
·530·

·论著·

生垦鱼重瘟叁塾堕堂!008年9月第zo卷第9期Chin—Crit—Care Med，September 2008，Y!!：!!!塑!：!

丙泊酚联合利血平对再灌注损伤PCI2细胞

保护作用的研究

曹江北 王恒林 李云峰 米卫东

【摘要】 目的 观察丙泊酚与利血平单用或合用对缺血／缺氧及再灌注致中枢神经元细胞损伤的保护作

用及其可能机制。方法 用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤克隆化细胞株(PCI2细胞)建立缺血／缺氧及再灌注损伤

的细胞模型。实验分为缺血／缺氧及再灌注损伤(IR)ill、丙泊酚(P)组、利血平(R)组、丙泊酚与利血平合用

(PR)组。通过测定乳酸脱氢酶(LDH)含量及应用噻唑蓝(MTT)比色法测定存活细胞在波长570 nm处的吸

光度(A)值用以判断细胞损伤程度，并观察两药单独或合用对损伤PCI2细胞内游离钙离子浓度([Ca”]i)的

影响。结果与IR组比较，丙泊酚和利血平单用或联用组均可使LDH释放量明显降低，A值升高(P<0．05

或P<O．01)。合用利血平(40 tzmol／L)后，不同浓度丙泊酚(12．4、37．3和112．0 t-mol／L)组LDH释放量进一

步降低，A值则增高(P均<o．05)。12．4}．tmol／L和37．3 pmol／L丙泊酚以及40 ttmol／L利血平均可减轻由

于缺血／缺氧及再灌注损伤引起的细胞内钙超载[(279．66±18．00)nmol／L比(219．41±12．53)nmol／L，

(279．66±18．00)nmol／L比(210．50±11．03)nmol／L，(279．66±18．00)nmol／L比(254．82士10．45)nmol／L，

P<0．05或P<O．01]；12．4／Lmol／L和37．3 btmol／L丙泊酚分别与40 pmol／L利血平合用时，[Ca2+]i进一步

降至(1 91·19±10·36)nmol／I。和(183．82土9．83)nmol／L，与相同浓度丙泊酚组比较差异均有统计学意义

(P均<o·05)。结论丙泊酚和利血平均对缺血／缺氧及再灌注损伤PCI2细胞产生一定的保护作用，合用

时保护作用更明显；其保护作用u丁能与减轻细胞内钙超载有关。
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Protective effects of propofol combined with reserpine on cultured PCI2 cells impaired by ischemia and

reperfusion CAO Jiang—bei’，WANG Heng一班n，Ll Yun—feng，M1 we童一dong．‘Center of Anesthesiology

and Operation，General Hospital硝PLA，Beijing 100853，China

[Abstract] Objective To evaluate the protective action of propofol and reserpine，as well as a

combination of the two drugs on cultured pheochromocytoma cells(PCI2 cells)impaired by mimic ischemia

reperfusion(IR)，and its possible mechanisms．Methods PCI2 cells were subjected to 1R to reproduce the

experimental model．They were divided into IR group，propofol(P)group，reserpine(R)group，and

aspropofol／reserpine combined treatment(PR)group．The scale of cell impairment in each group was

assessed by the content of lactate dehydrogenase(LDH)and by the absorption(A)at 570 am with the

methyl thiazolyl tetrazolium(MTT)assay．The change in[Ca2+]i was detected by Fura一2／AM fluorescence

assay after the treatment of propofol，reserpine，or both．Results Compared with IR group，the release of

LDH was decreased and the A values increased in P，R and PR groups(P<O．05 or P<0．01)．When

combined with reserpine(40 tLmol／L)，different concentrations of propofol(12．4，37．3 and 112．0／1mol／L)

rendered the cells to release less LDH，with an increase in A value(all P<O．05)．Both propofol

(1 2．4}．tmol／I。and 37．3}tmot／L)and reserpine(40 ttmol／L)could lessen the overload of intra—cellular

calcium after IR((279．66±18．00)nmol／L vs．(219．41±12．53)nmol／L，(279．66±18．00)nmol／L vs．

(210．50士11．03)nmol／L，(279．66±18．00)nmol／L vs．(254．82±10．45)nmol／L，P<0．05 or P<0．01]．

[Ca“]i could be further lowered when the cells were treated with propofol and reserpine in combination

