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异氟烷对小鼠神经干细胞 BDNF/Caspase3及 Notch信号相关基因
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摘要 目的：探讨异氟烷对小鼠神经干细胞的 BDNF、Caspase3及 Notch信号相关基因表达的影响。方法：给予体外培养的新生小

鼠海马神经干细胞不同浓度异氟烷处理，实验分为对照组和异氟烷处理组（ISO1.0，ISO1.5），其中异氟烷组细胞分别给予 1.0

MAC和 1.5 MAC两个浓度的异氟烷处理 2小时，对照组给予 O2处理 2小时，随后置于培养箱正常培养 24小时后收集细胞，提

取细胞 RNA检测 BDNF，Caspase3及 Notch相关基因（Notch2、Notch 3和 Hes5）的 mRNA水平变化。结果：与对照组相比，(1)异

氟烷组小鼠神经干细胞的功能基因 BDNF mRNA水平下调，凋亡相关基因 Caspase3的 mRNA水平上调；（2）异氟烷组神经干细

胞的 Notch2和 Notch3受体 mRNA表达下调，Notch信号通路靶基因 Hes5的 mRNA水平也明显下调；（3）异氟烷对神经干细胞

的作用具有剂量依赖性，浓度越高对神经干细胞 BDNF、Caspase3及 Notch信号相关基因表达的影响越大。结论：异氟烷可能通过

抑制小鼠神经干细胞的 Notch信号通路，下调 BDNF的 mRNA表达，上调 Caspase3的 mRNA水平，影响神经干细胞的正常功

能。
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Effect of Isoflurane on Expression of BDNF/Caspase3 and Notch
in Cultured Neural Stem Cells*

To explore the effect of isoflurane on the expression of brain derived neurotrophic factor (BDNF), Caspase3

and Notch signaling in neural stem cells. Cultured hippocampal neural stem cells (NSCs) from newborn mice were divided into

control and isoflurane groups: control group was treated with O2 for 2 hours and isoflurane treatment groups (ISO1.0 or ISO1.5) were

treated with 1.0 MAC and 1.5 MAC of isoflurane for 2 hours respectively. Then cells were cultured in the incubator with 5% CO2 and

37℃ for 24 hours. And the total RNA was extracted from cells and the mRNA levels of BDNF, Caspase3, Notch2, Notch3, and Hes5

were measured by Real-time PCR. (1) Compared with the control, isoflurane significantly down-regulated the BDNF mRNA

level and up-regulated the Caspase3 mRNA level in the neural stem cells; (2) Isoflurane significantly decreased the mRNA levels of

Notch2, Notch3 and Hes5 in the neural stem cells; (3) The effect of isoflurane revealed a dose effect---compared with ISO1.0 group, cells

treated with 1.5 MAC of isoflurane suffered more influence. Isoflurane exposure suppressed the BDNF expression and in-

creased apoptosis of cultured neural stem cells, and this effect possibly mediated by Notch signal pathway.
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前言

异氟烷是临床上常用的吸入麻醉剂之一，已经在临床得到

广泛应用[1,2]。近年来，异氟烷对婴幼儿神经发育的影响受到了

医生和患者的高度关注[3]：研究表明异氟烷会影响中枢神经的

发育，导致婴幼儿或幼龄动物发育期后认知功能下降[4-6]；异氟

烷还可以损伤新生大鼠的海马神经干细胞的活性及功能，促使

神经元凋亡而影响系统神经发育造成个体认知功能障碍[7,8]，但

是异氟烷如何作用于神经干细胞而影响神经发育的分子机制

并不清楚。

Notch信号通路是决定神经干细胞分化命运的关键因素，

在神经干细胞发育中发挥重要作用，维持着神经干细胞增殖、

分化、凋亡之间的平衡[9]。近年来的研究发现，异氟烷有可能通

过影响 Notch信号通路发挥其生物学功能[10]。但是异氟烷是否
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会扰乱 Notch信号相关基因表达水平而影响神经干细胞功能

