
mice model of liver cancer was prepared inoculating HepG2 cells in axilla of nude mice subcutaneously． The nude
mice were grouped into saline group，ginsenoside Ｒk3 ( 25，50 ，100 mg /kg) group and 5-Fu ( 20 mg /kg) group
in vivo． And the HepG2 cells were divided into normal group，ginsenoside Ｒk3( 20，40，80 μmol /L) group and 5-
Fu( 50 μg /ml) group in vitro． The inhibition rate of HepG2 cells was evaluated by MTT assay． The apoptosis dis-
tribution of HepG2 cells was detected by flow cytomtric analysis． The mＲNA expressions of Bax，Bcl-2，cleaved-
Caspase-3，DＲ4 and DＲ5 in HepG2 cells were detected by ＲT-PCＲ． The protein expressions of Bax，Bcl-2
cleaved-Caspase-3，DＲ4 and protein in HepG2 cells were observed by Western blot． Ｒesults Ginsenoside Ｒk3
( 100 mg /kg) significantly inhibited tumor weight( P ＜ 0. 05) ． Ginsenoside Ｒk3( 20，40 and 80 μmol /L) signifi-
cantly inhibited the proliferation and induced apoptosis in HepG2 cells． Ginsenoside Ｒk3( 20，40 and 80 μmol /L)
significantly increased Bax，cleaved-Caspase-3 DＲ4 expression and DＲ5 mＲNA and protein，reduced the expres-
sion of Bcl-2 mＲNA and protein． The difference was statistically significant． Conclusion Ginsenoside Ｒk3 can in-
duce apoptosis of HepG2 cells possibly through the DＲ4 and DＲ5．
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氯化锂抑制丙泊酚诱导原代培养神经元凋亡
李建立1，朱喜春1，崔红赏2，刘 锐3

摘要 目的 探讨氯化锂对丙泊酚诱导原代培养皮层神经

元凋亡的影响及机制。方法 体外原代培养 7 d 的大鼠皮
层神经元，用 MTT 法检测不同浓度氯化锂( 0. 1、1、5、10

μmol /L) 单独作用皮层神经元 12 h后神经元存活率的变化。

神经元随机分为 6 组: 溶剂对照组( 给予等容积的 20%脂肪
乳) ，丙泊酚组( 终浓度为 500 μmol /L) ，氯化锂 +丙泊酚组
( 氯化锂终浓度分别为 0. 1、1、5、10 μmol /L，丙泊酚终浓度为
500 μmol /L) ，药物处理 12 h 后，MTT 法检测神经元存活率
的变化，Hoechst33258 核染色法和流式细胞仪检测神经元调
亡，Western blot 法测定神经元磷酸化糖原合成酶激酶-3β
( pGSK-3β) 和裂解半胱天冬酶-3 ( cleaved-Caspase-3 ) 蛋白水
平。结果 与溶剂对照组比较，不同浓度氯化锂单独作用神
经元 12 h后，神经元存活率未见显著变化。与溶剂对照组
比较，丙泊酚组神经元存活率显著下降( P ＜ 0. 01 ) ，神经元
凋亡率显著增加( P ＜ 0. 01) ，pGSK-3β蛋白水平显著下降( P
＜ 0. 01) ，cleaved-Caspase-3 蛋白水平显著增加( P ＜ 0. 01 ) 。

与丙泊酚组比较，氯化锂可剂量依赖性增加神经元存活率
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( P ＜ 0. 01) ，神经元凋亡率显著下降( P ＜ 0. 01) ，pGSK-3β蛋

白水平显著增加( P ＜ 0. 01 ) ，cleaved-Caspase-3 蛋白水平显

著下降( P ＜ 0. 01) 。结论 氯化锂可抑制丙泊酚诱导的原

代培养皮层神经元凋亡，其机制可能与提高神经元 pGSK-3β

蛋白水平和降低 cleaved-Caspase-3 蛋白水平有关。
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研究［1 － 2］表明出生 7 d SD 大鼠连续大剂量应
用丙泊酚可引起大脑多个脑区神经细胞的凋亡，并

