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● 实验研究实验研究 ●

【摘要】目的 探讨褪黑激素（MLT）对体外培养神经元七氟醚（SEV）损伤的保护作用及其机制。方法 取SD大鼠乳鼠全脑皮

层组织，分离皮质神经元进行体外培养；MLT预处理24 h后，4% SEV作用神经元；采用CCK-8法检测神经元存活率，流式细胞

术检测神经元凋亡率，qPCR检测神经元miR-130a-3p和ROCK2 mRNA水平；免疫印迹法检测凋亡相关蛋白表达；应用在线预

测软件TargetScan分析预测miR-130a-3p与ROCK2靶向关系并验证。结果 SEV明显降低神经元存活率以及miR-130a-3p和
ROCK2 mRNA水平（P<0.05），明显增加神经元凋亡率及凋亡相关蛋白cle-caspase3和cle-caspase9表达水平（P<0.05）；MLT明显

抑制SEV的作用（P<0.05）。软件TargetScan分析显示，miR-130a-3p与ROCK2的3'非编码区第846~852碱基处存在结合位点，

PCR和免疫印迹法检测显示，miR-130a-3p与ROCK2存在靶向关系。ROCK2过表达明显逆转MLT预处理的效果（P<0.05）。结

论 MLT预处理明显改善 SEV对体外培养的大鼠乳鼠皮质神经元的损害，机制可能是上调miR-130a，进而靶向抑制ROCK2表
达。

【关键词】皮质神经元；褪黑激素；miR-130a；ROCK2；七氟醚；大鼠乳鼠

【文章编号】 1009-153X（2021）05-0354-06 【文献标志码】A 【中国图书资料分类号】R 36; R 614
Protective effect of melatonin on sevoflurane injury to cultured neonatal rat cortical neurons
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【Abstract】Objective To explore the protective effect of melatonin (MLT) on the sevoflurane (SEV) injury to cultured neonatal rat
cortical neurons. Methods The neonatal rat cortical neurons were isolated from the whole cerebral cortex tissues of SD neonatal rats and
cultured in vitro. After pretreatment with MLT for 24 h, the cortical neurons were treated with 4% SEV. The survival and apoptosis rates
of neurons were detected using CCK-8 method and flow cytometry, respectively. The levels of miR-130a-3p and ROCK2 mRNA were
detected by qPCR. The expression levels of apoptosis-related proteins were detected by Western blot. The targeted relationship between
miR- 130a- 3p and ROCK2 was predicted using TargetScan software and verified. Results SEV significantly decreased the neuron
survival rate and the levels of miR-130a-3p and ROCK2 mRNA (P<0.05), and significantly increased the neuron apoptosis rate and
expression levels of apoptosis-related proteins including cle-caspase3 and cle-caspase9 (P<0.05). MLT significantly inhibited the effect
of SEV on the cultured neurons (P<0.05). Software TargetScan analysis showed that miR-130a-3p and ROCK2 had a binding site at
base 846~852 of the 3'non-coding region. PCR and Western blotting results showed that miR-130a-3p and ROCK2 had a targeting
relationship. ROCK2 overexpression significantly reversed the effect of MLT pretreatment on the injured neurons induecd by SEV (P<
0.05). Conclusions MLT pretreatment significantly improve the SEV injury to the cultured neonatal rat cortical neurons, which may be
possibly through up-regulation miR-130a, and then targeted inhibition of ROCK2 expression.
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褪黑激素对体外培养神经元七氟醚损害的保护作用

石 磊 周银芳 方 圆

七氟醚（sevoflurane，SEV）是临床剖宫产术和儿

科麻醉的常用吸入麻醉药，具有快速诱导、苏醒快的

优点，且对血流动力学影响较小[1]。研究显示，SEV
影响神经元的发育，导致树突、树突棘发育障碍[2，3]。

预防SEV吸入引起的神经毒性为目前研究热点。褪

黑激素（melatonin，MLT）主要由松果体合成，具有多

种生物学效应，如调控昼夜节律、改善睡眠质量、抑

制肿瘤生长、抗氧化及抗凋亡等 [4]。Sun等 [5]研究发

现，儿童心脏手术 SEV吸入麻醉后，血清MLT水平

的降低与神经损伤密切相关。本研究观察MLT预

处理对SEV作用后新生大鼠皮质神经元存活与凋亡

的影响。

1 材料与方法

1.1 新生大鼠皮质神经元的分离与鉴定 [6] 取 20只

SD大鼠乳鼠（出生 24 h内，北京实验动物研究中心
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提供），断头处死，取出全脑并分离皮层组织，剪成小

