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异丙酚上调 miＲ － 21 表达改善大鼠缺血 /再灌注损伤学习记忆的机制

丰 亮1，2，曹 苏2

( 1． 南通市第二人民医院 麻醉科，江苏 南通 226002; 2． 南通大学附属医院 麻醉手术科，江苏 南通 226001)

【摘 要】目的: 研究异丙酚对大鼠缺血 /再灌注损伤后学习记忆的影响及机制。方法: 建立大鼠脑中动脉缺血( MCAO) 模型，

实验分为假手术组、模型组、异丙酚处理组、miＲ-21 类似物组; 水迷宫检测大鼠学习记忆; 免疫印迹和免疫荧光检测损伤侧海

马自噬相关蛋白表达; 聚合酶链锁反应( QＲT-PCＲ) 检测 miＲ-21 的表达水平。结果: 和假手术组比较，模型组海马组织 miＲ-21
水平下降( P ＜ 0. 05) ，空间记忆下降，自噬性死亡相关蛋白 Beclin1、LC3-Ⅱ蛋白表达上升( P ＜ 0. 05) 。而异丙酚处理能够逆转

中动脉缺血引起的 miＲ-21 的下降，改善学习记忆，下调 Beclin1 和 LC3-Ⅱ的表达( P ＜ 0. 05) 。miＲ-21 类似物也能阻止 MCAO
造模引起的 miＲ-21 的下降、改善学习记忆、阻止 Beclin1 和 LC3-Ⅱ的表达( P ＜ 0. 05) 。结论: 异丙酚通过上调 miＲ-21 从而阻

止缺血再灌注海马细胞自噬性死亡和学习记忆下降。
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Propofol improves learning and memory in rats following ischemia /reperfusion injury
via up-regulating miＲ －21 expression

FENG Liang，CAO Su
Department of Anesthesiology，Nantong Second People's Hospital，Nantong 226002，China

【Abstract】Objective: To investigate the effects of propofol on learning and memory in rats after ischemia / reperfusion injury． Methods: Middle cerebral ar-

tery occlusion ( MCAO) model was established in rats that were divided into groups of sham operation，model，propofol treatment miＲ-21 mimic interven-

tion． Water maze test was performed to assess learning and memory． Immunoblotting and immunofluorescence as well as real-time polymerase chain reaction

( ＲT-PCＲ) were used to determine the expression of related protein and expression level of miＲ-21 in the injured hippocampus． Ｒesults: miＲ-21 level was

significantly decreased in the model group compared to the sham operation group( P ＜ 0. 05) ． Impaired spatial memory and increased expression of autoph-

agic death-related protein Beclin1 and LC3-Ⅱ levels were also noted in rats in the model group( P ＜ 0. 05) ． Both propofol and miＲ-21 mimic intervention

indicated reversed decline of miＲ-21 level following MCAO，improved memory and checked increase of Beclin1 and LC3-Ⅱ expression ( all P ＜ 0. 05 ) ．

Conclusion: Propofol may prevent autophagic death and decline of learning and memory through up-regulating the miＲ-21 expression in rats following is-

chemia / reperfusion．

【Key words】propofol; cerebral ischemia reperfusion; miＲ-21; autophagy

异丙酚( propofol) 是一种快速有效的全身麻醉

剂，具有起效快、麻醉时间短、副作用小等临床特点，

常被用于各科麻醉和重症病人的镇静。异丙酚对缺

血再灌注损伤具有一定的保护作用，如在小肠、肝

脏、肾脏、心肌等［1 － 4］。异丙酚对脑组织缺血再灌注

损伤也有保护作用［5 － 6］。有研究报道异丙酚可能激

活细胞存活信号通路磷脂酰肌醇 3-激酶( PI3Ks) ，

阻止海马锥体细胞死亡而发挥保护脑缺血再灌注的

损伤［7］。然而异丙酚调控下游的信号通路及保护

机制尚不清楚。微小 ＲNA-21 ( miＲ-21) 是一种研究

较早的 miＲNA。miＲ-21 的研究主要集中在调控肿

瘤细胞的生物活性［8 － 9］。已有的报道指出大脑缺血

再灌注损伤可能下调 miＲ-21 的水平促进神经细胞

的死亡［10］。本研究主要解答异丙酚是否通过影响
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miＲ-21 而发挥保护脑缺血再灌注损伤，并从细胞自

