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低温复合丙泊酚对大鼠海马神经元凋亡蛋白表达及超微结构变化的影响"
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目的
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观察低温复合丙泊酚对大鼠海马神经元凋亡蛋白
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&自噬相关蛋白
F<L=#,$

和
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及其神经元超

微结构变化的影响!探讨丙泊酚对低温所致大鼠海马神经元自噬与凋亡的干预作用%方法
!

将大鼠分为空白对照组"

D

组$&低温

丙泊酚组"

F

组$和低温水合氯醛组"

4

组$!

F

&

4

两组低温干预
'%C#,

!各组进行心脏灌注!断头取脑!制备大鼠海马神经元组织标

本!用蛋白免疫印迹法"

?<+@<9,A="@

$检测
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的表达!用
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检测
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和
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蛋白的表达!透射电镜观察

神经元超微结构的变化%结果
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蛋白的水平差异有统计学意义"

E
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%&%2

$'透射电镜结果显示

F

&

4

组大鼠海马区神经元均有不同程度的改变!尤其是
4

组神经细胞凋亡现象明显%结论
!

低温状态下海马神经元仍有一定的

自噬与凋亡现象!而丙泊酚则可减少这种损害!具有较好的神经元保护作用%

"关键词#

!

低温'异丙酚'海马'神经元'细胞凋亡

"中图法分类号#

!

>)0$

"文献标识码#

!

D

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$-

$

'0.0--0.%'

/))#*'+()7(A'#.

5

#-4',-#*(.

5

(,%8

5

-(

5

()(7(%#L

5

-#++$(%4%8,7'-4+'-,*',-47

*"4%

6

#+()"$

55

(*4.

5

47%#,-(%+4

5

(

5

'(+$+

5

-('#$%$%-4'+

"

/$+,

$

#

!"&%",.

;

")

*

1

#

#

3$)

*

-")

*

(&,

1

#

@($)

*

%",.(.)

*

1

#

2",)

*

/.)

*;

,)

1

#

'&+&,)

P

"

1

#

E$)

*

!,)

1

$

$G3$

4

,567$)6.

0

>)$=6($=".:.

*;

#

6($E$.

4

:$T=/.=

4

"6,:")+&L$"3"=65"96.

0

<(.)

*P

")

*

9"6

;

#

<(.)

*P

")

*

0%$$1%

#

<("),

(

1G<(.)

*P

")

*

I$?"9,:,)?E(,57,9$&6"9,:<.::$

*

$

#

<(.)

*P

")

*

0%%%'%

#

<("),

%

!!

&

9&+'-4*'

'

!

:&

;

#*'$<#

!

6""A+<9O<@J<<KK<L@"K=";@<C

G

<9:@M9<L"C

G

"M,!

G

9"

G

"K"=",@J<LJ:,

N

<+"K:

G

"

G

@"+#+

G

9"@<#,

4:+

G

:+<.'

#

:M@"

G

J:

NQ

.9<=:@<!

G

9"@<#,+F<L=#,.$:,!I4'.

'

:,!@J#<9LJ:,

N

<+"KJ#

GG

"L:C

G

:=,<M9",+&0#'"(8+

!

6J<9:@+;<9<9:,.

!"C=

Q

!#O#!<!#,@"A=:,ZL",@9"=

N

9"M

G

$

W9"M

G

D

%#

G

9"

G

"K"=

N

9"M

G

:@=";@<C

G

<9:@M9<

$

W9"M

G

F

%

:,!LJ="9:=J

Q

!9:@<

N

9"M

G

:@=";

@<C

G

<9:@M9<

$

W9"M

G

4

%#

W9"M

G

F:,!4;<9<@9<:@<!;#@J=";@<C

G

<9:@M9<K"9'%C#,&6J<,

#

<:LJ

N

9"M

G

;:++MA

*

<L@<!@"L:9!#:L

G

<9KM+#",:,!!<L:

G

#@:@<!A9:#,@"

G

9<

G

:9<9:@J#

GG

"L:C

G

:=,<M9",:=@#++M<+:C

G

=<+&6J<<R

G

9<++#","K4:+

G

:+<.';:+!<@<L@<!A

Q

#CCM,"J#+@"LJ<C#+@9

Q

#

F<L=#,.$:,!I4'.