[(191．19±10．36)nmol／L and(183．82±9．83)nmol／L，both P<0．05]．Conclusion Both propofol and

reserpine caq protect cells from IR injury，and attenuate I-Ca2+3i overload induced by IR．The attenuation of

[-Ca”]i overload in impaired cells may be one of the mechanisms for their protective actions．

[Key words] intravenous anesthetic；propofol； reserpine； ischemia／reperfusion injury； cells，

PCI 2
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静脉麻醉药，对多种器官的缺血／缺氧及再灌注损伤

具有保护作用Cl-s]。动物实验证实，缺血／缺氧时中枢

脑区儿茶酚胺可异常升高‘引，提示儿茶酚胺在缺血／

缺氧及再灌注损伤的早期也有着重要作用。本研究

中采用已分化的大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤克隆化细胞

万方数据



生垦鱼重痘璺塾堕堂!!!!生!旦箜!!鲞箜!塑垦!堕堡坐堡!堡丛塑：璺12堡翌!!!；!!!!y!!：；!!盟!：! 。531。

株(PCI2细胞)替代中枢神经元细胞，建立缺血／缺

氧及再灌注损伤的细胞模型，观察静脉麻醉药丙泊

酚以及儿茶酚胺耗竭剂利血平对缺血／缺氧及再灌

注致PCI2细胞损伤的保护作用，以及两者联合应

用时所产生的效果变化，并探讨其可能的作用机制，

现报告如下。

1材料与方法

1．1细胞培养：嗜铬细胞瘤株PCI2细胞由北京大

学万有博士惠赠。用含体积分数为5％胎牛血清及

5％马血清的Dulbecco改良Eagle培养基(DMEM，

含有青霉素钠200 kU／L，链霉素100 kU／L，pH

7．4)，调整细胞密度为1×106／L，每孔100弘l，接种

于96孔培养板，放人CO：孵箱(美国Napco公司生

产)中，37℃、体积分数为5％的CO。条件下培养

3～4 d，待细胞长满孑L底后即可用于实验。

1．2细胞存活性实验：将细胞分成13个组，每组

8个孔。缺血／缺氧及再灌注损伤对照(IR)组：仅用

含低糖无血清DMEM培养液。丙泊酚(P)组：分别

用含12．4(P1)、37．3(P2)、112．0(P3)t．tmol／L丙泊

酚的低糖无血清DMEM培养液。利血平(R)组：分

别用含2．5(R1)、10．0(R2)、40．0(R3)ttmol／L利

血平的低糖无血清DMEM培养液。丙泊酚与利血

平联用(PR)组：①丙泊酚12．4 p．mol／L加利血平

2．5(PRl)、10．0(PR2)、40．0(PR3),umol／L的低

糖无血清DMEM培养液；②丙泊酚12．4(P1R)、

37．3(P2R)、112．0(P3R)tlmol／L加利血平

40．0 ttmol／L的低糖无血清DMEM培养液。将

96孑L板细胞用含5％CO。、95％N。的混合气体通气

0．5 h后，放入CO：孵箱中培养14 h后取出，吸出

培养液，每孔分别加入含胎牛和马血清各5％的高

糖DMEM完全营养液100弘l，继续培养(摸拟再灌

注损伤)。4 h后吸出培养液，用半自动生化仪

(VITALAB型，荷兰)测乳酸脱氢酶(LDH)浓度，检

测试剂盒购自南京建成生物公司，操作按说明书。采

用噻唑蓝(MTT)比色法测定细胞存活率，用多孔扫

描分光光度计(Versavex型，美国典奥公司)测定样

本在波长570 nm处的吸光度(A)值，以定量反映活

细胞数。

1．3细胞内游离Ca2+浓度(I-Ca2+]i)测定：将PCI2

细胞接种于6孔细胞培养板(Costar型，美国)中，按

前述方法培养3～4 d，待细胞长满孔底后用于实验。

[Ca2+]i浓度测定参照文献E5-1方法稍加改进i使用

F一4500荧光检测仪(日本HITACH公司)双波长

(激发波长340 nm和380 nm，发射波长510 nm)测

定[Ca2+3i荧光值，测定结果由仪器自动按公式换算

成]-Ca2+]i。

1．4统计学方法：结果以均数±标准差(z土5)表

示，采用SAS 8．2软件进行数据处理，组间比较行

单因素方差分析和Dunnet 7

t检验，P<O．05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2．1各组对缺血／缺氧及再灌注PCI2细胞损伤的

