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右美托咪定通过右美托咪定通过 miR -miR - 202044 -- 55p / BDNF / TrkBp / BDNF / TrkB 轴抑轴抑制制
七氟醚麻醉诱导七氟醚麻醉诱导 HTHT2222 细胞损伤的作用机制研究细胞损伤的作用机制研究**

张 云，康林莉

（攀钢集团总医院，四川 攀枝花 617000）
摘要摘要：：目的 探讨右美托咪定（Dex）对七氟醚（Sev）诱导的小鼠 HT22海马神经元细胞氧化损伤和神经炎症的影响，以及 miR - 204 - 5p /
脑源性神经营养因子（BDNF）/酪氨酸激酶受体 B（TrkB）轴可能的调控机制。方法 将 HT22细胞用 10 µmol / L Dex预处理 2 h后，用

3. 4%Sev 处理 6 h。将 miR - 204 - 5p mimic，miR - 204 - 5p inhibitor，BDNF siRNA 或相应阴性对照分别转染至 HT22 细胞，再进行

Dex和 /或 Sev处理。采用 CCK - 8法检测细胞活力，分别采用乳酸脱氢酶（LDH）细胞毒性试剂盒、丙二醛（MDA）检测试剂盒、白细胞

介素 6（IL - 6）和肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测试剂盒检测神经毒性、细胞损伤程度、神经炎症，采用

反转录定量聚合酶链反应（RT - qPCR）法分析相关基因表达，采用免疫印迹（Western blot）法分析相关蛋白表达。结果 Sev 能降低

HT22细胞的活力，并增加 HT22细胞中 LDH，MDA，IL - 6，TNF - α的含量，且呈剂量依赖性（P < 0. 05）。Dex能消除 Sev对 HT22细胞

活力、神经毒性、氧化损伤程度和炎性反应的影响。Sev处理使 HT22细胞中 miR - 204 - 5p的表达水平显著上升（P < 0. 05），而 BDNF
信使核糖核酸（mRNA）和蛋白表达水平均显著下降（P < 0. 05），且 p - TrkB / TrkB 水平显著下降（P < 0. 05）；与 Sev组相比，Dex + Sev
组的 miR - 204 - 5p表达水平显著下降（P < 0. 05），而 BDNF mRNA和蛋白表达水平均显著上升（P < 0. 05），且 p - TrkB / TrkB水平显

著上升（P < 0. 05）。miR - 204 - 5p inhibitor能消除 Sev诱导的神经毒性，而 miR - 204 - 5p mimic能逆转 Dex对 Sev诱导的神经毒性的

保护作用。经 TargetScan数据库分析显示，BDNF mRNA的 3'非翻译区域中有与 miR - 204 - 5p结合的互补配对应答区域；双荧光素酶

报告基因实验结果证实了 miR - 204 - 5p与 BDNF的结合关系，且 miR - 204 - 5p能负调控 HT22细胞中的 BDNF mRNA和蛋白表达。

BDNF siRNA能逆转 Dex对 Sev诱导的神经毒性的保护作用。结论 Sev通过降低 HT22细胞活力、增加 LDH释放、促进氧化损伤和炎性

反应来诱导神经毒性，而 Dex能逆转这些作用，且 Dex对 Sev诱导的神经毒性的保护是通过 miR - 204 - 5p / BDNF / TrkB轴来实现的。

关键词关键词：：右美托咪定；七氟醚；氧化应激；海马神经元；神经炎症；微小核糖核酸

Mechanism of Dexmedetomidine Inhibiting Sevoflurane Anesthesia - Induced HT22 Cell
Damage via miR - 204 - 5p / BDNF / TrkB Axis

ZHANG Yun，KANG Linli
（Pangang Group General Hospital，Panzhihua，Sichuan，China 617000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of dexmedetomidine （Dex） on sevoflurane （Sev） - induced oxidative damage and
neuroinflammation in mouse HT22 hippocampal neuronal cells，and the possible regulatory mechanisms based on miR - 204 - 5p /
brain - derived neurotrophic factor（BDNF） / tyrosine receptor kinase B（TrkB） axis. Methods HT22 cells were pre - treated
with 10 µmol / L Dex for 2 h，and then treated with 3. 4% Sev processing for 6 h. The miR - 204 - 5p mimic，miR - 204 - 5p
inhibitor，BDNF siRNA or corresponding negative control were transfected into HT22 cells，and then were treated with Dex and / or
Sev. CCK - 8 method was used to detect cell viability，and lactate dehydrogenase （LDH） cytotoxicity assay kit，malondialdehyde
（MDA） assay kit，interleukin - 6（IL - 6） enzyme - linked immunosorbent assay（ELISA） assay kit，and tumor necrosis factor - α
（TNF - α） ELISA assay kit were used to detect neurotoxicity，cellular damage，and neuroinflammation，respectively. Reverse
transcription - quantitative polymerase chain reaction（RT - qPCR） was used to analyze related gene expression，and Western blot
was used to analyze related protein expression. Results Sev could reduce the viability of HT22 cells and increase the levels of
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七氟醚（Sev）为临床常用挥发性麻醉剂，对气道刺

激性小，能快速诱导麻醉，药代动力学性能良好，被广

泛应用于诱导和维持外科手术中的全身麻醉，尤其是

儿科麻醉［1］。自首次用作麻醉剂以来，Sev已逐渐取代

许多现有麻醉剂。近年来的研究发现，Sev会诱发神经

炎症、神经元凋亡和术后认知功能障碍，这可能与其诱

导的神经毒性有关［2］。暴露于 Sev可诱导微小核糖核酸

（miRNA）表达谱的改变［3］。miRNA是一种非编码RNA
小分子，参与多种生物过程的调控。它们主要通过与目

标信使核糖核酸（mRNA）的互补序列结合来充当转录

后的基因调控因子，从而通过抑制翻译或破坏mRNA
的稳定性来导致mRNA沉默［4］。miRNA的差异表达是

对特定条件包括暴露于Sev等麻醉剂的反应，靶向miRNA
可能成为预防神经毒性的潜在靶点［5］。miR - 204 - 5p
是miRNA家族成员之一，通过损害海马神经而发生认

