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摘要　 目的　 探究自噬激活在丙泊酚诱导海马神经元凋亡

中的作用。 方法　 取胎鼠提取分离原代海马神经元，随机分

为对照组、丙泊酚组、雷帕霉素组与氯喹组。 采用二甲氧唑

黄比色法（ＸＴＴ）和流式细胞术检测神经元凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测自噬与凋亡相关蛋白表达。 取老龄大鼠随机分为对

照组、丙泊酚组、雷帕霉素组与氯喹组。 以 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 丙泊

酚连续麻醉 １ 周，期间以 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 雷帕霉素和 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 氯

喹治疗。 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测大鼠认知功能，ＴＵＮＥＬ 染

色检测海马神经元凋亡情况，高尔基染色观察海马神经元自

噬情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测自噬与凋亡相关蛋白表达。 结

果　 离体试验中，雷帕霉素逆转了丙泊酚造成的细胞凋亡。
与丙泊酚组相比，雷帕霉素组微管相关蛋白轻链 ３Ⅱ ／微管

相关蛋白轻链 ３Ⅰ（ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ）与 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达增加，但
凋亡蛋白剪切的半胱氨酸蛋白酶⁃３ （ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３）与

Ｂａｘ 表达降低。 在体研究中，与丙泊酚组相比，雷帕霉素组

水迷宫逃避潜伏期减少，且雷帕霉素组 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数

与自噬小体数量减少。 此外，雷帕霉素组哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（ｍＴＯＲ）表达降低，且 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ与 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达

增加，Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 与 Ｂａｘ 表达降低。 但氯喹对自噬和

凋亡相关蛋白没有影响。 结论 　 雷帕霉素通过抑制 ｍＴＯＲ
信号活化，进一步激活了细胞自噬，改善了丙泊酚造成的神

经元凋亡，提高了大鼠认知功能。
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　 　 随着医疗水平的进步，越来越多老龄患者选择

手术治疗。 虽然不少老人原发疾病成功治愈，但术

后认知功能障碍发生率正不断增加［１］。 严重影响

了老年患者生存状态和生活质量。 丙泊酚是一种临

床常用的镇静、麻醉药物，具有起效快、易于控制剂

量、无明显蓄积等优点。 但已有不少文献［２ － ３］ 报道

丙泊酚在老龄患者的应用中常引起术后认知功能障

碍，其涉及机制主要为海马区神经元凋亡。
神经元凋亡是细胞程序性死亡方式，神经元自

噬是细胞自我分解代谢过程。 凋亡与自噬信号调控

之间存在复杂的交织，自噬过度激活或抑制都可能

造成细胞凋亡［４］。 已有研究［５ － ６］ 显示，神经元自噬

与凋亡都分别参与了丙泊酚诱导的大鼠术后认知功

能障碍的过程。 因此，该研究探讨自噬的激活与抑

制对丙泊酚诱导的神经元凋亡的影响。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂和仪器 　 丙泊酚乳状注射液（１００
ｍｇ ／ １０ ｍｌ，批号：２０１９０５０９０１，西安立邦制药有限公

司）；丙泊酚原料药（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，批号：ＨＹ⁃２９４０５７，
纯度≥９９. ０％ ，美国 ＭＣＥ 公司）；雷帕霉素 （ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，批号：ＨＹ⁃３５０１⁃２１９６，纯度≥９９. ０％ ，美国

ＭＣＥ 公司）；氯喹 （２５ ｇ，批号：０１８Ｊ５３４２，纯度≥
９９. ０％ ，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＰＩ ／ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染色试剂

盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒（德国

Ｒｏｃｈｅ 公司）；鼠源单克隆 Ａｎｔｉ⁃ｍＴＯＲ 抗体、兔源多

克隆 Ａｎｔｉ⁃Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、鼠源单克隆 Ａｎｔｉ⁃Ｂｃｌ⁃２ 抗体、兔
源多克隆 Ａｎｔｉ⁃Ｂａｘ（武汉三鹰生物技术有限公司）；
兔源单克隆重组 Ａｎｔｉ⁃ＬＣ３ 抗体、兔源单克隆重组

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司）；鼠源单

克隆 Ａｎｔｉ⁃β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ／兔 ＩｇＧ
（Ｈ ＋ Ｌ）（上海碧云天生物技术有限公司）。 流式细

