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摘要　 目的　 探讨线粒体通透性转换孔（ＭＰＴＰ）在七氟烷暴

露 ６ ｈ 后诱导 ＳＤ 大鼠海马神经元损伤中的作用及其机制。
方法　 将原代培养的 ＳＤ 大鼠胎鼠海马神经元细胞随机分

为对照组（Ｃｏｎ 组）、环孢素 Ａ 组（ＣｓＡ 组，０ư １、０ư ５、１ μｍｏｌ ／
Ｌ）、３％七氟烷暴露 ６ ｈ 组（Ｓｅｖｏ 组）、环孢素 Ａ 预处理 ＋ ３％
七氟烷 ６ ｈ 组（ Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组，０ư １、０ư ５、１ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 采用

ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测细胞活性，ＴＵＮＥＬ 染色检测神经元凋亡，
ＪＣ⁃１ 试剂盒检测线粒体膜电位，Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ 染色检测 ＭＰＴＰ
开放程度，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）、
突触后致密蛋白（ＰＳＤ⁃９５）、突触素（Ｓｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ）、突触蛋白

１（Ｓｎａｐｓｉｎ⁃１）、亲环素 Ｄ（ＣｙｐＤ）等蛋白的表达。 结果 　 与

Ｃｏｎ 组相比，Ｓｅｖｏ 组细胞活力降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），神经细胞凋亡

率升高（Ｐ ＜ ０ư ０１），突触蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），线粒体膜

电位下降（Ｐ ＜ ０ư ０１），ＭＰＴＰ 开放程度增加（Ｐ ＜ ０ư ０１），ＣｙｐＤ
蛋白表达增加（Ｐ ＜ ０ư ０１）；与 Ｓｅｖｏ 组相比，０ư １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ
预处理可以降低细胞凋亡率（Ｐ ＜ ０ư ０１），增加突触蛋白表达

（Ｐ ＜ ０ư ０５），阻止线粒体膜电位下降（Ｐ ＜ ０ư ０５），减少 ＭＰＴＰ
开放（Ｐ ＜ ０ư ０１），降低 ＣｙｐＤ 蛋白表达（Ｐ ＜ ０ư ０１）。 结论 　
七氟烷暴露可导致 ＳＤ 大鼠海马神经元损伤，其机制与促进

ＣｙｐＤ 介导的 ＭＰＴＰ 开放有关。 ＭＰＴＰ 开放的特异性抑制剂

ＣｓＡ 可以减少七氟烷暴露导致的海马神经元的凋亡和突触

损伤，维持线粒体膜电位，抑制 ＭＰＴＰ 开放和下调 ＣｙｐＤ 蛋白

表达。
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　 　 七氟烷是儿科手术中使用最广泛的全身麻醉药

之一，然而 Ｉｎｇ ｅｔ ａｌ［１］研究表明，七氟烷长时间麻醉

可造成发育期儿童长期的语言功能缺陷和认知障

碍；Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ［２］研究表明，早期七氟烷暴露可导致发

育期大鼠广泛的海马神经细胞凋亡，从而造成远期

空间学习障碍。 但是七氟烷暴露引起神经损伤和认

知障碍的具体机制仍不清楚。
　 　 研究［３］表明，吸入麻醉药暴露导致的突触发育

障碍与线粒体损伤相关。 线粒体通透性转换孔（ｍｉ⁃
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）是线粒

体膜上的一个非选择性通道，亲环素 Ｄ（ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ
Ｄ，ＣｙｐＤ） 是 ＭＰＴＰ 的阳性调节因子，而环孢素 Ａ
（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ Ａ，ＣｓＡ）是 ＭＰＴＰ 的特异性抑制剂［４］。
在阿尔茨海默病动物模型中，ＣｙｐＤ 的表达增加，
ＭＰＴＰ 开放增多，而 ＣｓＡ 能够下调 ＣｙｐＤ 的表达，抑
制 ＭＰＴＰ 开放，维持线粒体功能稳定进而改善老年