知功能障碍［6］，参与介导 Sev诱导的神经毒性［7］。右美

托咪定（Dex）是一种高选择性 α2肾上腺素能受体激动

剂，通过多种调节机制而发挥神经保护作用［8］。Dex对
Sev诱导的神经毒性的保护作用已在不同的研究中得

到证实，如Dex通过调节线粒体自噬来改善 Sev介导的

神经毒性［9］，Dex减轻 Sev刺激的海马细胞周期停

滞［10］。但Dex在 Sev诱导的神经毒性中的下游调控机制

尚未完全阐明。本研究中基于miR - 204 - 5p调控网络

探讨了Dex在 Sev介导的神经毒性中的调控机制，为预

防Sev诱导的神经毒性提供参考。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：7500型实时聚合酶链式反应（RT - PCR）系

统（美国 AB Applied Biosytems公司）；BX53型显微镜

（日本Olympus公司）；Nanodrop2000型分光光度计（美

国 Thermo Fisher公司）；752S / 752SPC型紫外可见分光

光度计（上海棱光技术有限公司）。

试药：Sev（货号为1612540），Dex（货号为SML0956），
均购自美国 Sigma - Aldrich公司；Lipofectamine 3000转
染试剂（美国 Invitrogen公司）；miR - 204 - 5p mimic（货

号为MBS8300703），mimic - NC（货号为MBS8309650），

miR - 204 - 5p inhibitor（货 号 为 MBS8295456），

inhibitor - NC（货 号 为 MBS8309734），均 购 自 美 国

MyBioSource公司；脑源性神经营养因子（BDNF）siRNA
（si - BDNF）及其阴性对照NC siRNA（si - NC）均由上海

GenePharma公司设计合成；CCK - 8试剂盒（货号为

C0038），乳酸脱氢酶（LDH）细胞毒性试剂盒（货号为

C0016），丙二醛（MDA）检测试剂盒（货号为 S0131M），

白细胞介素 6（IL - 6）酶联免疫吸附试验（ELISA）法检

测试剂盒（货号为PI326），肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）
ELISA法检测试剂盒（货号为 PT512），均购自上海碧云

天生物技术有限公司；TaqMan miRNA反转录试剂盒

（美国 Applied Biosystems公司）；Brilliant Ⅱ Fast SYBR
green qPCR master mix试剂（美国Agilent Technologies公
司）；抗BDNF抗体（货号为 ab108319），抗酪氨酸激酶受

体B（TrkB）抗体（货号为 ab134155），抗磷酸化TrkB（p -
TrkB）抗体（货号为 ab229908），抗甘油醛 - 3 -磷酸脱氢

酶（GAPDH）抗体（货号为ab9485），均购自美国Abcam公司。

细胞：小鼠海马神经元细胞系HT22（武汉普诺赛公

司，货号为CL - 0697）。将HT22细胞置含10%胎牛血清、

100 IU / mL青霉素和100 mg / mL链霉素的 Dulbecc's改
良细胞培养基（DMEM）中培养，培养环境为 37 ℃及

5%CO2。
1. 2 方法

预实验：Sev诱导的神经毒性实验中，用 0，1. 7%，

LDH，MDA，IL - 6，and TNF - α in HT22 cells in a dose - dependent manner（P < 0. 05）. Dex could eliminate the effects of
Sev on HT22 cell viability，neurotoxicity，degree of oxidative damage，and inflammatory response. Sev significantly up - regulated the
expression level of miR - 204 - 5p（P < 0. 05），significantly down - regulated the expression levels of BDNF messenger RNA
（mRNA） and protein（P < 0. 05），and significantly reduced the level of p - TrkB / TrkB in HT22 cells（P < 0. 05）. Compared
with those in the Sev group，the expression level of miR - 204 - 5p significantly down - regulated（P < 0. 05），the expression
levels of BDNF mRNA and protein significantly up - regulated （P < 0. 05），and the p - TrkB / TrkB levels significantly
increased in the Dex + Sev group（P < 0. 05）. miR - 204 - 5p inhibitor could eliminate Sev - induced neurotoxicity，while miR -
204 - 5p mimic could reverse the protective effect of Dex on Sev - induced neurotoxicity. TargetScan database analysis showed
that there was a complementary paired response region in the 3'UTR of BDNF mRNA that bound to miR - 204 - 5p. The results
of the dual luciferase reporter gene assay confirmed the binding relationship between miR - 204 - 5p and BDNF，and miR - 204 -
5p could negatively regulate BDNF mRNA and protein expression in HT22 cells. BDNF siRNA could reverse the protective effect
of Dex on Sev - induced neurotoxicity. Conclusion Sev induces neurotoxicity by reducing HT22 cell viability，increasing LDH
release，promoting oxidative damage and inflammatory response，while Dex can reverse these effects，and the protective effect of Dex
on Sev - induced neurotoxicity is realized through the miR - 204 - 5p / BDNF / TrkB axis.
Key wordsKey words：：dexmedetomidine；sevoflurane；oxidative stress；hippocampal neurons；neuroinflammation；microRNAs
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3. 4%，5. 1% Sev［11］处理 HT22细胞 6 h。为确定 Dex的
神经保护作用，于培养基中分别加入 0. 01，1，10，
100 µmol / L Dex［12］预处理 2 h，然后暴露于 3. 4% Sev
6 h。根据CCK - 8细胞活力检测结果，选择 3. 4%Sev和
10 µmol / L Dex进行后续实验。

