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异丙酚通过诱导幼鼠海马神经元线粒体自噬减轻其
肝缺血再灌注后脑损伤
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肝移植是终末期肝病患儿的唯一治疗手段。随

着手术技术和术后管理的进步，儿童肝移植患者术

后 , 年生存率高达 &'e以上f!g。%'!% 年以后，每年婴

幼儿患者为主的胆道闭锁在我国儿童肝移植中的

占比达到 -,+以上f%g。然而，大多数患儿 都会发生术

后神经系统并发症f*g，发生率在 "eh(&e之间，且明

显高于成人。肝缺血再灌注是肝移植术中必不可少

的步骤，研究证明，该过程可造成多个远隔脏器如：

心、肺、肾、脑、肠等的损伤f(g。异丙酚是临床上常用

的麻醉药，大量实验证明，它可通过抑制小胶质细

胞活化f,g，抑制内质网应激介导的凋亡f1#-g，减轻炎症

反应f&g等多种途径发挥脑保护作用。线粒体自噬是
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选择性自噬的一种，对于维持细胞内和组织内的稳

态具有重要的作用。关于异丙酚对肝缺血再灌注后

幼鼠海马神经元线粒体自噬的影响研究甚少，本研

究就此进行探讨。

! !"#$%

!"! !"#$%&' # 周龄 $%&'()* 雄雌不分

的小鼠，体质量约 *+, -（华阜康生物科技股份有限

公司提供），饲养在干净、恒温恒湿的环境中，自由

摄取食物和水。随机分为 . 组：假手术组/0 组1，肝缺

血再灌注组（23 组），异丙酚组（4 组），异丙酚5自噬

抑制剂 6789 组（6789 组）。

!"# #$()*+, 参照文献:;<建立小鼠 &=>肝

热缺血再灌注模型。术前采用 %= !-)- 的戊巴比妥

腹腔内注射麻醉，麻醉后将小鼠固定在手术台上，

沿腹白线纵行切口入腹，暴露手术视野，应用棉签

将肝门附近肠管等脏器轻轻推至左髂区，游离第一

肝门。用血管夹夹闭肝左、中叶脉管（门脉、动脉与

胆道）的共干，此时缺血肝叶变白，淤血肝叶颜色加

深，&=>的肝脏热缺血模型造模成功。将腹腔内脏器

归位，临时合拢腹腔，用无菌纱布遮盖腹壁切口，缺

血 ! ? 后松开血管夹，随后关腹缝合切口。0 组仅开

腹、游离第一肝门以及 ! ? 后关腹等操作，无血管夹

闭，4 造模前 6= @AB 腹腔注射异丙酚（#= @-)C-D阿斯

利康，美国），6789 组造模前 6= @AB 腹腔注射异丙

酚 #= @-)C-和 %!(溶于 4'0的 689（!== B@EF)!(），

0和 23 组在开腹前 6= @AB 腹腔内注射等量乳化剂。

该模型动物死亡率约为 !=>，.只老鼠多死于造模初

期，死亡原因主要包括麻醉意外致死（#只），手术过程

粗暴导致流血过多（! 只），血管夹闭过深（!只），每

死亡 ! 只即刻重新造模补齐该组的数目。

!G6 -./0%12 再灌注后 * ?，各组小鼠摘

眼球取血标本，6 %== H)@AB 离心 !% @AB，取血清，保

存于7,=!以待检测 I(209。剥离完整脑组织，一份

用多聚甲醛固定保存，以备后期的石蜡切片。快速

分离脑组织中的海马组织，用刀片切取海马 $9!区

! @@"! @@"! @@ 组织块保存在 #G%>戊二醛固定

液置于 . !冰箱，以备观察透射电镜。将海马组织保

存于7,= !冰箱，用于后期检测 JKLMKHBNFEM。

!". I(209 34567-8$9:;<= 参照

南京建成生物有限公司的试剂盒说明书，采用双抗

体夹心法，经包被、加样、加酶标抗体、加底物显色、终

止反应等步骤，最后计算出各组 O0I、0!=="、2(7*、

POQ7#的浓度。

!"% >?@A3BCDEFGHIJGKL 取

出 #"%>戊二醛固定液固定后的海马组织标本，4'0

冲洗 6 次，!> 四氧化锇固定液固定 ! ?，4'0 清洗 6

次，在丙酮和双蒸水按比例配制 %=>、&=>、,=>、

;=>、!==>（RSR）的浓度梯度进行脱水，进行包埋渗

透，制成超薄切片 *= B@，用 !>醋酸铀7枸橼酸铅双

染色，在透射电子显微镜下观察每个标本海马神经