小鼠的认知功能［５］。 然而，ＣｙｐＤ 介导的 ＭＰＴＰ 开放

在七氟烷暴露导致发育期大脑神经毒性中的作用尚

不清楚。 该研究利用原代培养海马神经元建立七氟

烷损伤模型，重点研究ＭＰＴＰ 及其调节蛋白 ＣｙｐＤ 在

七氟烷暴露引起神经毒性中的作用和机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物　 孕（１８ ± １） ｄ ＳＤ 大鼠由安徽医

科大学实验动物中心提供，生产许可证编号：ＳＣＸＫ
（皖）２０１７ － ００１。
１． １． ２ 　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、Ｌ⁃丙氨酰⁃
Ｌ⁃谷氨酰胺（Ｇｌｕｔａｍａｘ）、青 － 链霉素、０ư ２５％ 胰蛋白

酶⁃ＥＤＴＡ、Ｂ⁃２７、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司； ５⁃氟⁃２′脱氧尿苷 （ ＦＵＤＲ）、 多聚⁃Ｌ⁃赖氨酸

（ＰＬＬ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自乌拉圭 Ｌｏｎｓｅｒａ 公司；４′，６⁃二脒基⁃
２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ）、免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）一抗稀

释液、 ＣＣＫ⁃８ 检测试剂盒、 ＴＵＮＥＬ 凋亡试剂盒、
ＭＰＴＰ 检测试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒购自

北京碧云天生物技术公司；Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 购自北京索

莱宝科技有限公司；β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、突触后致密蛋白
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９５（ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＳＤ⁃９５）抗体、突触

蛋白 １（Ｓｎａｐｓｉｎ⁃１）抗体购自美国 ＣＳＴ 公司；ＣｙｐＤ 购

自上海 Ａｂｃａｍ 公司；突触素（Ｓｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ）、脑源性

神经营养因子（ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏ，ＢＤ⁃
ＮＦ）购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔二抗和辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司；ＥＣＬ 显

影液购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。
１． １． ３　 主要仪器设备　 ＣＯ２ 细胞培养箱、多功能酶

标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；倒置相差荧光显微镜（德
国蔡司公司）；凝胶成像仪（德国耶拿公司）；便携式

细胞氧环境控制小室（加拿大 Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ 公司）；气体

浓度监测仪（深圳迈瑞生物公司）；七氟烷挥发罐

（德国 Ｄｒａｇｅｒ 公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 ＳＤ 大鼠胎鼠海马神经元培养　 取孕（１８ ±
１）ｄ ＳＤ 大鼠，七氟烷麻醉孕鼠，７５％ 乙醇消毒孕鼠

腹部，然后快速取出胚胎，将胎鼠断头取脑，放入装

有预冷的 ＰＢＳ 缓冲液的培养皿中，置于解剖显微镜

下分离海马组织。 用 ０ư ２５％ 胰酶（３７ ℃预热）消化

海马组织 １０ ｍｉｎ，然后用 １０％ ＦＢＳ 终止消化，１ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ 后弃去上清液，再加入适量含

１０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 细胞培养液，轻柔吹打 １
ｍｉｎ，重新悬浮细胞并使之变成单细胞悬液。 细胞接

种密度调整为 ２ × １０５ ～ ３ × １０５ 个 ／ ｍｌ，放入 ＣＯ２ 细

胞培养箱培养。 培养 ２４ ｈ 后，全量换液为 Ｎｅｕｒｏｂａｓ⁃
ａｌ 细胞维持液，并加入 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＵＤＲ。 每隔 ３ ｄ
更换 １ 次细胞培养液，换液 １ ／ ２。 将原代培养的海

马神经元细胞培养至 ７ ｄ 时，建立七氟烷暴露模型。
１． ２． ２　 七氟烷暴露模型的建立及实验分组　 原代

培养的 ＳＤ 大鼠胎鼠海马神经元随机分为：对照组

（Ｃｏｎ 组）、环孢素 Ａ 组（ＣｓＡ 组，０ư １、０ư ５、１ μｍｏｌ ／
Ｌ）、３％七氟烷组（Ｓｅｖｏ 组）、３％ 七氟烷 ＋ 环孢素 Ａ
处理组（ Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组，０ư １、０ư ５、１ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 ＣｓＡ
组、Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组细胞在培养至 ６ ｄ 时加入相应浓度