块，加入胰蛋白酶（1.25 g/L）消化 15 min，室温 1 000
转/min离心5 min，经200目筛网过滤。然后，接种至

多聚赖氨酸预包被的培养瓶中培养3 d，加入阿糖胞

苷抑制非神经元细胞，培养至第6天时，采用微管关

联蛋白2免疫荧光染色，鉴定、分离新生大鼠皮质神

经元细胞，纯度约为98%。见图1。
1.2 细胞分组与处理

1.2.1 SEV最佳作用时间 以4%的SEV（厦门慧嘉生

物科技有限公司）作用神经元0、2、4、6、8、10 h，检测

细胞存活率、凋亡率，以确定最佳作用时间。

1.2.2 MLT预处理对 SEV作用后神经元存活与凋亡

的影响 10、50、100 μmol/L的MLT（美国 Sigma-Al⁃
drich公司）预处理24 h，再用4% SEV作用10 h，根据

MLT浓度分为正常组（正常培养神经元）、对照组

（4% SEV作用 10 h，无MLT预处理），以及低、中、高

剂量MLT组（10、50、100 μmol/L MLT预处理24 h后，

4% SEV作用10 h）。检测神经元存活率、凋亡率，以

及miR-130a-3p和细胞凋亡相关蛋白表达水平。

1.2.3 miR-130a-3p与ROCK2的靶向关系 构建过

表达miR-130a-3p、ROCK2的细胞株，参照脂质体 3
000试剂盒（美国 Invitrogen公司）说明书，将对照模

拟物（normal control mimic，NC mimic）和miR-130a-
3p模拟物（miR-130a-3 mimic）分别转染神经元，另

加入慢病毒（lentivirus，LV）、ROCK2 慢病毒（LV-
ROCK2）感染神经元，NC mimic、miR-130a-3p mimic
及LV由上海吉凯基因化学技术有限公司提供。将

神经元分为 NC mimic 组、miR-130a-3p mimic 组、

LV-ROCK2组和miR-130a-3p+ROCK2组。

1.2.4 ROCK2过表达对MLT预处理后SEV作用神经

元存活和凋亡的影响 将神经元分为 SEV 组（4%
SEV作用 10 h）、高剂量MLT组（100 μmol/L MLT预

处理 24 h 后，4% SEV 作用 10 h）、LV-ROCK2 组

（ROCK2慢病毒感染神经元后，4% SEV作用10 h）和
MLT+ROCK2组（ROCK2慢病毒感染神经元后，100
μmol/L MLT预处理24 h后，4% SEV作用10 h）。
1.3 CCK-8法检测神经元存活率 将神经元以1×103/
孔接种至 96孔板，添加含有 10%细胞计数试剂（上

海江莱生物科技有限公司）的培养基，继续培养 4
h。450 nm处检测光密度值，计算细胞存活率[（OD处

理-OD0h）×100%]。
1.4 流式细胞仪检测神经元凋亡率 收集处理后细

胞，调整密度为 3×106个/ml，加入预冷乙醇 4 ℃下固

定1 h，重悬后经400目筛网过滤，加入100 μl结合缓

冲液、2 μl FITC标记的 Annexin-Ⅴ及 1 μl PI染液

（武汉博士德生物工程有限公司），室温下避光孵育

30 min，流式细胞仪检测。

1.5 实时荧光定量 PCR检测细胞 miR-130a-3p和
ROCK2 mRNA的表达 [7，8] 收集处理后神经元，采用

Trizol法提取细胞总RNA，根据逆转录试剂盒操作规

范合成 cDNA模板链，反应体系（10 μl）包括：2 μl逆
转录 buffer、0.2 μl上游引物、0.2 μl下游引物、0.1 μl
dNTP、0.5 μl逆转录酶、5 μl无RNA酶水和 2 μl提取

