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#摘要$

!

目的
!

研究丙泊酚对
M0

甲基
0H0

天冬氨酸!

M[H8

#毒性损伤的保护作用及其机制$方法
!

采用

昆明小鼠制备离体海马脑片"随机分为对照组'损伤组和丙泊酚组!

!

'

'

'

!$

!

T)=

+

R

#"每组
!$

张脑片$

3

"

&

"

'0

氯

化三苯四氮唑!

WW5

#染色法测定
M[H8

毒性损伤后脑片组织损伤率$细胞外记录技术观察顺向群峰电位

!

VXK

#的变化$免疫组织化学方法观察海马
58!

区脑源性神经营养因子!

ZHMO

#蛋白表达的变化$结果
!

与

损伤组比较"丙泊酚!

'

'

!$

!

T)=

+

R

#可明显减轻
M[H8

造成的脑片组织损伤!

$

&

$+$!

#"提高海马脑片
VXK

恢

复程度!

$

&

$+$!

#"明显增强
ZHMO

表达!

$

&

$+$'

或
$

&

$+$!

#$结论
!

丙泊酚可通过增强
ZHMO

的表达"减

轻细胞损伤"促进神经元突触传递功能的恢复$

#关键词$

!

丙泊酚-

M0

甲基
0H0

天冬氨酸-毒性损伤-顺向群峰电位-脑源性神经营养因子

#中图法分类号$

!

7#'!

#文献标识码$

!

8

#文章编号$

!

!#/!01&21

!

3$!1

#

3"0&/'30$&

%&'

7

:+.'>.(*''//'>.4+/

7

:+

7

+/+,+).+G(>(.

9

()?=>'?;

9

OC-'.&

9

,CPC64

7

6:.6.'6)?(.4

:',6.(+)4&(

7

8(.&;:6()C?':(*'?)'=:+.:+

7

&(>/6>.+:'G

7

:'44(+)

$

N%&'9+

=

1#

2

#

(6%&'B31#

#

56J)17@+)

#

B-6"4

?

4+

!

5)1#

?

4#

2

1#

2

M;1#D37

=

I;1A)0)7#1@,3)#+>+C+A)D)#+

#

()1#

2

>4E#)7#I+D3#)D1@

6#>)0)04+

#

5)1#

?

4#

2

1#

2

#

()1#

2

>4333$$#

#

,3)#1

"

!!

*

1;4.:6>.

+

!

@;

<

'>.(*'

!

W)*.QB-;*

I

<;B;9B

:

A);B>;*QBBLLB>;-)L

:

A)

:

)L)=).;)\*>*.

,

@A

D

*.(@>B(N

D

M0

TB;9

D

=0H0<-

:

<A;<;B

!

M[H8

"

<.(;9BAB=<;*QBTB>9<.*-T-+A'.&+?4

!

E*

::

)><T

:

<=-=*>B-SBAB

:

AB

:

<AB(LA)T

F@.T*.

I

T*>B<.(A<.()T=

D

(*Q*(B(*.;);9B>).;A)=

I

A)@

:

#

;9B*.

,

@A

DI

A)@

:

<.(;9B

:

A)

:

)L)=

I

A)@

:

!

!

#

'

#

!$

!

T)=

(

R

"#

!$-=*>B-

:

BA

I

A)@

:

+W9B*.

,

@A

D

)L9*

::

)><T

:

<=-=*>B-S<-TB<-@AB(N

D

3

#

&

#

'0;A*

:

9B.

D

=;B;A<b)=*@T

>9=)A*(B

!

WW5

"

-;<*.*.

I

+W9B>9<.

I

B-)L)A;9)(A)T*>

:

)

:

@=<;*).-

:

*CB

!

VXK

"

<L;BA;)\*>*.

,

@A

D

*.(@>B(N

D

M[H8SBAB)N-BAQB(N

D

B\;A<>B==@=<AAB>)A(*.

I

;B>9.*

?

@B+W9BB\

:

AB--*).)LNA<*.0(BA*QB(.B@A);A)

:

9*>L<>0

;)A

!

