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异氟醚通过上调NMDA受体导致发育期大鼠
海马神经元凋亡

赵以林 张雪 李世勇 方茜 严婧 唐晓乐 罗爱林

  【摘要】 目的 探讨异氟醚麻醉对新生大鼠海马神经元N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)受体亚基

及凋亡的影响。方法 新生1d的SD大鼠36只,雌雄不拘,取海马组织进行原代培养。采用随机

数字表法将培养海马神经元5d的培养皿随机分为三组:对照组(C组)、异氟醚组(I组)和 AP5+异

氟醚组(A组),每组12只。I组和A组培养的海马神经元放置在密闭箱中,吸入1.5%异氟醚和纯

氧,吸入时间6h,C组不做任何处理。于异氟醚麻醉结束后2、4、6、24h(C组于相应时点),提取海

马神经元总 mRNA和总蛋白,采用RT-PCR法测定NR2AmRNA、NR2BmRNA和caspase-3mR-
NA的表达量,采用 Westenblot法测定caspase-3蛋白含量。结果 与C组比较,异氟醚麻醉结束

后2、4和6hI组海马神经元 NR2AmRNA和 NR2BmRNA的表达量明显上调(P<0.05)。与C
组和A组比较,I组异氟醚麻醉结束后2、4和6h海马神经元caspase-3mRNA的表达量、异氟醚麻

醉后4和6h海马caspase-3蛋白含量明显升高(P<0.05)。结论 吸入1.5%异氟醚可能通过上调

新生大鼠海马神经元NMDA受体导致发育神经元凋亡,阻断 NMDA受体可以预防异氟醚导致的

发育期海马神经元凋亡。
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【Abstract】 Objective ToinvestigatetheeffectsofisofluraneanesthesiaonNMDAreceptor
subunitsandcleavedcaspase-3inhippocampalofneonatalrats.Methods Thirty-sixprimaryculture
neuronswererandomlydividedinto3groups(n =12each):controlgroups(groupC),isoflurane
group(groupI)andAP5+isoflurane(groupA).1.5%isofluranewith100% O2wasinhaledfor6h
ingroupIandgroupA.GroupCreceivednotreatment.ThetotalmRNAandproteinwereextracted
2,4,6and24hafterisofluraneanesthesia.RT-PCRwasemployedtodetectNR2AmRNA,NR2B
mRNAandcaspase-3mRNAexpression,andWesternblotwasusedtodetectcleavedcaspase-3level.
Results ComparedwithgroupC,theexpressionsofNR2AmRNA,NR2BmRNAwereincreasedat
2,4,6hafterisofluraneanesthesia(P <0.05).ComparedwithgroupCandgroupA,thelevelof
caspase-3mRNA2,4,6hafterisofluraneanesthesiaandcleavedcaspase-34hand6hafterisoflu-
raneanesthesiawereup-regulatedingroupI(P <0.05).Conclusion Inhaledisofluranemayinduce
theapoptosisofdevelopmentalneuronsbyup-regulatingtheNMDAreceptorofhippocampalneurons
inneonatalrats,andblockingtheNMDAreceptorcanpreventtheapoptosisofhippocampalneurons
inducedbyisoflurane.

【Keywords】  Isoflurane;NMDAreceptor;Apoptosis;Newborn;Hippocampus

  DOI:10.12089/jca.2018.09.013
基金项目:国家自然科学基金(81500982)
作者单位:430030 武汉市,华中科技大学同济医学院附属同

济医院麻醉科
通信作者:张雪,Email:xuezhang@hust.edu.cn

  麻醉药可导致发育期中枢神经系统功能障碍,
但具体机制尚未完全明确[1-5]。在神经元发育过程

中,NMDA受体亚单位随着神经元发育及活动依

赖性转变[6-9]。在发育期神经元 NMDA受体亚单

位主要由NR1/NR2B亚基构成。在海马所在的前

脑区,NMDA 受体NR2A/NR2B比例会随个体发

育而升高,而长时程增强(LTP)和长时程抑制

(LTD)诱导的难易程度也随之发生变化,提示

NR2A/NR2B比例可能影响脑的发育和突触可塑

性的形成[8-10]。本研究拟探讨异氟醚对发育期海马

神经元NMDA受体亚基表达影响,从而影响发育
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期神经元凋亡及可塑性。