细胞分组与给药：将HT22细胞分为对照组（Con组，

常规培养），Sev组（用3. 4%Sev处理6 h），Sev + inhibitor -
NC组（转染 inhibitor - NC后，用3. 4%Sev处理6 h），Sev +
miR - 204 - 5p inhibitor组（转染miR - 204 - 5p inhibitor
后，用 3. 4%Sev处理 6 h），Dex + Sev组（于培养基中加

入 10 µmol / L Dex处理 2 h后，用 3. 4%Sev处理 6 h），

Dex + Sev + mimic - NC 组（转染 mimic - NC 后，用

10 µmol / L Dex处理 2 h后，再用 3. 4%Sev处理 6 h），

Dex + Sev + miR - 204 - 5p mimic组（转染miR - 204 - 5p
mimic后，用 10 µmol / L Dex处理 2 h后，再用 3. 4%Sev
处理 6 h），Dex + Sev + si - NC组（转染 si - NC后，用

10 µmol / L Dex处理 2 h后，再用 3. 4%Sev处理 6 h），

Dex + Sev + si - BDNF 组（转 染 si - BDNF 后 ，用

10 µmol / L Dex处理 2 h后，再用 3. 4%Sev处理 6 h）。为

确定miR - 204 - 5p与BDNF的关系，将HT22细胞分为

6组，即mimic - NC组（转染mimic - NC）、miR - 204 -
5p mimic组（转染miR - 204 - 5p mimic）、inhibitor - NC
组（转染 inhibitor - NC）、miR - 204 - 5p inhibitor组（转

染miR - 204 - 5p inhibitor）、miR - 204 - 5p inhibitor +
si - NC组（共转染miR - 204 - 5p inhibitor和 si - NC）、

miR - 204 - 5p inhibitor + si - BDNF组（共转染miR -
204 - 5p inhibitor和 si - BDNF）。对于细胞转染，在 Sev
处理前24 h，使用Lipofectamine 3000试剂将mimic - NC，
miR - 204 - 5p mimic，inhibitor - NC，miR - 204 - 5p
inhibitor，si - NC，si - BDNF分别或联合转染至HT22细
胞中，采用反转录RT - PCR（qRT - PCR）法和免疫印迹

（Western blot）法检测基因和蛋白的表达水平。

CCK - 8法检测细胞活力：将 HT22细胞接种至

96孔板（5 × 103个 /孔），按预实验方法处理。培养 24 h
后，用 10 µL CCK - 8试剂处理，并在 37 ℃下培养 2 h，
用微孔板阅读器测量450 nm波长处的吸光度（OD450）。

细胞毒性、氧化应激与炎性反应相关指标测定：将

HT22细胞接种至 96孔板（5 × 103个 /孔），按预实验方

法处理，收集细胞，并用细胞裂解缓冲液裂解，于 4 ℃离

心（转速为 3 000 r / min）10 min后收集上清液。用 LDH
细胞毒性试剂盒检测上清液中 LDH的含量，以确定

HT22细胞的神经毒性；用MDA检测试剂盒检测上清液

中MDA的水平，以确定HT22细胞的氧化损伤程度；用

IL - 6和 TNF - α ELISA法检测试剂盒测定上清液中

IL - 6和TNF - α的表达水平，以确定HT22细胞的神经

炎症。严格按试剂盒说明书操作。

RT - qPCR法检测 BDNF / TrkB通路基因表达量：

用 TRIzol试剂提取 HT22细胞的总 RNA，用 TaqMan
miRNA反转录试剂盒反转录成 cDNA，用 Brilliant Ⅱ
Fast SYBR green qPCR master mix试剂和RT - PCR系统

进行 RT - qPCR。以 GAPDH和 U6为内参，采用 2 - ΔΔCt
法计算基因的相对表达量。在统计分析中，第 1组设为

“1”，作为对照。引物序列见表1。
表1 基因引物序列

Tab. 1 Gene primer sequence

基因

miR - 204 - 5p

BDNF

GAPDH

U6

正向

5' - TCCCTTTGTCATCCTATGCCTGA - 3'
5' - AGAAGAGTGATGACCATC - 3'
5' - TTAAGAGGGATGCTGCCC - 3'
5' - CCAGATCATGTTTGAGACCTTCAA - 3'

反向

5' - TGAACGTCCCTTTGCCTTCCC - 3'
5' - ATAAATCCACTATCTTCC - 3'
5' - CAGGGTTTCTTACTCCTT - 3'
5' - CCAGAGGCGTACAGGGATAGC - 3'

Western blot法检测 BDNF / TrkB通路相关蛋白表

达水平：用放射免疫共沉淀法测定裂解缓冲液，提取总

蛋白，并用双喹啉酸测定试剂盒进行定量，用 10%十二

烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）分离

50 µg蛋白样本，并将其转移至聚偏氟乙烯膜上，用 5%
脱脂牛奶封闭膜 1 h，与一抗于 4 ℃孵育过夜，用过氧化

物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）孵育薄膜，并

用增强化学发光试剂显影。以 GAPDH为内参，采用

Image J 1. 8. 0软件分析灰度值。

双荧光素酶报告基因检测实验：通过TargetScan数
据库预测miR - 204 - 5p与 BDNF的结合位点，将含有

miR - 204 - 5p结合位点的BDNF 3'非翻译区域（UTR）
野生型（WT）和突变型（MUT）序列克隆至pGL3载体中，

生成pGL3 - BDNF 3'UTR - WT（BDNF - WT）和pGL3 -
BDNF 3'UTR - MUT（BDNF - MUT）质粒（结构见图1）。
用Lipofectamine 3000将BDNF -WT和BDNF -MUT质粒