ZHMO

"

*.9*

::

)><T

:

<=58!AB

I

*).-S<-TB<-@AB(N

D

*TT@.)9*-;)>9BT*><=<--<

D

+B'4=,.4

!

5)T

:

<AB(

S*;9;9B*.

,

@A

DI

A)@

:

#

:

A)

:

)L)=

!

'

#

!$

!

T)=

(

R

"

-*

I

.*L*><.;=

D

<;;B.@<;B(9*

::

)><T

:

<=;*--@B*.

,

@A

D

*.(@>B(N

D

M[H8

!

$

&

$+$!

"#

*T

:

A)QB(;9BAB>)QBA

D

<T

:

=*;@(B)LVXK

!

$

&

$+$!

"#

<.(*.>AB<-B(;9BB\

:

AB--*).)LZH0

MO*.9*

::

)><T

:

<=58!AB

I

*).-

!

$

&

$+$')A$

&

$+$!

"

+D+)>,=4(+)

!

XA)

:

)L)=>)@=(<.;<

I

).*bBM[H8;)\*>*0

;

D

<.(*T

:

A)QB;9BAB>)QBA

D

)L-

D

.<

:

;*>;A<.-T*--*)..B@A).-

#

S9*>9T*

I

9;NBAB=<;B(;);9B@

:

AB

I

@=<;*).)L

ZHMOB\

:

AB--*).+

*

2'

9

8+:?4

+

!:

A)

:

)L)=

)

M0TB;9

D

=0H0<-

:

<A;<;B

)

;)\*>*;

D

*.

,

@A

D

)

)A;9)(A)T*>

:

)

:

@=<;*).-

:

*CB

)

NA<*.0(BA*QB(.B@0

A);A)

:

9*>L<>;)A

!!

丙泊酚是一种静脉麻醉药物#被广泛用于临床麻

醉和镇静#并且对心脏,脑等脏器也有一定的保护作

用*

!03

+

#然而对于丙泊酚脑保护的确切作用机制仍不

明确$脑源性神经营养因子!

NA<*.0(BA*QB(.B@A);A)0

:

9*>L<>;)A

#

ZHMO

"在中枢神经系统内有着广泛分布#

在神经元生长发育中起着重要作用#并可促进神经元

损伤后的再生和修复*

&02

+

$有研究发现#丙泊酚促进

创伤性脑损伤大鼠神经功能和学习记忆认知功能的

恢复可能与促进
ZHMO

的表达相关*

'

+

$当中枢神经

损伤发生后#可导致兴奋性氨基酸过度释放#刺激
M0

甲基
0H0

天冬氨酸!

M[H8

"受体过度兴奋从而诱发钙

离子!

5<

3f

"大量内流超载#最终引起神经元死亡*

#0/

+

$

丙泊酚有拮抗
M[H8

受体的作用#但其作用是否与

调控
ZMHO

的表达有关仍不清楚$本实验采用离体

海马脑片损伤模型#观察海马
58!

区诱发电位和
ZH0

MO

表达的变化#以探讨丙泊酚对于
M[H8

毒性损伤

保护作用的可能机制$

!

!

材料与方法

!+!

!

材料

!+!+!

!

实验动物与分组
!

雄性昆明小鼠!徐州医科

大学实验动物中心提供"#体质量
3$

"

3#

I

#随机分为

对照组,损伤组和丙泊酚组!

!

,

'

,
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!
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仪器与试剂
!

[Jc01&$!

微电极放大器!日本光

电",

KJM0&&$!

刺激器!日本光电",

cPX01#

振动切片机

!上海海天电子仪器公司",

Ê H03$$$

处理分析软件!北

京华翔公司"$丙泊酚购自英国
8-;A<cB.B><

公司#

M[0

H8

购自美国
K*

I

T<

公司#兔多克隆一抗购自美国
K<.;<

5A@b

公司$人工脑脊液!