的RNA。将 cDNA模板混入荧光染料，应用荧光定

量PCR仪分析，反应体系（50 μl）包括：10 μl荧光染

料、0.5 μl上游引物、0.5 μl下游引物、0.5 μl dNTP、1
μl Taq酶、32.5 μl无RNA酶水和 5 μl cDNA。miR-
130a-3p 以 U6 为内参，ROCK2 以 GADPH 为内参。

ROCK2上游引物 5'-ATTCAGCAGCTGGAATCTAA-
3'，下游引物5'-GTCTCTTCTCCAGTTCGTAC-3'。所

有引物由上海吉凯基因化学技术有限公司提供。采

用2-△△CT法计算miR-130a-3p和ROCK2 mRNA的相

对表达量。

1.6 免疫印迹法检测细胞相关蛋白的表达 收集处

理后神经元，采用放射免疫沉淀法提取总蛋白；

SDS-PAGE电泳，110 V恒压电泳 1.5 h；采用湿转法

将蛋白转移至硝酸纤维素膜；5 %脱脂奶粉室温封闭

2 h；加入一抗 [GADPH（1:1 000）；cle-caspase3（1:1
500）；cle-caspase9（1:1 500）；ROCK2（1:1 000）；美国

Cell Signaling公司]4 ℃下孵育过夜；然后加入二抗

（1:10 000；美国Cell Signaling公司）37 ℃孵育1 h。化

学发光液进行蛋白显影、拍照。

1.7 双荧光素酶报告实验验证靶向关系 应用在线

预测软件TargetScan分析miR-130a-3p和ROCK2的
可能结合位点信息，合成含该位点的 DNA 片段

图1 体外培养神经元免疫荧光染色（×400）
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（WT）以及含该位点突变体的DNA片段（MUT），并

将上述片段克隆至双荧光素酶启动子载体上，分别

用上述质粒、NC mimic及miR-130a-3p mimic转染

神经元，培养 48 h后加入 100~200 μl裂解液，取 10
μl细胞裂解液均匀混入50 μl LARⅡ试剂，置于检测

仪读数萤火虫荧光素酶反应强度（R）；再均匀加入

50 μl Stop &Glo reagent试剂，置于检测仪读数海肾

荧光素酶反应强度（F），计算荧光素酶活性（R/F）。

试剂盒购自上海群己生物科技有限公司。

1.8 统计学方法 采用SPSS 21.0软件分析；计量资料

以 x±s表示，采用单因素方差分析和SNK-q法，以P<
0.05为差异有统计学意义。

图2 SEV对体外培养神经元存活和凋亡的影响

与0 h组比较，* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001；SEV. 七氟醚

图3 MLT预处理对SEV作用后体外培养神经元存活和凋亡的影响

与正常组比较，** P<0.01；与4% SEV处理组比较，# P<0.05，## P<0.01；MLT. 褪黑激素；SEV. 七氟醚

图4 MLT预处理对SEV作用后体外培养神经元凋亡相关蛋白表达的影响

与正常组比较，** P<0.01；与4% SEV处理组比较，# P<0.05，## P<0.01；MLT. 褪黑激素；SEV. 七氟醚
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2 结 果

2.1 SEV对神经元存活和凋亡的影响 与 0 h比较，

SEV 作用后 2、4、6、8、10 h 神经元存活率和 miR-
130a-3p表达水平均明显降低，凋亡率却明显升高

（P<0.05），其中 10 h时作用最显著（P<0.05）。见图

2。SEV作用10 h进行后续实验。

2.2 MLT预处理对SEV作用后神经元存活和凋亡的

影响 与正常组比较，SEV组miR-130a-3p表达水

平、神经元存活率均明显降低（P<0.05），神经元凋亡

率及 cle-caspase3和 cle-caspase9蛋白表达水平均明

显增高（P<0.05）。与SEV组比较，中、高剂量MLT组

miR-130a-3p表达水平和神经元存活率均明显增加

（P<0.05），神经元凋亡率及 cle-caspase3和 cle-cas⁃
pase9蛋白表达水平均明显降低（P<0.05），而且高剂

量MLT明显优于中剂量MLT。见图 3、4。高剂量

MLT进行后续实验。

2.3 miR-130a-3p 与 ROCK2 存在靶向关系 软件

TargetScan分析显示，miR-130a-3p与ROCK2的3'非
编码区第846~852碱基处存在结合位点。PCR检测

显示，与 0 h比较，SEV作用后 2、4、6、8、10 h神经元

ROCK2 mRNA表达明显升高，10 h升高最显著（P<
0.05）；与对照组相比，过表达miR-130a-3p后miR-
130a- 3p 表 达 升 高（P<0.05），过 表 达 ROCK2 后

