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目的
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探讨右美托咪定抑制丙泊酚诱导原代培养皮层神经元凋亡的机制&方法
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体外原代培养
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的大鼠皮层神

经元!给予
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丙泊酚和"或%不同浓度右美托咪定处理
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后!分为丙泊酚组'右美托咪定
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丙泊酚组!对照组给予同溶

剂的
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脂肪乳!用四甲基噻唑蓝"
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%法检测各组神经元存活率的变化!

R"BGF+E''12/

核染色法检测神经元调亡!蛋白质印

迹法"
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%测定神经元磷酸化
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反应元件结合蛋白"
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%和细胞色素
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%蛋白水平&结果
!

与对照组

比较!丙泊酚组神经元存活率明显下降!神经元凋亡率明显增加!
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:758

蛋白水平明显降低!
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蛋白水平明显增加!差异均有

统计学意义"
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%&与丙泊酚组比较!右美托咪定
X

丙泊酚组神经元存活率明显增加!神经元凋亡率明显下降!
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蛋白

水平明显增加!
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蛋白水平明显下降!差异均有统计学意义"
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%&结论
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右美托咪定可对抗丙泊酚引起的原代培养皮

层神经元凋亡!其机制可能与增加
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蛋白水平!降低
:

=

E.:

蛋白水平有关&
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反应元件结合蛋白$细胞色素
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%发挥麻醉作用#被广

泛用于麻醉诱导和维持*药典显示
'

岁以下患儿慎用丙泊酚#

但在临床工作中丙泊酚被广泛用于婴幼儿麻醉*丙泊酚是否

对发育期大脑产生神经损伤目前观点不一*最近研究表明#丙

泊酚可引起发育期动物大脑广泛脑区神经细胞和原代培养神

经元凋亡&

$.0

'

*因此#寻找药物抑制丙泊酚发育期神经毒性已

成为婴幼儿麻醉的重要研究内容*右美托咪定是高选择性
*

1

肾上腺素受体激动药#具有镇静)镇痛和拮抗交感神经活性的

作用#可对抗丙泊酚引起的原代培养神经元凋亡和发育期大鼠

大脑神经损伤#但具体机制还不清楚&

2.)

'

*本文利用原代培养

皮层神经元研究右美托咪定对抗丙泊酚诱导原代培养皮层神

经元凋亡的机制*
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'进行原代皮层神经

元培养*体外培养
-!

的神经元用于实验*
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实验分组
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观察右美托咪定对神经元的保护作用时#

分为对照组$给予同溶剂的
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脂肪乳%)丙泊酚组$丙泊酚终

浓度为
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%)右美托咪定
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#丙泊酚终浓
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%*检测各种处理对神经元凋亡的影响时#分

为对照组$给予同溶剂的
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脂肪乳%)丙泊酚组$终浓度为
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四甲基噻唑蓝$
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%法检测神经元存活率
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将细胞

接种于
()

孔板#体外培养至第
-

天分别给予不同的药物处理
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后#按文献&

-

'应用
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法检测神经元存活率*

D&E&G

!

R"BGF+E''12/

核染色法检测神经元凋亡
!

将神经元

接种于
)

孔培养板中#按上述方法培养#分别给予不同药物处

理后#按文献&
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'应用
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核染色法检测神经元
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细胞经不同药物处理后#收集细胞#裂解细胞提

取总蛋白#
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法检测样品蛋白水平*取待测蛋白质
2%

#

P

加

上样缓冲液煮沸变性#于
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十二烷基硫酸钠
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胶中
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电泳
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#加入
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孵育
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#洗涤#电化学法发光)显影)扫描#用凝胶图

像处理系统分析目标条带与内参条带吸光度的比值*实验重

复
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次#设
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蛋白为内参*
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统计学处理
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采用
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统计软件进行统计分析#

计量资料以
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表示#采用单因素方差分析和
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检验进行

分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

E

!

结
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果
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不同处理对原代培养皮层神经元存活率的影响
!

与对照

组比较#丙泊酚组神经元存活率明显下降#差异有统计学意义
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%(与丙泊酚组比较#右美托咪定可浓度依赖性提高

神经元存活率#差异有统计学意义$
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#与对照组比较(
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#与丙泊酚组比较*

图
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不同处理对神经元存活率的影响

E&E
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不同处理对原代培养皮层神经元凋亡的影响
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与对照组

比较#丙泊酚组神经元凋亡率明显增加#差异有统计学意义
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%(与丙泊酚组比较#右美托咪定
X

丙泊酚组皮层神

经元凋亡率明显下降#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#见图
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不同处理对原代培养皮层神经元
<

:758

蛋白水平的影

响
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与对照组比较#丙泊酚组
<
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蛋白水平明显降低#差

异有统计学意义$
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%(与丙泊酚组比较#右美托咪定
X

丙泊酚组
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蛋白水平明显增加#差异有统计学意义$
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不同处理对原代培养皮层神经元
:

=

E.:

蛋白水平的影

响
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与对照组比较#丙泊酚组
:
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蛋白水平明显增加#差异

有统计学意义$
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%(与丙泊酚组比较#右美托咪定
X

丙

泊酚组
:
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蛋白水平明显降低#差异有统计学意义$
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%#见图
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讨
!!