引起大鼠成年后的学习记忆功能损伤。体外原代培
养细胞实验也表明丙泊酚可诱导神经元凋亡［3 － 4］。
氯化锂作为精神科的常用药物，在临床上被广泛用

于治疗双向情感障碍［5］。近年来研究［6 － 7］表明锂剂

可用于治疗中枢神经系统损伤和老年退行性疾病，

如阿尔茨海默病等。以往有研究［8］表明氯化锂可
对抗麻醉药氯胺酮和丙泊酚所引起的发育期大鼠大

脑神经细胞损伤，但具体机制目前还不清楚，该研究

利用原代培养皮层神经元，探讨氯化锂对丙泊酚诱

导皮层神经元凋亡的影响及其可能机制。
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1 材料与方法

1． 1 材料 丙泊酚( propofol，意大利 AstraZeneca
公司，批号: KW814) ; 20%脂肪乳( 广州百特公司) ;
Neurobasal培养液、B27 促生长剂、DMEM培养液、胎
牛血清( 美国 Gibco 公司) ; DMSO、MTT、17β 雌二
醇( 美国 Sigma公司) ; 胰蛋白酶和 Hoechst33258 染
料( 北京索来宝公司) ; Annexin V-FITC 试剂盒( 浙
江联科生物技术有限公司) ; 磷酸化糖原合成酶激

酶-3β ( phospho glycogen synthase kinase-3β，pGSK-
3β) 和裂解半胱天冬酶-3 ( cleaved-cysteine protease
protein-3，cleaved-Caspase-3 ) ( 美国 Cell signal Tech-
nology公司) 。
1． 2 皮层神经元原代培养 新生 1 d 内的 SD幼鼠
取额叶皮质，用冷 PBS 液冲洗，去除脑膜和血管后
放入 DMEM 培养基中剪碎，然后放入 37 ℃水浴锅
内将皮层组织充分消化( 0. 125%胰蛋白酶) 15 min，
然后将皮层组织移入 DMEM 培养基中( 含 10%胎
牛血清) 终止胰蛋白酶的作用，然后把细胞转移到

含 DMEM培养基中( 含 10%胎牛血清) 轻轻吹打制
成细胞悬液。用 100 目钢丝筛将细胞悬液过滤，计
数后接种于多聚赖氨酸包被的培养板中，放于 5%
CO2 培养箱 37 ℃恒温培养 24 h 后，将培养液换成
Neurobasal + B27培养基继续培养，每隔 2 d半量换液
1 次。神经元体外培养至 7 d用于实验。
1． 3 实验分组 观察不同浓度氯化锂对皮层神经
元存活率的影响，分为 4 组: 溶剂对照组，氯化锂处
理组( 终浓度分别为 0. 1、1、5、10 μmol /L) 。观察氯
化锂对丙泊酚引起皮层神经元损伤的影响时，分为

6 组: 溶剂对照组( 给予等容积的 20%脂肪乳) ，丙
泊酚组( 终浓度为 500 μmol /L) ，氯化锂 +丙泊酚不
同浓度组( 丙泊酚终浓度为 500 μmol /L，氯化锂终
浓度分别为 0. 1、1、5、10 μmol /L) 。
1． 4 MTT法检测神经元存活率 按不同分组将神
经元给予药物处理 12 h，每组设 6 个复孔。然后每
孔加入 10 μl MTT液，放入 37 ℃恒温培养箱中继续
孵育 4 h，加入 DMSO 200 μl /孔，震荡 5 min 溶解甲
臜，酶标仪测定 570 nm处的吸光度值。以对照组平
均吸光度值为 100%，以各处理组吸光度值与对照
组的比值计算细胞存活率。
1． 5 Hoechst33258 核染色法测定神经元凋亡 体
外培养 7 d的神经元，按分组分别给予不同药物处
理 12 h后，显微镜下观察神经元成长情况。然后移
去培养液，用冷 PBS 冲洗神经元去除杂质和死细

胞，每孔加入 4%多聚甲醛 200 μl 将细胞固定 30
min，去除多聚甲醛后，用冷 PBS 冲洗 1 次，然后每
孔加入 Hoechst33258 染液 1 ml 处理神经元 8 min
后，冷 PBS漂洗。在荧光显微镜( 日本奥林巴斯，型
号 B ×41) 下随机选取 5 个视野进行计数，计算神经
元的凋亡率，凋亡率( % ) = ( 凋亡细胞数 /细胞总
数) × 100%。
1． 6 流式细胞仪检测神经元凋亡 体外培养至 7 d
给予不同干预措施处理神经元 12 h 后，移去培养
液，冷 PBS液冲洗神经元 3 次，加入 0. 125%胰酶，
边消化边镜下观察，当细胞突起回缩，胞体变圆时立

