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普鲁卡因对缺氧诱导的 N9 细胞、PC12 细胞损伤的
影响及分子机制

陈基胜, 符明君, 林玉美
(海口市第三人民医院麻醉科,海南省海口市 571138)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨普鲁卡因对缺氧诱导的 N9 细胞、PC12 细胞损伤的影响及分子机制。 [方法] 　 N9 细

胞、PC12 细胞分为对照组、缺氧组、低、中、高剂量普鲁卡因组(缺氧+2、6、18 mg / L 普鲁卡因)、anti-miR-con 组、anti-
miR-369-3p 组、miR-con+高剂量普鲁卡因组(转染 miR-con+缺氧+18 mg / L 普鲁卡因)、miR-369-3p+高剂量普鲁卡

因组(转染 miR-369-3p+缺氧+18 mg / L 普鲁卡因)。 流式细胞术检测细胞凋亡,试剂盒检测细胞中活性氧(ROS)、
丙二醛(MDA)含量及超氧化物歧化酶(SOD)活性,ELISA 检测炎症因子肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 1β
( IL-1β)和白细胞介素 6( IL-6)水平,RT-qPCR 检测 miR-369-3p 表达水平。 [结果] 　 相比于对照组,缺氧组 N9 细

胞、PC12 细胞凋亡率升高,MDA、ROS 含量升高,SOD 活性降低,TNF-α、IL-1β、IL-6 水平升高,miR-369-3p 表达水平

升高(P<0. 05)。 相比于缺氧组,低、中、高剂量普鲁卡因组 N9 细胞和 PC12 细胞凋亡率降低,MDA、ROS 含量降低,
SOD 活性升高,TNF-α、IL-1β、IL-6 水平降低,miR-369-3p 表达水平降低,且均具有浓度依赖性(P<0. 05);相比于

anti-miR-con 组,anti-miR-369-3p 组 N9 细胞和 PC12 细胞凋亡率降低,ROS 和 MDA 含量降低,SOD 活性升高,
TNF-α、IL-1β、IL-6 水平降低(P<0. 05)。 相比于 miR-con+高剂量普鲁卡因组,miR-369-3p+高剂量普鲁卡因组 N9
细胞和 PC12 细胞凋亡率升高,cleaved Caspase-3 蛋白表达水平升高,MDA、ROS 含量升高,SOD 活性降低,TNF-α、
IL-1β、IL-6 水平升高(P<0. 05)。 [结论] 　 普鲁卡因可减轻缺氧诱导的 N9 细胞和 PC12 细胞损伤,其机制可能与

抑制 miR-369-3p 表达有关。
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Effects of procaine on hypoxia induced injury of N9 and PC12 cells and its molecular
mechanism
CHEN Jisheng, FU Mingjun, LIN Yumei
(Department of Anesthesiology, Haikou Third People􀆳s Hospital, Haikou, Hainan 571138, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effect and molecular mechanism of procaine on hypoxia induced injury of N9 and
PC12 cells. 　 　 Methods　 N9 cells and PC12 cells were divided into control group, hypoxia group, low, medium and
high dose (hypoxia+2, 6, 18 mg / L procaine) procaine group, anti-miR-con group, anti-miR-369-3p group, miR-con+
high dose procaine group ( transfection miR-con+ hypoxia + 18 mg / L procaine), miR-369-3p + high dose procaine group
(transfection miR-369-3p+hypoxia+18 mg / L procaine). 　 Flow cytometry was used to detect apoptosis, reagent kit was
used to detect the content of reactive oxygen species (ROS) and malondialdehyde (MDA) and the activity of superoxide
dismutase (SOD), ELISA was used to detect the levels of inflammatory factors such as tumor necrosis factor-α (TNF-α),
interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6). 　 RT-qPCR was used to detect the expression of miR-369-3p. 　 　 Re-
sults　 Compared with the control group, the apoptosis rate of N9 cells and PC12 cells in the hypoxia group increased, the
content of MDA and ROS increased, the activity of SOD decreased, the levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 increased, the
expression of miR-369-3p increased (P<0. 05). 　 Compared with the hypoxia group, the apoptosis rate of N9 cells and
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PC12 cells in the low, medium and high dose procaine groups decreased, the content of MDA and ROS decreased, the ac-
tivity of SOD increased, the levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 decreased, the expression of miR-369-3p decreased in a con-
centration dependent manner (P<0. 05). 　 Compared with the anti-miR-con group, the apoptosis rate of N9 cells and
PC12 cells in the anti-miR-369-3p group decreased, the content of ROS and MDA decreased, the activity of SOD in-
creased, the levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 decreased (P<0. 05). 　 Compared with miR-con+high dose procaine group,
the apoptosis rate of N9 cells and PC12 cells in miR-369-3p+high dose procaine group increased, the expression of cleaved
Caspase-3 protein increased, the content of MDA and ROS increased, the activity of SOD decreased, the levels of TNF-α,
IL-1β and IL-6 increased (P<0. 05). 　 　 Conclusion 　 Procaine can reduce hypoxia induced injury to N9 and PC12
cells, and its mechanism may be related to inhibiting the expression of miR-369-3p.
[KEY WORDS]　 procaine;　 miR-369-3p;　 N9 cells;　 PC12 cells;　 apoptosis;　 ischemic stroke