保护作用：图1显示，与IR组比较，LDH释放量随

丙泊酚浓度升高而降低，A值则随浓度升高而升高

(P<0．05或P<0．01)；其中P2、P3组与P1组比

较差异有统计学意义(P均<0．05)。不同浓度丙泊

酚与利血平40 tLmol／L合用后，LDH释放量随丙泊

酚浓度升高而降低，而A值升高更明显，且与相同

剂量的丙泊酚组比较差异也有统计学意义(P均<

0．05)。图2结果显示，R1、R2、R3组LDH释放量也

显著降低，并使A值显著升高(P<0．05或P<

0．01)，但各组间差异无统计学意义(P均>o．05)。

丙泊酚12．4／-mol／L与不同浓度利血平合用后，仅

PR3组保护作用增强，表现为与相同剂量单纯利血

平组比较，LDH释放量进一步降低，A值进一步升

高(P均<o．05)。
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注：与IR组比较，。P<O．05，“P<o．01；与相同浓度

利血平组比较，8P<O．05

图2丙泊酚12．4 pmol／L与不同浓度利血平单用或合用对

缺血／缺氧及再灌注损伤PCI2细胞的保护作用

2．2各组对缺血／缺氧及再灌注损伤PCI2细胞

[-Ca抖]i的影响(表1)：与IR组比较，R及P1、P2组

[-Ca2+]i均显著下降(P<o．05或P<O．01)。P1R、

P2R组[Ca2+]i分别较P1、P2组进一步下降，差异

有统计学意义(P均<0．05)。

表1丙泊酚与利血平单用或合用对缺血／缺氧

及再灌注损伤PCI2细胞I-Ca2+3i的影响(；士s)