材料与方法

主要试剂与仪器 Neurobasel培养液、DMEM
培养液、胎牛血清、马血清、B27、胰蛋白酶,活化

caspase-3兔抗大鼠单克隆抗体,β-actin小鼠抗大

鼠单克隆抗体,AP5辣根过氧化物标记抗兔IgG、
抗小鼠IgG,Trizol试剂,逆转录试剂盒,实时定量

PCR试剂盒,BioPhotometerplus核酸蛋白测定

仪,ABI实时荧光定量PCR仪,凝胶制备试剂盒、

PIPA裂解液、苯甲基磺酰氟(PMSF)、凝胶成像系

统,ECL发光试剂盒。
动物与分组 新生1d的SD大鼠36只,雌雄

不拘,由华中科技大学同济医学院实验动物中心提

供。原代培养[1-2]5d后采用beta-tubulin染色法鉴

定神经元纯度达90%以上进行试验。采用随机数

字表法,将培养皿随机分为3组(n =12):对照组

(C组)、异氟醚组(I组)和AP5+异氟醚组(A组)。

I组和A组海马神经元放置在自制的密闭箱内,进

气端连接麻醉机,通入异氟醚和纯氧,吸入浓度

1.5%,吸入时间6h,C组不做任何处理。氧流量

2L/min,35℃。

NR2A、NR2B和caspase-3mRNA表达检测 
采用Trizol试剂盒提取异氟醚麻醉结束后2、4、6和

24h海马神经元总 RNA,紫外分光光度计测定

RNA浓度,按RT-PCR试剂盒说明书取500ng总

RNA逆转录合成cDNA,然后以SYBRGreenⅠ作

为荧光标记物,在 ABI荧光定量PCR仪上进行

PCR反应。NR2A上游引物5’-CAGTGTCCCCT-
CAAGCAAAC-3’, 下 游 引 物 5’-GTTTGTA-
AGGGTCCGAGGGA-3’,PCR 产 物 片 段 为 179
bp;NR2B上游引物5’-AATACAGTCCCGTGC-
CAGAA-3’,下 游 引 物 5’-CACCGATCATGC-
CATTCCAG-3’,PCR 产物片段长度为205bp;

caspase-3上游引物5’-GCAGCAGCCTCAAATT-
GTTGACTA-3’,下 游 引 物 5’-TGCTCCGGCT-
CAAACCATC-3’,PCR产物片段长度为144bp;

GAPDH上游引物5’-ACAGCAACAGGGTGGT-
GGAC-3’, 下 游 引 物 5’-TTTGAGGGTG-
CAGCGAACTT-3’,PCR 产 物 片 段 长 度 为 253
bp。扩增参数:94℃变性5s,60℃退火及延伸30
s,共反应40个循环。以各时点目的基因相对于C
组的表达量即2-CT[-CT=-(CT-CT基础值)];CT
=CT目的基因-CTβ-actin反映其表达水平。

caspase-3蛋白含量检测 取海马神经元,冰

浴下加入100μl预冷的细胞裂解液(PIPA∶PMSF
=9∶1)匀浆,室温静置30min后以4℃下12000
r/min离心25min取上清,-80℃保存。按每孔

8%分离胶+6%浓缩胶加入蛋白样本20μg,60~
120V电泳,然后转移到硝酸纤维素膜上,5%脱脂

奶粉 封 闭 1h 后,分 别 加 入 单 克 隆 兔 抗 大 鼠

caspase-3和小鼠抗大鼠β-actin单抗,4℃摇床过

夜,TBS-T洗涤3次,每次10min,然后分别加入

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔、羊抗鼠IgG-HRP,
室温摇床1h,TBS-T洗涤3次,每次10min,采用

ECL显色试剂盒显色,X线胶片暗室曝光。采用

QuantityOne4.62软件计算光密度值(OD值),取

处理 组 OD 值 与 对 照 组 OD 值 的 比 值,反 映

caspase-3蛋白的浓度。
统计分析 采用SPSS15.0统计软件进行分

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,组内比较采用

重复测量方差分析。P<0.05为差异有统计学

意义。

结  果

海马神经元 NMDA受体亚单位 mRNA表达

量 与C组比较,麻醉结束后2、4、6hI组海马神

经元NR2AmRNA和NR2BmRNA表达量均明显

升高(P<0.05);与麻醉结束后2h比较,麻醉结束

后6hI组海马神经元NR2AmRNA表达量明显升

高,麻醉结束后24h表达量明显降低,而 NR2B
mRNA表达量明显降低(P<0.05);与麻醉结束后

4h比较,麻醉结束后6hI组海马神经元 NR2A
mRNA表达量明显升高(P<0.05);与麻醉结束后

6h比较,麻醉结束后24h海马神经元NR2AmR-
NA和NR2BmRNA表达量明显降低(P<0.05);

