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异氟烷对小鼠星型胶质细胞 Sirt1和MAO-A基因表达的影响 *
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摘要 目的：探讨异氟烷对小鼠星形胶质细胞 Sirt1和MAO-A基因表达的影响。方法：给予体外培养的新生小鼠原代星形胶质细

胞不同浓度异氟烷处理，实验分为对照组和异氟烷处理组 (0.5ISO、1.0ISO、1.5ISO)，其中异氟烷组细胞分别给予 0.5 MAC、1.0

MAC和 1.5 MAC三个浓度的异氟烷处理 2小时，对照组给予 O2处理 2小时，然后提取细胞 RNA和蛋白检测 Sirt1和MAO-A

的 mRNA和蛋白表达变化。结果：与对照组相比，异氟烷下调小鼠星形胶质细胞的 Sirt1和MAO-A mRNA和蛋白水平，异氟烷浓

度越大下调越明显。结论：异氟烷可抑制小鼠星形胶质细胞的 Sirt1和MAO-A基因表达。
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Effect of Isoflurane on the Expression of Sirt1/MAO-A
in Cultured Astrocytes*

To explore the effect of isoflurane on the expression of Sirt1/MAO-A of Astrocytes. Cultured as-

trocytes from newborn mice were divided into control and isoflurane groups: control group was treated with O2 for 2 hours and isoflurane

treatment groups (0.5ISO, 1.0ISO, 1.5ISO) were treated with 0.5 MAC, 1.0 MAC and 1.5 MAC of isoflurane for 2 hours respectively.

Then total RNA and protein was extracted from cells and the mRNA and protein levels of Sirt1 and MAO-A were measured by Real-time

PCR and Western blot respectively. (1) Compared with the control, Isoflurane significantly down-regulated the mRNA as well as

protein levels of Sirt1 and MAO-A in the cultured astrocytes; (2) The effect of isoflurane revealed a dose effect---compared with 0.5ISO

group, cells treated with 1.0MAC and 1.5 MAC of isoflurane suffered more influence. Isoflurane exposure suppressed the

expression of Sirt1/MAO-A of astrocytes from newborn mice brain, which is important for the isoflurane narcotherapy in depressive.

Isoflurane; Astrocytes; Sirt1; MAO-A

*基金项目：国家自然科学基金项目（81401109，81571309）

作者简介：何宏，主治医师，主要从事精神疾病方面研究，E-mail: hehong715@163.com

△ 通讯作者：周翠红，E-mail: zch4610@126.com

（收稿日期：2016-12-11 接受日期：2016-12-29）

前言

抑郁症是目前临床上最常见的精神疾患之一，其发病率呈

逐年上升的趋势，严重影响人类的健康和生活质量[1]。1990年，

世界卫生组织将重型抑郁症定义为世界第四大致残疾病，其致

残率高于缺血性心脏病或者脑血管疾病。异氟烷是临床常用的

麻醉剂之一，有研究表明异氟烷具有抗抑郁作用[2]，但其作用机

制并不清楚。

目前，对抑郁症发生机制的研究以 5-羟色胺(5-HT)在突触

间隙缺乏的假说为主，临床上的抗抑郁药物也多以此为理论基

础，通过抑制 5-HT再摄取作用或抑制单胺氧化酶对 5-HT的

氧化进而增加突触间隙 5-HT的浓度[3]。异氟烷具有抗抑郁作

用，但其是否参与调控 5-HT的代谢过程并不清楚。因此，本实

验研究了异氟烷对体外培养小鼠星形胶质细胞的单胺氧化酶

MAO-A及其上游调控基因去乙酰化酶 Sirt1基因表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

(1)细胞培养试剂：DMEM (Hyclone) + 10% FBS (Hyclone)；

0.25%胰酶(Gibco)；(2)异氟烷:扬子江药业集团有限公司；(3)基

因表达检测试剂：Trizol (Takara, 108-95-2)；反转录试剂盒

(Takara, RR036A)；SYBR Premix Ex Taq (Takara, RR820A)；蛋

白提取试剂盒（KeyGEN BioTECH, KGP2100）；(4) 抗体：An-

ti-GFAP antibody (abcam, ab7260)；Anti-MAOA antibody (ab-

cam, ab126751)；Anti-sirt1 antibody (abcam, ab110304)；Be-

ta-Actin antibody (CWbiotech, CW0096)；Donkey anti-Rabbit IgG

(H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor誖 568 conjugate (Invitro-

gen, A10042)；Goat-anti-mouse IGg-HRP (CMCtag, AT0098)；
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Goat-anti-rabbit IGg-HRP (CMCtag, AT0097)；DAPI (Roche,