元内自噬小体和线粒体的形态结构。

!"* JKLMKHB NFEM 34 ($6$MOATM $ULVULK76 N

O*PQRS 取冰冻海马组织，进行称重，研磨，

以质量：体积W!#!= 的比例加入蛋白裂解液、蛋白酶

抑制剂及磷酸化酶抑制剂。脑组织匀浆放冰上裂解，

每隔 != @AB 震荡 ! 次，6= @AB 后，.!!6 === HS@AB 离

心 #= @AB，取上清，'$9 法进行蛋白定量。配制 !#$

聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，蛋白上样量为 %= !-，随

后转印至聚偏二氟乙烯膜（4RXQ 膜），室温下 %>脱

脂牛奶封闭 !%，P'0P 洗 6 次，每次 !=@AB，随后加

入 !：! === 一抗 ($6$、OAT、$ULVULK76（均购于美国

$0P 公司），置于 . !冰箱孵育过夜。P'0P 清洗

6 次，每次 != @AB；加入 !Y# === Z34 标记山羊抗兔

2-[ 二抗（购于北京中杉金桥公司），于室温下摇床

孵育 !?，P'0P 清洗 6 次，每次 != @AB；加入显色液

避光显影曝光，系统照相记录实验结果。采用

2@U-K\ 图像分析软件测定蛋白条带的灰度值，以

($6$、OAT、$ULVULK76 分别与内参 "7U]MAB（!#! ===，

购于美国 $0P 公司）灰度值的比值反应目的蛋白的

表达水平。

!G& TUVWX 用 0400 !;G= 进行统计学分析处

理。正态分布计量资料以 !"# 表示，组间比较采用

单因素方差分析。[HUV?4U^4HAL@ * 制造图表分析，

!_=G=% 表示差异具有统计学意义。

" &'

#G! Y'567-8$9:;<=*PQZ[ 与

0 组相比，23 组、4 组、6789 组 O0I、0!=="、2(7*、

POQ7#均有所增加，且差异具有统计学意义（!_=G=%），

与23 组相比，4 组的各项指标下降，6789 组各项指

标上升，且差异具有统计学意义（!_=G=%）（表 !）。

#G# Y'DEG9IJG\+ 透射电镜可观察

到自噬小体和线粒体超微结构，两组结果综合提

组别 O0I)（B-)@(）0!==")（@-)@(）2(7*)（V-)@(）POQ7#)（V-)@(）

0 组 !.G#!&=G&* !G6.&=G=* 6*G&&#G; .#G%&.G6

23 组 6=G!.&!G&!

U

#G=*&=G!6

U

!!;G&&*G#

U

!=%G&&*G!

U

4 组 #6G;.&#G!.

UN

!G&6&=G=,

UN

&,G#&6G!

UN

&=G%&%G;

UN

6789 组 6,G**&=G,&

UN

#G6,&=G=&

UN

!6!G&&%G#

UN

!!6G&&,G*

UN

( ! )* #$%+$!&&!+'()*++#,)",-./01!-!&2!"#3

+./ ! 01203245.46127 18 #$%9$!&&!9'()* .2: +#,)"1!-!&2!"$3

与 0 组比较，U

!'=G=%；与 23 组比较，N

!'=G=%
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示：与 ! 组相比，"# 组、$ 组、%&'( 组线粒体数量均

有所下降，且线粒体形态结构紊乱，线粒体肿胀增

加，自噬小体增多)与 *# 组相比，+ 组线粒体数量增

多，线粒体结构较完整，自噬小体数量增多，%&,(

组，线粒体数量和质量均下降，且自噬小体数量减

少（图 -）。

./% !" 01%!#234# 15675689% $%&'()*

与 ! 组相比，*# 组、+ 组、%&,( 组的 :1%!、;34、

1567568&% 蛋白表达水平上升，且差异具有统计学

意义（!<=>=?），与 *@ 组相比，$ 组的 :1%!、;34 蛋

白表达水平上升，但 15675689% 蛋白表达水平下降，

% 9,( 组的 :1%!、;34 蛋白表达水平下降，但

15675689% 蛋白表达水平上升，差异均具有统计学

意义（!<=>=?）（图 .）。

! !"