分别与miR - 204 - 5p - mimic或mimic - NC共同转染

HT22细胞，用双荧光素酶检测系统测量相对荧光素酶的

活性。相对荧光素酶活性 =萤火虫荧光值 /海肾荧光值。

图1 质粒结构

Fig. 1 Plasmid structures
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1. 3 统计学处理

采用 SPSS 21. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，两组间比较行 t检验，多组间比较行单因素方差

分析（ANOVA），组间两两比较行 LSD检验。P < 0. 05为
差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 Dex 减轻 Sev 所致 HT22 海马神经元的神经毒性

首先用不同浓度（0，1. 7%，3. 4%，5. 1%）的 Sev处
理HT22细胞，结果显示，Sev能显著降低HT22细胞的

活力（P < 0. 05），并显著增加HT22细胞中 LDH，MDA，
IL - 6，TNF - α的含量（P < 0. 05），且呈剂量依赖性

（P < 0. 05）。详见表 2。随后用不同浓度（0. 01，1，10，
100 µmol / L）的Dex对HT22细胞进行预处理 2 h，再暴

露于 3. 4%Sev 中 6 h。结果显示，相较于 3. 4%Sev，

1 µmol / L Dex + 3. 4%Sev和 10 µmol / L Dex + 3. 4%Sev
能显著增加 HT22细胞的活力（P < 0. 05），并显著降

低 LDH，MDA，IL - 6，TNF - α的含量（P < 0. 05），且

10 µmol / L Dex对 Sev引起的神经毒性的改善作用显

著优于 1 µmol / L Dex（P < 0. 05）。详见表 3。故选择

10 µmol / L Dex + 3. 4%Sev进行后续实验。

2. 2 Dex 抑制 Sev 对 miR - 204 - 5p 和 BDNF /
TrkB 通路相关蛋白表达的影响

与Con组相比，Sev组的HT22细胞中miR - 204 - 5p
的表达水平显著上升（P < 0. 05），而BDNF mRNA和蛋

白表达水平均显著下降（P < 0. 05），且 p - TrkB / TrkB
水平显著下降（P < 0. 05）；与Sev组相比，Dex + Sev组的

miR - 204 - 5p的表达水平显著下降（P < 0. 05），而

BDNF mRNA和蛋白表达水平均显著上升（P < 0. 05），

且 p - TrkB / TrkB水平显著上升（P < 0. 05）。详见图 2
和表4。
2. 3 抑制 miR - 204 - 5p 表达与消除 Sev 诱导的神

经毒性作用

与Sev组相比，Sev + inhibitor - NC组的miR - 204 - 5p

表3 Dex消除Sev对HT22细胞活力、神经毒性、氧化损伤程度与炎性反应的影响（X ± s，n = 3）
Tab. 3 Effect of Dex eliminating Sev on HT22 cell viability，neurotoxicity，degree of oxidative damage，and inflammatory response

（X ± s，n = 3）

浓度

3. 4%Sev
0. 01 µmol / L Dex + 3. 4%Sev
1 µmol / L Dex + 3. 4%Sev
10 µmol / L Dex + 3. 4%Sev
100 µmol / L Dex + 3. 4%Sev
F值

P值

MS组内

细胞活力（%）

51. 26 ± 6. 03
52. 33 ± 4. 25
65. 64 ± 4. 68*#
87. 96 ± 6. 74*△
50. 61 ± 5. 36□

25. 538
< 0. 001
30. 097

LDH（U / L）
44. 23 ± 4. 37
43. 03 ± 5. 68
31. 96 ± 3. 14*#
11. 34 ± 1. 13*△
42. 79 ± 3. 62□

38. 633
< 0. 001
15. 120

MDA（nmol / mg）
9. 14 ± 0. 93
8. 94 ± 0. 35
7. 03 ± 0. 36*#
5. 32 ± 0. 46*△
9. 11 ± 1. 21□

15. 437
< 0. 001
0. 559

IL - 6（pg / mL）
85. 62 ± 8. 26
82. 28 ± 6. 74
61. 34 ± 5. 85*#
30. 25 ± 5. 03*△
84. 64 ± 4. 68□

43. 391
< 0. 001
39. 016

TNF - α（pg / mL）
34. 19 ± 4. 33
31. 25 ± 4. 26
22. 13 ± 2. 03*#
12. 51 ± 1. 84*△
32. 28 ± 3. 23□

22. 562
< 0. 001
10. 967

注：与3. 4%Sev相比，*P < 0. 05；与0. 01 µmol / L Dex + 3. 4%Sev相比，#P < 0. 05；与1 µmol / L Dex + 3. 4%Sev相比，△P < 0. 05；
与10 µmol / L Dex + 3. 4%Sev相比，□P < 0. 05。

Note：Compared with 3. 4% Sev，*P < 0. 05；Compared with 0. 01 µmol / L Dex + 3. 4% Sev，#P < 0. 05；Compared with 1 µmol / L Dex +
3. 4% Sev，△P < 0. 05；Compared with 10 µmol / L Dex + 3. 4% Sev，□P < 0. 05.
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表2 Sev对小鼠HT22海马神经元细胞活力、神经毒性、氧化损伤