的 ＣｓＡ 预处理 ２４ ｈ。 ７ ｄ 时，Ｃｏｎ 组、ＣｓＡ 组放入充

满 ９５％ 空气 ＋ ５％ ＣＯ２ 的控制小室中，然后置于

ＣＯ２ 细胞培养箱处理 ６ ｈ；Ｓｅｖｏ 组、Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组放

入充满 ３％七氟烷的控制小室中处理 ６ ｈ。 处理结

束后进行后续检测。
１． ２． ３ 　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力　 将细胞悬液调整浓

度后种植于 ９６ 孔板内，每孔 １００ μｌ 细胞悬液，约 ３
× １０４ 个细胞，每组设 ６ 个复孔。 造模结束后弃去

９６ 孔板中的培养基，重新加入 １００ μｌ ／孔预热过的

Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 细胞维持液。 每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶

液，放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中孵育 ２ ｈ。 酶

标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值（ＯＤ 值）。 实验重

复 ４ 次。
１． ２． ４　 ＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡 　 弃去培养基，
加入 ４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ 洗

涤 １ 次，再加入 ０ư ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温通透细胞 ５
ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，加 ５０ μｌ ＴＵＮＥＬ 检测液，３７
℃避光孵育 １ ｈ，孵育结束后用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，滴加

含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭封片液封片后置于荧光显微

镜下观察并拍照，实验重复 ４ 次，每次每组选取 ５ 个

视野计算细胞凋亡比例。
１． ２． ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 造模结束后弃去培养

基，用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次，加入细胞裂解液后用超声波

细胞破碎仪破碎细胞，接着置于 ４ ℃超速离心机下

１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，留存上清液，按照 ＢＣＡ 法

测定蛋白浓度，再加入上样缓冲液，煮沸 １０ ｍｉｎ 使

蛋白充分变性。 每个样本取 １０ μｇ，配制 １０％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分离胶，电泳分离蛋白，２５０ ｍＡ 恒流转膜，接
着用 ５％脱脂牛奶封闭 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 １ 次后分别

加入配置好的不同的浓度的一抗稀释液于 ４ ℃摇床

上过夜孵育 （ β⁃ａｃｔｉｎ １ ∶ １０ ０００、 ＢＤＮＦ １ ∶ １ ０００、
ＰＳＤ⁃９５ １ ∶ １ ０００、Ｓｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ １ ∶ ２０ ０００、Ｓｎａｐｓｉｎ⁃１
１ ∶ １ ０００、ＣｙｐＤ １ ∶ ５ ０００ ）。 一抗孵育结束后用

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，与辣根过氧化物酶偶联的相应种属

的二抗（１ ∶ １ ０００）在室温下孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ４
次后采用 ＥＣＬ 化学发光法检测蛋白表达量。
１． ２． ６　 线粒体膜电位检测　 线粒体 ＪＣ⁃１ 染色，线
粒体膜电位较高时形成聚合物（ ＪＣ⁃１ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ）产

生红色荧光，线粒体膜电位较低时为 ＪＣ⁃１ 单体（ＪＣ⁃
１ ｍｏｎｏｍｅｒｓ）产生绿色荧光。 原代培养细胞在造模

结束后立即吸除培养液，用 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次，然
后每孔加入 １ ｍｌ Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 细胞维持液，再加入 １
ｍｌ ＪＣ⁃１ 染色工作液，轻轻混匀后放入细胞培养箱中

育 ２０ ｍｉｎ，孵育结束后吸除上清液，用预冷的 ＪＣ⁃１
染色缓冲液洗涤 ２ 次，每孔加入 ２ ｍｌ 细胞培养液后

立即在荧光显微镜下观察，１ ｈ 内观察完毕，实验重

复 ４ 次。
１． ２． ７ 　 ＭＰＴＰ 开放程度检测 　 造模结束后吸除培

养液，用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次，后加入适当体积的钙黄绿

素乙酰甲酯（Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ）染色液，轻轻晃动使之混

匀，放入培养箱中避光孵育 ４０ ｍｉｎ，孵育结束后更换

成新鲜的 ３７ ℃预热的 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 细胞维持液，然后

再次避光孵育 ４０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，滴加 ＤＡＰＩ
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后于荧光显微镜下观察、拍照，实验重复 ４ 次。
１． ３　 统计学处理　 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行荧光强度

