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"摘要#

!

目的
!

观察丙泊酚对发育小鼠海马齿状回神经干细胞的影响&方法
!

将健康同窝日龄
-!

"

H-

%的
I2-

小鼠分为
'

组#高剂量丙泊酚组'低剂量丙泊酚组和
$%]

脂肪乳对照组&所有小鼠
H-

接受药物处理&高剂量丙泊酚组腹腔注射丙泊酚
)%

J

L

(

g

L

$低剂量丙泊酚组腹腔注射丙泊酚
'%J

L

(

g

L

$对照组腹腔注射同等体积的
$%]

脂肪乳&部分小鼠注药
10N

"

H/

%后处死!其

余小鼠饲养至日龄
$0!

"

H$0

%处死&采用免疫组织化学法检测海马齿状回中
e#)-

'巢蛋白"

9B+C#,

%'脑脂结合蛋白"

6_6H

%及神经

元核心抗原"

9BP9

%的形态及表达量&结果
!

高剂量丙泊酚组
H/

小鼠海马齿状回中
e#)-

标记的神经干细胞数量较
$%]

脂肪乳

对照组明显减少"

#

#

%&%$

%!且
9B+C#,

及
6_6H

标记的干细胞纤维数量'长度均受损"

#

#

%&%2

%&

H$0

小鼠海马齿状回中
9BP9

阳性细胞数量低剂量丙泊酚组与
$%]

脂肪乳对照组比较差异无统计学意义"

#

%

%&%2

%!而高剂量丙泊酚组较
$%]

脂肪乳对照组

显著减少"

#

#

%&%$

%&结论
!

高剂量丙泊酚可抑制海马齿状回神经干细胞的增殖!损伤神经干细胞突起数量及突起形态!导致神

经元成熟障碍&
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丙泊酚因其诱导起效快*苏醒迅速且无蓄积*不良反应小

等优点#在临床儿科及产科麻醉中已逐渐推广使用)然而#越

来越多的临床观察表明婴幼儿术后认知功能改变与全身麻醉

药物接触有密切关系)近期有研究证实全身麻醉药物对发育

机体认知功能有潜在的毒性作用#然而其具体作用机制还未明

确)文献报道海马齿状回发育与机体认知功能紧密相关#而海

马齿状回内干细胞神经发生决定齿状回发育#全身麻醉药物丙

泊酚是否通过调控海马齿状回干细胞进而影响机体认知功能

尚不清楚)本研究拟采用丙泊酚处理发育小鼠模型#通过免疫

组织化学及免疫荧光检测丙泊酚对发育小鼠海马齿状回干细

胞的影响#探讨丙泊酚影响发育小鼠术后认知功能的机制)
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材料与方法
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主要试剂
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丙泊酚购自
4+CDM7B,B,QM

公司#

$%]

脂肪乳

购自
\DB+B,#P+eME#

公司#兔抗
e#)-

购自
<NBDJ"

公司#鼠抗

巢蛋白$

9B+C#,

&购自
6?

公司 #兔抗脑脂结合蛋白$

6_6H

&及

神经元核心抗原$

9BP9

&均购自
;#FF#

V

D"B

公司)生物素化抗

鼠*抗兔二抗购自
Y,K#CD"

L

B,

公司#显色试剂盒
?46

购自北京

中杉公司#荧光二抗
Q

R

'

抗兔*

0//

抗鼠购自
fMQg+",

公司)
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重庆医学
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年
(
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卷第
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期
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基金项目$国家自然科学基金资助项目$
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!

作者简介$景胜$

$(/1Z

&#硕士#主治医师#主要从事麻醉药物毒性研究)

!
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实验方法

?&@&?

!

动物与分组
!

本研究动物实验经第三军医大学动物伦

理委员会同意#所有动物实验步骤均遵照美国国家卫生局动物

实验准则$

1%$$

版&进行#研究所需的健康
I2-6_

"

)f

临产孕鼠

由第三军医大学大坪医院实验动物中心提供#小鼠自由充足摄

取食物和水#正常昼夜更替#饲养室温控制在
1'^

左右)小鼠

出生当日记为
H%

#将日龄
-!