　 　 缺血性脑卒中是比较常见的脑血管疾病,脑组

织缺血缺氧时极易引起神经细胞损伤,神经细胞凋

亡、炎症反应及氧化应激等是脑缺血造成神经损伤

的重要机制[1-2]。 因此,寻找缺氧引起神经损伤的

治疗方法对于防治缺血性脑卒中具有重要意义。
研究表明麻醉药具有神经保护作用[3]。 普鲁卡因

除可用于局部麻醉外,还可用于治疗神经系统疾

病[4]、神经病理性疼痛[5]、心肌细胞缺氧损伤[6] 等。
这些研究都表明普鲁卡因具有多种药理作用,但其对

缺氧环境诱导的 N9 细胞、PC12 细胞凋亡的作用及其

机制还鲜有报道。 微小 RNA(microRNA,miRNA)通
过在转录后水平调控基因表达参与多种细胞过程。
吕喆等[7]研究发现,抑制 miR-369-3p 表达可促进缺

氧环境下海马神经元细胞增殖,抑制细胞凋亡,改
善氧化应激损伤。 PC12 细胞作为一种大鼠肾上腺

髓质细胞瘤细胞,其细胞膜上具有能诱导神经突起

形成的神经生长因子(nerve growth factor,NGF)受

体,故该细胞目前已经广泛用于神经系统疾病的细

胞水平研究[8]。 N9 细胞是小胶质细胞,是巨噬细胞

的一种,主要分布在中枢神经系统,有研究证明缺

血性脑卒中时小胶质细胞的激活和炎症因子的参

与诱发了炎症反应[9]。 因此,本研究探讨普鲁卡因

对缺氧诱导的 N9 细胞、PC12 细胞损伤的影响,并
探讨其机制是否与调控 miR-369-3p 表达有关,旨在

为缺血性脑卒中的治疗提供潜在策略。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞、主要材料与试剂

PC12 细胞由中国科学院细胞库提供;小鼠 N9
细胞购自美国 ATCC 公司;DMEM 高糖培养基购自

美国 Gibco 公司;盐酸普鲁卡因、凋亡检测试剂盒、
蛋白提取试剂盒购自金克隆(北京)生物技术有限

公司;丙二醛(malondialdehyde,MDA)含量检测试剂

盒、超氧化物歧化酶( superoxide dismutase,SOD)和

活性氧( reactive oxygen species,ROS)ELISA 试剂盒

购自武汉默沙克生物科技有限公司;肿瘤坏死因子 α
( tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白细胞介素 1β
( interleukin-1β,IL-1β)和白细胞介素 6( interleukin-
6,IL-6)ELISA 试剂盒购自晶美生物工程(北京)有

