
丙泊酚是一种新型的快效、短效静脉麻醉药。除了

催眠、镇静与遗忘作用外，丙泊酚还具有降低动脉血压，

抑制炎症反应的功能［1-2］。近年来，关于丙泊酚的非麻醉

效能研究集中在其抗炎、抗氧化效应上［3-5］。相关研究表

明丙泊酚具抗氧化，减轻细胞内钙离子超载，抑制细胞

凋亡，减轻中性粒细胞和内皮细胞粘附，调节炎性细胞

因子的平衡，直接改善细胞能量代谢障碍等作用［6-7］。

丙泊酚可以通过抑制内毒素血症中的TLR-4的表达，从

而抑制CD14基因的表达及 IkB的磷酸化，减少NF-kB

向细胞核内的转移，进而减少血浆和组织中的细胞因子

如IL-1、TNF-a、IL-8等［8-10］。

当细胞发生焦亡时，由于细胞膜破裂导致内容物的

释放，会激活强烈的炎症反应。Caspase-1作为焦亡过

程的重要因子，在焦亡的发生过程中发生激活，从而使

非选择性阳离子通道开放，诱发细胞焦亡［11-12］。

目前关于丙泊酚对炎症中细胞死亡方面的研究虽然

很多，但都集中于凋亡［13-15］。有关丙泊酚抑制内毒素血中

巨噬细胞发生焦亡的研究，目前暂时没有报道。在此背

景之下，我们通过体外培养BMDM细胞，使用LPS加

ATP刺激诱导BMDM发生焦亡，再予丙泊酚干预，探讨

丙泊酚对脓毒血症中巨噬细胞发生焦亡的影响。
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摘要：目的 探讨丙泊酚抑制巨噬细胞发生焦亡的分子机制。方法 提取小鼠骨髓来源巨噬细胞，分为对照组、脂多糖（LPS）+三