$

H-

&同窝小鼠按照随机数字表分

为
'

组!高剂量丙泊酚组*低剂量丙泊酚注射组*

$%]

脂肪乳对

照组)

?&@&@

!

药物处理
!

按照本课题组之前研究'

$

(制备发育小鼠麻

醉暴露模型)腹腔注射不同剂量丙泊酚或
$%]

脂肪乳)高剂

量丙泊酚组腹腔注射丙泊酚
)%J

L

"

g

L

#低剂量丙泊酚组腹腔

注射丙泊酚
'%J

L

"

g

L

#

$%]

脂肪乳对照组腹腔注射等体积

$%]

脂肪乳)注射药物后将小鼠置于
'-^

恒温充氧保温箱

中#待小鼠麻醉苏醒后放回母鼠笼)注药
10N

后$

H/

&处死部

分小鼠获取大脑标本#其余小鼠饲养至
$0!

$

H$0

&处死获取大

脑标本)

?&@&A

!

免疫组织化学
!

H/

小鼠通过拖颈处死%

H$0

小鼠以

$]

戊巴比妥钠$

2%J

L

"

g

L

&腹腔注射麻醉#经左心室灌注

%&(]

生理盐水约
2%J_

后#继续灌注预冷的
0]

多聚甲醛约

$%%J_

#灌注完毕后断头#收集大脑标本用新鲜的
0]

多聚甲

醛固定
10N

#随后采用
'%]

蔗糖溶液脱水#待其充分脱水后#

>I<

包埋后用莱卡冰冻机切片$

0%

!

J

&#并将其置于冻存液中

Z1%^

保存)选取合适的片源用
%&%$J"F

"

_H6=

漂洗后#

']5

1

>

1

室温处理
1%J#,

#

%&%$]H6=

漂洗后浸泡于
%&']

<D#C",b.$%%

中#置于
'-^

孵箱孵育
'%J#,

#

']6=4

封闭反

应
$N

)分别加入含有一抗工作液兔抗
e#)-

$

$a2%%

&及
6_6H

$

$a2%%

&*鼠抗
9B+C#,

$

$a1%%

&及
9BP9

$

$a2%%

&#

0^

孵育过

夜)

%&%$]H6=

漂洗后
6_6H

加入辣根过氧化物酶标记的

0//

驴抗鼠
Y

L

3

$

$a1%%

&%

9B+C#,

加入辣根过氧化物酶标记的

I

R

'

驴抗兔
Y

L

3

$

$a1%%

&%

e#)-

加入生物素化抗兔二抗$

$a

2%%

&%

9BP9

加入生物素化抗鼠二抗$

$a2%%

&#均在
'-^

孵育

1N

)

6_6H

*

9B+C#,

用
H6=

漂洗后与
?4HY

室温下反应
$J#,

#

漂洗后转移到载玻片上#避光晾干#滴加防淬灭剂后封片)

e#)-

*

9BP9

在
H6=

漂洗后在
'-^

与
=46I

反应
$N

#

?46

显

示#贴片晾干#中性树脂封片)

?&A

!

统计学处理
!

采用
=H==$)&%

进行数据统计分析#计量

资料以
Cd=

表示#不同组间比较采用单因素方差分析#组间两

两多重比较采用
_=?

事后检验#以
#

#

%&%2

为差异有统计学

意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

高剂量丙泊酚抑制
H/

小鼠海马齿状回内神经干细胞的

增殖
!

