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 p38 MAPK抑制剂SB203580减轻罗哌卡因对PC12细胞的毒性 

 陈园1，王锷1，孙志华2，宋宗斌1，叶治1，张重1 

( 1. 中南大学湘雅医院麻醉科，长沙 410008；2. 湘雅常德医院麻醉科，湖南 常德 415000 )

[摘要]  目的：探讨p38MAPK抑制剂SB203580对罗哌卡因诱发大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞(PC12)的毒性的影响及

其机制。方法：将PC12细胞分为对照组(N组)、罗哌卡因组(R组，15 mmol/L盐酸罗哌卡因)、罗哌卡因+SB203580组

(R+S组，15 mmol/L盐酸罗哌卡因+10 μmol/L SB203580)。培养48 h后行3组细胞计数并采用MTT法检测细胞存活率；

采用蛋白质印迹法检测各组磷酸化p38(p-p38)、活化的caspase-3的表达以及细胞质中细胞色素C(cytochrome C，Cyt C)

的含量。结果：与N组比较，R组和R+S组的PC12细胞数目及细胞存活率均显著减少(均P<0.05)；且R+S组的PC12细胞

数目和存活率较R组显著上升(均P<0.05)。与N组比较，R组和R+S组p-p38，活化的caspase-3的表达以及细胞质中Cyt C

的含量显著增加(均P<0.05)；与R组比较，R+S组p-p38，活化的caspase-3的表达以及细胞质中Cyt C的含量明显减少(均

P<0.05)。结论：抑制p38磷酸化可减轻罗哌卡因对PC12细胞的毒性作用，其机制可能与减少释放入细胞质的Cyt C和

caspase-3的活化有关。 
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ABSTRACT  Objective: To investigate the eff ect of SB203580, a p38MAPK specifi c inhibitor, on ropivacaine-
induced cytotoxicity in PC12 cells.

 Methods: PC12 cells were divided into three groups: the normal group (Group N), cells 
were cultured for 48 h; the ropivacaine group (Group R), cells were cultured with 15 mmol/L 
ropivacaine hydrochloride for 48 h; the ropivacaine+SB203580 group (Group R+S), cells were 
cultured with 15 mmol/L ropivacaine hydrochloride plus 10 μmol/L SB203580 for 48 h. Th e cell 
survival rates were detected by MTT  assay. Th e protein levels of cleaved caspase-3, phosphor-p38 
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(p-p38) and cystolic cytochrome C (Cyt C) were detected by Western blotting.
	 Results: Compared with the Group N, the number and survival rate of PC12 cells in the Group 

R and the Group R+S were significantly reduced (all P<0.05); the number and survival rate of 
PC12 cells in the Group R+S were significantly higher than those in the Group R (both P<0.05). 
Compared with the Group N, the levels of p-p38 and cleaved caspase-3, and the content of 
cytoplasmic Cyt C in the PC12 cells from the Group R and the Group R+S were significantly 
enhanced (all P<0.05); compared with the Group R, the levels of p-p38 and cleaved caspase-3, 
and the content of cytoplasmic Cyt C in the PC12 cells from the Group R+S were decreased (all 
P<0.05).

	 Conclusion: The ropivacaine-induced cytotoxicity can be attenuated via inhibition of p38MAPK; 
which is related to decrease in Cyt C content and cleaved caspase-3 expression.
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作为临床上常用的局部麻醉药物，罗哌卡因

潜在的神经毒性日益受到重视。既往研究[1]表明：

p38丝裂原活化蛋白激酶(p38 mitogenactivated protein 
kinases，p38MAPK)参与利多卡因神经毒性，且可能

与细胞凋亡的线粒体途径密切相关；但p38MAPK、

线粒体介导的细胞凋亡与罗哌卡因细胞毒性的相关

性，并未得到充分证实。本实验拟通过使用p38抑制

剂SB203580研究p38磷酸化对罗哌卡因诱导的PC12细

胞毒性的影响，并初步探讨其机制。

1  材料与方法

1.1  主要药品、试剂与仪器

盐 酸 罗 哌 卡 因 购 自 瑞 典 阿 斯 利 康 公 司 ；

SB203580购自德国Calbiochem公司；PC12细胞购自上

海中国科学院细胞中心；RPMI 1640培养基、马血清

购自海克隆生物化学制品(北京)有限公司；胎牛血

清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；DMSO
购自美国Invitrogen公司；兔抗鼠磷酸化p38(p-p38)抗

