
神经损伤与功能重建·2022年4月·第17卷·第4期

·论著·
丙泊酚对脓毒症小鼠血脑屏障损伤的影响

罗涛，刘永芳，刘方燕，付湘云，刘志刚

作者单位

武汉大学人民医院

麻醉科

武汉 430060

收稿日期

2021-12-17

通讯作者

付湘云

276394975@

qq.com

刘志刚

liuzhigang_wh@

163.com

注：罗涛和刘永芳

为并列第一作者

摘要 目的：探究丙泊酚对脓毒症小鼠血脑屏障（BBB）损伤的影响及可能的作用机制。方法：30只雄性SPF

级C56BL/6小鼠随机分为对照（Con）组、脓毒症（LPS）组和丙泊酚（PF）组，每组10只。LPS组和PF组小鼠

采用腹腔注射脂多糖（LPS）（10 mg/kg）制备脓毒症小鼠模型，注射LPS后的即刻和6 h后给PF组小鼠腹腔

注射丙泊酚（50 mg/kg），给LPS组小鼠腹腔注射等体积的生理盐水；Con组仅给予腹腔注射等体积的生理盐

水。造模24 h后，采用神经行为学评分观察小鼠行为学变化；ELISA法检测小鼠血清神经元特异性烯醇化

酶（NSE）和S100β水平；伊文氏蓝（EB）法和干湿比重法检测小鼠脑组织BBB通透性和含水量；Western blot

法检测脑组织闭合蛋白（Occludin）、密封蛋白（Claudin）-5和基质金属蛋白酶（MMP）-9蛋白表达量。结果：

与Con组相比，LPS组小鼠神经行为学评分降低，血清NSE和S100β、脑组织含水量和EB含量明显升高，Oc-

cludin和Claudin-5表达减少，MMP-9表达增加（P＜0.05）；与LPS组相比，PF组小鼠神经行为学评分增高，血

清NSE和S100β、脑组织含水量和EB含量明显减少，Occludin和Claudin-5明显增加，MMP-9表达降低（P＜

0.05）。结论：丙泊酚可减轻脓毒症小鼠BBB损伤，降低血脑屏障通透性，其机制可能与抑制MMP-9表达有

关。
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Abstract Objective: To observe the effects of propofol on blood-brain barrier (BBB) disruption in septic mice

and explore its possible mechanisms. Methods: Thirty male SPF C56BL/6 mice were randomly divided into

three groups (n=10): control group (Con), sepsis group (LPS), and propofol-treated group (PF). A sepsis mouse

model was established in LPS and PF group mice through intraperitoneal injections of 10 mg/kg lipopolysaccha-

ride (LPS). Immediately and 6 hours after modeling, the PF group mice were given intraperitoneal injections of

50 mg/kg propofol, and the LPS group mice were given equal volume injections of saline. Mice in the Con group

were intraperitoneally injected with saline only. Twenty-four hours later, the behavioral changes of mice in the

different groups were evaluated by neuroreflex scoring. Serum levels of NSE and S100β were measured by ELI-

SA kits. The permeability of BBB and water content of brains were determined by Evans blue extravasation and

the wet/dry ratio of brain tissue. The protein expression of Occludin, claudin-5, and MMP-9 were detected by

Western blot to assess BBB integrity. Results: Compared with the Con group, the LPS group showed higher lev-

els of serum NSE and S100β, water content and EB content in brain tissues, and MMP-9 protein expression and

lower neuroreflex scores and decreased Occluding and Claudin-5 expression (P<0.05). Compared with that of the

LPS group, the serum NSE and S100β levels, brain tissue water and EB content, and MMP-9 protein expression

in the PF group were decreased, while the neuroreflex scores and Occluding and Claudin-5 expression were sig-

nificantly increased (P<0.05). Conclusion: Propofol can alleviate BBB damage and decrease its permeability in

septic mice, and the mechanism may involve the inhibition of MMP-9 expression.