采用细胞增殖相关的核抗原标记物
e#)-

检测丙泊酚对

H/

小鼠海马齿状回中神经干细胞的影响$图
$4

$

\

&)免疫组

织化学结果显示#

e#)-

标记的具有增殖功能的神经干细胞主

要分布于海马齿状回中的颗粒细胞层)

'

组
e#)-

阳性细胞形

态上未见明显差异#高剂量丙泊酚组齿状回颗粒细胞层的

e#)-

阳性细胞数量较低剂量丙泊酚组*

$%]

脂肪乳对照组减

少且差异有统计学意义$

#

#

%&%2

&#见图
$3

)低剂量丙泊酚

处理组与
$%]

脂肪乳对照组间
e#)-

阳性细胞数量未见差异

$

#

%

%&%2

&)

@&@

!

丙泊酚抑制
H/

小鼠后海马齿状回内神经干细胞的数量

且损伤神经干细胞突起
!

9B+C#,

是一种中间丝类型的蛋白#是

神经干细胞的特征性标记物#同时能标记放射状胶质细胞的突

起)通过免疫荧光检测
9B+C#,

评估丙泊酚对
H/

小鼠海马齿

状回中神经干细胞的影响$图
14

$

\

&)研究结果表明!高剂

量丙泊酚组海马齿状回中
9B+C#,

阳性细胞数量较
$%]

脂肪乳

对照组和低剂量丙泊酚组显著减少$

#

#

%&%$

&#见图
13

#同时

发现高剂量丙泊酚组
9B+C#,

阳性细胞突起出现受损)

@&A

!

丙泊酚对
H/

小鼠海马齿状回内放射状胶质细胞的影响

!

采用放射状胶质细胞突起的特异性标记物
6_6H

检测丙泊

酚对
H/

小鼠海马齿状回中神经干细胞形态的影响$图
'4

$

\

&)免疫荧光结果显示!高剂量丙泊酚组海马齿状回中
6_6H

阳性细胞数量较
$%]

脂肪乳对照组和低剂量丙泊酚组显著减

少$

#

#

%&%$

&#见图
'3

#且放射状胶质细胞的长突起受损较明

显%而与
$%]

脂肪乳对照组相比较#低剂量丙泊酚处理组仅观

察到海马齿状回中
6_6H

阳性细胞放射状胶质细胞的长突起

受损)
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""

!

#

#

%&%$

#与对照组比较%

"

!

#

#

%&%2

#与低剂量组比较

图
$

!!

丙泊酚对
H/

小鼠海马齿状回中神经干细胞增殖的影响%

Cd=

)

+k2

&

%)-'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1-

期
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""
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#

#

%&%$

#与对照组比较%

"

!

#

#

%&%2

#与低剂量组比较

图
1

!!

丙泊酚对
H/

小鼠海马齿状回中神经干细胞数量及突起的影响%

Cd=

)

+k2

&

!!

""

!

#

#

%&%$

#与对照组比较%

"

!

#

#

%&%2

#与低剂量组比较

图
'

!!

丙泊酚对
H/

小鼠海马齿状回中放射状胶质细胞的影响%

Cd=

)

+k2

&

!!

""

!

#

#

%&%$

#与对照组比较

图
0

!!

丙泊酚对
H$0

小鼠海马齿状回中成熟神经元的影响%

Cd=

)

+k2

&

@&B

!

高剂量丙泊酚抑制
H$0

小鼠海马齿状回内成熟神经元

的数量
!

9BP9

能够特异性标记成熟神经元)通过评估
H$0

小鼠海马齿状回中
9BP9

阳性细胞表达量检测丙泊酚对发育

小鼠海马齿状回内神经元成熟的影响$图
04

$

\

&)免疫组织

化学结果发现高剂量丙泊酚组海马齿状回中
9BP9

阳性细胞

数量较
$%]

脂肪乳对照组显著减少$

#

#

%&%$

&#见图
03

#其余

未见明显差异)

A

!

讨
!!