限公司;miRNA 提取试剂盒购自上海翌立生物科技

股份有限公司;RT-qPCR 试剂盒(SYBR Green)购自

Sigma-Aldrich 公司;兔抗鼠 cleaved Caspase-3 一抗

由美国 CST 公司提供。
1. 2　 细胞处理与分组

N9 细胞、PC12 细胞用 RPMI 1640 培养基置于

37 ℃、含 5%CO2 的细胞培养箱中进行培养,取其对

数生长期细胞,将其置于含 94% N2、5% CO2、1% O2

条件下进行缺氧培养 48 h,作为缺氧组;常规培养的

细胞作为对照组;将 N9 细胞、PC12 细胞分别用 2、6
及 18 mg / L 普鲁卡因孵育,之后对细胞进行缺氧处

理,将处理后的细胞分为低、中、高剂量普鲁卡因

组;用不含血清的培养基分别稀释转染质粒与 Lipo-
fectamin2000,混匀后与 N9 细胞、PC12 细胞室温孵

育 5 min,进行细胞转染,之后进行缺氧处理,作为

anti-miR-con 组、anti-miR-369-3p 组,anti-miR-con 为

干扰 miR-369-3p 的空载体,anti-miR-369-3p 可干扰

miR-369-3p 的表达,上游引物序列为 5′-AAUAAUA-
CAUGGUUGAUCUU-3′,下游引物序列为 5′-CUUAG
UACGCGGUTGAUCTUA-3′;将 miR-con、miR-369-3p
转染后的细胞用 18 mg / L 普鲁卡因进行干预,之后

进行缺氧处理,作为 miR-con+高剂量普鲁卡因组、
miR-369-3p+高剂量普鲁卡因组。
1. 3　 流式细胞术检测细胞凋亡

收集 N9 细胞、PC12 细胞,PBS 漂洗后,用 Binding
buffer 重悬细胞,加入 Annexin V-FITC 和 PI 孵育避

光 15 min,流式细胞仪检测细胞凋亡。
1. 4　 Western blot 检测 cleaved Caspase-3 蛋白表达

用 RIPA 裂解液提取总蛋白,通过 BCA 法定
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量,并进行凝胶电泳, 转膜封闭后加入兔抗鼠

cleaved Caspase-3 一抗(1 ∶ 1 000),4 ℃孵育过夜,
清洗膜后加入相应二抗(1 ∶ 3 000),室温孵育 2 h,
最后显影、成像,以 β-actin 为内参,分析目标蛋白的

表达水平。
1. 5　 细胞中 MDA、ROS 含量及 SOD 活性检测

各组细胞培养 48 h 后,收集细胞,分别按照

MDA、ROS 和 SOD 试剂盒说明,酶标仪检测 450 nm
处光密度( optical density,OD)值,根据各自标准品

制作的标准曲线计算 MDA、ROS 含量及 SOD 活性。
1. 6　 细胞中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平检测

各组细胞培养 48 h 后,1 000 r / min 离心 5 min,
取上清液,根据 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 试剂盒说明,
测量 450 nm 处的 OD 值,TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平

通过标准溶液预先制作的标准曲线进行归一化。
1. 7　 RT-qPCR 检测 miR-369-3p 表达

各组 N9 细胞、PC12 细胞用 miRNA 提取试剂盒

提取细胞总 RNA,反转录生成 cDNA 后进行 PCR 扩

增反应。 PCR 反应体系 20 μL,其中包含 10 μL 2×
Master mix、8 μL 稀释的 cDNA 和 0. 5 μL 上游和下

游引物。 反应条件:95 ℃预变性 3 min;95 ℃变性

15 s,60 ℃退火 1 min,67 ℃延伸 30 s,循环 40 次,进
行 PCR 扩 增, 采 用 2-ΔΔCt 法 计 算 相 对 表 达 量。
miR-369-3p 上游引物序列为 5′-TCTGGACGACGAA
TGTTGC-3′,下游引物序列为 5′-GATACGGACGGC

TAGTGGA-3′;U6 上游引物序列为 5′-CTCGCTTCGG
CAGCACA-3′,下游引物序列为 5′-AACGCTTCACG
AATTTGCGT-3′。
1. 8　 统计学分析

数据采用 SPSS 25. 0 软件进行分析,以 x±s 表

示,多组间比较采用单因素方差分析,两两比较采

用 t 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 不同浓度普鲁卡因对缺氧处理的 N9 细胞、
PC12 细胞凋亡的影响

与对照组相比,缺氧组 N9 细胞和 PC12 细胞凋

亡率、 cleaved Caspase-3 蛋白表达水平上升 ( P <
0. 05);与缺氧组相比,低、中、高剂量普鲁卡因组 N9
细胞和 PC12 细胞凋亡率、cleaved Caspase-3 蛋白表达