体、兔抗鼠活化caspase-3多克隆抗体、兔抗鼠细胞色

素C(cytochrome C，Cyt C)单克隆抗体购自美国Cell 
Signaling Technology公司；兔抗鼠β-actin单克隆抗体、

HRP标记的山羊抗兔二抗购自美国Sigma公司；MTT
试剂盒购自北京沃比森科技有限公司；细胞质/线粒

体分离试剂盒购自美国Biovision公司；酶标仪、SDS 
PAGE微型凝胶电泳及转膜设备购自美国BioR ad公

司；ECL检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限

公司。

1.2  细胞培养和分组

PC12细胞接种于50 mL培养瓶中，用含10%胎牛

血清和5%马血清的RPMI 1640培养基，置37 ℃和5% 
CO2培养箱中培养，每2~3 d常规传代。

将细胞制成细胞悬液后分为 3 组：对照组 (N
组)、罗哌卡因组(R组)、罗哌卡因+SB203580组(R+S
组)。N组无试验药物干预，R组和R+S组分别以盐

酸罗哌卡因15 mmol/L、盐酸罗哌卡因15 mmol/L+ 
SB203580 10 μmol/L进行处理。3组细胞培养48 h后行

细胞计数、MTT法和蛋白质印迹法检测。

1.3  MTT法

各组细胞处理48 h后接种于96孔板中，细胞贴

壁后各孔加入50 μL 1×MTT，37 ℃下孵育4 h，弃上

清液，各孔加入150 μL DMSO，震荡摇匀；酶标仪在

550 nm波长处检测各孔光密度值(OD值)，取各测试

孔OD值与空白药物孔OD值的差值。细胞存活率=加

药组D(550 nm)/对照组D(550 nm)×100%。

1.4  蛋白质印迹法

收集各组细胞，并将每组细胞均分装成两管：

一管加入细胞裂解液混匀，离心，放入沸水中加热

变性5 min后取上清液，提取细胞总蛋白；另一管使

用细胞质/线粒体分离试剂盒提取细胞质中蛋白质

(具体步骤参考说明书)。采用BCA法测定蛋白质的

浓度。加上样缓冲液混匀后，放入沸水中加热变性

5 min。上样行SDS-PAGE后，将蛋白转至聚偏二氟

乙烯(polyvinylidene fluoride，PVDF)膜。分别加入抗

p-p38(1:1 000)，抗caspase-3(1:1 000)，抗Cyt C(1:1 000) 
一抗4 ℃过夜，抗兔二抗(1:10 000)室温下孵育1 h，用

TBST洗涤后显色，采用Scion Image图像分析系统对蛋

白条带进行检测分析。目的蛋白与内参蛋白条带的

灰度比值为蛋白的相对含量。
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1.5  统计学处理

采用SPSS19.0软件对数据进行分析。计量资料以

均数±标准差(x±s)表示，组间比较采用单因素方差分

析(ANOVA)；两两比较使用SNK-q检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

2  结   果

2.1  PC12细胞计数及细胞存活率

与N组比较，R组和R+S组的PC12细胞数目及细

胞存活率均显著减少(均P<0.05)；且R+S组的PC12细

胞数目和存活率较R组显著上升(均P<0.05，图1)。

与N组相比，R组和R+S组的PC12细胞数目及存

活率均显著减少(均P<0.05)；且R+S组的PC12细胞数

目和存活率较R组显著上升(均P<0.05，图2)。

2.2  p-p38和活化的caspase-3表达以及细胞质中Cyt C
蛋白含量

与 N 组 比 较 ， R 组 和 R + S 组 p - p 3 8 ， 活 化 的

caspase-3的表达以及细胞质中Cy t C的含量显著增

加(均P<0.05)；与R组比较，R+S组p-p38，活化的

caspase-3的表达以及细胞质中Cyt C的含量明显减少

(均P<0.05，图3)。

图3   各组细胞p-p38、活化caspase-3蛋白和细胞质中Cyt C的表达

Figure 3   Protein expressions of p-p38, cleaved caspase-3, and cystolic Cyt C in each group
A: Representative electrophorogram of p-p38, cleaved caspase-3, and cystolic Cyt C in each group; B: Comparison of relative protein expression 

of p-p38, cleaved caspase-3 and cystolic Cyt C among groups. *P<0.05 vs the Group N; †P< 0.05 vs the Group R