论

越来越多的动物实验表明在脑发育关键时期接触全身麻

醉药物会对大脑产生潜在毒性#并可能损伤机体远期的认知功

能)最近临床回顾性研究表明小于
'

岁婴幼儿单次接触全身

麻醉药物可能会导致学习*记忆和抽象推理障碍#且小于
1

岁
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婴幼儿接触两次或多种麻醉药物在
$(

岁之前诊断注意力缺陷

运动障碍风险是健康人的
1

倍'

$.1

(

)既往研究表明婴幼儿术后

学习*记忆*认知能力障碍发生发展与全身麻醉药物暴露有一

定关联'

'

(

)

丙泊酚因麻醉诱导起效快*苏醒迅速且无蓄积*不良反应

少等优点#已成为临床产科和儿科手术麻醉最常用全身麻醉药

物之一)既往研究证实丙泊酚通过
3464

受体影响脑内细胞

凋亡或脑内神经递质改变'

0.-

(

)同时有研究表明婴幼儿使用全

身麻醉药物与认知功能改变之间没有因果关系'

/

(

)而
=CMD.

L

MCC

等'

(

(的队列研究指出丙泊酚是引起婴幼儿行为改变的重

要危险因素之一%

A#F!BD

等'

'

(研究表明婴幼儿期使用丙泊酚

能导致后期学习障碍)况且#众所周知与丙泊酚作用机制相似

的乙醇在孕期或婴幼儿期使用会导致婴幼儿行为异常和认知

障碍)

全身麻醉药物引起认知功能障碍主要表现为海马主宰的

空间定向力受损*学习和记忆力受损#但其发生机制尚未明确)

研究表明#决定海马功能的重要因素取决于海马颗粒下区齿状

回中神经干细胞产生发育成熟神经元的能力'

$%.$$

(

)出生后早

期海马齿状回神经干细胞为放射状胶质细胞$

DM!#MF

L

F#MFQBFF+

#

@3I+

&#与大脑皮质内的
@3I+

类似#海马齿状回内的
@3I+

为具有极性特征的双极细胞#其放射状长突起起到了类似于

+脚手架,的作用#从而引导海马齿状回内神经干细胞的迁移*

分化'

$1

(

)海马齿状回中
@3I+

的神经发生是形成新学习记忆

的基础)

6MDD

R

等'

$'

(证实
@3I+

在神经发生在大脑功能的发

育中发挥重要的作用)出生后海马神经发生可以被环境因素

和神经递质改变调控'

$0.$2

(

)因此#丙泊酚是否通过调控海马

神经干细胞神经发生从而影响机体后期认知功能值得研究)

e#)-

是一种增殖细胞相关的核抗原#其功能与有丝分裂

密切相关#是目前用来判断细胞增殖能力的主要指标之一)本

研究免疫组织化学结果表明高剂量
)%J

L

"

g

L

丙泊酚组较

$%]

脂肪乳对照组海马齿状回的
e#)-

阳性细胞明显减少#低

剂量
'%J

L

"

g

L

丙泊酚组与
$%]

脂肪乳对照组无明显差异#提

示丙泊酚抑制发育小鼠海马齿状回神经干细胞增殖且呈剂量

依赖性)新生期海马齿回神经干细胞作为海马神经发生的起

始点#其数量减少必将对海马的正常发育过程造成影响#这可

能导致更远期的神经功能改变)

9B+C#,

是神经干细胞特征性标记物#同时可以标记
@3I+

的突起'

$)

(

)笔者发现相对于
$%]

脂肪乳对照组#高剂量
)%

J

L

"

g

L

丙泊酚不仅减少
@3I+

的突起数量#还导致长突起的形

成障碍)这个结论笔者又通过主要表达于
@3I+

#功能涉及神

经元的发育的
6_6H

指标进行验证#免疫荧光
6_6H

研究结论

和
9B+C#,

荧光研究结果趋势一致)这提示丙泊酚不仅影响发

育小鼠齿状回中干细胞增殖能力#还能够抑制
@3I=

的发生)

@3I=

在海马的神经发生中发挥关键作用#一方面其能够提供

+脚手架,引导海马中神经元的迁移#形成正常海马的分层结

构%另一方面#

@3I=

作为神经祖细胞的一种#可以进一步分化

成为神经元及神经胶质细胞#是海马中神经元及胶质细胞的来

源)