并不清楚。因此，本实验从小鼠海马分离获得神经干细胞，研究

了异氟烷对神经干细胞的 BDNF和 Caspase3以及 Notch信号

通路相关受体和靶基因 mRNA表达的作用。

1 材料方法

1.1 材料

神经干细胞来源于发育 14.5～16.5天的小鼠胎儿大脑海

马。神经干细胞培养试剂：DMEM/F12（Hyclone），20 mg/mL碱

性成纤维细胞生长因子 bFGF（Peprotech，100-18B, USA），20

ng/mL上皮细胞生长因子 EGF（Peprotech, 400-25, USA）。

其他试剂：异氟烷（扬子江药业集团有限公司），TRIZOL

（TAKARA，108-95-2），反转录试剂盒（TAKARA，RR036A），

SYBR Premix Ex Taq（TAKARA，RR820A）。

实验仪器：恒温细胞培养箱（Thermo Scientific），PCR仪

（Thermo Scientific），实时定量 PCR 仪（Thermo Scientific Piko-

Real）。

1.2 实验方法

原代神经干细胞培养：无菌条件下取小鼠胎儿大脑，分离

海马，剪碎后用 0.5%胰酶 37℃下消化 5 min，血清中和后离心

去上清，然后加入 DNaseⅠ 50 U/mL孵育 10 min，200目网筛

过滤，离心后取细胞沉淀重新悬浮于 DMEM中清洗 3次，加人

含生长因子培养基后接种于细胞培养瓶，置于 5% CO2 37℃恒

温箱中培养。

异氟烷处理：培养好的细胞分为对照组，ISO1.0组和 ISO1.

5组三组放入试验箱中进行处理，其中 ISO1.0组和 ISO1.5组

分别给予 1.0 MAC，1.5 MAC的异氟烷处理 2 h，对照组给予

O2处理 2 h，然后换正常条件（5% CO2，37℃恒温）培养 24 h后

收取细胞样本提取 RNA。

基因表达检测：TRIZOL提取 RNA后，使用反转录试剂盒

反转录成 cDNA，然后进行实时定量 PCR（Real Time-PCR）检

测 BDNF，Caspase3，Notch2，Notch3，Hes5 基因相对于内参基

因 Gapdh的 mRNA表达情况。RT-PCR引物由 TAKARA公司

合成，序列如表 1所示。

表 1 RT-PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of Real-time PCR

Gene Forward Reveres

Bdnf TCATACTTCGGTTGCATGAAGG ACACCTGGGTAGGCCAAGTT

Notch2 GCTGTCAATAATGTGGAGGCG TTGGCCGCTTCATAACTTCC

Notch3 CTTCCACTGTGAGATTGACTTGC CTCGTATTGGCAGTGTGTGC

Caspase3 AACCAGATCACAAACTTCTGCAAA TGGAGTCCAGTGAACTTTCTTCAG

Hes5 AGTCCCAAGGAGAAAAACCGA GCTGTGTTTCAGGTAGCTGAC

Gapdh CCAATGTGTCCGTCGTGGATCT GTTGAAGTCGCAGGAGACAACC

1.3 统计学处理

用 SPSS19.0进行数据统计分析，数据用 x± s表示。各组

之间比较用单因素方差分析，两两数据比较前进行方差齐性检

验，满足方差齐性则采用 LSD-t检验，方差不齐则采用 Dunnett

T检验。设 P<0.05时有统计学意义。符合正态分布的观测量之

间相关分析采用 Pearson检验。设 P<0.05时有统计学意义。

2 结果

2.1 异氟烷在体外下调神经干细胞的 BDNF mRNA水平，上调

凋亡基因 Caspase3的 mRNA表达

BDNF是神经干细胞正常发挥功能的重要细胞因子，我们

给予体外培养的神经干细胞异氟烷处理后，检测了其 BDNF的

mRNA表达变化。如图 1A所示，异氟烷明显抑制了神经干细

胞的 BDNF mRNA表达，异氟烷浓度越高抑制作用越强。处理

组 ISO1.0 和 ISO1.5 的 BDNF mRNA 水平 （0.776 ± 0.008，

0.364± 0.058）与对照 O2组（1.458± 0.048）相比较有显著差异

（P<0.01）。同时，我们检测了异氟烷对细胞凋亡的作用，结果如

图 1B所示，处理组 ISO1.0（1.783± 0.062）和 ISO1.5（2.267± 0.056）

的凋亡相关基因 Caspase3表达较对照 O2组（1.479± 0.049）明

显升高（P< 0.01），表明异氟烷处理促使神经干细胞凋亡。

2.2 异氟烷调控神经干细胞的 Notch受体及靶基因表达

Notch信号通路在神经干细胞的增殖分化以及凋亡过程中

发挥重要作用，因此我们检测了体外异氟烷处理对小鼠神经干

细胞的 Notch受体及靶基因表达的影响。结果如图 2所示，与

O2对照组（37.618± 0.212，30.583± 4.230）相比，异氟烷处理组

ISO1.0（32.213± 2.092，7.490± 2.095），ISO1.5（9.615± 2.249，

2.084± 0.240）明显抑制了 Notch2（图 2A）和 Notch3（图 2B）受

体基因表达（P < 0.01），异氟烷浓度越高抑制作用越明显。Hes5

是 Notch信号通路下游一个很重要的靶基因，异氟烷不仅抑制

图 1 不同浓度异氟烷处理后神经干细胞 BDNF和 Caspase3基因表达

变化

Fig.1 Effect of isoflurane on the expression of BDNF/Caspase3 in cultured

NSCs
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了 Notch受体基因的表达，下游靶基因 Hes5也被抑制。如图