即加入培养基终止消化。然后轻轻吹打混匀用 PBS
重悬细胞并计数使每管细胞数目不少于 1 × 109 /
ml，然后转移到离心管中，1 000 r /min 离心 5 min，
去除上清液，收集细胞。PBS 液冲洗细胞 2 次，
1 000 r /min 离心 5 min，去除上清液，暗室中加入
195 μl Annexin V-FITC 结合液轻轻重悬细胞，然后
加入 10 μl PI 染色液，轻轻混匀，各组设 3 个复孔。
用美国 BD公司流式细胞仪上机检测各处理组神经
元的凋亡率。
1． 7 Western blot 法测定神经元 pGSK-3β 和
cleaved-Caspase-3 蛋白水平 体外培养至 7 d 给予
不同干预措施处理神经元 12 h后，用 0． 25%胰酶将
细胞消化收集后裂解，BCA 法测定总蛋白含量。将
蛋白加上样缓冲液煮沸变性，以 10% SDS二聚丙烯
酰胺凝胶电泳 1. 5 h 分离，经过 2 h 将蛋白转至
PVDF膜，室温下封闭 1 h 分别加入一抗 pGSK-3β
和 cleaved-Caspase-3 抗体( 1 ∶ 2 000稀释) ，4 ℃孵
育过夜，常规洗涤，加入二抗( 1 ∶ 5 000) 37 ℃孵育
60 min，洗涤，电化学法发光显色，X 线片曝光。用
凝胶图像处理系统分析目标条带与内参照条带吸光

度的比值。实验重复 3 次，设 β-actin蛋白为内参。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析，
计量资料均用 珋x ± s 表示，采用单因素方差分析和
SNK检验进行数据分析。

2 结果

2． 1 不同浓度氯化锂对皮层神经元存活率的影响
与溶剂对照组( 99. 8 ± 6. 3 ) %比较，不同浓度氯
化锂( 0. 1、1、5、10 μmol /L) 单独作用皮层神经元 12
h后，神经元存活率分别为( 98. 8 ± 4. 9) %、( 99. 1 ±
5. 2) %、( 98. 6 ± 6. 7) %、( 99. 2 ± 7. 2) %，未见显著
性变化( F = 2. 125，P ＞ 0. 05) 。
2． 2 氯化锂对丙泊酚诱导皮层神经元损伤的影响
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与溶剂对照组( 99. 9 ± 7. 9 ) %比较，丙泊酚组神
经元存活率( 57. 3 ± 4. 5 ) %显著下降( P ＜ 0. 01 ) 。
不同浓度氯化锂( 0. 1、1、5、10 μmol /L) 处理后，神
经元存活率分别为 ( 60. 2 ± 4. 6 ) %、( 70. 3 ±
6. 1) %、( 79. 3 ± 6. 2) %、( 85. 7 ± 6. 7) %，与丙泊酚
组比较，1、5、10 μmol /L 氯化锂处理组均显著增加
( F = 65. 095，P ＜ 0. 01 ) ，其中 10 μmol /L 氯化锂保
护作用最好。
2． 3 氯化锂对丙泊酚诱导皮层神经元凋亡的影响

Hoechst33258 核染色法检测神经元凋亡，结果显
示: 与溶剂对照组比较，丙泊酚组神经元凋亡率显著

增加( P ＜ 0. 01 ) 。与丙泊酚组比较，氯化锂 +丙泊
酚组神经元凋亡率显著下降 ( F = 34. 636，P ＜
0. 01) 。见图 1。流式细胞术检测结果进一步证实了
氯化锂抑制丙泊酚诱导皮层神经元凋亡。见图 2。