Key words sepsis; propofol; blood-brain barrier; matrix metalloproteinases

脓毒症是由宿主对感染反应失调引起

的威胁生命的疾病。脓毒症相关脑病

（sepsis associated encephalopathy，SAE）是脓

毒症常见但研究较少的神经系统并发症，其

临床表现可能从谵妄到认知障碍或深度昏

迷等[1]。研究表明，脓毒症期间系统性产生

的内毒素和促炎细胞因子可导致小胶质细

胞和脑内皮细胞活化、紧密连接蛋白下调和

白细胞募集增加，由此产生的神经炎症和血

脑屏障（blood brain barrier，BBB）损伤可加

重脓毒症引起的脑功能障碍[2]。丙泊酚是临

床最常用的静脉麻醉药，除镇静、催眠作用
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外，还具有抗炎、抗凋亡和抗氧化等作用。有报道丙泊

酚可通过抑制肝脏氧化应激、脂质过氧化和炎症反应，

改善脓毒症引起的肝功能障碍[3]。但丙泊酚对脓毒症

引起的BBB损伤是否有保护作用，目前尚不清楚。本

实验拟探究丙泊酚对脓毒症小鼠BBB损伤的影响及

可能机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与材料

1.1.1 实验动物 雄性 SPF 级 C57BL/6 小鼠[实验动

物质量合格证 SCXK(鄂)2017-0012]30 只，6～8 周龄，

体质量 18～20 g，由武汉大学人民医院动物实验中心

提供。饲养温度22℃～25℃，湿度50%～60%，昼夜交

替光照，小鼠自由食水。本实验经武汉大学人民医院动

物实验伦理委员会审核批准（编号：WDRM20191004）。

1.1.2 主要试剂 脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）

O111:B4（批号L2630）购于美国Sigma公司；丙泊酚注

射液（批号RJ816）购于英国AstraZenec公司；小鼠神经

元特异性烯醇化酶（neuron specific enolase，NSE）

（ml063810）和小鼠S100β ELISA试剂盒（ml037988）购

于上海酶联生物科技公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒

（P0012）购于上海碧云天生物科技公司；兔源闭合蛋白

（Occludin）一抗、兔源密封蛋白（Claudin）-5 一抗

（A10207）、兔源基质金属蛋白酶（matrix metalloprotei-

nase，MMP）-9一抗（A2607）和HRP标记的山羊抗兔二

抗（AS014）购于武汉ABclonal公司；兔源β-actin一抗，

RIPA裂解液购于武汉Servicebio公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和模型制备 将小鼠按体质量编号，