2C所示，与 O2对照组（5.220± 0.250）相比，异氟烷处理组

ISO1.0（1.947± 0.204），ISO1.5（1.730± 0.049）细胞的 Hes5 mR-

NA水平明显下调，并且有统计差异（P < 0.01）。

3 讨论

异氟烷是临床上常用的吸入麻醉剂之一，可以快速达到临

床麻醉所需的遗忘、镇痛、催眠等诸多效果[11]。但是，近年来的

研究对异氟烷的作用出现了争议，一方面，适量的异氟烷在局

部脑缺血损伤过程中发挥神经保护作用[12]，另一方面异氟烷不

仅会引术后认知功能障碍[13]，还会影响中枢神经的发育，导致

婴幼儿或幼龄动物发育期后认知功能下降[14]。目前的研究表明

异氟烷会抑制新生大鼠的海马神经干细胞增殖分化，促使神经

元凋亡，影响系统神经发生[15]。

哺乳动物包括人类内源性的神经干细胞存在于海马齿状

回颗粒层下和室管膜下区，出生后的海马神经元发生对整个生

命过程中的海马功能非常重要，研究证实在体内 15%-20%的

海马神经元发生异常就足以对个体的学习记忆功能造成损伤
[16]。脑源性神经营养因子 BDNF是重要的神经元功能因子，其

mRNA在大脑皮质和海马区高表达，它可以促进神经元存活和

生长，促使受损神经元修复，在中枢神经系统的发展和神经可

塑性中起着至关重要的作用[17,18]。海马神经干细胞功能和 BD-

NF表达异常是麻醉剂造成的神经发育障碍的重要原因，并且

目前的研究显示，异氟烷影响啮齿类神经干细胞的增殖分化功

能，诱导神经干细胞发生凋亡[15]。此外，还有研究表明，低浓度

（0.7 MAC）的异氟烷不影响神经干细胞的增殖，但相同或高于

全身麻醉剂量（1.4 MAC，2.8 MAC，3.5 MAC）的异氟烷明显抑

制体外培养神经干细胞的增殖，并且这种抑制作用可以在处理

后维持至少 24小时[19]。本研究发现，1.0 MAC和 1.5 MAC两个

浓度的异氟都能明显上调体外培养神经干细胞的 Caspase3

mRNA水平而且抑制 BDNF的 mRNA水平，说明异氟烷可能

通过抑制神经干细胞的 BDNF表达促使细胞凋亡影响其正常

功能。

Notch信号通路是神经干细胞发育中的重要调节因子，维

持着神经干细胞增殖、分化、凋亡之间的平衡，对神经干细胞细

胞分化命运起决定性作用[9,20]。相邻细胞的配体与 Notch受体结

合后，激活 Notch信号通路，激活 HES等靶基因表达，促进神

经干细胞增殖，抑制其分化，而抑制 Notch信号通路会诱导神

经干细胞发生凋亡 [21,22]。也有报道称低剂量异氟烷通过激活

Notch信号通路在脑缺血造成的神经损伤中起保护神经作用，

而给予 Notch信号通路抑制剂 DAPT处理或者敲除脑缺血模

型小鼠的 Notch-RBP-J基因，异氟烷在该过程中的神经保护作

用就会丧失 [23]。此外，有研究表明在脑缺血大鼠模型中激活

Notch信号通路可以上调海马神经干细胞 BDNF表达并促进

其增殖[24]。本研究发现，异氟烷不仅影响神经干细胞 BDNF的

mRNA水平，还明显抑制了 Notch信号通路相关受体及靶基因

的表达，提示异氟烷对神经干细胞 BDNF及功能的调控作用可

能与 Notch信号通路相关。

综上所述，本研究发现异氟烷可能通过抑制小鼠神经干细

胞的 Notch信号通路相关基因表达，下调 BDNF的 mRNA表

达，上调 Caspase3的 mRNA水平，影响神经干细胞的正常功

能。然而，麻醉剂调控 Notch受体及靶基因表达的作用机制，以

及异氟烷如何通过 Notch信号调控 BDNF基因表达和细胞凋

亡的机制尚未能解答清楚，还需进一步的研究。
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