'G

9"@<#,;:+!<@<L@<!A

Q

#CCM,"A="@@#,

N

&6J<M=@9:+@9ML@M9:=LJ:,

N

<+"K,<M9",+;<9<

"A+<9O<!A

Q

@9:,+C#++#",<=<L@9",C#L9"+L"

GQ

&=#+,7'+

!

6J<<R

G

9<++#","K4:+

G

:+<.'

#

F<L=#,.$:,!I4'.

' G

9"@<#,#,<:LJ

N

9"M

G

;<9<+@:@#+@#L:==

Q

+#

N

,#K#L:,@!#KK<9<,L<+

$

E

%

%&%2

%

&6J<9<+M=@+"K@9:,+C#++#",<=<L@9",C#L9"+L"

GQ

+J";<!@J:@@J<,<M9",+#,

N

9"M

G

F:,!4;<9<LJ:,

N

<!#,!#KK<9<,@!<

N

9<<+

#

<+

G

<L#:==

Q

#,

N

9"M

G

4,<M9",:=:

G

"

G

@"+#+#+"AO#"M+&>(%*7,+$(%

!

DM@"

G

J:

NQ

:,!

:

G

"

G

@"+#+#,<R#+@<,L<+@#==<R#+@#,=";@<C

G

<9:@M9<L",!#@#",

#

;J#=<

G

9"

G

"K"=L:,9<!ML<@J#+!:C:

N

<:,!J:O<A<@@<9

G

9"@<L@#O<

<KK<L@",,<M9",+&

&

?#

@

A(-8+

'

!

J

QG

"@J<9C#:

(

G

9"

G

"K"=

(

J#

GG

"L:C

G

:=

(

,<M9",+

(

:

G

"

G

@"+#+

!!

国内外大量研究都把低温当做一种器官保护措施#因其可

通过降低机体基础代谢率#减少心脏做功#减少脑组织的耗氧

量#增加细胞对缺氧的耐受力#从而保护大脑及其他基础代谢

率较高的器官免受缺血缺氧的损害&

$
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)丙泊酚作为一种静脉

全身麻醉药#已广泛应用于临床各科的手术麻醉#其脑保护作

用也得到越来越多的研究证实&

1

'

)然而却很少有研究注意到

低温同时带来的不良反应#包括细胞的自噬与凋亡及在全身低

温状态下丙泊酚对大脑神经细胞自噬与凋亡的干预)本研究

通过建立大鼠丙泊酚和水合氯醛全身麻醉的亚低温模型#检测

海马神经元
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G

:+<.'
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F<L=#,.$

和
I4'.

'

蛋白的表达及透射

电镜观察神经细胞超微结构的变化#探讨丙泊酚对低温所致大

鼠海马神经元自噬与凋亡的干预作用#以便使低温和丙泊酚在

临床上得到更好的应用#提高疾病治愈率)
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材料与方法

B&B
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材料
!

丙泊酚$西安力邦制药有限公司#产品批号

$$%-1(1

%(

$%_

水合氯醛$青岛宇龙海藻有限公司#产品批号

1%$0$%%$

%)一抗
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*二抗$
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浆器$宁波新芝
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%*分光光度仪$上海欣茂
Tg.-2%0

%*垂

直板电泳转移装置$上海天能%*电泳仪$北京君意
dk'%%4

%*透

射电子显微镜$第三军医大学生物测试分析中心%)
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方法

B&C&B
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大鼠全身低温模型制作
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个月龄
HX

健康雄性大鼠

)%

只#清洁级#体质量
$2%

$
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N

#由第三军医大学动物中心

提供)大鼠共分为
'

组$

) 1̂%

%#即空白对照组$
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组%*低温丙
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组海马神经元
4:+

G

:+<.'

的表达

泊酚麻醉组$

F

组%和低温水合氯醛麻醉组$

4

组%)其中每组

$2

只大鼠用于测定海马神经元
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G
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*自噬相关蛋白
F<L.

=#,.$

*
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的表达#其余
2

只大鼠用于观察海马神经元的超

微结构)

D

组大鼠普通实验室喂养#不进行特殊处理#

F

组和

4

组分别用丙泊酚$

$2%C
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水合氯醛$
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%

腹腔注射#然后均采用冰袋使大鼠肛温在
'1f

保持
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)

低温过程中用微量注射泵以
$)CI
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J

U$的速度腹腔注

射平衡盐液#并观察大鼠生理机能状况)

B&C&C
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免疫组织化学法检测
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蛋白的表达
!

