
中国药房 2016年第27卷第1期 China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 1

＊主治医师。研究方向：临床麻醉。电话：0377-63200134。E-

mail：lizhengyisheng@163.com

PC12细胞为大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤，其结构、形态、生理
和生化功能类似于神经元，是目前广泛用于研究神经细胞功
能、分化发育及凋亡的一种细胞培养模型[1]。谷氨酸诱导PC12

细胞损伤模型并用于神经系统相关疾病的探讨已被广泛报
道[2]。丙泊酚是一种静脉麻醉药，因起效快、苏醒迅速、平稳、

副作用少而被广泛应用于临床，其具有神经系统保护作用，如
能显著抑制缺氧海马神经元凋亡[3]及百草枯引起的PC12细胞
氧化应激损伤[4]，但具体作用机制未知。丝裂原激活的蛋白激
酶/胞外信号调节的蛋白激酶（MAPK/ERK）信号通路是细胞内
的重要信号通路，参与细胞的增殖、分化、凋亡及细胞周期调
控。ERK信号转导途径主要调节细胞的增殖、分化，有5个亚
家族，其中ERK1和ERK途径是ERK家族中研究最彻底的，其
表达广泛，涉及调节不同细胞内包括减数分裂、有丝分裂等过
程。已有研究证实，丙泊酚能通过激活胞外信号调节的蛋白
激酶（ERK1/2）磷酸化抑制氧化应激诱发的心肌细胞损伤 [5]。

因此，笔者推测丙泊酚也能通过MAPK/ERK信号通路抑制谷
氨酸诱导的PC12细胞损伤，本文就此应用谷氨酸诱导PC12细
胞损伤模型，验证丙泊酚的损伤抑制作用及机制。

1 材料

1.1 仪器
FACSCalibur 型流式细胞仪（美国 BD 公司）；Tecan Infi-

nite F200/M200 型多功能酶标仪（瑞士 Tecan 集团公司）；

ChemiDocTM XRS 型凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；

AF6000型荧光显微镜（德国 Leica 公司）；BSA/24S 型电子天
平、PB-10型 pH计（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；CO2培
养箱、超净工作台、超低温冰箱（美国Thermo Scientific公司）。

1.2 药品与试剂
丙泊酚注射液（西安力邦制药有限公司，批号：10FG9984，

规格：20 ml ∶ 200 g）；谷氨酸片（天津力生制药股份有限公司，

批号：1006007，规格：每片0.5 g）；二喹啉甲酸（BCA）法蛋白定
量试剂盒（批号：P0010）、小鼠抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAP-

DH）单克隆抗体、Hoechst染色试剂盒、Annexin Ⅴ-FITC/碘化
丙啶（PI）细胞凋亡检测试剂盒（碧云天生物技术研究所）；兔抗
c-fos、Bax、B 淋巴细胞瘤 2（Bcl-2）、ERK1/2 及其磷酸化（p-

ERK1/2）单克隆抗体（美国Epitmics公司）。

1.3 细胞
大鼠 PC12细胞购于中国科学院上海细胞库，培养于含

10％胎牛血清的DMEM培养基中。

2 方法
2.1 分组与给药
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摘 要 目的：研究丙泊酚通过丝裂原激活的蛋白激酶/胞外信号调节的蛋白激酶（MAPK/ERK）信号通路对谷氨酸诱导的神经

PC12细胞损伤的抑制作用。方法：取PC12细胞分为正常对照组、模型（10 mmol/L谷氨酸）组和丙泊酚低、中、高浓度（12.5、25、50
μmol/L+10 mmol/L谷氨酸）组，分别加入相应药物，培养48 h后，检测各组细胞的光密度、凋亡情况和细胞中ERK1/2磷酸化水平

及 c-fos、Bax、B淋巴细胞瘤2（Bcl-2）的表达情况。结果：与正常对照组比较，模型组细胞的细胞光密度、磷酸化ERK1/2、Bcl-2表

达均降低（P＜0.01），凋亡率、c-fos 和 Bax 表达均升高（P＜0.01）。与模型组比较，丙泊酚低、中、高浓度组细胞的光密度、磷酸化

ERK1/2、Bcl-2表达均升高（P＜0.01），凋亡率、c-fos 和 Bax 表达均降低（P＜0.05或 P＜0.01），且各浓度间差异有统计学意义（P＜
0.01）。结论：丙泊酚可抑制谷氨酸诱导的PC12细胞凋亡，其可能与上调ERK1/2磷酸化水平有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study inhibitory effects of propofol on PC12 cells injury induced by glutamic acid via mitogen-acti-
vated protein kinase/extra-cellular regulated kinase（MAPK/ERK）signal pathway. METHODS：PC12 cells were randomized into
normal control group，model group（10 mmol/L glutamic acid），propofol low-concentrations，medium-concentrations and high-con-
centrations groups（12.5，25，50 μmol/L+10 mmol/L glutamic acid）. The optical density of cells，cell apoptosis，the phosphoryla-
tion of ERK1/2 and the expression of c-fos，Bax，Bcl-2 were detected after treated with relevant medicine for 48 h. RESULTS：