分析，ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ư ０ 统计软件进行数据分析，
正态分布的计量资料用 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用

单因素方差分析，Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 七氟烷对原代海马神经细胞活力的影响　 检

测结果显示，与 Ｃｏｎ 组相比，Ｓｅｖｏ 组的细胞活力下

降（Ｆ ＝ １２ư ８１，Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 Ｃｏｎ 组相比，ＣｓＡ 组用

不同浓度的 ＣｓＡ（０ư １、０ư ５、１ μｍｏｌ ／ Ｌ）预处理 ２４ ｈ
对细胞活力的影响差异无统计学意义；与 Ｓｅｖｏ 组相

比，Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ（０ư １、０ư ５、１ μｍｏｌ ／ Ｌ）组可以降低七

氟烷对细胞的损伤作用，其中 ＣｓＡ 的浓度为 ０ư １
μｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞活力最高（Ｆ ＝ ２３ư １５，Ｐ ＜ ０ư ０１）。 因

此，该研究选择 ０ư １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 进行后续实验。 见

图 １。

图 １　 不同浓度 ＣｓＡ 对原代海马神经细胞活力的影响

　 　 １： Ｃｏｎ 组；２： ０ư １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组；３： ０ư ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组；４： １

μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组；５： Ｓｅｖｏ 组；６： Ｓｅｖｏ ＋ ０ư １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组；７： Ｓｅｖｏ ＋

０ư ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组；８： Ｓｅｖｏ ＋ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组；与 Ｃｏｎ 组比较：＃Ｐ ＜

０ư ０５；与 Ｓｅｖｏ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

２． ２　 七氟烷对原代海马神经细胞凋亡的影响　 与

Ｃｏｎ 组相比，Ｓｅｖｏ 组细胞 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例增

高，表明七氟烷持续暴露 ６ ｈ 可诱导细胞凋亡（Ｆ ＝
３５ư ５１，Ｐ ＜ ０ư ０１）；与 Ｓｅｖｏ 组相比，Ｓｅｖｏ ＋ ０ư １ μｍｏｌ ／
Ｌ ＣｓＡ 预处理可以降低七氟烷持续暴露造成的高细

胞凋亡率（Ｆ ＝ ２６ư ６１，Ｐ ＜ ０ư ０１）。 见图 ２。
２． ３　 七氟烷对 ＢＤＮＦ 及突触蛋白表达的影响　 与

Ｃｏｎ 组相比，Ｓｅｖｏ 组 ＢＤＮＦ、Ｓｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ、Ｓｎａｐｓｉｎ⁃１、
ＰＳＤ⁃９５ 等突触相关蛋白的表达量下降（Ｆ ＝ １３ư ５７、
１４ư ６３、１７ư ９０、１６ư ２１，Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 Ｓｅｖｏ 组相比，
Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ组ＢＤＮＦ、Ｓｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ、Ｓｎａｐｓｉｎ⁃１、ＰＳＤ⁃９５

图 ２　 ＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡

　 　 Ａ：ＴＵＮＥＬ 染色 × ４００；Ｂ：ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例；１：Ｃｏｎ 组；２：

ＣｓＡ 组；３：Ｓｅｖｏ 组；４：Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组；与 Ｃｏｎ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０ư ０１；与

Ｓｅｖｏ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０ư ０１

表达上调 （ Ｆ ＝ １０ư ９８、 １２ư ７９、 １３ư ７７、 １４ư ０５， Ｐ ＜
０ư ０５）。 见图 ３。
２． ４ 　 七氟烷对神经元线粒体膜电位的影响 　 与