噬的角度研究相关的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 主要仪器与试剂 Morris 水迷宫( XＲ-XM101，

上海欣软生物) ，激光共聚焦显微 镜 ( FV1000，O-
LYMPUS，日本) ，Beclin1 抗体( CST，美国) ，LC3B 抗

体( CST，美国) ，miＲ-21 类似物( 上海吉玛，中国) ，

异丙酚 ( 批 号: 040607015，Fresenius Kabi 公 司，德

国) 。
1． 2 大鼠大脑中动脉栓塞( MCAO) 模型 清洁级

雄性 Sprague-Dawley( SD) 大鼠 35 只( 体质量 200 ～
250 g) 购于上海斯莱克实验动物有限责任公司。自

然光照，动物自由进食、饮 水，室 温 控 制 在 ( 22 ±
2) ℃。通过 10%的水合氯醛( 4 mL /kg) 麻醉后局部

消毒备皮，沿颈部正中切口 2 ～ 2. 5 cm，然后分离颈

总动脉，沿左侧颈总动脉分离颈外、颈内动脉，结扎

并游离颈外、颈内动脉近心端。沿切口插入直径为

0. 3 mm 尼龙线，将尼龙线轻轻插入颈内动脉，120
min 后拔出。假手术组大鼠仅暴露、分离结扎血管。
1． 3 实验动物及分组 实验分为 4 组( n = 8 ) ，分

别为假手术组、模型组、异丙酚处理组、miＲ-21 类似

物组。异丙酚组为缺血后异丙酚治疗组，线栓阻断

动脉血流成功后尾静脉滴注 50 mg / ( kg·h ) ( 30
min) 异丙酚; miＲ-21 类似物组为线栓阻断动脉血流

成功后经腹腔注射 200 μL miＲ-21 类似物，2 h 后恢

复大脑中动脉的血流。造模 7 d 后进行行为学、分

子生化等实验。
1． 4 Morris 水迷宫 共经历时 4 d 学习，训练开始

时，将平台置于第二象限。自由录像记录系统记录

大鼠找到平台的时间( escape latency) ，4 次训练将

大鼠分别从四个不同的起始点( 不同象限) 放入水

中。大鼠找到平台后或 60 s 内找不到平台( 潜伏期

记为 60 s) ，则由实验者将其拿上平台，在平台上休

息 15 s，再进行下一次实验。第 5 天进行空间探索

实验，撤除原平台，将大鼠任一个入水点记录大鼠

1 min在平台所在象限停留的时间。
1． 5 荧光定量 PCＲ 收集损伤侧海马组织，提取

ＲNA 后根据逆转录试剂盒合成 cDNA，以 cDNA 为

模板，在荧光定量 PCＲ 仪上进行检测，以 U6 为内

参，算出各组 miＲ-21 的相对表达量。引物序列如

下。miＲ-21: Forward 5'-TGTACCACCTTGTCGG-3'，
Ｒeverse 5'-TGCTGTTGCCATGAGAT-3'; U6: Forward
5'-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3'; Ｒeverse 5'-AAA-
TA TGGAACGCTTCACGA-3'。
1． 6 免疫印迹 将海马组织置于 2 mL 匀浆器中，

加 400 μL 单去污剂裂解液( 含 PMSF) 于匀浆器中

匀浆，然后置于冰上，裂解海马组织。将裂解液移至

1. 5 mL 离心管，然后在 4 ℃ 下 12 000 r /min 离心

5 min，取上清分装于 0. 5 mL 离心管中并置于 － 20
℃保存。将样品进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，以

55 V恒压电泳，使样品压缩至浓缩胶与分离胶界面，

改电压为 110 V 继续电泳。在 200 mA 条件下转膜

150 min; 5%脱脂奶粉室温摇床震荡封闭 3 h; 一抗

( 1∶ 1000) 置于摇床 4 ℃孵育过夜; 二抗( 1∶ 5000)