Compared with normal control group，optical density of cells，the phosphorylation of ERK1/2 and Bcl-2 decreased in model group
（P＜0.01）；apoptotic rate，the expression of c-fos and Bax increased（P＜0.01）. Compared with model group，optical density of
cells，the expression of Bcl-2 and the phosphorylation of ERK1/2 increased in propofol group（P＜0.01）；apoptosis rate，the ex-
pression of c-fos and Bax decreased（P＜0.05 or P＜0.01）. There were statistical significant between the different concentrations
（P＜0.01）. CONCLUSIONS：Propofol can inhibit the apoptosis of PC12 cells induced by glutamic acid，which is associated with
the up-regulation of ERK1/2 phosphorylation.
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试验分为正常对照组、模型组和丙泊酚低、中、高浓度组。

正常对照组加入不含药的培养基，模型组加入含10 mmol/L谷
氨酸的培养基，丙泊酚低、中、高浓度组分别加入 12.5、25、50

μmol/L丙泊酚+10 mmol/L谷氨酸的培养基。

2.2 细胞活性的检测
采用MTT法测定细胞活性。将处于生长对数期的PC12

细胞消化，调整细胞密度为 5×103 ml－1，接种于 96孔板，于
37 ℃、5％CO2培养箱中培养48 h。然后按“2.1”项下方法分组
并加入含相应药物的培养基，继续培养 48 h，每孔加 MTT（5

mg/ml）20 μl培养 4 h，弃上清，每孔加入二甲基亚砜（DMSO）

150 μl 培养 10 min。用酶标仪于 570 nm 波长处测定光密度
（OD）。

2.3 细胞凋亡形态的观察
将处于生长对数期的PC12细胞消化，调整细胞密度为1×

104 ml－1，接种于 6孔板，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 48 h。

然后按“2.1”项下方法分组并加入含相应药物的培养基，继续
培养48 h。按照Hoechst染色试剂盒说明书进行操作、染色、固
定，显微镜下观察各组细胞凋亡形态。

2.4 细胞凋亡率的检测
按“2.3”项下方法分组、加药、培养 48 h，再按照 Annexin

Ⅴ-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒说明书的方法，用0.25％的胰
蛋白酶消化心肌组织，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤，以离心半径
为 15 cm、2 000 r/min离心 5 min，收集细胞。按顺序分别加入
500 μl 结合缓冲液（Binding buffer）、5 μl Annexin Ⅴ-FITC及 5

μl PI，混匀，于室温避光反应10 min。在1 h内采用流式细胞仪
检测细胞的早期凋亡率和晚期凋亡率。

2.5 MAPK/ERK信号通路及相关因子的检测
按“2.3”项下方法分组、加药、培养 48 h，收集细胞，加入

RIPA裂解液，裂解，以离心半径为 15 cm、10 000 r/min离心 10

min，收获蛋白。根据BCA法蛋白定量试剂盒对蛋白浓度进行
测定。蛋白上样，十二烷基硫酸钠凝胶电泳，湿法转膜，加入
一抗（兔抗 c-fos、Bax、Bcl-2、ERK1/2、p-ERK1/2单克隆抗体）

孵育，4 ℃过夜；漂洗后，加入二抗室温孵育1～2 h，漂洗，滴加
电化学发光（ECL）曝光液，在凝胶成像系统中曝光。用Quan-

tity One软件对各抗体条带的灰度值进行统计。以兔抗 c-fos、

Bcl-2、Bax与GAPDH灰度值的比值表示相应蛋白的相对表达
量；以 p-ERK1/2与ERK1/2灰度值的比值表示ERK1/2的磷酸
化水平。

2.6 统计学方法
采用SPSS 17.0统计分析。所有数据均以x±s表示，两两

比较采用 t 检验，多组间比较采用 One-way ANOVA 统计方
法。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞活性变化