Ｃｏｎ 组相比，原代海马神经细胞经七氟烷处理后，
ＪＣ⁃１ 聚合物荧光强度与 ＪＣ⁃１ 单体荧光强度的比值

降低，表明线粒体膜电位下降 （ Ｆ ＝ ２９ư ７４， Ｐ ＜
０ư ０１）；与 Ｓｅｖｏ 组相比，ＣｓＡ 可以减轻七氟烷引起的

线粒体膜电位的降低（Ｆ ＝ １６ư ８４，Ｐ ＜ ０ư ０５）。 见图

４。
２． ５　 七氟烷对神经元 ＭＰＴＰ 开放的影响　 与 Ｃｏｎ
组相比，Ｓｅｖｏ 组线粒体上面的荧光强度有所降低，表
明 ＭＰＴＰ 通道开放致使线粒体荧光发生淬灭（Ｆ ＝
２７ư ４６，Ｐ ＜ ０ư ０１）；与 Ｓｅｖｏ 组相比，Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组的线

粒体荧光强度增高（Ｆ ＝ １５ư ０５，Ｐ ＜ ０ư ０１），提示 ＭＰＴＰ
的开放程度减低。 见图 ５。
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图 ３　 ＢＤＮＦ 及突触蛋白表达量

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＤＮＦ 及突触蛋白的表达；Ｂ：蛋白相对表达量；１：Ｃｏｎ 组；２：ＣｓＡ 组；３：Ｓｅｖｏ 组；４：Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组；与 Ｃｏｎ 组比较：∗Ｐ ＜

０ư ０５；与 Ｓｅｖｏ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ４　 线粒体膜电位

　 　 Ａ：ＪＣ⁃１ 染色 × ４００；Ｂ：ＪＣ⁃１ 聚合物荧光强

度与 ＪＣ⁃１ 单体荧光强度的比值；１： Ｃｏｎ 组；２：
ＣｓＡ 组；３： Ｓｅｖｏ 组；４： Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组；与 Ｃｏｎ 组

比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与 Ｓｅｖｏ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ５　 ＭＰＴＰ 开放程度

　 　 Ａ： 线粒体荧光染色显示 ＭＰＴＰ 开放程度　 × ４００；Ｂ： 线粒体平均荧光强度；１： Ｃｏｎ 组；２：ＣｓＡ 组；３：Ｓｅｖｏ 组；４：Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组；与 Ｃｏｎ 组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与 Ｓｅｖｏ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０ư ０１
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２． ６　 七氟烷对 ＣｙｐＤ 蛋白表达的影响　 与 Ｃｏｎ 组

相比，Ｓｅｖｏ 组 ＣｙｐＤ 蛋白的表达上调（Ｆ ＝ １８ư １７，Ｐ
＜ ０ư ０１）；与 Ｓｅｖｏ 组相比，Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组 ＣｙｐＤ 蛋白

的表达下降（Ｆ ＝ １６ư ６９，Ｐ ＜ ０ư ０１）。 见图 ６。

图 ６　 ＣｙｐＤ 蛋白表达量

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣｙｐＤ 蛋白的表达；Ｂ：ＣｙｐＤ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 的比

值直方图；１：Ｃｏｎ 组；２：ＣｓＡ 组；３：Ｓｅｖｏ 组；４：Ｓｅｖｏ ＋ ＣｓＡ 组；与 Ｃｏｎ 组

比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与 Ｓｅｖｏ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０ư ０１

３　 讨论

　 　 七氟烷暴露对发育期大脑具有一定的神经毒

性［１，６］。 但其具体机制目前仍不清楚。 ３％ 是儿科

手术中使用七氟烷维持麻醉深度的常用浓度［５］，该
研究将原代培养的 ＳＤ 大鼠海马神经元暴露于 ３％
七氟烷 ６ ｈ，观察其神经细胞凋亡、突触蛋白表达、线
粒体功能等指标的变化，以探讨 ＭＰＴＰ 及其阳性调