胞仪（型号：Ｃｙｔｏ Ｆｌｅｘ，贝克曼库尔特生命科学公

司）；生物显微镜（型号：ＢＸ５３，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
电子透射显微镜（型号：ＣＸ７ Ｐｒｏ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）；显影仪 （型号：５１００Ｒ，上海天能生物技术公

司）。
１． ２　 试验方案

１． ２． １　 离体试验　 取 ２ × １０６ 个原代神经元接种于

９６ 孔板中，分为对照组、丙泊酚组、雷帕霉素组、氯
喹组。 二甲氧唑黄比色法［２，３⁃Ｂｉｓ⁃（２⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃４⁃ｎｉ⁃
ｔｒｏ⁃５⁃ｓｕｌｆｏｐｈｅｎｙｌ）⁃２Ｈ⁃ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ⁃５⁃ｃａｒｂｏｘａｎｉｌｉｄｅ， ＸＴＴ］
检测不同浓度丙泊酚对细胞活力的影响，流式细胞

术检测 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 雷帕霉素与 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯喹干
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预对丙泊酚诱导细胞凋亡的改善作用，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测自噬与凋亡蛋白表达。
１． ２． ２　 在体试验　 ３２ 只老龄大鼠，雄性，ＳＰＦ 级，１２
月龄，体质量 ５００ ～ ６００ ｇ，由新疆医科大学动物试验

中心提供。 适应性喂养 １ 周，随机分为对照组、丙泊

酚组、雷帕霉素组与氯喹组。 取非对照组大鼠，腹腔

注射丙泊酚乳状注射液，剂量 １００ ｍｇ ／ ｋｇ，持续 １ 周。
大鼠麻醉期间，雷帕霉素组大鼠连续 １ 周注射雷帕

霉素，剂量 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，氯喹组大鼠连续 １ 周注射氯

喹，剂量 １０ ｍｇ ／ ｋｇ。 接下来，Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测大鼠

认知功能，ＴＵＮＥＬ 染色检测大鼠海马神经元凋亡，
电子透射显微镜观察细胞内自噬小体数量，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测自噬与凋亡相关蛋白表达。
１． ３　 原代神经元提取与给药 　 取 Ｅ１６ ～ １８ 孕鼠，
解剖后获得胎鼠，解剖出完整大脑，分离去除软膜、
血管。 取海马组织，用眼科剪反复剪切成碎块，消
化，以培养基混悬，取 ４０ μｍ 筛网过滤制成单细胞

悬液。 离心收集沉淀，加入培养基，取 ６ 孔板每孔接

种约 １ × １０７细胞。 培养 ３ ～ ４ ｄ 后，０. ２５％胰酶消化

后用于后续检测。
１． ４　 ＸＴＴ 检测　 取加药处理完成的细胞，每孔加

入 １００ μｌ 含 ＰＭＳ 的 ＸＴＴ 染色液，３７ ℃避光孵育 ２
ｈ，在酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度值（ ａｂｓｏｒ⁃
ｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ， Ａ ）。 细 胞 凋 亡 比 例 ＝ （ Ａ对照孔 －
Ａ试验孔） ／ （Ａ对照孔 － Ａ背景孔） × １００％
１． ５　 流式细胞术　 取加药处理完成的细胞，胰蛋白

酶消化细胞，ＰＢＳ 洗涤，加入 ＰＩ 与 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染色

液，避光孵育 ５ ｍｉｎ。 流式细胞仪检测 ＰＩ 与 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ 阳性细胞表达比例。
１． ６　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫试验　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫试验分为

训练期与测试期。 训练期将大鼠自各个象限依次放

入水中，自由游泳寻找逃生平台（位于第Ⅲ象限），
共 ９０ ｓ。 若大鼠登上站台，则记录这段时间为逃避

潜伏期。 若大鼠 ９０ ｓ 内无法登上平台则引导至平

台，记逃避潜伏期为 ９０ ｓ，连续训练 ４ ｄ。 第 ５ 天开

展测试，撤去逃生平台，将大鼠放入水中，自由探索

９０ ｓ，记录大鼠游泳速率，首次穿越逃生平台象限时

间，穿越逃生平台次数及 ９０ ｓ 内在第Ⅲ象限中停留

时间占比。
１． ７ 　 ＴＵＮＥＬ 染色 　 取大鼠心脏灌流，取脑组织，
４％多聚甲醛固定，４ ℃储存备用。 取脑组织梯度乙

醇脱水，石蜡包埋，切成厚度 ３ ～ ５ μｍ 切片，ＰＢＳ 清

洗，加入含 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 孵育 ５ ｍｉｎ。
取切片滴加蛋白酶 Ｋ 孵育 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗。 滴加

