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普鲁泊福对ＴＮＦα诱导的小鼠脊髓神经元凋亡及Ｂａｘ表达的影响
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［摘要］　目的：研究普鲁泊福（ｐｒｏｐｏｆｏｌ）对肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）诱导的小鼠脊髓神经元凋亡及Ｂａｘ表达的影响。方法：

脊髓神经元取自小鼠胎鼠，置于含Ｂ２７的神经细胞培养基中培养，在培养第７天随机分为６组：对照组，５０μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福

组，ＴＮＦα组，２５μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福＋ＴＮＦα组，５０μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福＋ＴＮＦα组，１００μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福＋ＴＮＦα组。在相应

组中加入不同终浓度的普鲁泊福，孵育３０ｍｉｎ，再加入ＴＮＦα至终末浓度为２０００Ｕ／ｍｌ，培养２４ｈ后，采用碘化丙锭（ＰＩ）／

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２双染法检测细胞凋亡，于荧光显微镜下观察凋亡细胞。采用免疫细胞化学的方法检测Ｂａｘ的表达。结果：与

对照组相比，ＴＮＦα组细胞凋亡百分率明显升高［（２１．８±１．１）％ｖｓ（２．８±０．８）％，Ｐ＜０．０１］，Ｂａｘ表达明显增加［（０．２５１±

０．０１６）ｖｓ（０．１４１±０．０１５），Ｐ＜０．０１］；而经不同浓度普鲁泊福（２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ）处理后再加入ＴＮＦα的各组与ＴＮＦα组

相比，细胞凋亡百分率下降［（１６．２±１．２）％、（１５．３±０．６）％、（１２．２±０．８）％ｖｓ（２１．８±１．１）％，Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１］，

Ｂａｘ的表达降低［（０．１９８±０．０１１）、（０．１８８±０．０１２）、（０．１６７±０．０１４）ｖｓ（０．２５１±０．０１６），Ｐ均＜０．０５］，且呈现一定的剂量效

应关系。结论：临床浓度的普鲁泊福可能通过调节Ｂａｘ的表达进而抑制由ＴＮＦα诱导的脊髓神经元凋亡。
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　　细胞凋亡，亦称程序性细胞死亡，发生于各种病
理与生理条件下，是一种由凋亡相关基因调控并以
细胞早期ＤＮＡ降解为特征的主动性死亡过程。近
年来的研究表明，脊髓神经元在多种损伤因素的作
用下均可发生凋亡。普鲁泊福作为一种临床常用的
静脉麻醉药，对多种细胞的凋亡表现出抑制作用。
本实验利用小鼠脊髓神经元体外培养模型，观察肿
瘤坏死 因 子 α（ＴＮＦα）对 脊 髓 神 经 元 的 凋 亡

效应以及普鲁泊福的保护作用，同时探讨其可能的
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机制。

１　材料和方法

１．１　试剂及动物来源 　Ｂ２７培养基为美国Ｇｉｂｃｏ
公司产品，胎牛血清（ＦＣＳ）为杭州四季青公司产品，
胰蛋白酶、多聚赖氨酸、ＴＮＦα、碘化丙锭（ＰＩ）及

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２均为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。Ｂａｘ检
测试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。普鲁
泊福由捷利康公司提供。孕１４ｄ小鼠（ＢＡＬＢ／ｃ
系），购自中科院上海细胞生物与生化所实验动物中
心。

１．２　脊髓神经元的体外培养 　取出孕１４ｄ小鼠胎
鼠的脊髓后，先漂洗数次以去除血液和组织碎片，然
后将脊髓置于盛有４℃解剖液的培养皿中，于解剖
镜下剪碎成１ｍｍ２见方的小块，转移至含０．２５％胰
酶的离心管内，３７℃ 消化 ３０ ｍｉｎ，以全培养液
（ＤＭＥＭ培养基，含１０％胎牛血清、１０％马血清）终
止消化，吸管分散细胞。１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸
弃上清液后，吹打混匀制成５×１０５／ｍｌ密度的细胞
悬液，接种于６孔培养板中，加入全培养液，置

３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度的培养箱内培养，４８ｈ后
加入阿糖胞苷（终浓度为３ｍｏｌ／Ｌ）以抑制胶质细胞
增殖，继续培养４８ｈ后换为无血清培养基（Ｎｅｕｒｏ
ｎａｌｂａｓａｌ＋Ｂ２７）以促进神经元的生长，以后隔天更换

５０％培养液１次。

１．３　实验分组　取培养７ｄ的脊髓神经元，随机分
为：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）；５０μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福组（Ｐ５０）；

ＴＮＦα组（ＴＮＦα）；２５μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福＋ＴＮＦα
组（Ｐ２５＋ＴＮＦα）；５０μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福＋ＴＮＦα组
（Ｐ５０＋ＴＮＦα）；１００μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福＋ＴＮＦα组
（Ｐ１００＋ＴＮＦα），每组１２孔。按上述分组，在相应组
中加入不同终浓度的普鲁泊福，于３７℃、５％ＣＯ２的
培养箱内孵育３０ｍｉｎ，再加入 ＴＮＦα，使终浓度为