水平下降(P<0. 05),且均呈浓度依赖性(图 1 和图 2)。
2. 2　 普鲁卡因对缺氧处理的 N9 细胞、PC12 细胞

氧化应激和炎症因子水平的影响

与对照组相比,缺氧组 N9 细胞和 PC12 细胞

SOD 活性降低,MDA、ROS 含量及 TNF-α、 IL-1β、
IL-6 水平升高(P<0. 05)。 与缺氧组相比,低、中和

高剂量普鲁卡因组 N9 细胞和 P12 细胞 SOD 活性升

高,MDA、ROS 含量及 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平降低

(P<0. 05),其降低趋势呈浓度依赖性(表 1 和表 2)。

图 1. 不同浓度普鲁卡因对缺氧处理的 N9 细胞凋亡的影响

A 为流式细胞术检测细胞凋亡,B 为各组 N9 细胞凋亡率比较,C 为 Western blot 检测 cleaved Caspase-3 蛋白表达。 a 为 P<0. 05,
与对照组比较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<0. 001,与低剂量普鲁卡因组比较;d 为 P<0. 001,与中剂量普鲁卡因组比较。

Figure 1. Effect of different concentrations of procaine on apoptosis of N9 cells treated with hypoxia
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图 2. 不同浓度普鲁卡因对缺氧处理的 PC12 凋亡的影响

A 为流式细胞术检测细胞凋亡,B 为各组 PC12 细胞凋亡率比较,C 为 Western blot 检测 cleaved Caspase-3 蛋白表达。 a 为 P<0. 05,
与对照组比较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<0. 001,与低剂量普鲁卡因组比较;d 为 P<0. 001,与中剂量普鲁卡因组比较。

Figure 2. Effect of different concentrations of procaine on apoptosis of PC12 cells treated with hypoxia

表 1. 普鲁卡因对缺氧处理的 N9 细胞氧化应激和炎症因子水平的影响(x±s,n=9)
Table 1. Effects of procaine on oxidative stress and inflammatory factor levels in N9 cells treated with hypoxia(x±s,n=9)

分组 MDA / (μmol / g) SOD / (kU / g) ROS / (g / L) TNF-α / (ng / L) IL-1β / (ng / L) IL-6 / (ng / L)

对照组 0. 37±0. 03 17. 65±1. 14 116. 21±8. 45 31. 54±2. 05 77. 65±6. 42 15. 68±1. 23

缺氧组 2. 59±0. 18a 2. 88±0. 31a 466. 12±40. 23a 120. 47±15. 33a 458. 32±39. 29a 81. 69±7. 68a

低剂量普鲁卡因组 2. 01±0. 16b 7. 42±0. 65b 352. 35±38. 41b 82. 12±9. 35b 364. 59±32. 48b 65. 74±6. 05b

中剂量普鲁卡因组 1. 54±0. 14bc 12. 36±1. 02bc 276. 34±25. 66bc 60. 55±5. 84bc 283. 88±29. 40bc 48. 95±4. 22bc

高剂量普鲁卡因组 0. 95±0. 09bcd 15. 96±1. 33bcd 204. 58±18. 62bcd 43. 26±4. 09bcd 198. 64±21. 34bcd 30. 25±2. 45bcd

　 　 注:a 为 P<0. 001,与对照组比较;b 为 P<0. 001,与缺氧组比较;c 为 P<0. 001,与低剂量普鲁卡因组比较;d 为 P<0. 001,与中剂量普鲁卡因
组比较。

表 2. 普鲁卡因对缺氧处理的 PC12 细胞氧化应激和炎症因子水平的影响(x±s,n=9)
Table 2. Effects of procaine on oxidative stress and inflammatory factor levels in PC12 cells treated with hypoxia(x±s,n=9)

分组 MDA / (μmol / g) SOD / (kU / g) ROS / (g / L) TNF-α / (ng / L) IL-1β / (ng / L) IL-6 / (ng / L)

对照组 0. 43±0. 04 15. 23±1. 21 105. 43±9. 16 26. 13±1. 88 83. 16±7. 03 12. 67±1. 01

缺氧组 2. 83±0. 21a 3. 02±0. 21a 483. 96±38. 12a 115. 73±7. 16a 503. 76±45. 96a 69. 38±5. 04a