图 1 Hoechst33258 核染色法检测氯化锂

对丙泊酚诱导皮层神经元凋亡的影响( n = 5，珋x ± s) × 400

A: 溶剂对照组; B: 丙泊酚组; C: 氯化锂 +丙泊酚组; 与溶剂对照

组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与丙泊酚组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 4 不同处理对皮层神经元 pGSK-3β蛋白水平的
影响 与溶剂对照组比较，丙泊酚组神经元 pGSK-
3β蛋白水平显著降低( P ＜ 0. 01 ) 。与丙泊酚组比
较，氯化锂 +丙泊酚组神经元 pGSK-3β 蛋白水平显
著增加( F = 98. 546，P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 5 不同处理对皮层神经元 cleaved-Caspase-3 蛋
白水平的影响 与溶剂对照组比较，丙泊酚组神经

元 cleaved-Caspase-3 蛋白水平显著增加 ( P ＜
0. 01) 。与丙泊酚组比较，氯化锂 + 丙泊酚组神经
元 cleaved-Caspase-3 蛋白水平显著下降 ( F =
76. 329，P ＜ 0. 01) 。见图 4。

图 2 流式细胞术检测氯化锂

对丙泊酚诱导皮层神经元凋亡

的影响( n = 5，珋x ± s)

A: 溶剂对照组; B: 丙泊酚

组; C: 氯化锂 +丙泊酚组

图 3 不同处理对皮层神经元
pGSK-3β蛋白水平的影响( n = 3，珋x ± s)

与溶剂对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与丙泊酚组比较: ##P ＜ 0. 01

3 讨论

丙泊酚是否适用于新生儿和婴幼儿的全身麻

醉，目前观点不一。研究［1 － 4］表明丙泊酚具有发育
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图 4 不同处理对皮层神经元
cleaved-Caspase-3 蛋白水平的影响( n = 3，珋x ± s)

与溶剂对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与丙泊酚组比较: ##P ＜ 0. 01

期神经毒性，大剂量长时间应用可对发育期动物大

脑广泛脑区神经细胞和原代培养神经元产生凋亡样

损伤，因此丙泊酚对婴幼儿大脑产生损伤的机制以

及寻找药物防治其损伤引起了学者的广泛关注。
动物试验研究［8］表明氯化锂可抑制丙泊酚引

起的发育期大鼠大脑神经细胞凋亡，但作用机制还

不十分清楚。为进一步研究氯化锂抑制丙泊酚引起
的发育期大脑损伤的机制，本实验应用原代培养皮

层神经元，显示氯化锂可通过提高神经元 pGSK-3β
蛋白水平和降低 cleaved-Caspase-3 蛋白水平进而抑
制丙泊酚诱导原代培养皮层神经元凋亡。
研究［9 － 11］表明以 GSK-3β为中心的信号通路在

麻醉药诱导发育期大脑神经损伤中发挥着重要作

用。GSK-3β在大脑分布广泛，主要定位于神经元样
细胞，是细胞内多种信号转导通路的重要组成部分，

其活化与神经元的凋亡直接相关。在中枢神经系统
中，GSK-3β通过激活转录调节细胞的增殖、分化、存
活与凋亡，参与神经系统的多种病理生理过程，

GSK-3β活性异常会引起下游信号通路的异常，进而
引起许多中枢神经系统疾病的发生［12］。以往研
究［11］显示丙泊酚可降低发育期大鼠大脑 pGSK-3β
蛋白的表达水平，进而引起大鼠大脑广泛脑区神经

细胞的凋亡。细胞凋亡是麻醉药引起发育期大脑神
经损伤的主要机制之一。凋亡受凋亡调节基因的控

制，Bcl-2 是调控凋亡的主要基因，可抑制凋亡过程
中起重要作用的因子如 Caspase-3 和 Caspase-9 的活
化。Caspase-3 是凋亡发生的最终执行者，是凋亡蛋
白级联反应的必经之路，随着 Caspase-3 蛋白的活
化，细胞将发生不可逆性凋亡。GSK-3β 诱导
Caspase-3 活化可能是引起凋亡的重要机制。本研
究结果表明丙泊酚作用皮层神经元 12 h，降低了神
经元 GSK-3β Ser9 位点的磷酸化水平，引起神经元
pGSK-3β 蛋白水平的显著性下降，同时使 cleaved-
Caspase-3 蛋白表达水平显著性增加，提示丙泊酚诱
导皮层神经元凋亡可能与 pGSK-3β 蛋白水平下降
和 cleaved-Caspase-3 蛋白水平增加有关。
与促凋亡作用相反，抑制 GSK-3β活性提高 pG-