85KO

"成分及含量!
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(
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(

R

#
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(
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#
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3

XV
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!+32
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R

#

[
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2
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(

R

#

M<E5V

&

3'+/TT)=

(

R

#

5<5=

3

3+2TT)=

(
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#葡萄糖
!$+$TT)=

(

R

#

:
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$
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!

方法

!+"+!

!

离体海马脑片的制备
!

小鼠麻醉后#断头取

脑#然后将脑组织置于
"'G V

3

与
'G 5V

3

混合气体

饱和的
85KO

中!

$

"

2h

"#使用振动切片机切取厚度

为
2$$

!

T

的海马脑片!每组
!$

张脑片"#然后将脑片

放置在!

&3+$g$+'

"

h

的
"'G V

3

与
'G 5V

3

混合气

体饱和
85KO

中孵育和恢复
3

"

&9

$实验时将
2

"

'

张脑片移入全浸式恒温灌流槽内!

&3+$g$+'

"

h

#灌

流速度为
!+'

"

3+$TR

(

T*.

$

!+"+"

!

实验程序
!

M[H8

毒性实验用含
M[H8

!

$+!

,

$+'

,

!+$

,

3

#

$TT)=

(

R

"的
85KO

灌流脑片#

3$

T*.

后去除
M[H8

#再用经
"'G V

3

与
'G 5V

3

混合

气体饱和的
85KO

灌流#观察时间至去除
M[H8

后

39

$实验组给药方法'在
M[H8

使用前
!'T*.

#使

用中
3$T*.

#去除后
!'T*.

这段时间内将不同浓度

的丙泊酚!

!

,

'

,

!$

!

T)=

(

R

"加入灌流液中$对照组无

药物处理$

!+"+#

!

顺向群峰电位!

VXK

"的记录
!

选取灌流槽内

!

张脑片#将刺激电极放置在小鼠海马脑片
58&

区的

K>9<LLBA

侧支路径上#记录电极为玻璃微电极!内充
3

TT)=

(

RM<5=

溶液#电阻为
3

"

!$[

/

"#置于
58!

区

锥体细胞层#可记录到诱发电位$

VXK

经放大后输入

计算机进行数据分析$实验中观察
VXK

波幅的变

化#直至去除
M[H839

后
VXK

的恢复情况$

!+"+$

!

脑片组织损伤测定
!

采用
3

#

&

#

'0

氯化三苯四

氮唑!

WW5

"染色法测定$去除
M[H839

后#灌流槽

内的部分脑片用
3G WW5

染色
&$T*.

#漂洗#表面水

分用滤纸吸干#脑片称重后#以
!

I

i3$TR

的比例加

入抽提液!乙醇
i

二甲亚砜
e!i!

"#避光密闭保存
32

9

#抽提液按
!$$

!

R

的量分别加入
"#

孔板#酶标仪测

定各孔在
2"$.T

处吸光度值$脑片组织损伤率按以

下公式计算'组织损伤百分率
e

!

!%8

损伤(
8

对

照"

j!$$G

$

!+"+E

!

免疫组织化学测试
!

去除
M[H839

后#灌

流槽内部分脑片经
2G

多聚甲醛固定
19

后#用不同

浓度的蔗糖进行梯度脱水#连续海马冠状冰冻
&$

!

T

切片$采用
KX

法#切片经
&G

过氧化氢!

E

3

V

3

"处理

消除内源性过氧化物酶的活性#冲洗后加羊血清进行

封闭处理#然后滴加兔多克隆
ZHMO

一抗!

!i3$$

稀

释"#放置在
2 h

冰箱内过夜#冲洗后滴加羊抗兔二

抗#

&/h

下孵育
!9

#冲洗后滴加辣根过氧化物酶标记

的链霉卵白霉素工作液#

&/h

下孵育
!9

#冲洗后二氨

基联苯胺!

H8Z

"显色#然后贴片,脱水,透明和封片$

!+#

!

观察指标
!

电生理实验
VXK

恢复幅度'去除

M[H839

后
VXK

波幅与初始
VXK

波幅的百分比$

免疫组织化学结果采用图像分析处理系统进行灰度

分析#每张切片在高倍镜下计数海马
58!