低剂量普鲁卡因组 2. 15±0. 15b 6. 13±0. 55b 375. 19±27. 16b 89. 37±7. 12b 428. 73±36. 91b 51. 32±3. 97b

中剂量普鲁卡因组 1. 43±0. 11bc 9. 05±0. 76bc 219. 73±15. 37bc 52. 29±3. 98bc 317. 82±25. 43bc 31. 08±2. 04bc

高剂量普鲁卡因组 0. 73±0. 07bcd 13. 86±1. 04bcd 141. 37±10. 06bcd 37. 01±2. 93bcd 157. 82±11. 12bcd 18. 11±1. 24bcd

　 　 注:a 为 P<0. 001,与对照组比较;b 为 P<0. 001,与缺氧组比较;c 为 P<0. 001,与低剂量普鲁卡因组比较;d 为 P<0. 001,与中剂量普鲁卡因
组比较。
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2. 3　 普鲁卡因对 miR-369-3p 表达的影响

与对照组相比,缺氧组 N9 细胞和 PC12 细胞

miR-369-3p 的表达升高(P<0. 05);与缺氧组相比,
低、中和高剂量普鲁卡因组 N9 细胞和 PC12 细胞

miR-369-3p 的表达水平降低, 且呈浓度依赖性

(表 3)。
2. 4　 anti-miR-369-3p 对缺氧处理的 N9 细胞、PC12
细胞凋亡、氧化应激和炎症因子水平的影响

与 anti-miR-con 组相比,anti-miR-369-3p 组 N9
细胞和 PC12 细胞 miR-369-3p 的表达降低 ( P <
0. 05),SOD 水平上升,cleaved Caspase-3 蛋白表达

水平、细胞凋亡率降低,MDA、ROS 含量及 TNF-α、
IL-1β、IL-6 水平降低(均 P<0. 05;图 3、图 4、表 4)。

表 3. 普鲁卡因对 N9 细胞、PC12 细胞 miR-369-3p
表达的影响(x±s,n=9)

Table 3. Effect of procaine on miR-369-3p expression in
N9 and P12 cells(x±s,n=9)

分组 N9 细胞 PC12 细胞

对照组 1. 00±0. 10 1. 00±0. 10

缺氧组 2. 57±0. 18a 2. 86±0. 23a

低剂量普鲁卡因组 1. 98±0. 12b 2. 02±0. 13b

中剂量普鲁卡因组 1. 52±0. 13bc 1. 80±0. 14bc

高剂量普鲁卡因组 1. 16±0. 10bcd 1. 25±0. 14bcd

　 　 注:a 为 P<0. 001,与对照组比较;b 为 P<0. 001,与缺氧组比较;
c 为 P<0. 001,与低剂量普鲁卡因组比较;d 为 P<0. 001,与中剂量普
鲁卡因组比较。

图 3. anti-miR-369-3p 对缺氧处理的 N9 细胞凋亡的影响

1 为 anti-miR-con 组,2 为 anti-miR-369-3p 组。
A 为流式细胞术检测细胞凋亡,B 为各组 N9 细胞凋亡率比较,C 为 Western blot 检测 cleaved Caspase-3 蛋白表达。

a 为 P<0. 05,与 anti-miR-con 组比较。

Figure 3. Effect of anti-miR-369-3p on the apoptosis of N9 cells treated with hypoxia

图 4. anti-miR-369-3p 对缺氧处理的 PC12 凋亡的影响

1 为 anti-miR-con 组;2 为 anti-miR-369-3p 组。
A 为流式细胞术检测细胞凋亡,B 为各组 P12 细胞凋亡率比较,C 为 Western blot 检测 cleaved Caspase-3 蛋白表达。

a 为 P<0. 05,与 anti-miR-con 组比较。

Figure 4. Effect of anti-miR-369-3p on the apoptosis of PC12 cells treated with hypoxia

2. 5　 miR-369-3p 可以拮抗普鲁卡因对缺氧处理的

细胞凋亡、氧化应激和炎症因子水平的影响

与 miR-con+高剂量普鲁卡因组相比,miR-369-3p+
高剂量普鲁卡因组 N9 细胞和 P12 细胞 miR-369-3p

的表达、细胞凋亡率、cleaved Caspase-3 的蛋白表达、
MDA、ROS 含量及 TNF-α、 IL-1β、 IL-6 水平升高,
SOD 活性降低(均 P<0. 05;图 5、图 6 和表 5)。
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表 4. anti-miR-369-3p 对缺氧处理的 N9 细胞和 P12 细胞凋亡、氧化应激和炎症因子水平的影响(x±s,n=9)
Table 4. Effects of anti-miR-369-3p on apoptosis, oxidative stress and inflammatory factor levels in