采用随机数字法将其分为对照（Con）组、脓毒症（LPS）

组和丙泊酚（propofol，PF）组。LPS 组和 PF 组小鼠采

用腹腔注射 LPS（10 mg/kg）制备脓毒症小鼠模型，注

射LPS后的即刻和6 h后给PF组小鼠腹腔注射丙泊酚

（50 mg/kg），给 LPS 组小鼠腹腔注射等体积的生理盐

水；Con组仅给予腹腔注射等体积的生理盐水。给药

后放入笼中观察小鼠精神及活动状态。

1.2.2 小鼠神经行为学评分 各组完成给药24 h后观

察小鼠行为学变化，参考文献[4]，分别采用耳廓反射、捏

尾反射、角膜反射、逃避反射、翻正反射对小鼠进行神经

行为学评分：每项正常为 2分，反射减弱（5 s＜间隔时

间≤10 s）为1分，反射丧失（间隔时间＞10 s）为0分；评

分最高为10分，分数越低说明神经系统损伤越严重。

1.2.3 血生化指标检测 各组完成给药 24 h后，每组

随机选取4只小鼠，麻醉状态下于心尖部取血约0.5～

1.0 mL，常温下 3500 r/min 离心 10 min，吸取上清液。

采用ELISA法检测血清NSE和S100β水平，严格按照

试剂盒说明书操作。

1.2.4 脑组织含水量和 BBB 通透性测定 各组完成

给药 24 h后，每组随机选取 4只小鼠，尾静脉注射 2%

伊文氏蓝（Evans blue，EB）（3 mL/kg）。2 h 后麻醉小

鼠，于左心室灌注 0.9%生理盐水取脑，分离左侧脑组

织并称重，放入盛有甲酰胺的离心管中，于 37℃水浴

48 h，3000 r/min离心 15 min后取上清液，采用酶标仪

于波长 632 nm处检测其吸光度。根据标准曲线计算

脑组织EB含量。分离右侧脑组织，滤纸吸干多余水分

和血液，称量湿重，置于80℃烤箱内烘烤48 h至恒重，

取出后称干重，脑组织含水量(%)=(湿重-干重)/湿重×

100 %。

1.2.3 脑组织Occludin、Claudin-5和MMP-9蛋白表达

水平 将各组完成取血进行生化检测的小鼠处死后，

剥离并称取适量大脑皮质，提取总蛋白，BCA法检测

样品蛋白浓度；常规电泳、转膜、封闭，加入一抗兔抗

Occludin、Claudin-5、MMP-9（1∶1000稀释），4℃孵育过

夜；TBST缓冲液洗 3次，加入HRP标记的山羊抗兔二

抗（1∶5000稀释），室温孵育1 h；TBST缓冲液洗3次后，

使用ECL显影液显影。采用 Image J软件分析光密度

值，以目的蛋白光密度值与内参蛋白β-actin光密度值

的比值反映目的蛋白表达水平。

1.3 统计学处理

采用SPSS 26.0软件处理数据。符合正态分布以

及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用LSD检验；若方差不

齐则使用Tamhane’s T2检验；P＜0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组小鼠神经行为学评分

给药 24 h后，小鼠出现竖毛、呼吸急促、眼角脓性

分泌物、厌食和反应迟钝等表现。Con组、LPS组和PF

组小鼠的神经行为学评分分别为（9.42 ± 0.67）分、

（5.75±1.06）分和（7.17±0.83）分，LPS组和PF组均低于

Con组（均P＜0.05）；PF组高于LPS组（P＜0.05）。

2.2 各组小鼠血清NSE和S100β水平

与Con组相比，LPS组血清NSE和S100β明显升高

（P＜0.05）；与 LPS 组比较，PF 组血清 NSE 和 S100β明

显降低（P＜0.05），见表1。
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2.3 各组小鼠脑含水量和BBB通透性