ＴＵＮＥＬ 反应混合液，３７ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 清

洗，滴加 ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＨＲＰ 工作液，避光孵育 ３０ ｍｉｎ。
ＰＢＳ 清洗，滴加 ＤＡＢ 显色液，室温孵育 ３ ｍｉｎ 终止。
生物显微镜下观察，深棕色染色细胞为 ＴＵＮＥＬ 阳性

细胞。
１． ８　 高尔基染色　 取大鼠海马组织，在齿状回区截

取约 １ ｍｍ３ 组织，固定在预冷的 ２. ５％ 戊二醛中，４
℃储存。 次日，ＰＢＳ 洗涤，以预冷的 １％ 锇酸固定 ２
ｈ，再以 ＰＢＳ 洗涤，梯度丙酮脱水。 以丙酮 ／环氧树

脂复合物浸透包埋组织，３７ ℃下过夜。 修块后使用

超薄切片机将组织切成 ６０ ～ ８０ ｎｍ 超薄切片，最后

应用 ５％醋酸铀浸润 ０. ５ ～ １ ｈ，枸橼酸铅染色 ５ ～ １０
ｍｉｎ，双蒸水清洗后封片。 利用电子透射显微镜观察

各组细胞内溶酶体与自噬小体数量。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 收集细胞与大鼠脑组织样本，
匀浆后裂解收集蛋白，煮沸变性后冷冻保存。 制备

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳凝胶，等量样品上样。 电泳条件设

为 ４ ℃、３０ Ｖ ／ ３０ ｍｉｎ，１００ Ｖ ／ ６０ ｍｉｎ，当上样缓冲

液达到凝胶底部则终止。 通过湿法将凝胶上目标蛋

白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，转膜条件设为 ４ ℃、２ ｍＡ ／ ６０
ｍｉｎ。 取 ＰＶＤＦ 膜放入封闭液中封闭 ２ ｈ，４ ℃孵育

一抗抗体稀释液（１ μｇ ／ ｍｌ）过夜。 次日 ＰＢＳＴ 清洗

条带，以二抗稀释液 （０． ５ μｇ ／ ｍｌ） 室温孵育 ２ ｈ。
ＰＢＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜，ＰＶＤＦ 膜上滴加 ＥＣＬ 超敏发光

液，通过显影仪显影获得目的蛋白发光条带。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计软件分析

数据，结果以平均值 ±标准差（�ｘ ± ｓ）表示，各组数据

之间采用单因素方差分析，并使用 Ｔｕｋｅｙ 检验分析

差异。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 自噬激活改善丙泊酚诱导神经元凋亡　 随着

丙泊酚浓度增加，原代神经元细胞活力不断下降。
由于丙泊酚浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，细胞活力降低至

（８２. ８５ ± ２. ９７）％ ，而当浓度达到 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，细
胞活力降低至（６５. ９４ ± ３. ３６）％ 。 本研究接下来细

胞试验中选择丙泊酚剂量为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 流式细胞

术检测显示，对照组神经元 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ ＋ （Ｑ１）
区几乎没有凋亡细胞。 在丙泊酚干预下，与对照组

相比，神经元 Ｑ１ 区凋亡细胞占比增加（Ｐ ＜ ０. ００１）。
然而，在雷帕霉素干预下，Ｑ１ 区凋亡细胞比例降低

（Ｐ ＜ ０. ００１）。 与此同时，氯喹干预虽然提高了丙泊

酚诱导原代神经元细胞凋亡，但差异无统计学意义

（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 １。

·３５５１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｏｃｔ；５７（１０）



图 １　 原代神经元中细胞凋亡检测结果

Ａ：ＸＴＴ 检测不同浓度丙泊酚对原代神经元的影响；Ｂ：Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ ＰＩ ＋ （Ｑ１）区量化统计结果；Ｃ：流式细胞术检测自噬对丙泊酚诱导原