与正常对照组比较，模型组细胞的OD值降低（P＜0.01）；

与模型组比较，丙泊酚低、中、高浓度组细胞的OD值升高（P＜

0.01）；与丙泊酚低浓度组比较，丙泊酚中、高浓度组细胞的OD

值升高（P＜0.01）；与丙泊酚中浓度组比较，丙泊酚高浓度组细
胞的OD值升高（P＜0.01）。各组细胞OD值的测定结果见图1。

3.2 细胞凋亡情况
Hoechst染色结果所示，与正常对照组比较，模型组细胞凋

亡数增加（P＜0.01）；与模型组比较，丙泊酚低、中、高浓度组细
胞的凋亡数降低（P＜0.01）；与丙泊酚低浓度组比较，丙泊酚
中、高浓度组细胞的凋亡数降低（P＜0.01）；与丙泊酚中浓度组
比较，丙泊酚高浓度组细胞的凋亡数降低（P＜0.01）。各组细
胞凋亡的Hoecsht染色图见图2。

Annexin Ⅴ-FITC/PI流式双染结果显示，与正常对照组比
较，模型组细胞早期凋亡率和晚期凋亡率升高（P＜0.01）；与模
型组比较，丙泊酚低、中、高浓度组细胞早期凋亡率和晚期凋
亡率降低（P＜0.01）；与丙泊酚低浓度组比较，丙泊酚中、高浓
度组细胞早期凋亡率和晚期凋亡率降低（P＜0.01）；与丙泊酚
中浓度组比较，丙泊酚高浓度组细胞早期凋亡率和晚期凋亡
率降低（P＜0.01）。各组细胞凋亡率的测定结果见表1。

表1 各组细胞凋亡率的测定结果（x±±s，n＝6）
Tab 1 The cell apoptosis rate in each group（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
模型组
丙泊酚低浓度组
丙泊酚中浓度组
丙泊酚高浓度组

早期凋亡率，％
1.20±0.15

18.23±1.12＊

15.16±0.88#

10.50±1.04#Δ

5.34±0.43#Δ▲

晚期凋亡率，％
3.25±0.15

15.45±1.21＊

10.42±0.97#

5.50±0.34#Δ

3.34±0.37#Δ▲

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01；与丙
泊酚低浓度组比较，ΔP＜0.01；与丙泊酚中浓度组比较，▲P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01；vs. propofol low-concentrations group，ΔP＜0.01；vs. propofol medi-

um-concentrations group，▲P＜0.01

3.3 细胞中c-fos、Bax及Bcl-2蛋白表达测定结果
与正常对照组比较，模型组细胞中Bcl-2表达降低，c-fos、

Bax表达增强（P＜0.01）；与模型组比较，丙泊酚低、中、高浓度
组细胞中Bcl-2表达增强、c-fos表达降低，丙泊酚中、高浓度组
Bax表达降低（P＜0.05或P＜0.01）；与丙泊酚低浓度组比较，

丙泊酚中、高浓度组细胞中Bcl-2表达增强，c-fos、Bax表达降
低（P＜0.01）；与丙泊酚中浓度组比较，丙泊酚高浓度组细胞中
c-fos表达降低（P＜0.01）。各组细胞 c-fos、Bax及Bcl-2蛋白表

图1 各组细胞OD值的测定结果
注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01；与丙泊酚

低浓度组比较，ΔP＜0.01；与丙泊酚中浓度组比较，▲P＜0.01

Fig 1 The OD value of cells in each group
Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜0.01；

vs. propofol low-concentrations group，Δ P＜0.01；vs. propofol medi-

um-concentrations group，▲P＜0.01
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图2 各组细胞凋亡的Hoecsht染色图（×200）

Fig 2 Cell apoptosis of each group detected by Hoecsht

staining（×200）
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达电泳图见图3，测定结果见表2。

表 2 各组细胞中 c-fos、Bax、Bcl-2蛋白表达与ERK1/2的磷
酸化水平的测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 2 The expression of c-fos，Bax and Bcl-2 protein and

ERK1/2 phosphorylation of cells in each group（ x±±

s，n＝6）

组别
正常对照组
模型组
丙泊酚低浓度组
丙泊酚中浓度组
丙泊酚高浓度组

c-fos/GAPDH

0.08±0.00

1.22±0.11＊

0.43±0.02##

0.32±0.01##Δ

0.19±0.01##Δ▲

Bax/GAPDH

0.25±0.01

1.23±0.10＊

1.22±0.05

0.38±0.04##Δ

0. 40±0.03##Δ

Bcl-2/GAPDH

1.21±0.05

0.20±0.01＊

0.34±0.02#

1.03±0.14##Δ

1.04±0.37##Δ

p-ERK1/2/ERK1/2

0.99±0.12

0.30±0.05＊

0.39±0.03#

0.68±0.09##Δ

1.22±0.13##Δ

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与丙泊酚低浓度组比较，ΔP＜0.01；与丙泊酚中浓度组比较，▲P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01；vs. propofol low-concentrations group，ΔP＜0.01；vs. propofol medi-

