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丙泊酚对新生小鼠海马星形胶质细胞和小胶质细胞的影响
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目的
!

观察丙泊酚麻醉对新生小鼠海马星形胶质细胞"

:96

%和小胶质细胞的影响&方法
!

将健康同窝日龄
-!

"

>-

%

<2-

小鼠
$2

只!随机分为丙泊酚高剂量组'低剂量组和
$%a

脂肪乳对照组!每组
2

只!所有小鼠从
>-

开始接受药物处理&

高'低剂量组分别腹腔注射丙泊酚
)%

'

'%L

H

(

P

H

$对照组腹腔注射同等体积的
$%a

脂肪乳&药物处理
107

后取材!采用免疫组化

方法检测
:96

标记物胶质纤维酸性蛋白"

T]:>

%与小胶质细胞标记物离子钙接头分子"

Ô?$

%在海马内的表达&结果
!

丙泊酚高

剂量组小鼠海马齿状回分子层中
T]:>

标记的
:96

数量较对照组明显减少"

!

$

%&%$

%!低剂量丙泊酚对新生鼠海马中
:96

数

量无显著影响$高剂量和低剂量丙泊酚均显著性降低海马小胶质细胞数量"

!

$

%&%$

%&结论
!

丙泊酚抑制新生小鼠海马
:96

和

小胶质细胞的发育!且存在剂量依赖关系&

%关键词&

!
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Ô?$

%

I"K"O+AKF#,

H

G7AAIIAJG"I

@

K"

@

"I"M",G7A?+GK"J

8

GA+

$

:96

%

?,!L#JK"

H

M#?#,G7A7#

@@

"J?L

@

Q+&=#&>7%&

!

<"L

@

?KA!N#G7

G7AJ",GK"M

H

K"Q

@

#

G7A,QLOAK"IT]:>.M?OAMA!:96#,G7A!A,G?GA

H8

L+

$

5T

%

L"MAJQM?KM?

8

AK"I7#

@@

"J?L

@

Q+#,>-L#JA"IG7A

7#

H

7!"+A

@

K"

@

"I"M

H

K"Q

@

N?++#

H

,#I#J?,GM

8

KA!QJA!

$

!

$

%&%$

%#

N7#MA,""OF#"Q+AIIAJG"IG7AM"N.!"+A

@

K"

@

"I"M",G7A,QLOAK"I

:96N?+"O+AKFA!

&

7#

H

7!"+A?,!M"N!"+A

@

K"

@

"I"M?MM+#

H

,#I#J?,GM

8

!AJKA?+A!G7A,QLOAK"ÎO?$.M?OAMA!L#JK"
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丙泊酚因其半衰期短*苏醒完全且具有止吐功能#已广泛

应用于儿科临床麻醉*辅助性诊断检查及
<̂B

镇静)越来越

多的实验研究表明#全身麻醉$全麻%药物可能损伤发育期大

脑#导致持续性神经行为异常'

$

(

)目前研究全麻药物对发育期

脑功能影响主要聚焦在与神经功能发育密切相关的神经元上&

却忽视了药物对中枢神经系统中数量几乎是神经元
$%

倍的神

经胶质细胞的影响)最新研究表明#脑内神经胶质细胞对脑认

知功能有重要作用'

1

(

)全麻药物丙泊酚是否通过调控与远期

脑功能密切相关的海马中神经胶质细胞进而影响脑功能尚未

明确)本实验运用免疫组化方法检测丙泊酚对新生小鼠海马

神经胶质细胞的影响#以进一步探讨丙泊酚影响发育中大脑功

能的机制)

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

药品及试剂!丙泊酚购自
:+GK?eA,A,J?

公司$批

号为
YD2)(

%&

$%a

脂肪乳购自安徽丰原药业股份有限公司

$批号为
$1%/$$S$

%&离子钙接头分子$

Ô?$

%抗体购自
b?P"

公司&胶质纤维酸性蛋白$

H

M#?MI#OK#MM?K

8

?J#!#J

@

K"GA#,

#

T]:>

%

抗体购自北京中杉公司&生物素化兔抗二抗购自
,̂F#GK"

H

A,

公

司&显色试剂盒
5:;

购自北京中杉公司)仪器!冰冻切片机为

DA#J?