论
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全世界每年有众多患儿因各种原因接受全身麻醉*近年

来多项研究报道丙泊酚具有发育期神经毒性#可对发育期动物

大脑和原代培养神经元产生损伤&

$.0

'

#因此#丙泊酚的发育期神

经毒性引起了学者的广泛关注#同时寻找安全有效防治丙泊酚

发育期神经毒性的药物具有十分重要的临床意义*

右美托咪定是临床上常用的高选择性的
*

1

肾上腺素受体

激动药#具有抑制交感神经#镇静镇痛和减少麻醉药用量等作

用#作为麻醉辅助药物被广泛用于临床麻醉中*目前研究发

现#右美托咪定可对多种神经损伤模型产生保护作用#如对抗

缺血再灌注损伤&

/

'

#高氧诱导的发育期大脑损伤&

(

'

*另有研究

发现#右美托咪定可抑制丙泊酚引起的原代培养海马神经元存

活率的下降#其机制尚不清楚&

)

'

*另有研究表明#右美托咪定

不会对发育期大脑产生神经损伤&

$%

'

*本文利用原代培养皮层

神经元研究右美托咪定对抗丙泊酚引起原代培养皮层神经元

损伤的机制*

S44

结果显示#与对照组比较#丙泊酚组神经元

存活率明显降低#右美托咪定可浓度依赖性地提高神经元的存

活率*

R"BGF+E''12/

核染色结果显示#与对照组比较#丙泊酚

组神经元凋亡率明显增加#与丙泊酚组比较#右美托咪定
X

丙

泊酚组神经元凋亡率明显降低*

:758

为神经保护的中枢调节因子#参与细胞内多种信号

通路的传导#其磷酸化在调控转录起始过程中发挥着关键作

用#另外磷酸化
:758+B>.$''

位点可介导神经元存活及突触

的形成#通过调控大量促神经元存活基因如
8GD.1

和脑源性神

经营养因子$

8;6h

%的表达#进而发挥神经保护作用&

$$

'

*研究

发现#丙泊酚通过抑制
:758

的磷酸化水平引起神经细胞损

伤&

$1.$'

'

#右美托咪定可通过提高原代培养海马神经元
<

:758

蛋白水平#进而抑制海马神经元凋亡&

$0

'

*本文
TB+EB>,HD"E.

E#,

P

结果显示#与对照组比较#丙泊酚组
<

:758

蛋白水平明显

降低#与丙泊酚组比较#右美托咪定
X

丙泊酚组
<

:758

蛋白

水平明显增加#提示丙泊酚通过降低皮层神经元
<

:758

蛋白

水平引起皮层神经元凋亡#而右美托咪定可通过提高
<

:758

蛋白水平对抗丙泊酚诱导的原代培养皮层神经元凋亡*

:

=

E.:

在线粒体凋亡信号转导途径中发挥着重要的作用#

:

=

E.:

释放

入细胞质是细胞凋亡发生的关键步骤*

:

=

E.:

是线粒体呼吸

链上的重要组成成分#生理状态下
:

=

E.:

存在于线粒体内#当

刺激因子作用于细胞后线粒体通过多种离子转运机制#导致内

膜两侧离子浓度差的变化#引起线粒体膜电位的下降#使线粒

体膜电位通透性增加#

:

=

E.:

释放入细胞质#进而激活天冬氨

酸特异性半胱氨酸蛋白酶
.'

$

GI+

<

I+B.'

%#引起细胞凋亡*本文

TB+EB>,HD"EE#,

P

结果显示#与对照组比较#丙泊酚组
:

=

E.:

蛋

白水平明显增加#与丙泊酚组比较#右美托咪定
X

丙泊酚组

:

=

E.:

蛋白水平明显下降#提示丙泊酚通过增加皮层神经元

:

=

E.:

蛋白水平引起皮层神经元凋亡#而右美托咪定可通过降

低
:

=

E.:

蛋白水平对抗丙泊酚诱导的原代培养皮层神经元

凋亡*

综上所述#右美托咪定通过抑制丙泊酚引起的神经元

<

:758

蛋白水平的下降#降低
:

=

E.:

蛋白水平#抑制丙泊酚诱

导的原代培养皮层神经元凋亡*本研究为围术期应用右美托

咪定预防丙泊酚引起的发育期大脑损伤提供了初步的实验依

据和理论依据*
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