磷酸腺苷（ATP）刺激组以及丙泊酚+LPS+ATP组。对照组不给予任何处理；LPS+ATP组先给予脂多糖(LPS) 1 μg/mL刺激4 h，

再加三磷酸腺苷（ATP）4 mmol/L刺激1 h；丙泊酚+LPS+ATP组先同时给予50 μmmol/L丙泊酚+LPS 1 μg/mL刺激4 h，再加

ATP刺激1 h。处理完毕则收集细胞培养上清液和细胞。分别通过CCK8、流式分析检测细胞活力，酶联免疫吸附测定法法检测

细胞上清炎症因子 IL-1β、IL-18含量；用免疫印迹检测细胞caspase-1蛋白表达及细胞膜Toll样受体-4（TLR4）表达；流式分析及

免疫组化荧光检测细胞焦亡情况。结果 LPS+ATP可导致小鼠骨髓来源巨噬细胞（BMDM）活力显著降低（P<0.05）；炎症因

子 IL-1β、IL-18升高（P<0.05）；活化的caspase-1蛋白增加，细胞膜表面TLR-4表达升高（P<0.05）；予丙泊酚处理后，可改善LPS+

ATP诱导的上述指标变化。结论 LPS+ATP可诱导BMDM发生焦亡，丙泊酚有效抑制这种细胞死亡，提示丙泊酚麻醉有益于

临床脓毒症患者的手术，有效调节患者免疫状态。
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Abstract: Objective To investigate the molecular mechanism underlying the inhibitory effect of propofol on pyroptosis of
macrophages. Methods Macrophages derived from bone marrow were extracted and divided into three groups: control group,
LPS+ATP group and propofol+LPS+ATP group. The control group was not given any treatment; LPS+ATP group was given
LPS 1 μg/mL stimulation for 4 h, then ATP 4 mM stimulation for 1 h; Propofol+LPS+ATP group was given propofol+LPS 1 μg/mL
stimulation for 4 h, then ATP stimulation for 1 h. After treatment, the supernatant and cells of cell culture were collected. the
cell activity was detected by CCK8 and flow cytometry. The inflammatory cytokines IL-1βand IL-18 were detected by Elisa.
Western blot was used to detect the expression of caspase-1 protein and TLR4 on cell membran Immunohistochemical
fluorescence was used to detect apoptosis of cells. Results LPS+ATP significantly decreased the viability of the macrophages
and increased the cellular production of IL-1β and IL-18, activation of caspase-1 protein and the expression of TLR-4 on the cell
membrane (P<0.05). Treatment with propofol obviously reversed the changes induced by LPS+ATP. Conclusion LPS+ATP can
induce pyroptosis of mouse bone marrow-derived macrophages, and propofol effectively inhibits such cell death, suggesting
that propofol anesthesia is beneficial during operation and helps to regulate the immune function of in patients with sepsis.
Keywords: endotoxemia; propofol; pyrotopsis; macrophages
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1 材料和方法