区阳性细

胞的染色强度#以背景灰度值减去测量处灰度值后的

平均值作为最终灰度值$

!+$

!

统计学处理
!

采用
KXKK!"+$

统计软件进行统

计分析#计量资料以
Hg>

表示#组间比较用单因素方

差分析#以
$

&

$+$'

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"+!

!

M[H8

毒性对脑片损伤的影响
!

在加入
M[0

H8

!

$+!TT)=

(

R

"后海马脑片
58!

区
VXK

振幅增

大#并一直维持到去除
M[H839

后$在加入
M[0

H8

!

$+'TT)=

(

R

"后
VXK

逐渐减小#去除
M[H839

后
VXK

恢复程度降低#海马脑片损伤率增加$在加

入
M[H8

!

!+$

,

3+$TT)=

(

R

"后
VXK

在
3$T*.

内消

失#去除
M[H839

后
VXK

恢复程度均明显降低#海

马脑片损伤率明显增加#见表
!

$

"+"

!

丙泊酚对
M[H8

毒性损伤后脑片
VXK

的影

响
!

在损伤组去除
M[H8

!

!TT)=

(

R

"

39

后海马脑

片
58!

区
VXK

恢 复 程 度 较 低$丙 泊 酚 !

'

,

!$

!

T)=

(

R

"可明显提高
VXK

恢复程度#与损伤组比较#

差异有统计学意义!

$

&

$+$!

"#见表
3

,图
!

$

"+#

!

丙泊酚对
M[H8

毒性损伤后脑片组织损伤的

影响
!

在损伤组去除
M[H8

!

!TT)=

(

R

"

39

后海马

脑片损伤率较大$丙泊酚!

'

,

!$

!

T)=

(

R

"可使损伤率

明显降低#与损伤组比较#差异有统计学意义!

$

&

$+$'

"#见表
3

$

表
!

!!

不同浓度
M[H8

对海马脑片损伤的影响(

Hg>

&

#e!$

)

组别
VXK

振幅 !

G

"

M[H8

损伤前
M[H8

损伤
2T*. M[H8

损伤
3$T*. M[H8

损伤后
39

损伤率 !

G

"

对照组
!$$+!g$+/ !$$+$g!+! !$!+$g!+/ !$$+$g3+2 $

M[H8

!

$+!TT)=

(

R

"

!$$+3g!+! !$'+#g!+2 !!1+!g&+' !$1+2g!2+3

!3+2g!+&

!

M[H8

!

$+'TT)=

(

R

"
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&/+2g1+#

%

!

!
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%

12+&g3!+/
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3&+'g&+/

%

M[H8

!
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(

R

"

!$$+&g$+"

'+/g$+"

%

$

!"+/g1+'

%

2"+#g2+/

%

M[H8

!

3+$TT)=

(

R

"

!$$+"g!+3

2+1g$+'

%

$

!+1g$+3

%

'$+1g#+3

%

!!

$

'

$

&

$+$'

#

%

'

$

&

$+$!

#与
M[H8

!

$+!TT)=
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R

"比较
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年
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8

'

M[H8

损伤前)

Z

'

M[H8

损伤
2T*.

)

5

'

M[H8

损伤
3$T*.

)

H

'

M[H8

损伤后
39

图
!

!!

M[H8

损伤时海马脑片
VXK

的变化

"+$

!

丙泊酚对
M[H8

毒性损伤后脑片
ZHMO

表达

的影响
!

在对照组海马脑片上
58!

区
ZHMO

阳性细

胞有表达$在损伤组加入
M[H8

!

!TT)=

(

R

"后海马

脑片
ZHMO

阳性细胞表达略有增高#但与对照组相比

无明显差异!

$

'

$+$'

"$丙泊酚!

'

,

!$

!

T)=

(

R

"可使

ZHMO

阳性细胞表达明显增多#染色加深#与损伤组

比较#差异有统计学意义!

$

&

$+$'

或
$

&

$+$!