各组大

鼠观察
10J

后分别进行水合氯醛腹腔麻醉开胸#暴露心脏经

心尖将自制的灌注针插入主动脉#右心耳剪一小切口#依次用

生理盐水
12%CI

#

0f0_

多聚甲醛磷酸盐缓冲液
12%CI

通

过主动脉灌注固定)断头取脑&

0

'

#将固定
)J

后的海马组织经

脱水*透明*浸蜡*包埋制作成石蜡块#将石蜡组织块进行连续

冠状切片#采用免疫组织化学法检测
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)按说明书操

作#

XDF

显色#光镜高倍镜视野连续计数
1%%

个神经元#阳性

产物为棕黄色或棕褐色#背景为蓝色)用
YC:

N

<.59"5=M+)&%

图像分析系统测定阳性细胞的平均光密度值$
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%#用
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半定量
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蛋白的表达#

>83

越大#表示
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表达越强)反之表达越弱)计算出
'

个

视野的
>83

的平均值#代表该组神经元的
D]X

值)
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蛋白免疫印迹法$
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%检测
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的表达
!

取海马组织于无菌的
35

管中#用
?<+@<9,A="@

及
Y5

细胞裂解液$含
$_

的
58HE

%浸泡#提取组织蛋白质样品#电

泳转移至聚偏氟乙烯$

5gXE

%膜#分别加入兔抗
I4'

单克隆抗

体$

$n'%%

%#兔抗
F<L=#,.$

多克隆抗体$

$n$%%%

%#内参一抗的

稀释终浓度为
$n'%%%

#然后
0f

孵育过夜)洗膜后用封闭液

将
>̀5

二抗稀释$

$n2%%%

%#然后温育$

'-f

%

$&2J

#加
34I

试剂#

7

射线胶片显像#扫描)应用
YC:

N

<d

分析软件分析目

的条带和内参的灰度值#以目的条带和内参条带的灰度比值对

F<L=#,.$

*

I4'.

'

进度半定量分析)

B&D

!

大鼠海马神经元超微结构观察
!

各组随机选择
2

只大

鼠#取小块海马组织快速用
5FH

冲洗组织周围的血液等污物

后立刻放入
1&2_

的戊二醛固定液(

1

$

'C#,

后修整样品为
$

CC

'

#并放入新鲜的
'_

戊二醛固定液)按常规透射电镜样品

制备方法漂洗*锇酸固定*漂洗*脱水*浸透*

H

G

",/$1

包埋#上

机*拍照)

B&E

!

统计学处理
!

采用
H5HH$%&%

软件分析数据#计量资料

以
Da=

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
E

%

%&%2

为差

异有统计学意义)
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结
!!

果

C&B

!

神经元
4:+

G

:+<.'

及自噬相关蛋白的表达
!

D

组极少见

到
L:+

G

:+<.'

阳性颗粒#与
D

组比较#

F

*

4

组则可见神经元细

胞膜和细胞质中有棕黄色或棕褐色颗粒)

4

组
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G

:+<.'

*

F<L.

=#,.$

*

I4'.

'

蛋白水平高于
D

*

F

组#

F

组各蛋白水平高于
D

组#比较差异有统计学意义$

E

%
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%#见图
$

*
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#表
$
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图
1
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'

组海马神经元
?<+@<9,A="@

结果
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D

!

D

组(

F

!

F

组(

4

!

4

组

图
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'

组海马神经元超微结构变化

C&C

!

各组大鼠海马神经元超微结构变化
!

D

组大鼠海马神经

元多为圆形#结构正常#核圆#核仁居中#细胞膜完整#各种细胞

器丰富#排列整齐无水肿$图
'D

%(

F

组超微结构损伤较轻#神

经元可见轻度破坏#核固缩#细胞核的染色质高度凝聚*边缘化

$图
'F

%)

4

组细胞凋亡现象明显#可见细胞皱缩*核固缩*核内

染色质分布欠均匀#核仁消失#细胞质浓缩#细胞核裂解#产生

2--0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'0

期



凋亡小体$图
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表
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组海马神经元
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蛋白表达比较&

Da=

)

) $̂2
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组别
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F<L=#,.$
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(

D

组
%&%/$a%&%$2 %&$1/a%&%0 %&$)%a%&%)

F

组
%&$%1a%&%$$

:

%&$-1a%&%%'

:

%&1$-a%&%)

:

4

组
%&$0/a%&%10

:A

%&1')a%&%/

:A

%&1-(a%&%/

:A

!!
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!