程度与炎性反应的影响（X ± s，n = 3）
Tab. 2 Effect of Sev on the viability，neurotoxicity，degree of oxi⁃
dative damage，and inflammatory response of HT22 hippocampal

neurons in mice（X ± s，n = 3）

Sev浓度

0
1. 7%
3. 4%
5. 1%
F值

P值

MS组内

细胞活力（%）

100. 06 ± 1. 06
87. 33 ± 6. 32*
51. 26 ± 6. 11#
17. 34 ± 2. 34△
199. 542
< 0. 001
20. 968

LDH（U / L）
6. 32 ± 0. 86
15. 48 ± 1. 22*
44. 26 ± 5. 15#
95. 73 ± 6. 85△
256. 829
< 0. 001
18. 918

MDA（nmol / mg）
3. 96 ± 0. 41
5. 62 ± 0. 62*
9. 13 ± 1. 12#
16. 25 ± 1. 43△

92. 565
< 0. 001
0. 963

IL - 6（pg / mL）
20. 25 ± 2. 06
34. 84 ± 4. 18*
85. 33 ± 7. 25#
136. 95 ± 10. 65△

179. 581
< 0. 001
46. 925

TNF - α（pg / mL）
9. 87 ± 1. 33
16. 62 ± 1. 64*
33. 79 ± 2. 28#
85. 67 ± 4. 71△
443. 378
< 0. 001
7. 960

注：与 0 Sev相比，*P < 0. 05；与 1. 7%Sev相比，#P < 0. 05；
与3. 4%Sev相比，△P < 0. 05。

Note：Compared to 0 Sev，*P < 0. 05；Compared with 1. 7% Sev，
#P < 0. 05；Compared with 3. 4% Sev，△P < 0. 05.

BDNF

TrkB

p - TrkB

GAPDH

Con组 Sev组 Dex + Sev组
28 000

92 000

92 000

36 000

图2 免疫印迹法分析各组HT22细胞中BDNF和TrkB蛋白表达水平

Fig. 2 Comparison of BDNF and TrkB protein expression levels
in HT22 cells in each group detected by the Western blot
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表达水平、HT22细胞活力及LDH，MDA，IL - 6，TNF - α
含量均无显著差异（P > 0. 05）；与 Sev + inhibitor - NC
组相比，Sev + miR - 204 - 5p inhibitor组的miR - 204 - 5p
表达水平显著下降（P< 0. 05），细胞活力显著升高（P< 0. 05），
且LDH，MDA，IL - 6，TNF - α含量均显著下降（P < 0. 05）。

详见表5。
2. 4 miR - 204 - 5p 过表达逆转 Dex 对 Sev 诱导的

神经毒性的保护作用

与Dex + Sev组相比，Dex + Sev + mimic - NC组的

miR - 204 - 5p 表达水平、HT22 细胞活力及 LDH，
MDA，IL - 6，TNF - α含量均无显著差异（P > 0. 05）；与

Dex + Sev + mimic - NC组相比，Dex + Sev + miR - 204 - 5p
mimic组的miR - 204 - 5p表达水平显著升高（P < 0. 05），细
胞活力显著降低（P < 0. 05），且LDH，MDA，IL - 6，TNF - α
含量均显著升高（P < 0. 05）。详见表6。
2. 5 miR-204-5p靶向调控HT22细胞中BDNF的作用

通过 TargetScan数据库分析显示，BDNF mRNA的

3'UTR中有与miR - 204 - 5p结合的互补配对应答区域

（见图 3）。双荧光素酶报告基因实验结果显示，仅miR -
204 - 5p mimic组的 BDNF - WT细胞的荧光素酶活性

显著降低（P < 0. 05），miR - 204 - 5p mimic组的BDNF -
MUT细胞、mimic - NC组的BDNF - WT细胞和BDNF -
MUT细胞的荧光素酶活性均无显著变化（P > 0. 05），

证实了miR - 204 - 5p与BDNF的结合关系。详见表 7。
RT-qPCR法和Western blot法分析结果显示，与mimic - NC
组相比，miR - 204 - 5p mimic组的BDNF mRNA和蛋白

表达水平均显著下降（P < 0. 05）；与 inhibitor - NC组相

比，miR - 204 - 5p inhibitor组的BDNF mRNA和蛋白表

达水平均显著上升（P < 0. 05）；与 miR - 204 - 5p
inhibitor + si - NC组相比，miR - 204 - 5p inhibitor + si -
BDNF组的 BDNF mRNA和蛋白表达水平均显著下降

（P < 0. 05）。详见图 4和表 8，表明miR - 204 - 5p能靶

表5 各组HT22细胞活力、神经毒性、氧化损伤程度与炎性反应比较（X ± s，n = 3）
Tab. 5 Comparison of HT22 cell viability，neurotoxicity，degree of oxidative damage，and inflammatory response in each group

（X ± s，n = 3）

组别

Sev组
Sev + inhibitor - NC组

Sev + miR - 204 - 5p inhibitor组
F组

P组

MS组内

miR - 204 - 5p
1. 00 ± 0. 00
1. 02 ± 0. 02
0. 19 ± 0. 01*#
4 036. 200
< 0. 001
0. 001

细胞活力（%）

51. 26 ± 5. 32
51. 35 ± 4. 11
88. 62 ± 4. 26*#

65. 947
< 0. 001
21. 114

LDH（U / L）
44. 23 ± 2. 84
43. 91 ± 3. 71
17. 36 ± 1. 09*#

92. 993
< 0. 001
7. 673

MDA（nmol / mg）
9. 14 ± 2. 02
9. 16 ± 0. 74
6. 06 ± 0. 18*#

6. 147
0. 035
1. 553

IL - 6（pg / mL）
85. 62 ± 3. 67
86. 06 ± 4. 11
32. 43 ± 3. 21*#
210. 459
< 0. 001
13. 555

TNF - α（pg / mL）
34. 19 ± 2. 86
34. 37 ± 3. 27
15. 36 ± 1. 09*#

53. 536
< 0. 001
6. 687

注：与Sev组相比，*P < 0. 05；与Sev + inhibitor - NC组相比，#P < 0. 05。
Note：Compared with those in the Sev group，*P < 0. 05；Compared with those in the Sev + inhibitor - NC group，#P < 0. 05.