10236276001)；(5)主要实验仪器：恒温细胞培养箱(Thermo Sci-

entific)；荧光显微镜(Leica)；PCR 仪(Thermo Scientific)；实时定

量 PCR仪(Thermo Scientific PikoReal)；电泳槽（Bio.Rad）。

1.2 实验方法

(1)原代星形胶质细胞分离培养：无菌条件下取出新生小鼠

大脑，分离皮层和海马，剪碎后转移至含有 F12培养基的离心

管中，用吸管反复吹吸约 12次，然后静置 3-5 min，取上层细胞

悬液用 200目网筛过滤，收集滤液，接种于多聚赖氨酸包被过

的培养瓶中，置于 5% CO2 37℃恒温箱中培养，48 h后半量换

液，细胞长满(7-10天)后进行纯化(培养瓶固定在摇床上，240

rpm摇晃去除上层杂细胞)。

(2)免疫荧光染色：纯化好的细胞用 0.25%胰酶消化，然后

接种于玻片上进行培养，细胞长满后去掉培液，PBS洗 3次，

4%PFA固定 1 h，PBS洗 3次，加一抗 (Anti-GFAP antibody 1:

500)，4℃孵育 24 h，PBS洗后加二抗(Donkey anti-Rabbit IgG (H

+ L) Alexa Fluor誖 568 1:1000)，室温孵育 2 h，然后加 DAPI染

核 30 min，洗后封片，荧光显微镜检测拍照。

(3)异氟烷处理：培养好的细胞分为对照组、0.5ISO、1.0ISO

和 1.5ISO四组放入密闭试验箱中进行吸醚处理，其中 0.5ISO、

1.0ISO和 1.5ISO 组分别给予 0.5 MAC、1.0 MAC、1.5 MAC的

异氟醚处理 2 h，对照组给予 O2处理 2 h，然后收取细胞样本检

测相应指标。

(4)基因表达检测：Trizol提取 RNA后，反转录成 cDNA，

然后进行实时定量 PCR (Real Time-PCR) 反应，检测 Sirt1和

MAO-A 基因以及内参基因 GAPDH 的 mRNA 表达情况。

RT-PCR引物由 Takara公司合成，序列如表 1所示。使用蛋白

提取试剂盒提取细胞蛋白后，进行 Western blot检测 Sirt1和

MAO-A基因以及内参基因 Actin的蛋白表达情况。

表 1 RT-PCR引物序列

Table 1 Primer sequences of Real-time PCR

Gene Forward Reveres

Sirt1 GCTGACGACTTCGACGACG TCGGTCAACAGGAGGTTGTCT

MAO-A GCCCAGTATCACAGGCCAC GTCCCACATAAGCTCCACCA

GAPDH CCAATGTGTCCGTCGTGGATCT GTTGAAGTCGCAGGAGACAACC

1.3 统计学方法

采用 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 Dun

nett T检验，P<0.05时差异有统计学意义。符合正态分布的观测

量之间相关分析采用 Pearson检验，P<0.05时有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠星型胶质细胞鉴定

胶质纤维酸性蛋白 GFAP是星形胶质细胞的重要标志蛋

白，是星形胶质细胞纯化鉴定中常用的指标之一[4]。本实验对分

离培养的新生小鼠星形胶质细胞进行了 GFAP和 DAPI免疫

荧光染色，在荧光显微镜下观察了细胞形态和标志蛋白 GFAP

的表达。结果如图 1所示，细胞呈星形，核较大是典型的星形胶

质细胞形态，所有细胞均呈 GFAP表达阳性。说明本实验所获得

的细胞是星形胶质细胞且纯度较高，可以用于后续研究。

图 1 体外培养星形胶质细胞的形态及 GFAP表达(× 200，标尺 200 滋m)
Fig.1 Photomicrographs of Astrocytes in culture (× 200, Bar: 200 滋m)

2.2 异氟烷抑制星形胶质细胞 Sirt1的表达

Sirt1是 NAD (烟酰胺腺嘌呤二核苷酸) 依赖的去乙酰化

酶，与抑郁症的发病机制密切相关。本实验研究了异氟醚对小

鼠星形胶质细胞 Sirt1 -表达的影响。结果如图 1所示，异氟烷

抑制星形胶质细胞 Sirt1表达，且异氟醚浓度越高抑制越明显。

与对照组(1.008± 0.071)相比，0.5ISO组细胞的 Sirt1 mRNA水

平 (0.806± 0.066) 稍有下调，但无统计差异；1.0ISO (0.379±

0.034)组和 1.5ISO(0.354± 0.043)的 Sirt1 mRNA 水平明显下

调，且差异具有统计学意义(P<0.01)。Western Blot检测结果显

示，Sirt1的蛋白表达水平与其 mRNA变化趋势一致。相关性分

析显示，在一定的异氟烷浓度范围内，Sirt1表达水平与异氟醚

浓度呈显著的负相关（r=0.872，P<0.01）。
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2.3 异氟烷抑制星形胶质细胞单胺氧化酶MAO-A的表达