室温摇床震荡孵育 2 h。ECL 显色试剂显色，Fluor
Chem FC3 化 学 发 光 成 像 系 统 曝 光; Image J 软 件

分析。
1． 7 免疫荧光 大鼠海马组织经 4% PFA 固定

24 h后，再经 30% 蔗糖脱水，冰冻切片，PBS 润洗，

10%山羊血清室温封闭 1 h，加入相应浓度一抗 4 ℃
孵育过夜，PBS 清洗 3 次，二抗室温避光孵育 2 h
后，加 DAPI 孵育 10 min，PBS 避光清洗 3 次，贴片，

晾干加封片剂封片，激光共聚焦显微镜下摄片，计算

平均荧光强度( MFI) 。
1． 8 统计学分析 应用 GraphPad Prism 6. 0 统计

学软件进行统计分析，数据符合正态分布的应用均

数 ± 标准差表示，多组间比较采用单因素方差和重

复测量的方差分析，多组间两两比较采用 q 检验。
P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 异丙酚处理提高缺血 /再灌注损伤模型 miＲ-
21、Beclin 1、LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ表达 结果显示，模型

组 miＲ-21 的表达低于假手术组( P ＜ 0. 05) ，而异丙

酚组和 miＲ-21 类似物组 miＲ-21 的表达高于模型组

( P ＜ 0. 05 ) ; 模型组 Beclin 1 /β-actin、LC3-Ⅱ /LC3-
Ⅰ和 Beclin 1 MFI 高于假手术组( P ＜ 0. 05) ，而异丙

酚组和 miＲ-21 类似物组 Beclin 1 /β-actin、LC3-Ⅱ /
LC3-Ⅰ和 Beclin 1 MFI 低于模型组( P ＜ 0. 05 ) 。见

表 1，图 1、2。
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表 1 各组大鼠海马 miＲ-21、Beclin 1、LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ的表达变化( 珋x ± s，n = 8)

组别 miＲ-21 Beclin 1 /β-actin LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ Beclin 1 MFI

假手术组 1． 00 ± 0． 04 0． 29 ± 0． 10 0． 22 ± 0． 08 1． 00 ± 0． 00

模型组 0． 45 ± 0． 13* 0． 62 ± 0． 07* 0． 41 ± 0． 06* 1． 40 ± 0． 15*

异丙酚组 1． 11 ± 0． 15# 0． 29 ± 0． 09# 0． 24 ± 0． 04# 1． 02 ± 0． 06#

miＲ-21 类似物组 1． 20 ± 0． 12# 0． 34 ± 0． 15# 0． 25 ± 0． 09# 1． 01 ± 0． 10#

F 65． 502 17． 653 12． 453 33． 765

P 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00

注: 和假手术组比较，* P ＜ 0. 05; 和模型组比较，#P ＜ 0. 05。MFI: 平均荧光强度。

2． 2 异丙酚处理改善缺血 /再灌注模型学习记忆

结果显示，寻找平台潜伏期各组有随着时间下降的

趋势( P ＜ 0. 05) ，假手术组和 miＲ-21 类似物组寻找

平台潜伏期第 2 天、第 3 天、第 4 天较对应组前一天

均下降( P ＜ 0. 05) ; 模型组和异丙酚组第 3 天、第 4
天较第 1 天、第 2 天下降( P ＜ 0. 05 ) 。训练前 3 天

各组间没有差异( P ＞ 0. 05) ，训练第 4 天模型组、异

丙酚组与假手术组间有差异( P ＜ 0. 05) ，miＲ-21 类

似物组和模型组有差异( P ＜ 0. 05) ，见表 2、3。第 5
天的记忆测试结果显示，模型组、异丙酚组和 miＲ-
21 类似物组停留在平台象限的时间较假手术组减

少( P ＜ 0. 05) ; 和模型组比较，异丙酚、miＲ-21 类似

物处理能提升平台象限停留时间( P ＜ 0. 05 ) ，详见

表 4。

表 2 各组大鼠 4 d 学习期间寻找平台潜伏期( 珋x ± s，n = 8)