２０００Ｕ／ｍｌ，置于培养箱中，２４ｈ后取出。每组随机
各取６孔用于检测细胞凋亡与Ｂａｘ表达。

１．４　ＰＩ／Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２双染法检测细胞凋亡　分
别在每孔中加入荧光染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２至终浓度
为１０μｇ／ｍｌ，３７℃下染色１５ｍｉｎ。弃去染液，加入

ＰＩ至终浓度５０μｇ／ｍｌ，４℃避光染色１５ｍｉｎ。紫外
光激发，荧光显微镜下观察细胞形态及颜色，以区分
出正常细胞、凋亡细胞及坏死细胞。荧光显微镜下
染成红色荧光的细胞为坏死细胞，细胞核染色质凝
集、分布不均的高蓝色细胞为凋亡细胞，而染色质分
布均匀的低蓝色细胞为正常存活细胞［１］。每孔随机
取６个视野，计数总细胞数和凋亡细胞数，计算出凋

亡百分率（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ）。凋亡百分率＝１００％×
凋亡细胞数／总细胞数。每组６孔，取平均值，并求
出标准差。

１．５　免疫细胞化学法检测Ｂａｘ的表达　Ｂａｘ检测
参照试剂盒提供的说明进行。主要步骤如下：４％多
聚甲醛固定１ｈ；新鲜配制３％Ｈ２Ｏ２封闭内源性过氧
化物酶１０ｍｉｎ；加入１１０正常山羊血清封闭液，室
温２０ｍｉｎ，以减少非特异性背景染色；滴入Ｂａｘ兔
抗鼠一抗，４℃过夜；加入生物素化山羊抗兔ＩｇＧ，

３７℃反应３０ｍｉｎ；滴加ＳＡＢＣ，３７℃反应３０ｍｉｎ；加
入ＤＡＢ显色，镜下控制显色时间。每孔随机取６个
视野，ｍｅｔａＭｏｒｐｈ计算机图像分析系统（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
Ｉｍａｇｉｎｇ，ＵＳＡ）处理，自动计数１００个阳性细胞，测
出Ｂａｘ在细胞中表达的平均光密度。

１．６　统计学处理　 所得数据用珔ｘ±ｓ表示，数据均采
用Ｎｏｓａ软件进行统计学检验，组间比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　细胞凋亡检测结果　镜下可见对照组（图１Ａ）
和Ｐ５０组（图１Ｂ）大多为低蓝色的正常细胞；偶见高
蓝色的凋亡细胞和红色的坏死细胞。ＴＮＦα组（图

１Ｃ）以低蓝色的正常细胞为主，但高蓝色的凋亡细胞
和红色的坏死细胞明显增多。Ｐ２５＋ ＴＮＦα组（图

１Ｄ）、Ｐ５０＋ ＴＮＦα组（图１Ｅ）和Ｐ１００＋ ＴＮＦα组（图

１Ｆ）均可见大量的正常细胞和散在其中较多的凋亡
细胞，但凋亡细胞数量少于 ＴＮＦα组。如表１所
示，与对照组相比Ｐ５０组细胞凋亡百分率无显著差
异，ＴＮＦα组细胞凋亡百分率显著升高（Ｐ＜０．０１）；
与ＴＮＦα组相比，Ｐ２５＋ ＴＮＦα组、Ｐ５０＋ ＴＮＦα组
和Ｐ１００＋ ＴＮＦα组细胞凋亡百分率显著降低（Ｐ＜
０．０５、Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１），且随普鲁泊福浓度的增
加，细胞凋亡百分率逐渐降低，呈现出一定的剂量效
应关系。

表１　各组凋亡率和Ｂａｘ表达的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓａｎｄ

Ｂａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） Ｂａｘ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．８±０．８ ０．１４１±０．０１５
Ｐ５０ ３．６±０．４ ０．１３８±０．０１８
ＴＮＦα ２１．８±１．１ ０．２５１±０．０１６

Ｐ２５＋ ＴＮＦα １６．２±１．２△ ０．１９８±０．０１１△

Ｐ５０＋ ＴＮＦα １５．３±０．６△ ０．１８８±０．０１２△

Ｐ１００＋ ＴＮＦα １２．２±０．８△△ ０．１６７±０．０１４△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｒＰ５０ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜

０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＴＮＦαｇｒｏｕｐ
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２．２　Ｂａｘ的免疫细胞化学染色　Ｂａｘ蛋白的免疫
染色主要定位于胞质内，呈棕黄色。对照组（图２Ａ）
和Ｐ５０组（图２Ｂ）细胞呈低表达，染色较淡。ＴＮＦα
组（图２Ｃ）棕黄色细胞明显增多，且染色较深。