代神经元的影响；与对照组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与丙泊酚组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 自噬激活减少了原代神经元中凋亡相关蛋白

表达　 与对照组相比，丙泊酚干预造成细胞凋亡，适
应性调节了自噬相关蛋白的表达，其中 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３
Ⅰ与 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ００１）。 但是，这无法

逆转丙泊酚造成的神经元凋亡。 因此，丙泊酚组中

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ 表达增加 （ Ｐ ＜ ０. ００１ ），且

Ｂｃｌ⁃２ 表达减少（Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，与丙泊酚组相

比，雷帕霉素干预进一步提高了 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ （Ｐ
＜ ０. ００１）与 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达（Ｐ ＜ ０. ０１），且凋亡相关

蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ 表达减少（Ｐ ＜ ０. ００１），
且 Ｂｃｌ⁃２ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与此同时，丙泊酚、
氯喹对 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达的影响很小，且与丙泊酚

组相比，氯喹的干预降低了 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ （Ｐ ＜
０. ０５）与 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达（Ｐ ＜ ０. ００１），但对凋亡相关

蛋白表达没有影响。 见图 ２。

２． ３　 自噬激活改善丙泊酚诱导大鼠学习记忆功能

障碍　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫训练中，随着大鼠训练次数增

加，各组逃避潜伏期都出现了降低。 自第 ３ 天起，与
对照组相比，丙泊酚组大鼠逃避潜伏期增加（Ｐ ＜
０. ０５），且在第 ４ 天，与丙泊酚组相比，雷帕霉素组大

鼠逃避潜伏期减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 然而，与丙泊酚组

相比，氯喹组大鼠逃避潜伏期相似。 在测试中，各组

大鼠游泳速率没有改变，与对照组相比，丙泊酚组大

鼠首次到达平台时间增加（Ｐ ＜ ０. ０１），在第Ⅲ象限

停留时间 （Ｐ ＜ ０. ０１） 与穿越平台次数减少 （Ｐ ＜
０. ０５）。 与丙泊酚组相比，雷帕霉素组大鼠首次到

达平台时间减少（Ｐ ＜ ０. ０１），且第Ⅲ象限停留时间

占比增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与此同时，氯喹对大鼠水迷

宫测试相关指标没有影响。 见表 １、２。
２ ． ４　 自噬激活的大鼠神经元细胞中自噬小体数量

表 １　 各组大鼠水迷宫训练期间逃避潜伏期时长比较（ｎ ＝ ８，ｓ，�ｘ ± ｓ）

时间 对照组 丙泊酚组 雷帕霉素组 氯喹组 Ｆ 值 Ｐ 值

第 １ 天 ７５． ０２ ± ６． ９８ ７４． １８ ± ６． ６１ ７５． ０１ ± ８． １３ ７３． ３７ ± ６． ９０ ０． １２ ０． ９５０
第 ２ 天 ４４． ０３ ± １２． １０ ６２． ３５ ± １５． ０２ ４７． ５２ ± ９． ０６ ６２． ７０ ± １２． ８１ ６． １９ ０． ００２
第 ３ 天 ２６． ２７ ± １１． ３１ ４２． ６７ ± １４． ０９＃ ３２． ０９ ± １１． ６３ ４５． ４８ ± １５． ４０ ４． ６３ ０． ００１
第 ４ 天 １８． ０４ ± ５． ２５ ３８． ７３ ± １１． ３６＃＃ ２６． ６２ ± ９． ６７∗ ４１． ２４ ± ９． ４９ １４． １０ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与丙泊酚组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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表 ２　 各组大鼠水迷宫测试期间游泳速率、首次到达平台时间、第Ⅲ象限停留时间占比与穿越平台次数比较（ｎ ＝ ８，�ｘ ± ｓ）