1.1 动物

C57BL/6J小鼠，购自广州中医药大学实验动物中

心，雄性，清洁级，8周龄，体质量22±2 g，合格证号：

［SCXK（粤）2018-0034］。

1.2 试剂及仪器

2，6-双异丙基酚（MERYER）；LPS（Santa Cruz）；

ATP（Biorbyt）；CCK8试剂盒（BestBio）；DMEM培养基

（Hyclone）；胎牛血清（ScienCell）；β-actin、GAPDH抗体

（碧云天）；鼠二抗（Thermo Fisher）；Pro-caspase1抗体、

P20-caspase1 抗体、P-10caspase1抗体（Abcam）；原位

细胞死亡检测试剂（Roche）；化学发光成像仪（Tanon）；

蛋白印迹系统（Bio-RAD）；倒置荧光显微镜（Olympus）。

1.3 小鼠骨髓来源巨噬细胞培养和处理（BMDM）

本实验操作均按照“医学实验动物护理和使用指

南”进行，并经广东省人民医院实验动物管理及伦理委

员会批准。参照相关文献进行提取和培养BMDM［16］。

取6~8周龄小鼠1只，脱颈椎处死，酒精浸泡。小鼠腹部

朝上，镊子夹起大腿根部剪开皮肤后，剥下大腿皮肤至

足踝处，完整取下大腿。将股骨和胫骨连接处的肌腱剪

断，剪去两骨的骨骺端，暴露骨髓腔。将开放了骨髓腔

的骨头泡在PBS或者培养基内，以保持细胞活性。使用

1 mL注射器的针头连接5 mL的注射器以便冲洗骨髓

腔，冲洗液可用培养基或者PBS溶液。可从骨头的两端

分别冲洗，反复多次，直至骨头发白为止。冲洗完全的液

体呈淡粉色，混浊，可见许多细胞团块（一般用50 mL离

心管收集冲洗液体）。300~350 g离心5 min。弃上清，

加入2~3 mL红细胞裂解液，去除骨髓细胞中的红细胞，

裂解完成后以约 1∶2 的体积加入PBS或培养基终止反

应。离心弃上清，加 3~5 mL完全培养基［DMEM 高糖

培养基+10%胎牛血清+1%双抗+10 ng/mL GM-CSF

（Sigma-Aldrich, SRP3201）］重悬，将细胞种入75细胞

培养瓶中，37 ℃二氧化碳孵箱孵育夜。第2天将上清

吸出置于 50 mL离心管中，贴壁细胞与培养瓶弃之。将

上清中细胞计数，并重新种入培养瓶或者孔板中（25细

胞培养瓶一般种3~3.5×106 细胞，3~5 mL完全培养基培

养，6孔板一般种1.5~2×106 细胞，2~3 mL培养基培养），

置于37 ℃二氧化碳孵箱孵育进行培养（第1天）。中途

可观察细胞1次，至第4或者第5天进行换液（观察细胞

若第4天已长满培养瓶或孔板底部可进行换液，若没长

满可推迟到第5天换液），换液是将旧的培养基吸出弃

之，加入新的完全培养基。培养至第7天或者第8天（具

体看细胞状态如何）可得到成熟的 BMDM 细胞，可用

于相应的细胞实验。

1.4 实验分组及给药方案

将步骤1.3所得成熟BMDM根据实验需要分成3

组：①对照 l组；②LPS+ATP组；③丙泊酚+LPS+ATP

组。对照组不予处理；LPS+ATP组先给予脂多糖（LPS）

1 μg/mL刺激4 h，再加三磷酸腺苷（ATP）4 mmol/L刺激

1 h；丙泊酚+LPS+ATP组先同时给予 50 μmol/L丙泊

酚+LPS 1 ug/mL刺激4 h，再加ATP刺激1 h。处理完

毕则收集细胞培养上清液和细胞，检测相关指标。

1.5 细胞焦亡模型的建立

细胞换液后，用4 μg/mL LPS 刺激细胞 4 h后，再

用4 mmol/L ATP刺激细胞 1 h，收集细胞及细胞培养上清

液，CCK8及流式分析法检测细胞活力；ELISA法检测细

胞因子介素-1（IL-1）、介素-18（IL-18）水平；Western blot 法

检测caspase1蛋白表达的水平；流式分析细胞焦亡情况。

1.6 细胞活力检测

取 HUVEC 细胞悬液加入96孔板（每孔约1×104细

胞），加入不同浓度的大黄素溶液（0，20，40，60，80，

100 μmol/L），持续培养24 h，换液后，每个孔分别加入

10%的CCK-8溶液100 μL，在培养箱中孵育1 h，用酶标

仪检测450 nm出的吸光度，计算细胞存活率。另外，取

对照组、LPS+ATP 组、丙泊酚+LPS+ATP组细胞悬液，

用上述方法分别检测各组细胞活力，细胞活力（%）=［A加

药－A空白］/［A未加药－A空白］×100%。

1.7 乳酸脱氢酶（LDH）检测

取各组经过处理的细胞上清液，按照检测试剂盒

说明书操作步骤，用酶标仪在450 nm处检测各组样本

的吸光度A450 nm，计算各组乳酸脱氢酶的活性。

1.8 Western blot 法检测蛋白表达

取各组培养的细胞，去除培养基后，经PBS洗两次后

加入裂解液裂解细胞，收集蛋白。采用BCA法测定蛋

白浓度，取20 μg上样，经SDS-PAGE 电泳、转膜。用

5%脱脂牛奶封闭 1 h。分别用抗体 TLR-4（1∶500）、

Pro-caspase1（1∶500）、P20-caspase1（1∶500）进行 4 ℃孵

育过夜。用 TBST洗膜3次，每次10 min，加入对应荧光二

抗（1∶10 000），室温孵育1 h。洗膜3次，每次 10 min，

使用Odyssey双色红外激光扫描显影仪扫描荧光蛋白

条带，用Odyssey系统软件进行结果分析，通过目的蛋

白条带灰度值与内参β-actin/GADPH条带灰度值的比

值表示目的蛋白的表达水平。

1.9 ELISA法检测细胞培养上清液中 IL-1β、IL-18的水平

将试剂盒中的标准品稀释成 5、10、20、40、80 ng/L，

按照说明书设置空白孔，标准品孔，待测样品孔，盖上封

板膜，混匀，37 ℃温育60 min，之后弃去液体，甩干，洗涤

5次，加入显色剂 A 液和 B液，加入终止液，空白孔调

零，读出A值，计算出标准曲线的回归方程后代入样本A

值计算出 IL-1β及IL-18 的浓度。

1.10 流式细胞术检测细胞焦亡比例

将经过上述处理的细胞与Alexa Fluor 488-偶联
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caspase-1 FLICA在37 ℃共同孵育1 h。用4%多聚甲