的
<S$(2%

型&照相仪器为
e=̂99

的
:_$%

型)

B&C

!

方法

B&C&B

!

动物处理
!

健康
<2-

"

;D)

临产孕鼠由第三军医大学

大坪医院实验动物中心提供#室温饲养在正常昼夜交替采光的

环境中#自由充足摄取食物和水#小鼠出生当日记为
>%

)将日

龄
-!

$

>-

%同窝小鼠
$2

只按照随机数字表分为
'

组!丙泊酚

高*低剂量组及
$%a

脂肪乳对照组#每组
2

只)高*低剂量组

小鼠分别腹腔注射丙泊酚
)%

*

'%L

H

"

P

H

#对照组小鼠腹腔注射

等体积
$%a

脂肪乳)注射药物后将小鼠放置于
'-c

恒温充

氧保温箱中#直至小鼠麻醉苏醒)注射药物
107

后收取小鼠

大脑标本)

B&C&C

!

免疫组化检测
!

小鼠断头处死取材#将脑标本置于新

鲜配制的
0a

多聚甲醛中固定
107

#随后依次采用
$%a

*

1%a

及
'%a

蔗糖溶液梯度脱水#待其充分脱水后#以
0%

!

L

冰冻切

片#后将脑片置于冻存液中
U1% c

保存备用)

%&%$L"M

"

D

>;9

漂洗后#

'a4

1

3

1

室温处理
1%L#,

#

>;9

漂洗后
%&'a

6K#G",_.$%%

置于
'-c

孵箱孵育
'%L#,

#

'a

胎牛血清$

;9:

%

()0$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$$

期



封闭反应
$7

)分别加入兔来源的一抗工作液
T]:>

$

$i1%%

%

及
Ô?$

$

$i$%%%

%#

0c

孵育过夜)

>;9

漂洗后分别加入生物

素化抗兔二抗$

$i1%%

%#置于
'-c

孵箱中反应
17

)

>;9

漂洗

后与链霉亲和素
.

生物素复合物$

9:;<

%在
'-c

中孵育
$7

#

5:;

显色#贴片晾干#中性树脂封片)通过检测星形胶质细胞

$

:+GK"JFGA

#

:96

%的特异性标记物
T]:>

评估丙泊酚对小鼠

海马中
:96

的影响&通过检测小胶质细胞的标记物
Ô?$

评估

丙泊酚对小鼠海马中小胶质细胞的影响)

B&C&D

!

计数
T]:>

及
Ô?$

阳性细胞
!

每只小鼠选取海马区

域大小相似切片各
'

张#在显微镜下统计海马中的
T]:>

及

Ô?$

阳性细胞数)

B&D

!

统计学处理
!

应用
9>99$)&%

统计学软件进行分析#计

量资料以
GV<

表示#组间比较采用单因素方差分析及
D95

多

重比较#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

'

组小鼠海马中
T]:>

标记的
:96

数量比较
!

T]:>

标记的
:96

主要分布于海马齿状回分子层$图
$

%)丙泊酚药

物处理后新生小鼠海马中
T]:>

数量出现下降#与对照组比

较#低剂量组差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#高剂量组出现显

著性减少$

!

$

%&%$

%#见表
$

)

C&C

!

'

组新生小鼠海马中
Ô?$

标记的小胶质细胞数量比较
!

新生期小鼠腹腔注射丙泊酚后#海马中
Ô?$

阳性细胞数量出

现下降$图
1

%)与对照组比较#低*高剂量组小鼠海马中小胶

质细胞的数量均显著减少#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#见

表
$

)

图
$

!!

'

组小鼠海马中
:96

免疫组化结果

图
1

!!

'

组小鼠海马中
S#JK"

H

M#?

免疫组化结果
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表
$

!!

'

组小鼠海马中
T]:>

及
Ô?$

阳性

!!!

细胞比较#

GV<

"

*W2

"个$

组别
T]:>

阳性细胞
Ô?$

阳性细胞

对照组
/$&)-V$%&1$ /1&)-V$2&2%

低剂量组
)0&%%V(&20 '-&%%V0&2/

?

高剂量组
0-&''V-&'-

?

1/&)-V)&))

?

!!

?

!

!

$

%&%$

#与对照组比较)

D

!

讨
!!