Ｐ２５＋ＴＮＦα组（图２Ｄ）、Ｐ５０＋ ＴＮＦα组（图２Ｅ）和

Ｐ１００＋ ＴＮＦα组（图２Ｆ）可见较多棕黄色细胞，但数

量较ＴＮＦα组少，染色较深。如表１所示，与对照组
相比Ｐ５０组Ｂａｘ蛋白表达差异无显著性，ＴＮＦα组

Ｂａｘ表达增加（Ｐ＜０．０１）；与ＴＮＦα组相比，Ｐ２５＋
ＴＮＦα组、Ｐ５０＋ＴＮＦα组和Ｐ１００＋ ＴＮＦα组Ｂａｘ
表达降低（Ｐ均＜０．０５），并呈现出一定的剂量效应
关系。

图１　各组小鼠脊髓神经元ＰＩ／Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２双染结果

Ｆｉｇ１　ＰＩ／Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｎｅｕｒｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（×４０）

　Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｐ５０ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴＮＦαｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｐ２５＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｐ５０＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｐ１００＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ

图２　体外培养小鼠脊髓神经元Ｂａｘ免疫细胞化学染色

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＢａｘｉｎｍｏｕｓｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｎｅｕｒｏｎｓｉｎｖｉｔｒｏ（×４０）

　Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｐ５０ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴＮＦαｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｐ２５＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｐ５０＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｐ１００＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　１９７２年，Ｋｅｒｒ等［２］首次提出细胞凋亡的概念，
由于凋亡是一个程序性过程［３］，可以加以调控，因而
成为研究热点。以往认为，神经细胞损伤后不会发

生凋亡。但近年来的研究发现，神经细胞在伤后很长
时期内陆续凋亡［４～７］。肿瘤坏死因子常被用作损伤
因子来诱导细胞凋亡［８］，本研究利用ＴＮＦα作为损伤
因子，发现ＴＮＦα（２０００Ｕ／ｍｌ）可引起小鼠脊髓神经
元凋亡，进一步证实了神经细胞可以发生凋亡。
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　　普鲁泊福是一种新型静脉麻醉药，具有起效快、
作用时间短、苏醒迅速而完全、不良反应少等特点，
已被广泛用于临床麻醉和镇静治疗。近年来的研究
发现，普鲁泊福对多种细胞的凋亡具有抑制作用，普
鲁泊福可明显抑制缺血再灌注后的海马区ＣＡ１锥
体细胞凋亡［９］。对谷氨酸盐、同型半胱氨酸，过氧化
氢诱导的鼠脑皮质神经元凋亡，普鲁泊福有良好的
抑制作用［１０］。普鲁泊福对ＴＮＦ诱导的内皮细胞凋
亡亦有明显的抑制作用［１１］。本研究发现，普鲁泊福
对ＴＮＦα诱导的脊髓神经元凋亡具有抑制作用，且
随普鲁泊福浓度的增加，抑制作用逐渐增强。普鲁
泊福的临床麻醉浓度为１１～２８μｍｏｌ／Ｌ

［１２］，在本实
验中，２５μｍｏｌ／Ｌ普鲁泊福即可产生明显的抑制凋
亡作用，而高于临床常用浓度的普鲁泊福（５０μｍｏｌ／

Ｌ及１００μｍｏｌ／Ｌ）则显示出了更强的效应，提示麻
醉浓度及高于麻醉浓度的普鲁泊福对脊髓神经元凋

亡具有积极的保护作用，这对脊髓损伤的保护具有
重要的临床指导意义。

　　凋亡受许多凋亡调控基因表达的影响，如ｐ５３、

ｃｍｙｃ和ｂｃｌ２家族［１３］。ｂｃｌ２家族中的Ｂａｘ可诱导
细胞凋亡的发生。Ｈｕａｎｇ等［１４］发现 ＨＬ６０细胞凋
亡与Ｂａｘ的表达增加有关。本研究也发现，ＴＮＦα
诱导脊髓神经元凋亡的作用与其增加Ｂａｘ的表达
有关。而经不同浓度的普鲁泊福预处理后再加入

ＴＮＦα的各组Ｂａｘ表达均降低，且随普鲁泊福浓度
的增加，Ｂａｘ表达逐渐降低。这一结果提示，普鲁泊
福对脊髓神经细胞凋亡的抑制作用可能与其抑制

Ｂａｘ表达有关，这从分子水平探讨了普鲁泊福抑制
凋亡的机制。但普鲁泊福通过何种途径来抑制Ｂａｘ
的表达尚有待进一步的研究。

　　由于细胞凋亡可被兴奋性谷氨酸毒性、自由基
损伤和细胞内钙超载等不同机制触发［１５］，而已有的
研究发现，普鲁泊福具有对抗兴奋性谷氨酸毒性、减
轻自由基损伤和降低细胞内钙超载的作用［１６～１８］，因
而普鲁泊福的以上作用均可能参与了其抑制细胞凋

亡的作用，但具体机制仍有待进一步研究。
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