图2   各组PC12细胞存活率的比较

Figure 2   Comparison of survival rates of PC12 cells among 

groups
*P<0.05 vs the Group N; †P<0.05 vs the Group R
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Figure 1   Comparison of PC12 cell counts among groups
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3  讨   论

SB203580是p38MAPK的选择性抑制剂，广泛应

用于相关通路的研究。笔者在参考了Lirk等 [2]的研

究并进行预实验摸索后，选取MAPK家族表达稳定

且常用于局部麻醉药物毒性研究的PC12细胞，采用 
15 mmol/L盐酸罗哌卡因干预48 h建立细胞毒性模型。

在盐酸罗哌卡因处理后的PC12细胞计数及细胞

存活率均明显下降，活化的caspase-3表达和细胞质

中Cyt C含量均明显增加；表明罗哌卡因可诱导PC12
细胞凋亡，并且细胞凋亡的线粒体途径可能参与其

中。罗哌卡因作为应用广泛的局部麻醉药物，对其

细胞毒性机制及干预措施的研究仍处于探索阶段[3]。

目前研究发现罗哌卡因的毒性可能与其诱导细胞凋

亡密切相关。线粒体途径是哺乳动物经典的细胞凋

亡途径之一，线粒体外膜透化是其中的关键环节。

线粒体内的Cyt C等透过线粒体膜释放至细胞质，触

发caspase级联反应，最终激活caspase-3前体，介导细

胞凋亡[4]。本课题组既往研究[5]的电镜结果显示：罗

哌卡因可诱发脊髓细胞线粒体形态学的明显改变；

Wang等[6]使用罗哌卡因干预非小细胞肺癌细胞后发现

线粒体受损、Cyt C释放和caspase-3活化明显增加；此

外，罗哌卡因可诱发心肌细胞产生与药物浓度相关

的线粒体肿胀[7]。上述研究结果均提示罗哌卡因诱导

的细胞凋亡与线粒体途径密切相关。

本研究进一步发现：抑制p38MAPK磷酸化可

明显缓解PC12细胞数量和细胞存活率的下降程度，

同时也减少了caspase-3的活化与Cyt C的释放；提示

p38MAPK途径是罗哌卡因诱导细胞毒性的重要机制

之一，并且抑制该途径可能减少线粒体介导的细胞

凋亡。细胞内活性氧(reactive oxygen species，ROS)的

增加[8]以及钙调蛋白激酶[9]、Akt信号通路[10]、Fas/
FasL途径[11]的激活等，均可能与罗哌卡因的细胞毒

性相关。p38MAPK作为重要细胞信号通路之一，在

细胞凋亡、炎症反应和神经损伤等方面发挥重要作

用[12-13]，但它与罗哌卡因毒性的关系尚有争议：既往

有研究[14-16]支持罗哌卡因增加了细胞p38MAPK的磷

酸化，然而也有学者[6]认为罗哌卡因激活了非小细胞

癌细胞的MAPK途径但并未改变p38MAPK和其磷酸化

产物的表达。研究[17]指出：激活p38MAPK可以上调

Bcl-2基因家族的Bax/Bcl-2的比值，诱导caspase-3的激

活，进而促使线粒体介导的细胞凋亡，上述途径可

能为p38MAPK影响细胞凋亡线粒体途径的重要机制

之一。

由于本实验为PC12细胞的离体实验，影响因素

单一，缺乏内环境的调控，因此不能充分反映罗哌

卡因在机体中对神经细胞的影响。另外，本研究未

检测p38MAPK途径的上、下游信号分子及靶向调控

的相关节点。因此，罗哌卡因所致的线粒体介导的

细胞凋亡中p38MAPK的具体信号通路以及如何靶向

干预其上、下游途径，是进一步研究的方向。

综上所述，p38MAPK信号通路在罗哌卡因细胞

毒性中发挥重要作用，线粒体介导的细胞凋亡可能

为其途径之一，但具体机制有待进一步研究。
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