N9 cells and PC12 cells treated with hypoxia(x±s,n=9)

项目
N9 细胞

anti-miR-con 组 anti-miR-369-3p 组

PC12 细胞

anti-miR-con 组 anti-miR-369-3p 组

miR-369-3p 1. 00±0. 00 0. 54±0. 03 1. 00±0. 08 0. 42±0. 04
MDA / (μmol / g) 3. 05±0. 24 1. 23±0. 11a 2. 81±0. 21 0. 96±0. 09a

SOD / (kU / g) 2. 95±0. 22 14. 38±1. 26a 3. 10±0. 22 15. 15±1. 08a

ROS / (g / L) 453. 95±47. 68 119. 37±13. 90a 487. 64±37. 14 109. 71±8. 39a

TNF-α / (ng / L) 120. 64±14. 95 46. 92±5. 07a 112. 54±10. 35 31. 67±2. 04a

IL-1β / (ng / L) 531. 62±62. 47 96. 45±11. 34a 501. 05±41. 57 72. 68±6. 15a

IL-6 / (ng / L) 78. 32±8. 24 15. 94±1. 68a 65. 77±5. 34 11. 26±0. 94a

　 　 注:a 为 P<0. 001,与 anti-miR-con 组比较。

图 5. miR-369-3p 可以拮抗普鲁卡因对缺氧处理的 N9 细胞凋亡的影响

1 为 miR-con+高剂量普鲁卡因组,2 为 miR-369-3p+高剂量普鲁卡因组。
A 为流式细胞术测细胞凋亡,B 为各组 N9 细胞凋亡率比较,C 为 Western blot 检测 cleaved Caspase-3 蛋白表达。

a 为 P<0. 05,与 miR-con+高剂量普鲁卡因组比较。

Figure 5. miR-369-3p can antagonize the effect of procaine on apoptosis of N9 cells treated with hypoxia

图 6. miR-369-3p 可以拮抗普鲁卡因对缺氧处理的 PC12 细胞凋亡的影响

1 为 miR-con+高剂量普鲁卡因组,2 为 miR-369-3p+高剂量普鲁卡因组。
A 为流式细胞术测细胞凋亡,B 为各组 PC12 细胞凋亡率比较,C 为 Western blot 检测 cleaved Caspase-3 蛋白表达。

a 为 P<0. 05,与 miR-con+高剂量普鲁卡因组比较。

Figure 6. miR-369-3p can antagonize the effect of procaine on apoptosis of PC12 cells treated with hypoxia

3　 讨　 论

缺血性脑卒中是中枢神经系统损伤最常见的

原因之一,抑制神经炎症和氧化应激对神经有保护

作用,可抗缺血性脑卒中,因此,针对氧化应激和神

经炎症可能是治疗缺血性脑卒中的一种有前途的

治疗策略[10-12]。 研究表明围术期常用的麻醉药可

能具有神经保护作用[13]。 普鲁卡因可通过上调热

休克蛋白 27,抑制过氧化氢诱导的心肌细胞凋亡,
缓解心肌细胞损伤[14]。 普鲁卡因可明显降低 B-七
叶皂苷钠所致的局部组织和静脉损伤[15]。 普鲁卡

因可保护 PC12 细胞免受 β-淀粉样蛋白诱导的神经
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表 5. miR-369-3p 可以逆转普鲁卡因对缺氧处理的 N9 细胞和 PC12 细胞凋亡、氧化应激和炎症因子水平的影响(x±s,n=9)
Table 5. miR-369-3p can reverse the effects of procaine on apoptosis, oxidative stress and inflammatory factor levels

in N9 cells and PC12 cells treated with hypoxia(x±s,n=9)