组别
寻找平台潜伏期 / s

第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天

假手术组 55． 32 ± 5． 99 44． 52 ± 5． 99a 30． 12 ± 4． 07ab 16． 92 ± 4． 60abc

模型组 54． 94 ± 3． 58 47． 98 ± 3． 61 37． 82 ± 7． 01ab 34． 72 ± 10． 46ab*

异丙酚组 58． 10 ± 2． 50 52． 60 ± 8． 69 34． 72 ± 6． 20ab 29． 08 ± 11． 86ab*

miＲ-21 类似物组 58． 40 ± 2． 63 45． 42 ± 6． 29a 33． 28 ± 7． 07ab 24． 18 ± 9． 26abc#

注: 和假手术组比较，* P ＜ 0. 05; 和模型组比较，#P ＜ 0. 05。和第 1 天比较，aP ＜ 0. 05; 和第 2 天比较，bP ＜ 0. 05; 和第 3 天比较，cP ＜ 0. 05。

表 3 重复测量的方差分析结果

ANOVA table SS DF MS F P

时间 16 605． 00 3 5535． 00 2005． 00 0． 00

组别 526． 90 3 175． 60 38． 40 0． 00

时间 × 组别 801． 80 9 89． 08 23． 63 0． 00

表 4 各组大鼠第 5 天撤除平台后大鼠在目标象限的停留

时间( 珋x ± s，n = 8)

组别 目标象限停留时间 / s

假手术 26． 40 ± 4． 83

模型组 9． 60 ± 2． 79*

异丙酚组 20． 40 ± 1． 95* #

miＲ-21 类似物组 17． 80 ± 2． 39* #

F 38． 26

P 0． 00

注: 和假手术组比较，* P ＜ 0. 05; 和模型组比较，#P ＜ 0. 05。

3 讨论

本研究结果提示在缺血后给予异丙酚能够改善

再灌 注 引 起 的 学 习 记 忆 下 降。研 究 首 次 报 道 了

MCAO 模型海马组织 miＲ-21 的表达水平下降，而异

丙酚能够逆转 miＲ-21 水平下降。然而，异丙酚也被

报道具有一定的神经毒性，主要体现在影响神经发

育［11］或者影响神经干细胞的转化［12］。因此，本研

究认为控制异丙酚的剂量可能是一种重要的保护成

年缺血再灌注损伤的策略。

1，2，3，4 分别是假手术、模型、异丙酚和 miＲ-21 类似物组。

图 1 异丙酚处理降低中动脉缺血 /再灌注引起的细胞自噬

死亡相关蛋白的表达
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A． 假手术组; B． 模型组; C． 异丙酚组; D． miＲ-21 类似物组。

图 2 异丙酚处理降低中动脉缺血 /再灌注引起的 Beclin1
的表达

实验中，模型组训练逃避潜伏期较假手术组没

有明显的影响，而在平台停留期时间缩短，指出记忆

功能的下降。本研究发现异丙酚能够降低 MCAO
引起的记忆下降。缺血再灌注的损伤主要体现在再

灌注的冲击。缺血过程在整个过程可能起着一定的

保护作用，但不足以逆转再灌注的损伤; 而在缺血过

程，给予异丙酚能够加强这种保护作用。研究发现

miＲ-21 在模型组表达下降，在缺血阶段使用 miＲ-21
类似物也能抑制再灌注造成的损伤。

脑缺血再灌注损伤能引起神经细胞自噬性死

亡［13］。本研究检测细胞自噬相关的经典蛋白 Bec-
lin1 和 LC3 的表达，通过免疫印迹和免疫荧光技术

发现 MCAO 能促进细胞自噬性死亡，而异丙酚处理

降低自噬性死亡相关蛋白的表达。与此同时，miＲ-
21 类似物也能降低 MCAO 造模引起的自噬性死亡

蛋白的表达。尽管预缺血能够引起细胞自噬，而且

自噬在缺血再灌注损伤中扮演着保护的角色，适度

和过度的自噬对于神经功能的作用是相反的。前期

的研究报道了异丙酚通过抑制 PTEN 发挥保护脑缺

血再 灌 注 的 损 伤。而 且，miＲ-21 可 能 通 过 调 控

PTEN /AKT /mTor 通路影响细胞自噬［14］。本研究提

示该过程或信号通路在脑缺血再灌注损伤过程发挥

相似的作用。异丙酚通过上调 miＲ-21 从而阻止缺

血再灌注模型海马细胞的程序化死亡和学习记忆

下降。
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