论

大脑功能发育是一个漫长且错综复杂的过程)

4Q!+",

等'

'

(认为脑功能在婴幼儿或老龄人极易受到外界因素的影响)

SJ<?,,

等'

0

(认为在大脑快速发育期外界对脑发育影响最大)

此期因物种而异!啮齿类动物#这段时间是从生后
-!

持续到

生后第
$%

天$甚至第
$-

天%&在灵长类动物$恒河猴%#大脑快

速发育期是从生后第
2

天持续到生后第
$)

天&而在人类#认为

大脑快速发育期从第
'

期妊娠持续到生后
'

岁'

2

(

)近年来#全

麻药物对发育机体的中枢神经系统$

<C9

%的毒性作用越来越

引起大家的重视)丙泊酚因其诱导*苏醒快且不良反应小已成

为儿科临床中最常用的静脉麻醉药)既往研究表明#在大脑快

速发育期接触全麻药物后#全麻药物通过促进脑内神经元凋亡

或抑制神经元的神经发生等方式影响脑功能发育'

)

(

)而全麻

药物是否通过调控在
<C9

发育过程中与神经元同样具有举足

轻重的神经胶质的报道较少)

既往研究表明#神经胶质细胞与脑认知功能关系密切'

-

(

)

神经胶质细胞是广泛分布于
<C9

内除了神经元以外的所有细

胞#主要由小胶质细胞*

:96

及少突胶质细胞构成#而在海马

中主要存在的神经胶质细胞是前两种细胞)

:96

是神经胶质

细胞中体积最大的一种细胞#它可以通过存在于
:96

内的一

种中间丝蛋白#即
T]:>

进行特异性标记)

:96

能合成和分

泌多种细胞因子#它不仅参与
<C9

内炎症及免疫应答#而且对

神经元迁移*突起生长及再生等有重要影响)离体实验表明#

长时间使用丙泊酚导致单纯培养的
:96

存活率下降'

/.(

(

)临

床浓度的丙泊酚对发育中神经系统的影响并不局限于神经元#

它对皮层
:96

也能产生抑制'

$%

(

)

T"LA\.>#,#MM?

等'

$$

(研究发

现#大鼠在学习记忆的过程中海马中
:96

的数量和突起密度

均出现增加)本研究发现#在丙泊酚低剂量组#海马中
:96

数

量较注射等体积
$%a

脂肪乳的对照组差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#但高剂量组海马中
:96

数量明显减少$

!

$

%&%$

%#提

示丙泊酚能抑制
:96

表达#并呈现一定剂量依赖性)高剂量

丙泊酚抑制
:96

表达从而触发后续连锁反应可能是丙泊酚暴

露导致脑功能及行为异常的病理学基础之一)

小胶质细胞是
<C9

内一群独特的细胞群体#在脑内各部

分均有分布#其来源至今尚无明确定论)小胶质细胞相当于脑

中的巨噬细胞#是
<C9

中最主要的免疫防线)活化的小胶质

细胞可释放很多介质#可构成
<C9

抵御外界感染*炎症*神经

退行性变等的关键环节)

Ô?$

是一种新的钙结合蛋白#能够特

异标记小胶质细胞)

DQ"

等'

$1

(发现#丙泊酚可抑制脑外伤后

大脑中小胶质细胞的活化)本文对照组新生鼠大脑海马中

Ô?$

大量表达#而丙泊酚处理组表达明显减弱#说明丙泊酚能

抑制新生小鼠海马中小胶质细胞的活化)小胶质细胞活化能

力降低可导致海马抵御外界影响能力降低#致使海马中神经元

易受到攻击#最终影响机体远期的脑功能)这可能是丙泊酚暴

露导致婴幼儿脑功能改变及行为异常的机制之一)另有研究

表明#

:96

可以激活小胶质细胞释放可溶性因子来阻止和限

制
<C9

炎性反应过度的表达)本研究中丙泊酚抑制
:96

表

达是否协同导致小胶质细胞的影响还有待验证)

综上所述#本研究结果显示#丙泊酚抑制新生小鼠海马神

经胶质细胞的表达#且呈现出剂量依赖性)本研究推测高剂量

丙泊酚可能通过抑制神经胶质细胞的生长#触发后续系列的连

锁反应导致机体远期脑功能改变)
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