项目

N9 细胞

miR-con+高剂量
普鲁卡因组

miR-369-3p+高剂量
普鲁卡因组

PC12 细胞

miR-con+高剂量
普鲁卡因组

miR-369-3p+高剂量
普鲁卡因组

miR-369-3p 1. 00±0. 00 2. 36±0. 19 1. 00±0. 12 2. 15±0. 18
MDA / (μmol / g) 0. 63±0. 07 1. 94±0. 16a 0. 75±0. 07 2. 72±0. 23a

SOD / (kU / g) 15. 68±1. 70 6. 45±0. 82a 13. 81±1. 12 2. 93±0. 24a

ROS / (g / L) 178. 24±20. 66 422. 27±48. 61a 143. 06±11. 15 502. 71±42. 61a

TNF-α / (ng / L) 45. 72±5. 03 168. 43±18. 90a 37. 12±3. 14 123. 25±11. 37a

IL-1β / (ng / L) 189. 35±19. 37 466. 32±50. 82a 161. 93±10. 94 473. 02±39. 16a

IL-6 / (ng / L) 21. 25±2. 26 69. 48±7. 24a 18. 05±1. 31 75. 96±6. 83a

　 　 注:a 为 P<0. 001,与 miR-con+高剂量普鲁卡因组比较。

毒性[16]。 以上研究表明普鲁卡因可能具有抗氧化

损伤及神经毒性的作用。
根据报道,氧化应激和炎症是缺氧诱导损伤的

重要机制[17-18]。 缺氧会增加细胞内 ROS 产生,从而

促进氧化应激,还可诱导细胞凋亡[19]。 在缺氧期

间,过量的 ROS 会直接破坏抗氧化酶(如 SOD),并
降低其活性,从而进一步加剧细胞内的氧化应激。
此外,ROS 可以与细胞膜中的多不饱和脂质相互作

用,形成 MDA,后者被广泛认为是脂质过氧化的标

志物[20]。 苏长英等[21]研究发现桑葚提取物通过减

少促炎因子 TNF-α、IL-1β 等的分泌降低脂多糖诱

导的心肌细胞炎症反应。 本研究用缺氧诱导 N9 细

胞、PC12 细胞模拟神经损伤情况,用不同剂量的普

鲁卡因处理后,经缺氧环境诱导的 N9 细胞和 PC12
细胞凋亡率、MDA、ROS 含量下调,SOD 活性升高,
提示普鲁卡因能减轻缺氧环境诱导的 N9 细胞、
PC12 细胞凋亡和氧化应激炎症反应。 缺氧后,
IL-1β、IL-6 等促炎因子的表达大幅增加[22]。 此外,
ROS 可导致级联炎症反应[23]。 本研究中,N9 细胞、
PC12 细胞经缺氧诱导后炎症因子水平明显升高;经
不同剂量的普鲁卡因处理后,缺氧诱导的 N9 细胞、
PC12 细胞中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平显著降低,表
明普鲁卡因可抑制缺氧诱导的 N9 细胞、PC12 细胞

炎症反应。 因此,普鲁卡因对缺氧诱导的 N9 细胞、
PC12 细胞损伤具有拮抗作用。

已有研究说明槲皮素诱导的 miR-369-3p 可调

节慢性炎症反应[24-25],miR-369 通过靶向瞬时受体

电位香草酸 3(transient receptor potential vanilloid 3,
TRPV3)减少缺氧诱导的细胞凋亡和炎症反应[26],
提示 miR-369-3p 可能参与调控炎症反应的发生与

发展。 本研究发现,经缺氧环境诱导的 N9 细胞、
PC12 细胞 miR-369-3p 的表达显著升高;经抑制

miR-369-3p 后,N9 细胞、 PC12 细胞凋亡率降低,
MDA 和 ROS 含量降低, SOD 活性升高, TNF-α、
IL-1β、IL-6 水平降低。 表明下调 miR-369-3p 既可

抑制缺氧环境诱导的 N9 细胞和 PC12 细胞凋亡、氧
化应激反应,还可抑制炎症反应的发生和进展。 此

外,本研究结果还显示,普鲁卡因可降低 miR-369-3p
的表达,miR-369-3p 过表达可拮抗普鲁卡因对缺氧

处理的 N9 细胞和 PC12 细胞凋亡、氧化应激和炎症

因子产生的抑制作用。
综上所述,普鲁卡因可减轻缺氧诱导的 N9 细

胞、PC12 细胞损伤,其机制可能与抑制 miR-369-3p
的表达有关。
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