指标 对照组 丙泊酚组 雷帕霉素组 氯喹组 Ｆ 值 Ｐ 值

游泳速率（ｍｍ ／ ｓ） ２１３． ０６ ± ２２． ２６ ２１４． １８ ± ２６． ２４ ２１４． ８３ ± ２２． ７６ ２１３． ６９ ± ２１． ９３ ０． ０１ ０． ９９０
首次到达平台时间（ｓ） １４． ９３ ± ４． ２７ ３６． ３４ ± ８． ８４＃＃ ２２． ７３ ± ４． ６５∗∗ ３７． ３３ ± ９． ６９ ２２． ４０ ＜ ０． ００１
第Ⅲ象限停留时间占比（％ ） ５４． ９９ ± ７． １３ ２６． ２７ ± ２． ６９＃＃ ４２． １２ ± ７． １３∗ ２７． ３８ ± ２． ５７ ６４． １７ ＜ ０． ００１
穿越平台次数 ５． ７ ± １． ８９ ２． １ ± １． １０＃ ３． ９ ± １． ８５ ２． ６ ± １． ４３ １０． １０ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与丙泊酚组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 原代神经元中 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ、ｐ⁃ｍＴＯＲ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 蛋白表达

与对照组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与丙泊酚组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ３　 各组大鼠脑组织海马神经元中自噬小体数量 × １０ ０００
Ａ：对照组；Ｂ：丙泊酚组；Ｃ：雷帕霉素组；Ｄ：氯喹组；红色箭头：自噬小体

增加　 大鼠海马神经元高尔基染色显示，与对照组

相比，丙泊酚组中自噬小体数量没有变化。 与丙泊

酚组相比，雷帕霉素组自噬小体数量增加，且氯喹组

自噬小体数量减少。 见图 ３。
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２． ５　 自噬激活改善丙泊酚诱导大鼠海马神经元凋

亡　 大鼠海马神经元 ＴＵＮＥＬ 染色显示，与对照组相

比，丙泊酚组与氯喹组中 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞数量

增加（Ｐ ＜ ０. ００１），与丙泊酚组相比，雷帕霉素组

ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞数量减少（Ｐ ＜ ０. ０１），且氯喹

组阳性细胞数量无明显变化，差异无统计学意义（Ｐ
＞ ０. ０５）。 见图 ４。

图 ４　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元 ＴＵＮＥＬ 染色与量化统计 × ２００
　 　 Ａ：对照组；Ｂ：丙泊酚组；Ｃ：雷帕霉素组；Ｄ：氯喹组；ＳＯ：定向层；

ＳＰ：锥体层；ＳＲ：辐射层；与对照组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与丙泊酚组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ６　 自噬激活减少丙泊酚诱导大鼠海马神经元凋

亡相关蛋白表达　 与对照组相比，丙泊酚和氯喹对

ｐ⁃ｍＴＯＲ 表达没有影响，但雷帕霉素降低了 ｐ⁃ｍＴＯＲ
表达水平（Ｐ ＜ ０. ００１）。 与对照组相比，丙泊酚组

ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ与 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达没有变化，且丙泊酚

组中 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ００１），
Ｂｃｌ⁃２ 表达减少（Ｐ ＜ ０. ００１）。 与丙泊酚组相比，雷
帕霉素干预提高了 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ （Ｐ ＜ ０. ００１）与

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达（Ｐ ＜ ０. ０１），而凋亡相关蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ 表达减少（Ｐ ＜ ０. ００１），且 Ｂｃｌ⁃２ 表达

增加（Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，与丙泊酚组相比，氯喹干

预后的细胞内 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 与凋亡相关

蛋白表达没有改变。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 术后认知功能障碍是一种老龄患者常见的全麻