节蛋白 ＣｙｐＤ 在七氟烷暴露导致发育期神经细胞损

伤中的分子机制。
　 　 该研究检测 ３％七氟烷暴露 ６ ｈ 后的海马神经

细胞的活性，结果显示神经细胞活力下降；利用

ＴＵＮＥＬ 染色法检测神经元凋亡，结果显示七氟烷暴

露 ６ ｈ 后神经细胞凋亡率增加。 表明该研究已成功

构建了七氟烷细胞损伤模型。
　 　 除了七氟烷暴露会引起广泛的海马神经细胞凋

亡之外［７］，Ｊｕ ｅｔ ａｌ［８］ 研究表明七氟烷暴露会导致啮

齿动物远期认知功能障碍，其机制与七氟烷抑制神

经元突触可塑性密切相关。 神经元发育至第 ７ ～ １０

天是突触生长的关键阶段［９］，因此该实验选择在神

经元培养至第 ７ 天时检测影响突触功能的相关蛋白

质的表达含量。 ＢＤＮＦ 是影响神经元的生长、发育、
分化和存活的重要神经营养因子，成熟的 ＢＤＮＦ 能

够结合并激活 ＴｒｋＢ 信号传导通路，参与突触可塑性

的调节［１０］。 Ｓｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ、Ｓｎａｐｓｉｎ⁃１ 分布在神经元

突触前膜中突触囊泡中，影响突触前可塑性，而
ＰＳＤ⁃９５ 位于突触后致密区，影响突触后可塑性［１１］。
该研究中，培养的神经元在七氟烷暴露 ６ ｈ 后 ＢＤ⁃
ＮＦ、Ｓｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ、Ｓｎａｐｓｉｎ⁃１、ＰＳＤ⁃９５ 表达下调，提示

七氟烷对海马神经元的突触前、突触后可塑性均有

抑制作用。
　 　 线粒体是维持能量平衡的重要细胞器，参与细

胞凋亡、突触发育和突触可塑性的调节。 Ｙａｎｇ ｅｔ
ａｌ［１２］研究表明抑制线粒体膜电位的下降可以降低

细胞凋亡发生率。 在突触形成关键期进行吸入麻醉

药暴露可引起线粒体融合和分裂失衡，造成氧自由

基过量生成，诱发新生突触的能量代谢障碍，最终对

树突棘以及突触的形成、稳定和正常功能造成损

害［１３］。 线粒体功能异常可能是七氟烷麻醉引起神

经细胞凋亡和突触受损的共同靶点。 该研究中七氟

烷暴露使线粒体 ＪＣ⁃１ 发生从红色荧光到绿色荧光

的转变，表明线粒体膜电位下降，线粒体功能受损。
　 　 Ｂｅｒｎａｒｄｉ ｅｔ ａｌ［１４］在心肌缺血再灌注模型中证明

了 ＭＰＴＰ 的正常开闭在维持线粒体功能稳定中发挥

至关重要作用。 ＭＰＴＰ 开放有两种状态，生理性（低
电导）ＭＰＴＰ 开放可以维持线粒体功能，而病理性

（高电导）ＭＰＴＰ 开放则会造成线粒体膜电位崩溃、
线粒体肿胀和线粒体外膜破裂，随之释放膜间线粒

体促凋亡蛋白，包括细胞色素 Ｃ 和凋亡诱导因子

等，这些物质进入胞质后引发细胞凋亡。 ＭＰＴＰ 主

要由电压依赖性阴离子通道（ＶＤＡＣ）、腺嘌呤核苷

酸转位酶（ＡＮＴ）以及 ＣｙｐＤ 构成。 而 ＡＮＴ 和 ＶＤＡＣ
基因敲除 （ＫＯ） 动物 ／细胞模型的研究［１５ － １６］ 表明

ＶＤＡＣ、ＡＮＴ 不参与 ＭＰＴＰ 开放的调节，ＣｙｐＤ 是调节

ＭＰＴＰ 开放的主要调控因子。 该研究显示，与对照

组相比，七氟烷处理细胞后，线粒体内绿色荧光发生

淬灭，表明 ＭＰＴＰ 开放增多，同时 ＭＰＴＰ 调节因子

ＣｙｐＤ 的表达增加。
　 　 中风、创伤性脑损伤和阿尔茨海默病等动物模

型的研究表明低浓度的 ＣｓＡ 具有神经保护作

用［５，７］，而高浓度的 ＣｓＡ 可能造成肝肾功能受损和

神经系统的不良反应［１７］。 该研究检测了不同浓度

的 ＣｓＡ 对原代培养海马神经元的影响，结果表明最
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低浓度 ０ư １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 的保护效果相对较好。 运