C组上述指标各时点差异无统计学意义(图1-2)。
海马神经元caspase-3mRNA和蛋白含量 与

C组比较,I组麻醉结束后2、4、6h海马神经元

caspase-3mRNA表达量和caspase-3蛋白含量均

明显升高(P<0.05);与麻醉结束后2h比较,I组

麻醉结束后4、6和24h海马神经元caspase-3mR-
NA表达量和麻醉结束后4和6hcaspase-3蛋白含

量明显升高(P<0.05);与麻醉结束后4h比较,I
组麻醉结束后6、24h海马caspase-3mRNA表达

量,麻醉结束后24hcaspase-3蛋白含量明显降低

(P<0.05);与麻醉结束后6h比较,麻醉结束后
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  注:与C组比较,aP<0.05;与2h比较,bP<0.05;与4h
比较,cP<0.05;与6h比较,dP<0.05

图1 两组大鼠NR2AmRNA表达量的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与2h比较,bP<0.05;与4h
比较,cP<0.05;与6h比较,dP<0.05

图2 两组大鼠NR2BmRNA表达量的比较

24hI组海马caspase-3mRNA表达量和caspase-3
蛋白含量明显降低(P<0.05);C组上述指标各时

点差异无统计学意义。与I组比较,A组麻醉结束

后2、4、6hcaspase-3mRNA表达量和麻醉结束后

4、6hcaspase-3蛋白含量降低(P<0.05)。A组上

述指标各时点差异无统计学意义(图3-4)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与I组比较,bP<0.05;与2h
比较,cP<0.05;与4h比较,dP<0.05;与6h比较,eP<0.05

图3 三组大鼠caspase-3mRNA表达量的比较

讨  论

发育期神经元是轴突生长、突触形成及神经环

路形成的重要阶段。而发育期大鼠神经元发育高

  注:与C组比较,aP<0.05;与I组比较,bP<0.05;与2h
比较,cP<0.05;与4h比较,dP<0.05;与6h比较,eP<0.05

图4 三组大鼠caspase-3蛋白含量的比较

峰期为出生后1~7d,出生后5d是神经元发育的

高峰期[1],此阶段易受各种麻醉药的影响[1,3,5]。
其主要原因是GABA这一中枢神经系统的重要抑

制性神经递质,在出生早期是作为一种主要的兴奋

性神经递质而发挥作用。吸入麻醉药通过协同

GABA亦或直接激活胞膜表达的GABAA 受体,使

细胞内Cl-外流,细胞膜去极化,细胞内钙离子内

流最终导致细胞凋亡[1-2,4-5,11]。因此本研究采用出

生后5d的大鼠作为研究对象探讨吸入麻醉的毒性

机制。
在发育期NMDA受体亚基的表达可受到外来

刺激如吸入麻醉药而发生改变。NMDA受体在调

节神经元的树突、轴突发育及参与突触可塑性形成

中起着关键作用[6-10,12-13]。研究表明 NMDA受体

亚基受到活动依赖性可塑性调节[6,8]。在发育期神

经元NMDA受体亚单位主要NR2B亚基构成。在

海马所在的前脑区,NMDA 受体NR2A亚基表达

会随个体发育及外在刺激而升高。研究发现激活

神经元NR2B受体,增加细胞膜 AMPA受体的内

吞,介导LTD,升高LTP/LTD反转阈值,减少细

胞外钙离子内流[7,9-10]。而激活NR2A受体,增加

细胞膜AMPA受体的插入,介导LTP,降低LTP/

LTD反转阈值,持续增加细胞外钙离子内流,最终

导致细胞毒性损伤[8-9]。因此,本研究探讨吸入麻

醉药异氟醚对发育期海马神经元NMDA受体表达

的影响。
本研究结果显示,1.5%异氟醚麻醉处理发育期

海 马 神 经 元,NR2A mRNA、NR2B mRNA 和

caspase-3mRNA表达上调,caspase-3蛋白含量上调,
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提示1.5%异氟醚麻醉可导致海马神经元可塑性改

变。阻断NMDA受体可抑制1.5%异氟醚麻醉导致

caspase-3mRNA及caspase-3表达。异氟醚可通过神

经元GABAA 受体,引起神经元膜的去极化,NMDA
受体亚基表达增加,引起神经元内钙离子钙超载,导

致发育期神经元凋亡。
综上所述,吸入麻醉异氟醚可能通过上调发育

期神经 元 NMDA 受 体 亚 基 表 达 从 而 导 致 细 胞

凋亡。
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