注：与IR组比较，8P<O．05，6P<0．01}与相同浓度丙泊酚组比

较，。P<o．05

3讨 论

本实验中应用缺血／缺氧及再灌注致PCI2细

胞损伤的模型，进一步证实了丙泊酚对离体培养细

胞缺血／缺氧及再灌注损伤具有保护作用，且在一定

浓度范围内，保护作用呈剂量相关性，表现为LDH

释放量降低和A值升高。利血平不仅对缺血／缺氧

及再灌注损伤细胞有～定保护作用，而且还可明显

增强丙泊酚的保护效果。而丙泊酚和利血平的细胞

保护作用均与减轻细胞内钙超载相关。

缺血／缺氧及再灌注致神经损伤是由多环节、多

路径介导的复杂病理生理变化过程卟吨]。钙是维持细

胞生理功能的重要离子，在缺血性神经元损伤中起

着重要作用，钙在细胞内大量蓄积引起细胞内钙超

载是导致细胞死亡的共同途经。近来的研究发现，

儿茶酚胺释放可能是加重缺血性神经元损伤的另一

重要原因[9]。中枢儿茶酚胺异常释放不仅可促使细

胞内兴奋性氨基酸递质(如谷氨酸)释放，激活N一甲

基一D一天冬氨酸受体一Ca2+—一氧化氮合酶(NMDA

受体一Ca2+一NOS)通路，其自身氧化代谢产物也可产

生高活性的氧自由基，这两个因素均可导致细胞内

钙超载从而引起细胞的损伤乃至死亡。Martinez

等Bo]研究发现，耗竭脑内去甲肾上腺素可减轻大鼠

海马缺血／再灌注后神经元的损伤。因此，在缺血／缺

氧及再灌注损伤时，在抑制细胞内氧自由基生成及

NMDA受体一Ca2+一NOS通路激活的同时，如果能抑

制细胞内儿茶酚胺的释放，可能会对细胞产生更为

有效的保护作用。 ‘

研究发现，丙泊酚可抑制缺血／缺氧及再灌注损

伤时神经元细胞内的氧自由基合成、NMDA受体兴

奋、NOS合成以及[Ca2+]i升高，从而对损伤的神经

元产生保护作用[1卜12]。PCI2细胞是大鼠肾上腺嗜

铬细胞瘤克隆化细胞株，分化的PCI2细胞在形态

和功能上具有典型的神经内分泌细胞特征，被广泛

用作研究神经细胞分化、离子通道、受体、递质分泌

的实验材料，也是研究神经毒性常用的细胞株[1引。

PCI2细胞不仅可用来代替儿茶酚胺类神经元细胞，

而且本实验室前期研究结果也提示，PCI2细胞与中

枢海马及皮质神经元细胞有一些共同的特性。

利血平是囊泡内单胺类转运体的高效抑制剂，

可以严重抑制PCI2细胞囊泡内单胺类转运体

(VMAT)功能n4。。Antunes等r15]研究发现，利血平

耗竭小囊泡内的多巴胺后可减轻一氧化氮(NO)对

PCI2细胞线粒体的损害作用。本研究结果提示，利

血平可减轻缺血／缺氧及再灌注对PCI2细胞损伤

的作用，而且可能增强丙泊酚的保护效应。我们的实

验结果与Antunes等的研究结果相似，但作用机制

仍需进一步研究。这一结果提示，单胺递质特别是儿

茶酚胺类单胺递质可能在缺血／缺氧及再灌注损伤

的早期也起着重要作用，而它们的作用也与最终降
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低[-Ca2+]i浓度有关。

综上所述，在缺血／缺氧及再灌注损伤的早期应

用利血平可以对PCI2细胞产生一定的保护作用；

与丙泊酚合用时，细胞保护效应进一步增强；儿茶酚

胺在缺血／缺氧及再灌注损伤过程中的早期可能具

有神经毒性作用，其作用可能与细胞内钙超载相关。
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盲肠结扎穿孔导致循环衰竭时核转录因子一KB对抗利尿激素V1A受体的调节作用

最近德国学者对盲肠结扎穿孔致循环衰竭时核转录因子一KB(NF—xB)和细胞因子的变化及炎症时抗利尿激素V1A受体

调控做了相关研究。他们采用雄性C57／BL6系小鼠制备盲肠结扎穿孔致循环衰竭模型。动物分为细胞因子基因沉默组、糖皮

质激素基因沉默组、NF—xB基因沉默组、糖皮质激素和NF—KB基因沉默组、去除RNA的NF—KB基因沉默组和抗利尿激素

V1A受体激动剂组，观察其血流动力学参数和抗利尿激素VIA受体表达的变化以及细胞因子对VIA受体表达的影响。结果

发现：盲肠结扎穿孑L导致抗利尿激素V1A受体功能下调和严重的循环衰竭，应用激动剂后的V1A受体对血压变化仍不敏感；

地塞米松抑制了炎症细胞因子的产生，改善循环衰竭的同时减轻了V1A受体下调的程度；肿瘤坏死因子一a、y-干扰素、白细胞

介素一1p等细胞因子减弱抗利尿激素VIA受体的表达，减弱的程度与细胞因子的剂量相关，而在细胞因子基因沉默组无变

化。强烈抑制NF—xB后细胞因产生减少，循环衰竭改善，抗利尿激素V1A受体表达增加，脓毒症动物存活率提高。因此他们得

出结论：脓毒症中促炎症细胞因子的升高导致抗利尿激素VIA受体表达下调，并能解释只用单一细胞因子治疗脓毒症失败

而应用地塞米松成功的原因，同时也说明了NF—xB在脓毒性休克发病机制中的重要作用。

侯经元，编译自((Crit Care Med》，2008，36(8)：2363—2372；胡森，审校

白细胞介素一6和前降钙素在儿童脓毒症和脓毒性休克中的应用

巴西学者最近对儿童脓毒症时白细胞介素一6(IL一6)和前降钙素(PCT)水平及其差异进行了研究。研究纳入28 d～14岁的

患儿90例，分为脓毒症组(SG)和脓毒性休克组(SSG)，于入院时(To)和入院后12 h(T12 h)测量IL一6和PCT。结果发现：TO

时SSG组出现较高水平PCT的比例要比SG组多(69．7％比29．8％)，T12 h出现了同样显著差异的结果；较高水平PCT的

SSG组患儿死亡危险评分(PRISM评分)也显著高于sG组患儿；TO时SSG组IL-6水平显著高于SG组，但在T12 h差异无

统计学意义；入院时IL一6水平与PRISM评分呈正相关。因此他们认为：IL·6和PCT与儿童脓毒症的严重程度呈正相关。对早

期病情评估有一定的价值。

侯经元，编译自((Cytokine》，2008，43(2)：160一164；胡森，审校
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