单胺氧化酶 -A(MAO-A)氧化 5-羟色胺(5-HT)使其失活，

MAO-A水平高低直接影抑郁症的发病情况。本研究检测了异

氟醚对小鼠星形胶质细胞MAO-A表达的作用。结果如图 2所

示，异氟醚下调星形胶质细胞 MAO-A的表达水平，且异氟醚

浓度越高下调越明显。与对照组(1.000± 0.067)相比，0.5ISO组

细胞的MAO-A mRNA水平(0.871± 0.063)稍有下调，但无统计

差异；1.0ISO(0.624± 0.053)组 MAO-A mRNA明显下调，统计

差异显著(P<0.05)，1.5ISO(0.518± 0.036)的 MAO-A mRNA 水

平下调更为明显，统计差异极显著(P<0.01)。Western Blot检测

结果显示, MAO-A的蛋白表达水平与其 mRNA 变化趋势一

致。相关性分析显示在一定的异氟烷浓度范围内，MAO-A表达

水平与异氟醚浓度呈显著的负相关（r=0.825，P<0.01）。

3 讨论

目前抑郁症的发病机制尚不完全清楚，近年来的研究围绕

着抑郁症的病因学提出了多种假说，包括神经内分泌假说、神

经退行性病变假说、神经营养假说等[5]。星形胶质细胞不仅在大

脑中为神经元提供营养物质，控制着神经元连接强度[6]，还参与

微调和重塑大脑的神经回路，在抑郁症的发病机制及治疗过程

中发挥重要作用[7-9]。异氟烷是临床常用的麻醉剂，研究表明其

具有一定的抗抑郁效果[10]。此外，有研究表明给予星形胶质细

胞细胞 1.4 MAC的异氟烷预处理能够减小缺氧无糖对其造成

的损伤[11]。异氟烷是否通过影响星形胶质细胞的功能而发挥其

抗抑郁作用尚不清楚。

目前临床常用的抗抑郁药物作用机制，仍然是基于对单胺

类递质以及单胺氧化酶的调节作用 [12]。单胺氧化酶有两种亚

型，MAO-A与MAO-B。MAO-A对 5-羟色胺和去甲肾上腺素

有优先的脱氨基作用，MAO-B则是针对苯基与苄胺起作用[13]。

MAO-A在抑郁症的发病机制中具有重要作用，MAO-A转录

低下会导致中枢神经系统 5-HT和 NE水平上调，从而调节与

之相关的各种行为[14]。研究显示抑郁症患者MAO-A活性异常
[15]，PET成像也显示MAO-A表达减少与男性暴力和攻击行为

有关，而抑郁症患者脑内存在MAO-A表达上调的现象[11]。本研

究结果显示异氟烷下调了体外培养星形胶质细胞的 MAO-A

mRNA和蛋白水平，异氟烷浓度越高下调越明显，说明异氟烷可

能通过影响星形胶质细胞的MAO-A水平发挥其生物学功能。

去乙酰化酶 Sirt1主要在细胞核表达，可以在神经分化和

轴突生长、进行性肿瘤和细胞凋亡等情况下转入细胞质。星形

胶质细胞也表达 Sirt1 [12]。研究显示 Sirt1 对 NHLH2 (调节

MAO-A的转录因子) 有去乙酰化作用，可以通过间接调控

MAO-A的转录进而影响小鼠大脑 5-HT的代谢和焦虑抑郁样

行为[16]，在抑郁症的发病机制中发挥重要作用。本研究结果显

示异氟烷下调了体外培养星形胶质细胞的 Sirt1 mRNA和蛋白

水平，异氟烷浓度越高下调越明显，说明异氟烷可能通过影响

星形胶质细胞的 Sirt1水平间接调控单胺氧化酶 MAO-A的表

达影响大脑 5-HT的代谢而发挥其抗抑郁功能。

综上所述，本研究结果提示异氟烷可能通过下调小鼠星形

胶质细胞的去乙酰化酶 Sirt1的表达，降低单胺氧化酶MAO-A

水平而发挥其抗抑郁作用。但本研究具有一定的局限性，实验

观察到了异氟烷调控体外培养星形胶质细胞的 Sirt1/MAO-A

mRNA和蛋白表达，但未能在体内验证其抗抑郁效果及对大脑

5-HT水平的影响。此外，异氟烷影响 Sirt1表达的分子机制也

还需要进一步研究。
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