um-concentrations group，▲P＜0.01

3.4 细胞ERK1/2磷酸化水平测定结果
与正常对照组比较，模型组中细胞ERK1/2磷酸化水平降

低（P＜0.01）；与模型组比较，丙泊酚低、中、高浓度组细胞中
ERK1/2磷酸化水平增加（P＜0.05或P＜0.01）；与丙泊酚低浓
度组比较，丙泊酚中、高浓度组细胞中ERK1/2磷酸化水平增
加（P＜0.01）；与丙泊酚中浓度组比较，丙泊酚高浓度组细胞中
ERK1/2磷酸化水平增加（P＜0.01）。各组细胞ERK1/2磷酸化
的电泳图见图3，测定结果见表2。

4 讨论
谷氨酸是哺乳动物脑内最主要的兴奋性神经递质，在神

经元的分化、迁移、生长和生存过程中具有重要作用，维持着
神经元正常信号传递功能。在神经元缺血缺氧等病理状态
下，神经元细胞膜去极化，突触前神经元释放大量谷氨酸，导
致神经元的死亡，因而谷氨酸诱导的PC12细胞损伤模型被广
泛用于神经疾病体外试验研究[2]。所以本研究采用谷氨酸诱
导的PC12细胞损伤模型进行试验，结果表明，与正常对照组
比较，模型组细胞活性明显降低，细胞凋亡率明显升高，与已
报道文献[2]结果一致。已有文献报道，丙泊酚能显著抑制过
氧化氢（H2O2）诱导的心肌细胞损伤[5]、神经母细胞SK-N-SH缺
氧/复氧损伤[6]、缺氧海马神经元凋亡[3]。而且Wilson C等[7]进
一步报道，丙泊酚可阻滞细胞外谷氨酸浓度升高，抑制兴奋性
氨基酸受体，使Ca2+内流减少，进而减弱氧化还原反应而使细
胞损伤减轻。因此笔者推测，丙泊酚也能显著地抑制谷氨酸
诱导的PC12细胞损伤。本研究结果也的确表明，丙泊酚能显
著提高谷氨酸诱导的PC12细胞活性，抑制细胞凋亡，并呈浓
度依赖性。

已有研究报道，谷氨酸诱导的 PC12细胞损伤与细胞中
ERK的激活情况密切相关[8]。丙泊酚通过激活ERK1/2磷酸化
抑制氧化应激诱发的心肌细胞损伤[5]。因此笔者检测了丙泊

酚是否能够抑制谷氨酸诱导的PC12细胞凋亡。结果表明，丙
泊酚能浓度依赖性地提高ERK1/2磷酸化水平，提示丙泊酚能
通过上调ERK1/2磷酸化水平从而抑制谷氨酸诱导的PC12细
胞损伤。

正常生理情况下，ERK1/2在静息细胞中广泛分布，但一旦
ERK1/2激酶的磷酸化被激活后，能诱发下游细胞信号分子
Bcl-2、c-fos的表达，从而影响细胞的增殖凋亡。Bcl-2是抑制
细胞凋亡最为关键的因素之一，能与促凋亡蛋白Bax形成二聚
体来促进细胞凋亡或抑制细胞凋亡。c-fos原癌基因属于即早
基因，可分布于细胞核内和胞浆中，可诱导下游基因mRNA转
录和蛋白表达，参与细胞增殖和凋亡的调控。缺血再灌注或谷
氨酸损伤可引起 c-fos的表达增加，从而促进神经元的凋亡[9]。

张彦清等[10]证实丙泊酚能通过抑制心肌细胞凋亡及增强Bcl-2
表达、降低Bax表达从而改善大鼠离体缺血/再灌注心肌细胞
损伤。所以本研究检测了丙泊酚对谷氨酸诱导的 PC12细胞
中 c-fos、Bax 及 Bcl-2表达的影响，结果表明，丙泊酚能增强
Bcl-2表达，抑制c-fos及Bax表达，说明丙泊酚能通过调节凋亡
相关蛋白水平抑制谷氨酸诱导的PC12细胞凋亡损伤。

综上所述，丙泊酚能抑制谷氨酸诱导的 PC12细胞损伤，

其与上调 ERK1/2磷酸化水平、增强 Bcl-2表达、抑制 c-fos 及
Bax表达有关。
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图3 各组细胞的电泳图
A.c-fos、Bax、Bcl-2蛋白表达；B. EKR1/2磷酸化水平

Fig 3 Electrophoretogram of cells in each group
A. the expression of c-fos，Bax and Bcl-2 protein；B. EKR1/2 phosphor-

ylation
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