表6 各组HT22细胞活力、神经毒性、氧化损伤程度与炎性反应比较（X ± s，n = 3）
Tab. 6 Comparison of HT22 cell viability，neurotoxicity，degree of oxidative damage，and inflammatory response in each group（X ± s，n = 3）

组别

Dex + Sev组
Dex + Sev + mimic - NC组

Dex + Sev + miR - 204 - 5p mimic组
F组

P组

MS组内

miR - 204 - 5p
1. 00 ± 0. 00
1. 02 ± 0. 02
2. 57 ± 0. 15*#
318. 852
< 0. 001
0. 008

细胞活力（%）

87. 96 ± 6. 74
87. 33 ± 5. 84
46. 82 ± 4. 36*#

50. 749
< 0. 001
32. 848

LDH（U / L）
11. 34 ± 1. 13
11. 58 ± 0. 75
25. 76 ± 1. 39*#
162. 694
< 0. 001
1. 257

MDA（nmol / mg）
5. 32 ± 0. 86
5. 44 ± 0. 32
7. 25 ± 0. 39*#
10. 586
0. 011
0. 331

IL - 6（pg / mL）
30. 25 ± 5. 03
30. 68 ± 2. 58
69. 73 ± 6. 17*#

66. 056
< 0. 001
23. 342

TNF - α（pg / mL）
12. 51 ± 1. 84
12. 29 ± 1. 01
35. 37 ± 2. 36*#
158. 689
< 0. 001
3. 325

注：与Dex + Sev组相比，*P < 0. 05；与Dex + Sev + mimic - NC组相比，#P < 0. 05。
Note：Compared with those in the Dex + Sev group，*P < 0. 05；Compared with those in the Dex + Sev + mimic - NC group，#P < 0. 05.
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表4 各组HT22细胞中miR - 204 - 5p和BDNF / TrkB通路

相关蛋白表达水平比较（X ± s，n = 3）
Tab. 4 Comparison of miR - 204 - 5p and BDNF / TrkB

pathway - related protein expression levels in HT22 cells in each
group（X ± s，n = 3）

组别

Con组

Sev组
Dex + Sev组
F值

P值

MS组内

miR - 204 - 5p
1. 00 ± 0. 00
4. 56 ± 0. 21*
1. 72 ± 0. 08#
631. 414
< 0. 001
0. 017

BDNF mRNA
1. 00 ± 0. 00
0. 43 ± 0. 06*
0. 94 ± 0. 12#
49. 050
< 0. 001
0. 006

BDNF蛋白

1. 00 ± 0. 00
0. 32 ± 0. 04*
0. 81 ± 0. 11#
80. 869
< 0. 001
0. 005

p - TrkB / TrkB
0. 47 ± 0. 04
0. 09 ± 0. 01*
0. 32 ± 0. 03#
126. 808
< 0. 001
0. 001

注：与Con组相比，*P < 0. 05；与Sev组相比，#P < 0. 05。
Note：Compared with those in the Con group，*P < 0. 05；Com‑

pared with those in the Sev group，#P < 0. 05.
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表9 各组HT22细胞活力、神经毒性、氧化损伤程度与炎性反应比较（X ± s，n = 3）
Tab. 9 Comparison of HT22 cell viability，neurotoxicity，degree of oxidative damage，and inflammatory response in each group

（X ± s，n = 3）

组别

Dex + Sev组
Dex + Sev + si - NC组

Dex + Sev + si - BDNF组

F值

P值

MS组内

BDNF mRNA
1. 00 ± 0. 00
1. 02 ± 0. 13
0. 33 ± 0. 04*#
75. 032
< 0. 001
0. 006

BDNF蛋白

1. 00 ± 0. 00
1. 02 ± 0. 11
0. 14 ± 0. 02*#
181. 728
< 0. 001
0. 004

p - TrkB / TrkB
0. 94 ± 0. 13
0. 96 ± 0. 12
0. 12 ± 0. 02*#
65. 224
< 0. 001
0. 011

细胞活力（%）

87. 96 ± 6. 74
88. 08 ± 8. 26
41. 62 ± 5. 33*#

45. 465
< 0. 001
47. 355

LDH（U / L）
11. 34 ± 1. 13
11. 49 ± 1. 06
30. 73 ± 3. 28*#

85. 057
< 0. 001
4. 386

MDA（nmol / mg）
5. 32 ± 0. 86
5. 56 ± 0. 71
8. 75 ± 1. 25*#
11. 759
0. 008
0. 935

IL - 6（pg / mL）
30. 25 ± 5. 03
31. 02 ± 4. 25
76. 84 ± 7. 34*#

65. 879
< 0. 001
32. 413

TNF - α（pg / mL）
12. 51 ± 1. 84
12. 71 ± 2. 03
29. 67 ± 4. 85*#

28. 142
0. 001
10. 343

注：与Dex + Sev组相比，*P < 0. 05；与Dex + Sev + si - NC组相比，#P < 0. 05。
Note：Compared with those in the Dex + Sev group，*P < 0. 05；Compared with those in the Dex + Sev + si - NC group，#P < 0. 05.
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表8 miR - 204 - 5p靶向调控各组HT22细胞中BDNF的蛋白