%>- +,-./0123456789:;&<

= 自噬是细胞通过溶酶体降解蛋白和受损细胞

器的过程，选择性清除线粒体即为线粒体自噬。线

粒体自噬是细胞实现线粒体质量控制的主要途径，

对维持细胞稳态至关重要。;34 是定位于线粒体外

膜的类 A2*$% 蛋白，参与了线粒体自噬的 $5BC3D 非

依赖途径。有文献报道，其氨基酸序列中含有EFF:

基序。;34 能通过该基序与 :1% 及 :1% 同源物

1(A( 受体相关蛋白结合，诱导线粒体自噬发生从

而降解清除多余的线粒体。GH5DI 等证明了在低氧

的情况下，可以通过 A2"$% 依赖的方式诱导激活线

粒体自噬J-=K。EL 等研究发现在缺氧状态下，234 可

激活线粒体自噬J--K。有研究表明，!3BM- 可通过恢复

线粒体自噬水平减轻肝缺血再灌注损伤J-.9-%K。然而，

!N2O 等实验研究显示 PNFN%5 可通过抑制肝细胞

线粒体自噬和抑制细胞凋亡减轻小鼠肝缺血再灌

注损伤J-QK。

在本实验中，相对于 ! 组，*@ 组的透射电镜结

果显示自噬小体数量增加，且线粒体肿胀明显，线

粒体自噬相关蛋白 234、01%! 表达量增高，凋亡蛋

白 1567568&%表达量增多，脑损伤标志物 2!R、!-=="

和炎症因子 *0&S、T2P&#水平也明显增加，然而加入

自噬抑制剂 %&'( 后，线粒体自噬水平明显降低，但

电镜结果显示损伤的线粒体数量反而增加，凋亡蛋

白 1567568&% 及脑损伤标志物 2!R、!-==" 和炎症

因子 *0&S、T2P&$ 水平进一步增加。以上结果说明，

肝缺血再灌注后，线粒体自噬可能起到保护作用，

通过及时清除受损的线粒体，以抑制其释放氧化自

由基，从而控制氧化应激损伤，抑制该过程则会引

起炎症反应加剧，凋亡增加。

%>. >?@A123456BCDEFGHI+

,-./&JK 异丙酚是临床常用的静脉麻醉

药，现已有多项研究证明异丙酚可对自噬产生影

响。U3V 等J-?K、1H5DI 等J-SK、03 等J-WK、XYYD 等J-Z&-[K均证

实了异丙酚诱导自噬的产生，减轻氧化应激损伤。

然而，1L3 等J.=K、03 等J.-K、1H8D 等J..K、X5DI 等J.%K研究却

发现异丙酚可抑制自噬从而发挥保护或加重损伤

的作用。

本实验研究中，与 "@ 组相比，$ 组，透射电镜结

果显示自噬小体数量增加，且线粒体结构破坏减

少，线粒体自噬相关蛋白 234、01%% 表达量增高，

而凋亡蛋白 1567568&% 表达量却下降，脑损伤标志

物 2!R、!-==" 和炎症因子 "0&S、T2P&$ 水平也明

显降低，该实验结果说明，线粒体自噬本身在肝缺

$ 组 %&'( 组

! 组 "@ 组

# " $%&'()*+,-! # $$$.

%&' " ()*+,-* ./ 012 &3 )456 '7.+8 9!# $$$:

# ; $% <=!!/>&?/ =4*84*)@!01*2345

%&' ; )?87)**&.3* ./ <=!!A >&? 43B =4*84*)@! 87.-)&3* &3 )456 '7.+8

01%!

234

1567568&%

"&5\M3D

! 组 *@ 组 $ 组 %&'( 组

=>Z

=>S

=>Q

=>.

=>=

$

组
*

@

组
!

组
'

(

组

234

1567568&%

"&5\M3D
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对
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量
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血再灌注后起一定的保护作用，然而，!" 组自噬流

或许受到了一定的抑制，异丙酚可恢复肝缺血再灌

注线粒体自噬流的抑制作用，或者，异丙酚可进一

步激活线粒体自噬，从而起到保护作用。

#$# !"#$%&'()*+,- 本实验研究

仅仅从脑损伤标志物和凋亡蛋白水平研究其对大

脑的影响，显然不足以对其脑保护作用下结论，并

且本实验为短期实验，未研究其长期的影响结果。

本实验样本数量偏小，结论需大量动物实验和临床

实验加以证实。关于异丙酚诱导线粒体自噬的机制

及其上下游的影响因素未进行探讨。今后应继续探

索其具体信号通路，积极寻找在肝缺血再灌注中的

脑保护措施。
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（CD&WdDEd&# 收稿）

吕景淑，等$异丙酚通过诱导幼鼠海马神经元线粒体自噬减轻其肝缺血再灌注后脑损伤!
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