醛固定，再用TMR红标原位细胞死亡检测试剂对细胞

进 行 染 色 。 使 用 流 式 细 胞 术 分 析 细 胞 ，使 用

FACScalibur细胞仪和 flowjoe-v10软件（Tree Star）采

集30 000个事件进行分析。

1.11 免疫荧光检测

为了检查细胞死亡形态，细胞被处理为在六孔板中

显示的图像捕获。用DAPI（5 ng/mL）对细胞核（蓝色）

进行染色，在荧光显微镜下观察细胞（Leica DMi8，德

国）。使用FAM-FLICA Caspase-1检测试剂盒检测巨

噬细胞中活化的Caspase-1。该试剂盒采用荧光抑制剂

探针FAM-YVAD-FMK（FLICA）标记活细胞中原位激

活的caspase-1酶，然后利用荧光显微镜和荧光平板阅

读器分析荧光信号。用DAPI进行核染色。根据制造

商的说明，在荧光显微镜（Leica DMi8，德国）下观察热

裂解细胞，在490~495 nm的最佳激发范围内成像，在

515~525 nm的最佳发射范围内成像。图像处理使用

ImageJ软件（NIH, Bethesda, MD, USA）。利用 Image

Pro Plus 6.0软件（Media Cybernetics, Silver Spring, MD,

USA）对裂解后的caspase-1荧光强度进行定量分析。

1.12 统计学分析

使用SPSS 19.0统计学软件进行统计学分析，使用

单因素方差分析进行组间比较，数据用均数±标准误表

示，P<0.05被认为差异有统计学意义。图片的采集和

处理使用 flowjoe-v10软件、GraphPad Prism7.0软件及

ImageJ软件。

2 结果

2.1 各组细胞活力及胞质酶LDH含量的比较

CCK-8检测细胞活力及胞质酶LDH释放试验显

示：与 Control 组相比，LPS+ATP 组细胞活力明显降低

（图1A）（P<0.05）；乳酸脱氢酶LDH释放增加（图1B）

（P<0.05），提示细胞糖酵解增高。加入丙泊酚处理后，

可有效恢复细胞活力及抑制LDH释放。

2.2 各组细胞上层清液中促炎症因子 IL-1β和 IL-18的

变化情况

结果表明，LPS+ATP刺激引起BMDMs细胞上层

清液中促炎症因子 IL-1β含量均值由 24.98 pg/mL升

高至 58.94 pg/mL，IL-18 含量均值由 301.8 pg/mL 升

高至 424.6 pg/mL（P<0.05），予丙泊酚处理后 IL-1β和

IL-18均显著下降，与对照组相比，差异无统计学意义

（P>0.05）（图2）。

2.3 流式检测各组细胞发生焦亡的情况

与 Control 组相比，LPS+ATP组细胞焦亡比例明

显增加（由1.02%上升至11.6%），而丙泊酚处理组的焦

亡细胞比例仅为4.85%（图3）。

2.4 各组细胞膜上TLR4的表达及膜TLR4与细胞死亡

比例的关系

为了进一步研究丙泊酚减少 LPS+ATP 诱导的

BMDM焦亡的机制，我们检测了细胞膜表面的TLR-4

表达。结果表明，LPS+ATP刺激后，膜表面TLR4蛋白

的表达增加，而丙泊酚可以减少TLR4的膜表达（图

4A）。说明丙泊酚可能通过减少TLR4膜表面的表达，

从而抑制LPS+ATP诱导的BMDM焦亡。流式分析结

果进一步验证膜表面TLR4在各组中的变化，并表明膜

表面TLR4的量与细胞死亡比例成正比（图4B）。

2.5 丙泊酚减少LPS 和 ATP 诱导骨髓源性巨噬细胞的

焦亡，依赖于减少caspase-1 的活化

激活的Caspase-1是诱导焦亡的关键分子，我们用免

疫印迹分析发现，在LPS+ATP刺激1 h后，活性caspase-1

蛋白表达增加，而丙泊酚处理则可减少活性caspase-1

的含量（图 5）。免疫荧光结果表明，LPS+ATP可诱导

caspase-1的活化，丙泊酚减少caspase-1的活化。
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图1 细胞计数Kit-8 (CCK-8)和LDH释放试验用于评定细胞活力
Fig.1 Cell count kit-8 (CCK-8) and LDH release test for detecting cell viability. **P<0.05 vs control. A: Cell count Kit-8
(CCK-8) was used to detect cell viability in each group. B: LDH release test to detect LDH release of each group.
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3 讨论