手术并发症，老龄患者中，全麻手术后 １ 周内术后认

知功能障碍发生率高达 ２５％ ，部分患者症状会持续

到术后 ３ 个月［７］。 丙泊酚是一类临床常用的麻醉诱

导剂，具有诱导迅速、苏醒迅速、剂量易控制且对血

液循环影响低的优点［８］。 然而，不少研究［２ － ３］ 显示

丙泊酚会引起患者或试验动物认知功能障碍。 本研

究以丙泊酚多次麻醉大鼠，通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫分析

大鼠认知功能，评价大鼠行为学习与空间记忆能力。
结果显示，训练期间，丙泊酚组大鼠逃避潜伏期比对

照组延长，且在第 ５ 天测试中，丙泊酚组大鼠在第Ⅲ
象限停留时间占比与穿越平台次数减少。 因此，本
研究中大鼠术后认知功能障碍模型构建成功。 与此

同时，本研究显示，自噬激动剂雷帕霉素治疗后降低

了丙泊酚麻醉小鼠逃避潜伏期。 此外，相关研

究［９ － １０］显示丙泊酚可以通过减少氧化应激反应改

善大鼠认知功能，本研究与之相悖，其原因可能是文

献中丙泊酚作为治疗药物使用，剂量较低，发挥了中

枢神经保护作用。 与本研究中低剂量丙泊酚正向调

节原代海马神经元细胞活力的结果相一致。
海马是哺乳动物学习与记忆的重要区域，海马

区神经元凋亡是大鼠认知功能损伤的主要原因［１１］。
Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１２］研究在 ２０ 月龄老年大鼠中，以 １００ ｍｇ ／ ｋｇ
丙泊酚麻醉诱导，再以 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉维持 ３ ｈ，造成

大鼠术后 １ ～ ２ 周内出现了明显的认知功能障碍。
屠海军 等［１３］研究也有显示，在 ２ 月龄成年大鼠中，
３００ ｍｇ ／ ｋｇ 丙泊酚麻醉会降低大鼠海马组织内谷氨

酸含量，并升高 γ⁃氨基丁酸水平，导致大脑神经元

正常兴奋难以维继，最终造成神经元凋亡，出现认知

功能障碍。 这些研究证实了丙泊酚会损伤大鼠海马

神经元。 本研究结果显示，丙泊酚可使离体原代神

经元细胞活力降低。 大鼠海马神经元中，ＴＵＮＥＬ 染

色结果显示，丙泊酚组大鼠海马出现神经元凋亡。
在此过程中，无论是离体原代神经元还是海马区神

经元，都伴随着凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 与 Ｂａｘ
表达增加，且抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达减少。 然而，在
自噬诱导剂雷帕霉素的干预下，凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 与 Ｂａｘ 表达减少，抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达

增加。
自噬是通过形成自噬小体将细胞内异常蛋白或

受损细胞器包裹，与溶酶体融合，最终通过溶酶体将
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图 ５　 各组大鼠脑组织中 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ、ｐ⁃ｍＴＯＲ、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 表达

与对照组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与丙泊酚组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

自噬底物降解，以获得能量循环，维持细胞稳态的一

种生理活动。 ＬＣ３ 本是自由散布于细胞质中，在一

系列酶促作用下定位于自噬体膜上，并向 ＬＣ３ Ⅱ转

变，调节自噬小体的形成。 由于 ＬＣ３ Ⅱ是特异性分

布的自噬体泡膜上的蛋白，所以 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ 比

值可作为自噬体形成数量多少的指标［１４］。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
是自噬的正向调节因子，与Ⅲ型磷脂酰肌醇三磷酸

激酶（ＰＩ３Ｋ）结合后可促进自噬的发生［１５］。 雷帕霉

素是一种自噬激动剂，通过抑制 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化

诱导自噬的发生［１６］。 而自噬抑制剂氯喹则是通过

抑制 ＰＩ３Ｋ 表达，减少 ＰＩ３Ｋ 与 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 形成复合物，
从而阻断自噬的发生［１７］。 本研究结果显示，丙泊酚

虽然造成神经元凋亡，但自噬相关蛋白表达增加，这
可能是机体出现损伤后的适应性保护行为。 雷帕霉

素治疗则诱导自噬相关蛋白 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３ Ⅰ与 Ｂｅｃ⁃
ｌｉｎ⁃１ 表达增加，自噬小体数量增加，抑制了神经元

凋亡。 然而，氯喹对丙泊酚诱导后神经元凋亡没有

影响，甚至存在部分加剧的情况。 这提示激活自噬

都能够有效减少神经元凋亡。
综上所述，丙泊酚不仅诱导了神经元凋亡，还启

动了机体代偿性的自噬功能。 虽然丙泊酚激活自噬

的原因仍有待探讨，但抑制 ｍＴＯＲ 信号则是激活自

噬的最有效途径。 因此，以 ｍＴＯＲ 抑制剂雷帕霉素

干预抑制了 ｍＴＯＲ 信号活化，提高了细胞自噬水

平，并改善了神经元凋亡。
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