图5 miR-130a-3p与ROCK2靶向关系

与0 h组、SEV组、NC mimic组比较，* P<0.05，** P<0.01；与LV-ROCK2 组比较，# P<0.05；Ctrl. SEV组；NC mimic. 模拟物对

照组；miR-130a-3p mimic. miR-130a-3p模拟物；LV-ROCK2. 含ROCK2慢病毒；MLT. 褪黑激素；SEV. 七氟醚
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ROCK2 mRNA表达升高（P<0.05）。双荧光素酶报告

实验结果显示，与 NC mimic 组比较，含有 WT 及

miR-130a-3p mimic神经元荧光素酶活性明显降低

（P<0.05），而含有MUT及miR-130a-3p mimic神经

元荧光素酶活性无明显变化（P>0.05）。免疫印迹法

检测显示，与对照组比较，miR-130a-3p mimic 组

ROCK2蛋白表达明显降低（P<0.05），LV-ROCK2组

ROCK2蛋白表达明显升高（P<0.05）；与LV-ROCK2
组比较，miR-130a-3p+ROCK2组ROCK2蛋白表达

水平明显降低（P<0.05）。见图5。
2.4 ROCK2过表达对MLT预处理后SEV作用神经元

存活和凋亡的影响 与 SEV组比较，高剂量MLT组

神经元存活率明显升高、凋亡率明显降低（P<0.05），

LV-ROCK2组神经元存活率明显降低、凋亡率明显

增高（P<0.05）。与LV-ROCK2组相比，MLT+ROCK2
组神经元存活率明显增加、凋亡率明显降低（P<
0.05）。与高剂量MLT组比较，MLT+ROCK2组神经

元存活率明显降低、凋亡率明显增加（P<0.05）。见

图6。

3 讨 论

动物实验表明，SEV对于未成熟脑的神经毒性

表现为神经元凋亡[9]。既往研究显示，miR-130a-3p
可调控肿瘤细胞增殖、迁移与侵袭，具有抗肿瘤作用
[10]。Jiang等[11]研究表明，miR-130a-3p还可改善高糖

诱导的足细胞功能障碍。本文结果显示miR-130a-
3p参与调控SEV诱导的体外培养神经元凋亡过程。

MLT是脊椎动物体内重要的激素，具有调整时

差、改善睡眠、神经保护、抗肿瘤等作用。李林成等
[12]研究发现，MLT可调控miRNA-9表达，抑制脓毒症

炎性反应。Gu等 [13]研究显示，MLT可抑制miRNA-
155的表达，从而抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭。

本文结果显示MLT可通过上调miR-130a-3p水平，

下调 cle-cas3和 cle-cas9蛋白表达，抑制神经元凋

亡，从而保护SEV诱导的神经元损伤。

另外，本文通过在线预测软件TargetScan分析，

发现miR-130a-3p与ROCK2存在靶向关系。ROCK
是Rho/ROCK信号通路的关键分子，在轴突生长分

化、树突棘形成和维持以及记忆过程中有重要作用
[14]。本研究显示，SEV作用后新生大鼠皮质神经元

ROCK2 mRNA表达水平明显升高；且过表达ROCK2
可抑制神经元存活，促进其凋亡，提示ROCK2表达

上调与SEV诱导的神经毒性密切相关。这与文献报

道相似[15]。同时，本文结果发现MLT预处理MLT，明
显增加神经元miR-130a-3p表达水平，抑制ROCK2
的表达。这提示MLT可能提高调控miR-130a-3p/
ROCK2减轻SEV诱导的神经毒性。

综上所述，MLT可明显改善 SEV对新生大鼠皮

质神经元的毒性作用，机制可能是通过上调miR-
130a靶向抑制ROCK2的表达。
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综上所述，术前MRI显示的瘤周水肿程度与高

级别胶质瘤病人生存预后密切相关，重度水肿病人

预后较差；但还需要大规模和前瞻性研究进行进一

步分析，特别是需要确定这些独立生存预测因子的

关键分子机制。
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