E

%

%&%2

#

A

!

E

%

%&%$

#与
D

组比较(

L

!

E

%

%&%2

#与
F

组比较(

"

!

>83

值(

(

!相对灰度值

D

!

讨
!!

论

细胞凋亡是受各种基因调控的程序化死亡过程#而激活后

的
4:+

G

:+<.'

是细胞凋亡的特征性标志之一#为凋亡途径的最

终执行者)自噬现象是一种高度保守的细胞行为&

2

'

#在维护细

胞内环境*实现细胞代谢和细胞器的更新方面起着非常重要的

作用)但过度激活的自噬则可导致细胞程序性死亡#从而引起

一系列疾病)因此检测凋亡蛋白
4:+

G

:+<.'

的表达和自噬相

关蛋白
F<L=#,.$

*

I4'.

'

的表达及透射电镜观察海马神经元超

微结构的变化#可以探索低温下海马神经元自噬与凋亡的发生

情况)

丙泊酚是短效静脉麻醉药#广泛应用于诱导麻醉和维持重

症监护中患者的镇静#丙泊酚的神经保护功能在许多体内外研

究模型中已得到证实&

).-

'

)本实验采用丙泊酚和水合氯醛作为

诱导全身低温时的全身麻醉药#比较两组大鼠低温后海马神经

元凋亡蛋白*自噬相关蛋白表达和神经元超微结构变化的差

异#求证丙泊酚对低温所致大鼠海马神经元自噬与凋亡的干预

作用)

实验中
F

*

4

两组
4:+

G

:+<.'

和
F<L=#,.$

*

I4'.

'

阳性表达

均高于
D

组#其神经元超微结构的损害也较
D

组重#这表明低

温下海马神经元仍然存在一定的自噬与凋亡现象#这种变化有

可能是低温手术产生不良反应的病理基础#还有研究发现低温

对心肌缺血的改善并不明显#还可导致外周血管痉挛#增加外

周血管阻力#使周围循环灌注降低&

/

'

#外周组织细胞缺血*缺氧

及营养物质缺乏#这些不仅导致酸性物质增加#也可能造成自

噬与凋亡的发生)故利用低温进行缺血*缺氧性脑病&

(

'的治疗

时#其给神经细胞带来的损伤作用也不可忽视)

实验结果中#

4

组
4:+

G

:+<.'

*

F<L=#,.$

*

I4'.

'

的表达强于

F

组#其神经元超微结构的损害也较
F

组重#透射电镜还发现

4

组海马神经元有明显的损害#可见凋亡小体形成)提示水合

氯醛对海马神经细胞自噬与凋亡并无保护作用&

$%

'

)

F

组丙泊

酚复合低温后海马神经元的
4:+

G

:+<.'

*

F<L=#,.$

*

I4'.

'

蛋白

表达与
4

组相比呈下调趋势#表明自噬与凋亡程度减轻#神经

元超微结构损伤也轻#较好地表现出丙泊酚对低温所致神经元

自噬与凋亡的干预作用#这可能因丙泊酚减少
4:+

G

:+<.'

*

F<L.

=#,.$

*

I4'.

'

的表达拮抗神经元凋亡所致#其机制与丙泊酚的

抗自由基*抑制细胞内的钙超载&

$$

'

*抑制
WDFD

再摄取&

$1

'

*拮

抗
B:

b内流*抑制经典神经递质
DLJ

和儿茶酚胺类的突触传

递*拮抗内皮素等多个环节有关)当然#低温下出现的神经细

胞自噬与凋亡现象是否为细胞的应激反应#还需对低温持续时

间*不同的药物剂量*不同的时相对海马神经元自噬与凋亡的

影响作进一步研究#以便将低温与丙泊酚合理应用于临床手术

中#达到更好的脑保护效应#减少全身低温给术后带来的不良

反应#增加手术的成功率)
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