SK-3β蛋白表达水平产生抗凋亡作用，对细胞存活
发挥着重要作用。氯化锂作为一种 GSK-3β 活性抑
制剂，具有广泛的生物学效应，在精神障碍性疾病的

治疗中发挥着重要作用。近年来氯化锂的神经保护
作用受到广泛重视。研究［13］表明氯化锂通过抑制
神经细胞凋亡发挥神经保护作用，可治疗脑缺血和

慢性神经退行性病变。另有研究［14］表明氯化锂可
抑制新生鼠缺血缺氧引起的大脑神经细胞凋亡。本
研究进一步观察氯化锂对丙泊酚诱导皮层神经元损

伤的影响，结果表明不同浓度氯化锂单独作用皮层

神经元 12 h未发现对皮层神经元存活率产生影响，
但可抑制丙泊酚引起的皮层神经元损伤，表现为神

经元存活率显著增加和神经元凋亡率显著下降。同
时结果表明氯化锂可通过抑制丙泊酚引起的神经元

pGSK-3β蛋白水平下降，降低 cleaved-Caspase-3 蛋
白水平，抑制丙泊酚诱导的皮层神经元凋亡，对神经

元产生保护作用。
综上所述，氯化锂具有抑制丙泊酚诱导皮层神

经元凋亡的作用，其机制可能是通过提高神经元

pGSK-3β蛋白水平和降低 cleaved-Caspase-3 蛋白水
平实现的。本研究为围术期应用氯化锂预防丙泊酚
对婴幼儿大脑产生神经损伤提供了初步的实验依

据。
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Lithium chloride ptotects against
propofol-induced apoptosis on primary cultured neurons

Li Jianli1，Zhu Xichun1，Cui Hongshang2，et al
( 1Dept of Anesthesiology，2Dept of Thoracic Surgery，Hebei General Hospital，Shijiazhuang 050051)

Abstract Objective To investigate the protective effects and the mechanisms of lithium chloride on the propofol-
induced neuroapoptosis on primary cultured cortical neurons． Methods Cortical neurons were primarily cultured for
seven days，and treated with different concerntrations of lithium chloride( 0. 1，1，5，10 μmol /L) ，and the neuron
viability was measured by MTT assay after 12 h treatments． Cortical neurons were divided into three groups: vehi-
cle-control group ( treated with equal volume of intralipid) ，propofol-treated group( treated with 500 μmol /L propo-
fol) ，propofol + lithium chloride treated group ( treated with 500 μmol /L propofol and 10 μmol /L lithium chlo-
ride) ． The neurons were treated for 12 h; the neuron viability was measured by MTT assay; neuroapoptosis was de-
tected by Hoechst33258 staining and FCM assay，and pGSK-3β and cleaved-Caspase-3 proteins were detected by
Western blot． Ｒesults The neuron viability was not affected by various concentrations of lithium chloride． Com-
pared with the vehicle-control group，the neuron viability decreased greatly ( P ＜ 0. 01 ) ，the neuroapoptosis in-
creased greatly( P ＜ 0. 01) ，the pGSK-3β protein level decreased( P ＜ 0. 01) ，and cleaved-Caspase-3 protein level
increased( P ＜ 0. 01 ) in propofol-treated group． Compared with the propofol-treated group，lithium chloride in-
creased neuron viability in dose-dependent manner( P ＜ 0. 01) ，the neuroapoptosis decreased greatly( P ＜ 0. 01) ，
the pGSK-3β protein level increased ( P ＜ 0. 01 ) ，and cleaved-Caspase-3 protein level decreased ( P ＜ 0. 01 ) in
propofol + lithium chloride treated group． Conclusion Lithium chloride can protect against propofol-induced neuro-
apoptosis on primary cultured neurons by increasing the level of pGSK-3β and decreasing the level of cleaved-
Caspase-3．
Key words propofol; lithium chloride; neuroapoptosis; primary cultured cortical neuron; pGSK-3β; cleaved-
Caspase-3
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