表达水平比较（X ± s，n = 3）
Tab. 8 Comparison of BDNF expression levels in HT22 cells

targeted by miR - 204 - 5p（X ± s，n = 3）

组别

mimic - NC组

miR - 204 - 5p mimic组
inhibitor - NC组

miR - 204 - 5p inhibitor组
miR - 204 - 5p inhibitor + si - NC组

miR - 204 - 5p inhibitor + si - BDNF组

BDNF mRNA
1. 00 ± 0. 00
0. 27 ± 0. 02
1. 01 ± 0. 04
3. 64 ± 0. 18
3. 63 ± 0. 16
0. 96 ± 0. 12

t值

63. 220

24. 705

23. 123

P值

< 0. 001

< 0. 001

< 0. 001

BDNF蛋白

1. 00 ± 0. 00
0. 22 ± 0. 03
0. 99 ± 0. 06
1. 86 ± 0. 14
1. 84 ± 0. 15
0. 87 ± 0. 08

t值

45. 033

9. 893

9. 883

P值

< 0. 001

0. 001

0. 001

BDNF

TrkB

p - TrkB
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Sev +
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NF组
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图5 免疫印迹法分析各组HT22细胞中BDNF / TrkB通路

相关蛋白表达水平

Fig. 5 Expression levels of BDNF / TrkB pathway - related proteins
in HT22 cells in each group detected by the Western blot

图3 TargetScan数据库分析miR - 204 - 5p与BDNF的结合位点

Fig. 3 Binding sites of miR - 204 - 5p to BDNF in the

TargetScan database

表7 各组HT22细胞中相对荧光素酶活性比较（X ± s，n = 3）
Tab. 7 Comparison of relative luciferase activity in HT22 cells in

each group（X ± s，n = 3）

组别

mimic - NC组

miR - 204 - 5p mimic组
t值
P值

BDNF - WT
1. 01 ± 0. 01
0. 36 ± 0. 04
27. 305
< 0. 001

BDNF - MUT
1. 02 ± 0. 11
1. 01 ± 0. 13
0. 102
0. 924

t值
0. 157
8. 277

P值

0. 883
0. 001

BDNF

GAPDH

miR -
204 -

5p inh
ibitor

+ si -
BDNF

组

miR -
204 -

5p inh
ibitor
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NC组
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miR -
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ic组
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- NC组
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图4 免疫印迹法分析各组HT22细胞中BDNF蛋白表达水平

Fig. 4 Comparison of BDNF protein expression levels in HT22

cells in each group detected by the Western blot

向调控HT22细胞中BDNF的表达。

2. 6 BDNF 沉默逆转 Dex 对 Sev 诱导的神经毒性的

保护作用

与 Dex + Sev 组相比，Dex + Sev + si - NC 组的

BDNF mRNA和蛋白表达水平、p - TrkB / TrkB水平、

HT22细胞活力，以及 LDH，MDA，IL - 6，TNF - α含量

均无显著差异（P > 0. 05）；与 Dex + Sev + si - NC组相

比，Dex + Sev + si - BDNF组的 BDNF mRNA和蛋白表

达水平、p - TrkB / TrkB水平、HT22细胞活力均显著下

降（P < 0. 05），而 LDH，MDA，IL - 6，TNF - α含量均显

著上升（P < 0. 05）。详见图5和表9。
3 讨论

与其他麻醉剂相比，Sev因具有低血气溶解度、快

速起效等优点而受到广泛关注。越来越多的研究表明，

暴露于 Sev可能会诱发神经毒性［13 - 14］，这种细胞毒性

已在多项研究中得到证实。在动物实验研究中，反复或

长期暴露于 Sev对发育中的大脑具有神经毒性。用 Sev
对小鼠进行麻醉，会诱导后代的社会互动缺陷［15］；婴儿
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期暴露于 Sev麻醉的猴子在青春期增加了与焦虑相关

的行为［16］，且在猴子婴儿期的早期重复 Sev麻醉可导致

焦虑表型，这种表型会随时间的推移而持续存在［17］。一
项对 13 433名儿童的 46项神经发育结果的比较显示，

多次暴露于 Sev与运动功能低下、手部灵活性较差、社

交评分较低的风险增加有关［18］。HT22细胞是一种小鼠

海马神经元，广泛用于分析与神经毒性相关的体外神

经元模型［19］。本研究中发现，Sev能抑制HT22细胞生

长，并增加LDH释放，证实 Sev会对HT22海马神经元细

胞产生毒性，与既往研究［11］一致。氧化应激和神经炎症

是与中枢神经系统细胞毒性效应相关的最常见事件，

通过对氧化应激损伤标志物MDA和炎性因子（IL - 6和
TNF - α）水平的检测结果表明，Sev可通过引起氧化损

伤和神经炎症介导HT22细胞毒性。有研究证实，Dex可
减轻麻醉剂引起的神经毒性。Dex通过细胞外调节蛋白

激酶1 / 2 -环磷腺苷效应元件结合蛋白 - BDNF（ERK1 / 2 -
CREB - BDNF）通路预防丙泊酚诱导的原代海马神经

元神经毒性［20］，可通过调节核因子 - κB（NF - κB）通路

防止地氟醚触发的运动神经元死亡［21］，通过沉寂信息

调节因子1（SIRT1）抑制介导的转录因子叉头盒蛋白O3a
（FOXO3a）激活来减弱利多卡因介导的神经毒性［22］，通
过减弱异丙酚诱导的新生大鼠海马体神经凋亡［23］和调