用 ０ư １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 处理细胞可以适当恢复细胞活

力，降低细胞凋亡率，增加突触相关蛋白的表达，维
持细胞膜电位稳定，下调 ＣｙｐＤ 蛋白表达。
　 　 综上所述，细胞凋亡增加、突触可塑性降低及线

粒体功能损伤参与七氟烷引起神经毒性的过程，其
机制可能与促进 ＭＰＴＰ 开放，上调 ＣｙｐＤ 表达有关。
ＣｓＡ 能够通过抑制 ＭＰＴＰ 开放发挥神经保护作用，
有可能为预防七氟烷暴露导致神经损伤提供一种新

的保护思路。
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ＨＩＦ⁃１α调控 ４⁃羟基他莫昔芬对乳腺癌
ＭＣＦ⁃７ 细胞敏感性的研究

陈宗跃１，２，张璟钰１，张敏琴１，樊双琴１，沈祥春１，陈　 妍１，张　 玥１

摘要　 目的　 该研究通过建立人乳腺癌 ４⁃羟基他莫昔芬（４⁃
ＯＨＴ）耐药细胞系（ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ），探究低氧诱导因子 １α（ＨＩＦ⁃
１α）对乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ４⁃ＯＨＴ 耐药的影响。 方法　 采用

他莫昔芬的体内活性形式 ４⁃ＯＨＴ 建立乳腺癌耐药细胞

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ。 ＭＴＴ 实验检测 ４⁃ＯＨＴ 对乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７、
ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞活力的影响，并测定耐药指数（ＲＩ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＭＣＦ⁃７、ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达水

平；采用 ＭＴＴ 法和流式细胞术 ＡＶ ／ ＰＩ 双染法检测，ＨＩＦ⁃１α
抑制剂（ＬＷ６）或 ｓｉＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α 干预作用后 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃
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７ ／ ＴＲ 细胞的影响以及 ＨＩＦ⁃１α 稳定剂（ＦＧ⁃４５９２）处理后 ４⁃
ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的影响。 结果　 结果显示，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 耐

药细胞株成功构建，其 ＲＩ 为（５ư ５６ ± ０ư ８０）；与 ＭＣＦ⁃７ 细胞

相比，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 高表达，且 ４⁃ＯＨＴ 作用后

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 的表达水平上调；给予 ＬＷ６ 或沉

默 ＨＩＦ⁃１α 的表达后，ＨＩＦ⁃１α 的表达下调增强了 ４⁃ＯＨＴ 对

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞的抑制作用；给予 ＦＧ⁃４５９２ 后，ＨＩＦ⁃１α 的表

达上调可降低 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的抑制作用。 结论 　
ＨＩＦ⁃１α 在乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ４⁃ＯＨＴ 耐药中发挥重要作用，
靶向 ＨＩＦ⁃１α 可能是增加乳腺癌细胞对他莫昔芬敏感性的有

效途径。
关键词　 乳腺癌；耐药；４⁃羟基他莫昔芬；低氧诱导因子 １α
中图分类号　 Ｒ ３２３ư ２３
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２２）０６ － ０９３８ － ０６
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２２． ０６． ０１７

　 　 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，７５％ 的恶性

乳腺肿瘤患者呈现雌激素受体 α（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃
α，ＥＲα）阳性［１］。 他莫昔芬（ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ， ＴＡＭ）是原

发性 ＥＲα 阳性乳腺癌的核心治疗药物，临床数据显

示约 ５０％的反应性乳腺肿瘤因长期使用 ＴＡＭ 而产

生抗性并导致治疗失败［２］。 低氧诱导因子 １α（ｈｙ⁃
ｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｃｔｏｒ １α， ＨＩＦ⁃１α）是细胞在低氧状态

下稳定表达的核转录因子［３］，其可调控多种耐药靶
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