@3I+

的发育受阻#对于海马正常结构形成及功能都有一

定的影响)

通过检测成熟神经元标记物
9BP9

观察海马区域成熟神

经元数量#发现高剂量
)%J

L

"

g

L

丙泊酚组
H$0

小鼠海马齿状

回中
9BP9

阳性细胞数明显减少且与
$%]

脂肪乳对照组相比

差异有统计学意义$

#

#

%&%2

&#而低剂量
'%J

L

"

g

L

丙泊酚组

与
$%]

脂肪乳对照组比较
9BP9

阳性细胞数未见明显差异#

提示高剂量丙泊酚抑制小鼠海马齿状回神经干细胞发育成熟#

并最终导致神经元数量减少)海马中神经元是海马发挥正常

功能的基础#这提示结构的改变及神经元数量的减少是丙泊酚

暴露引起的行为改变的关键因素)

综上所述#本研究结果表明丙泊酚抑制发育小鼠海马齿状

回中神经干细胞的增殖#同时损伤干细胞突起数量和形态#最后

导致成熟神经元的减少)丙泊酚影响发育小鼠海马齿状回干细

胞的毒性作用呈现剂量依赖性)笔者合理推测高剂量丙泊酚会

影响海马齿状回神经发生#通过此机制也能解释临床观察发现

婴幼儿接触全身麻醉药物丙泊酚后出现认知功能改变#但是其

如何具体参与到临床行为学的改变#有待后期更深入的研究)
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由肠道上细胞连接而成的#细胞与细胞之间有紧密连接蛋白#

这种蛋白之间的紧密连接是其主要的连接方式#对细胞的连接

及屏障形成的完整性起着决定性的作用'

0.2

(

)在正常情况下#

结肠组织黏膜能有效阻止有害菌穿透黏膜进入深部组织#肠道

黏膜上皮的完整性是肠道黏膜屏障的结构基础#有利于机体的

内环境稳定#是机体健康的保证'

).(

(

)如果有害物质对细胞与

细胞之间的紧密连接蛋白造成损害#使细胞与细胞之间的连接

不紧密*不连贯#有破损*裂缝#使屏障的保护作用降低#此时有

害物质能穿过细胞之间连接的屏障对机体的免疫系统不断地

进行刺激#引起机体免疫紊乱#炎症产生#最终导致
WI

的发

生)由此可见#紧密连接蛋白的连贯性*黏膜屏障的完整性#在

肠道保护方面起着重要的作用)

西医主要采用糖皮质激素*免疫抑制剂*生物制剂治疗

WI

#但是同时也会伴发严重的不良反应#给患者带来了痛苦)

在中医方面关于
WI

的研究也较多#取得的成果也较显著#银

杏是中国较为古老的一种植物#银杏叶中含有苦内酯*天然活

性黄酮等对人体健康有益的多种成分#在
WI

的研究中也显示

了很大的作用)

36[-)$

具有扩张血管*溶解胆固醇*改善血

液循环*清除自由基*清除过氧化脂质*保护组织等作用)也有

研究表明#

36[-)$

可抑制炎性细胞因子的表达#对大鼠实验

性结肠炎具有抑制肠道炎症#保护肠道作用#但在
36[-)$

治

疗
WI

的紧密连接蛋白的连贯性*黏膜屏障的完整性方面的研

究较少)

综上所述#应用
36[-)$

干预
WI

小鼠可以使
WI

小鼠血

便减少#腹泻减轻#进食增加#精神萎靡症状减轻#病理结果及

免疫荧光检查显示#

36[-)$

干预
WI

小鼠可以恢复紧密连接

蛋白的连贯性*减少紧密连接蛋白破损#使肠黏膜完整性增加#

减少肠道出血#小鼠的进食及体质量逐渐增加#

WI

症状首先

获得改善)
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