当机体发生脓毒症时，免疫失调作为关键因素，表

现为前期促炎因子大量释放、后期免疫功能瘫痪等免疫

失调，从而造成机体损伤甚至多器官功能衰竭［17-18］。近

年来，越来越多的研究致力于内毒素血症发生发展与宿

主细胞死亡机制及其与免疫炎性失调的关联上，试图从

细胞死亡机制寻求更多治疗靶点［19-20］。我们的研究发

现，LPS+ATP诱导了BMDM的焦亡，进一步证实了内

图2 BMDMs细胞上层清液中促炎症因子IL-1β和IL-18的含量变化
Fig.2 Changes of IL-1 β and IL-18 in the supernatant of the cells. **P<0.05 vs control. A: The content of pro-
inflammatory factor IL-1 β in the supernatant of MDMs cells in each group. B: The content of pro-inflammatory factor
L-18 in the supernatant of MDMs cells in each group.
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图4 细胞膜上TLR4的表达及膜TLR4与细胞死亡比例的关系
Fig.4 Expression of TLR4 on cell membrane and its correlation with cell death percentage. A: Expression of TLR4 Protein
in cell membrane of each group. B: The relationship between the amount of TLR4 on membrane surface and cell death.
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图3 流式分析表明，LPS+ATP组细胞焦亡比例明显增加，丙泊酚可减少细胞的焦亡。
Fig.3 Flow cytometry analysis showing significantly increased pyrolytic cells in LPS+ATP group and propofol reduced
pyrolytic cells.
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毒素血中发生细胞焦亡。

作为内毒素血症或脓毒血症的源头调控分子，

TLR4在细胞膜表面的数量一直是被严格控制的［21-23］。

鉴于TLR4受体是外源微生物及体DAMPs的重要识别

受体，在炎症反应中起到了关键性的促发作用，减少

TLR4在细胞膜表面的表达就意味着能够在源头以及整

体上减轻炎性相关蛋白的激活以及炎症因子的释放，并

最终减轻重度炎症反应给机体带来的损伤［24-27］。我们前

期结果也提示，在内毒素血症中，细胞膜表面TLR4的

量与细胞死亡比例成正相关，丙泊酚通过有效减少

TLR4的表达来减少内毒素血中细胞的死亡。

Caspase-1参与调解多种炎症因子的产生与释放，

尤其是促进 IL-1β的释放，加重炎症反应［28］。在脓毒症

小鼠模型上进行caspase-1基因敲除，发现小鼠生存率

提高，提示caspase-1基因敲除具有保护作用［29-30］。细胞

内LPS激活非经典NLRP3炎症小体通路 能使炎

症因子的释放增多［31］。我们揭示了丙泊酚减少内毒

素血中中骨髓源性巨噬细胞的焦亡，可能归因于丙泊酚

可以减少caspase-1的活化。

关于TLR4与caspase-1在脓毒症中细胞焦亡的相

互作用鲜有报道，本研究首次揭示丙泊酚可能通过作用

于TLR4受体抑制 LPS+ATP诱导的焦亡的作用，减少

促炎因子 IL-1β、IL-18的释放以及活化的caspase-1的

产生，从而减轻细胞损伤。提示脓毒症中细胞发生焦亡

可能受到TLR4-caspase1通路的调节，关于这一通路的

具体机制未来还需更多研究去证实。

综上所述，本研究深入细胞水平证实丙泊酚抑制巨

噬细胞发生焦亡的分子机制，将不仅为丙泊酚在临床抗

炎中的应用提供更加有利的理论依据，也进一步加深了

对内毒素血症病理生理机制的认识。

图5 caspase1的表达情况
Fig.5 Expression of caspase 1 in the cells (Original magnitication: ×600). A: Expression of
Caspase-1 protein in each group. B: Expression of Caspase-1 by immunofluorescence
in each group.
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