经元的特征。实验组不同浓度罗哌卡因

处理PC12细胞24h后,可见细胞变圆,突起回缩或

消失,细胞完整性被破坏(图2)。

图2 不同浓度罗哌卡因引起的PC12细胞形态学

改变(×200)

细胞凋亡 以早期和晚期凋亡细胞百分数之

和为总凋亡率,与对照组比较,0.5mmol/L和2
mmol/L组细胞凋亡率明显升高(P<0.05);与0.5
mmol/L组比较,2mmol/L组细胞凋亡率明显升

高(P<0.05)(图3)。

Fas/FasL蛋白的表达 对照组细胞几乎无表

达,0.5mmol/L组表达较少,2mmol/L组表达较多
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  注:与对照组比较,aP<0.05;与0.5mmol/L组比较,bP

<0.05

图3 不同浓度罗哌卡因致PC12细胞凋亡的比较

(AnnexinV/PI染色)

(图4,5)。与对照组比较,0.5mmol/L和2mmol/L
组Fas/FasL平均荧光强度明显增加(P<0.05);与
0.5mmol/L组比较,2mmol/L组Fas/FasL平均荧光

强度明显增加(P<0.05)(图6)。

图4 免疫荧光检测不同浓度罗哌卡因对Fas蛋白表达的影响(×200)

讨  论

局麻药的神经毒性机制及其防治一直是研究

的热点。本实验细胞选择了大鼠肾上腺嗜铬细胞

瘤PC12细胞,此细胞不仅形态与正常神经细胞相

似,而且生理、生化功能也与正常神经细胞相似,被
广泛应用于神经毒性研究[6]。本研究结果显示,罗
哌卡因呈浓度依赖性引起PC12细胞损伤和凋亡;

Fas、FasL表达也随罗哌卡因浓度的增加而增加,这

与临床麻醉中神经毒性发生与局麻药使用浓度的

关系一致。凋亡是神经毒性的主要病变基础,本实

验中0.5和2mmol/L罗哌卡因处理PC12细胞24
h后,凋亡率和Fas、FasL表达都增加,由此推断:罗
哌卡因可能是通过上调Fas/FasL表达,并经Fas/

FasL途径参与其神经毒性的发生。
局麻药的神经毒性机制是多因素调控的过程,具

有复杂而独特的信号系统,不同局麻药的神经毒性机

制不尽相同,但多与细胞凋亡有关。经典的细胞凋亡

主要有2条途径,即细胞膜上的死亡受体途径和细胞

内的线粒体途径。本实验中的Fas/FasL途径就是死

亡受体途径。另外,有学者指出,局麻药可通过线粒

体释放细胞色素c和ROS,与caspase-9和caspase-3
共同作用导致神经细胞凋亡[7];Zheng等[8]发现了一

种不依赖于caspase的凋亡parthanatos参与了罗哌

卡因导致的SH-SY5Y细胞损伤,并伴有多聚腺苷二

磷酸核糖聚合酶-1(PARP-1)和凋亡诱导因子(AIF)
的上调,以及NAD+的消耗。除此之外,T型钙通道

Cav3.3、PI3K-Akt、p38MAPK、ERK[7,9]等也参与了

局麻药的神经毒性机制。
虽然本实验尽量模仿临床用药情况,但还有许

多局限性。本实验仅限于PC12细胞的体外实验,
仅考虑罗哌卡因这一独立因素对PC12细胞的影

响,但人体神经细胞所处体内环境复杂;且未阻断

Fas/FasL途径进行验证;Fas/FasL的上调机制也

不清 楚。新 近 研 究 表 明,p38 MAPK 抑 制 剂

SB203580 可 显 著 抑 制 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞
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图5 免疫荧光检测不同浓度罗哌卡因对FasL蛋白表达的影响(×200)

  注:与对照组比较,aP<0.05;与0.5mmol/L组比较,bP

<0.05

图6 三组Fas/FasL荧光强度的比较

Fas/FasL的 表 达,说 明 p38 MAPK 可 能 是 上 调

Fas/FasL表达的重要信号分子[10]。那么,罗哌卡

因引起的细胞凋亡和Fas/FasL表达增加是否受

p38MAPK调控? 下一步的研究方向是在整体动

物实验水平研究罗哌卡因的神经毒性是否与Fas/

FasL途径有关,并阻断Fas/FasL途径进行验证;然
后用SB203580预处理,进一步探讨罗哌卡因引起

的Fas/FasL表达上调是否与p38MAPK有关。
综上所述,本实验发现罗哌卡因可引起PC12

细胞凋亡,其机制可能与Fas/FasL上调有关。这

为进一步阐明局麻药的神经毒性机制提供了新的

实验依据。
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