"#见

表
3

,图
3

$

表
3

!!

丙泊酚对
M[H8

毒性损伤后海马脑片损伤率'

VXK

振幅和
ZHMO

表达的影响(

Hg>

&

#e!$

)

组别 损伤率 !

G

"

VXK

振幅!

G

"

ZHMO

表达

对照组
$ !$$+$g3+2 !3+2g3+&

损伤组
2"+#g2+/

!1+"g/+2

%

!&+"g3+"

丙泊酚组

!

!

!

T)=

(

R 2!+3g&+# 3#+&g"+/ !'+&g3+'

!

'

!

T)=

(

R

3"+'g3+1

%

/"+'g!/+'

%

!/+'g&+!

$

!

!$

!

T)=

(

R

!1+/g!+3

%

"&+!g3/+#

%

3$+#g3+1

%

!!

$

'

$

&

$+$'

#

%

'

$

&

$+$!

#与损伤组比较)

%

'

$

&

$+$!

#与对照组

比较

!!

8

'对照组)

Z

'丙泊酚组!

!$

!

T)=

(

R

")

5

'损伤组

图
3

!!

M[H8

损伤时海马脑片
ZHMO

表达的变化(

KX

法
j3$$

)

#

!

讨
!!

论

!!

在离体海马脑片上#当电刺激
58&

锥体细胞发

出的
K>9<LLBA

侧枝纤维时#通过突触传递#可在
58!

锥体细胞层记录到顺向诱发的场电位#即
VXK

$海马

58!

区是脑损伤的敏感区域#而损伤后
VXK

的振幅

值大小代表突触传递功能的恢复程度*

10"

+

$实验中在

灌流液中加入浓度为
$+!TT)=

(

R M[H8

后海马

58!

区
VXK

振幅增加#提示激动
M[H8

受体#产生

兴奋神经元作用$随着
M[H8

浓度增加#过度激动

M[H8

受体#转而抑制脑片神经元的
VXK

#去除
M[0

H8

后#脑片组织有明显损伤#

VXK

恢复程度低#提示

对突触传递产生明显抑制效应而表现毒性作用$

丙泊酚作为全身麻醉药物主要通过抑制中枢的

兴奋性突触传导和!或"加强抑制性突触传递而发挥

麻醉作用*

!$

+

$有研究表明#丙泊酚通过激活抑制性

0

0

氨基丁酸受体!

U8Z88

受体"影响离子型
M[H8

受体通道电流#对
M[H8

受体通道也有直接抑制作

用*

!!0!3

+

#丙泊酚可通过抑制
MH[8

受体#从而保护神

经细胞$本实验中丙泊酚可明显减轻脑片组织损伤#

提高海马
58!

区
VXK

恢复程度#提示丙泊酚可拮抗

M[H8

诱导的兴奋性毒性作用#从而减轻细胞损伤#

有利于突触传递功能的恢复$

有研究表明#

ZHMO

可增强海马突触后
M[H8

受体的磷酸化#迅速增加神经元之间的突触传递*

!&

+

$

在脑损伤发生时可导致
ZHMO

的表达广泛增加#而且

脑组织抵抗损伤的能力与
ZHMO

表达水平呈正相

关*

!20!'

+

$在实验中
M[H8

可使海马脑片
58!

区
ZH0

MO

表达增强#说明当神经元受到外来因素损伤时
ZH0

MO

水平提高是一种保护性反应$丙泊酚可使
ZHMO

表达明显增强#从而提高脑内
ZHMO

的表达尤其是脑

内易损区的
ZHMO

表达#可能是其保护作用的重要途

径之一$

当细胞外液中
M[H8

水平持续增高#构成
M[0

H8

毒性环境#造成细胞损伤#抑制细胞间的突触传

递#而此时细胞的自我保护机制亦启动#

ZHMO

的表

达开始增加$本实验结果提示#丙泊酚可通过增强

ZHMO

的表达#减轻神经元的损伤#使得神经突触之

间的连接保持正常#从而促进突触传递效能的恢复$
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