节谷氨酸在异氟醚诱导的神经元损伤中发挥保护作

用［24］，还能通过 α2肾上腺素受体减弱 Sev诱导的神经

认知障碍［25］，也可减轻 Sev引起的小鼠神经元凋亡、海

马病理损伤、学习和记忆能力障碍［26］。本研究结果也显

示，Dex能降低 Sev处理的HT22细胞中的 LDH，MDA，
IL - 6，TNF - α含量，提示Dex能减轻HT22细胞中 Sev
引起的氧化损伤和炎性反应，从而缓解 Sev诱导的神经

毒性。

miRNA为内源性非编码小RNA，长度约为18～24个
核苷酸。有研究表明，miRNA在各种神经系统疾病中

起重要的调节作用，包括麻醉剂诱导的神经毒性［27］。
miR - 107的上调减轻了 6 -羟基多巴胺介导的神经毒

性［28］，抑制 miR - 375可减轻氯胺酮引起的神经毒

性［29］。miR - 204 - 5p是一种参与复杂细胞过程的miRNA，
已被发现在暴露于 Sev的新生小鼠海马神经元中上

调［30］，且参与介导 Sev诱导的细胞毒性［7］，能通过调节

胶质母细胞瘤细胞中的核因子 -红细胞 2相关因子 2 /
抗氧化反应元件（Nrf2 / ARE）抗氧化信号通路来增强

替莫唑胺的耐药性［31］。miR - 204 - 5p还可通过调节

CoCl2诱导的氧化应激和炎性反应来抑制人脐静脉内皮

细胞（HUVEC）的增殖［32］。本研究中也发现，Sev处理的

HT22细胞中miR - 204 - 5p的表达水平升高，且抑制

miR - 204 - 5p的表达能在一定程度上消除 Sev诱导的

氧化损伤和炎性反应，证实 miR - 204 - 5p参与介导

Sev诱导的神经毒性。除与 Sev诱导的神经毒性有关外，

miR - 204 - 5p也被发现与Dex的神经保护机制有关。

Dex预处理可通过抑制miR - 204 - 5p的表达来减轻

Sev引发的神经毒性和细胞凋亡［33］。本研究中也发现，

Dex能降低 Sev处理的HT22细胞中miR - 204 - 5p的表

达水平，而miR - 204 - 5p过表达能逆转 Dex对 Sev处
理的HT22细胞氧化损伤和炎性反应的改善作用，表明

Dex可能通过下调miR - 204 - 5p来减轻 Sev诱导的神

经炎症和氧化损伤。

miRNA可通过靶向靶基因的 3' - UTR，在转录后

水平上调节基因表达，miRNA / mRNA调节机制在麻醉

剂引起的神经毒性中也有报道。miR - 496过表达通过

调节Rho相关卷曲激酶 2（ROCK2）改善丙泊酚介导的

神经毒性［34］，miR - 137通过靶向赖氨酸特异性去甲基

化酶 1（LSD1）缓解麻醉剂刺激的背根神经节神经元的

神经毒性［35］。本研究中证实了BDNF是miR - 204 - 5p
的下游靶标，miR - 204 - 5p可负调控 HT22细胞中

BDNF的表达。BDNF为中枢神经系统中分布最广泛的

神经营养因子，是中枢神经系统中神经突生长、突触可

塑性和功能性神经元连接选择的关键调节因子，影响

海马体中的成体神经发生［36］。BDNF可刺激和促进神经

细胞的生长和分化，防止神经元损伤和死亡［37］，可减少

氧 - 葡萄糖剥夺 / 再氧合神经元的凋亡［38］，并促进新

生儿缺氧缺血性脑病发生后的神经元存活［39］。BDNF的
功能主要由细胞表面受体 TrkB控制。通过 TrkB受体，

BDNF能刺激包括磷脂酰肌醇 3 -激酶 /丝氨酸 -苏氨

酸蛋白激酶（PI3K / Akt）在内的各种信号通路，从而在

神经系统的发育和功能实现中发挥重要作用［40］。已有

研究证实，靶向BDNF / TrkB通路有助于逆转神经元凋

亡，减轻甲基苯丙胺［41］、丙泊酚［42］和 Sev［43］诱导的神经

毒性。miR - 204 - 5p的上调导致小鼠海马神经元发生

和认知障碍模型中BDNF水平的降低［44］，Dex可通过上

调 BDNF减轻丙泊酚诱导的海马神经元凋亡［20］。本研

究中发现，BDNF和p - TrkB在Sev诱导的HT22细胞中的

表达水平下降，而Dex处理显著升高了BDNF和p - TrkB
的表达水平；此外，挽救实验结果表明，BDNF沉默可消

除 Dex对 Sev诱导的HT22细胞神经毒性的保护作用。

基于上述研究推测，Dex预处理可通过miR - 204 - 5p
上调BDNF来激活 TrkB途径，从而调节神经元活力，预

防Sev诱导的神经毒性。

综上所述，Sev通过降低细胞活力、增加LDH释放、

促进氧化损伤和炎性反应来诱导神经毒性，而Dex能逆
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转这些作用，且Dex对 Sev诱导的神经毒性的保护是通

过miR - 204 - 5p / BDNF / TrkB轴来实现的。这些结果

可能为Dex治疗 Sev诱导的神经毒性提供一定理论依

据。但本研究仍存在局限性：1）本研究未在动物模型中

验证Dex处理的保护机制；2）miR - 204 - 5p还有很多

其他下游靶点，本研究中仅选择BDNF进行分析；3）Dex
处理是否能调节 Sev诱导的神经毒性中的其他miRNA
仍不清楚。未来仍需研究Dex在 Sev诱导的神经毒性中

更多潜在的miRNA机制，选择miR - 204 - 5p的其他下

游靶点进行分析，并在动物模型中验证Dex的潜在保护

机制。
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