与Con组比较，LPS组小鼠脑含水量和EB含量明

显增加（P＜0.05）；与LPS组比较，PF组小鼠脑含水量

和EB含量明显减少（P＜0.05），见表2。

2.4 各组小鼠脑组织 Occludin、Claudin-5 和 MMP-9 蛋

白表达水平

与 Con 组比较，LPS 组小鼠 MMP-9 表达增加，

Occludin和Claudin-5明显减少（P＜0.05）；与LPS组比

较，PF组MMP-9明显下调，Occludin和Claudin-5表达

增加（P＜0.05），见图1。

3 讨论

脓毒症发生时，全身感染诱导不受控制的炎症反

应，导致全身多器官功能障碍，大脑是最早受到影响的

器官之一。NSE和S100β是神经系统损伤的特异性血

清标志物，临床研究表明，脓毒症合并脑功能障碍患者

血清 NSE 和 S100β浓度增加 [5]。本研究参照文献，采

用腹腔注射LPS制备脓毒症脑损伤小鼠模型[6]。给药

24 h后，小鼠出现竖毛、呼吸急促、眼角脓性分泌物、厌

食和反应迟钝等表现，神经行为学评分减低，血清NSE

和 S100β明显升高，表明脓毒症脑损伤模型制备成

功。参照文献[7]，给予脓毒症小鼠丙泊酚后，小鼠活动

增加、呼吸减慢、脓性分泌物减少、摄食饮水增多，神经

行为学评分增高，血清NSE和S100β降低，表明丙泊酚

可减轻脓毒症小鼠脑损伤[7]。

BBB是脑内具有高度选择性的神经血管单元，由

脑内皮细胞、周细胞、星形胶质细胞和小胶质细胞等构

成，能限制血液和大脑之间的离子和液体运动，为大脑

提供必需的营养素，排出代谢废物，有助于维持大脑微

环境的内环境平衡[8]。其中，血管内皮细胞之间的紧密

连接是限制物质转运的物理结构基础，Occludin 和

Claudin-5作为组成紧密连接复合体的关键跨膜蛋白，

其结构和功能的改变可导致紧密连接解离，引起细胞

间隙和血管通透性增加[9]。本研究采用干湿比重法和

EB 法检测脓毒症小鼠 BBB 的通透性，并检测紧密连

接蛋白Occludin和Claudin-5表达量。EB是一种与血

清白蛋白结合的碱性染料，正常情况下无法通过血

管。当BBB破坏时，EB可渗透进入脑组织，其在脑内

的含量可反映BBB的通透性。本研究结果显示，脓毒

症小鼠BBB通透性增加，Occludin和Claudin-5表达降

低，而丙泊酚能降低脓毒症小鼠BBB通透性，增加紧

密连接蛋白Occludin和Claudin-5表达量。

目前关于脓毒症导致 BBB 损伤的机制尚不完全

清楚。有研究报道，脓毒症时免疫细胞激活，分泌大量

TNF-α、IL-1β和 IL-6等炎症介质，破坏内皮细胞间的紧

密连接，导致微血管渗漏和组织水肿[10]。内毒素 LPS

可能通过增强Caspase-3/7和Bax活性，抑制Bcl-2和内

皮型一氧化氮合酶（endothelial nitricoxide synthase，

eNOS），促进内皮细胞凋亡从而损害BBB功能[11]。另

外，动力相关蛋白1（dynamin-related protein 1，Drp1）介

导的线粒体功能障碍也是 BBB 损伤的重要机制之

一。Drp1抑制剂P110可减轻脓毒症诱导的氧化应激反

应并提高线粒体膜电位，保护BBB完整性[12]。MMPs

组别

Con组

LPS组

PF组

F值

P值

只数

4

4

4

NSE/(ng/mL)

1.01±0.03

5.20±0.13①

3.22±0.09①②

1952.00

P＜0.01

S100β/(pg/mL)

65.70±5.51

167.07±5.68①

114.57±5.66①②

325.80

P＜0.01

表1 各组小鼠血清NSE和S100β水平比较（x±s）

注：与Con组比较，①P＜0.05；与LPS组比较，②P＜0.05

组别

Con组

LPS组

PF组

F值

P值

只数

4

4

4

含水量/%

75.76±1.25

78.92±0.98①

76.32±0.43②

12.66

P＜0.01

EB含量/(μg/mL)

2.08±0.08

5.92±0.23①

3.63±0.24①②

374.00

P＜0.01

表2 各组小鼠脑含水量和EB含量（x±s）

注：与Con组比较，①P＜0.05；与LPS组比较，②P＜0.05
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注：与Con组相比，*P＜0.05；与LPS组相比，#P＜0.05

图1 各组小鼠脑组织Occludin、Claudin-5和MMP-9蛋白表达量
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是一类锌依赖的蛋白水解酶，MMP-9作为主要的效应

分子，可降解细胞外基质中 IV胶原，损伤BBB。已有

研究证实脓毒症大鼠BBB通透性的增加与脑微血管

中高水平的MMP-9有关，特异性抑制MMP-9 可降低

BBB通透性，改善认知功能障碍[13]。

丙泊酚作为最常用的静脉麻醉剂之一，具有起效

快、作用时间短、消除快，且副作用少等优点，广泛用于

手术患者的麻醉和重症监护病房患者的镇静。除镇静

作用外，据报道丙泊酚能通过激活GABAA受体和诱导

Nrf2 的核移位，在 M1 型巨噬细胞极化期间抑制 IL-6

和 IL-1β表达，减轻炎症反应[14]。此外，丙泊酚可以下

调 TLR4/NF-κB 信号，同时抑制诱导型一氧化氮合酶

（inducible nitric oxide synthase，iNOS）表达，减轻亚硝

化应激诱导的细胞凋亡[15]。Xie等[16]发现，丙泊酚能抑

制 MMP-9 和 NF-κB 表达，上调 Occludin 和 Claudin-5，

维持缺血再灌注后血脊髓屏障的完整性。但丙泊酚能

否通过调节 MMP-9 而减轻脓毒症诱导的 BBB 损伤，

尚未见相关报道。本实验结果显示，脓毒症小鼠脑组

织 MMP-9 上调，BBB 通透性增加，而丙泊酚能降低

MMP-9蛋白水平，保护BBB完整性，提示丙泊酚可能

通过抑制MMP-9表达进而减轻脓毒症诱导的BBB损

伤。丙泊酚对血脑屏障的保护作用有望为临床上脓毒

症脑损伤患者的治疗提供新的思路，未来仍需大量研

究以进一步分析其具体的作用机制。

综上所述，丙泊酚可改善脓毒症小鼠血脑屏障损

伤，降低血脑屏障通透性，其机制可能与抑制MMP-9

表达有关。
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