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·研究报告-

异丙酚和依达拉奉对脑缺血／再灌注损伤保护作用的研究比较

刘辉王迪芬付江泉

【关键词】异丙酚；依达拉奉； 谷氨酸； 预处理； 缺血／再灌注损伤，脑

2007年5—12月，本课题组通过制

备谷氨酸(Glu)毒性神经细胞损伤模型，

体外培养乳鼠脑皮质细胞．用异丙酚和

依达拉奉进行预处理，观察比较二者对

模型大鼠的疗效．并探讨其机制。

1材料与方法

1．1乳鼠大脑皮质神经细胞原代培养

及鉴定：取出生24 h内的SD乳鼠(由贵

阳医学院实验动物中心提供)双侧大脑

皮质，用胰蛋白酶消化制成单细胞悬液。

细胞计数板计数，加培养基将细胞浓度

阔为(1～10)×105／L，接种于培养瓶。置

于CO：培养箱中孵育；第3日用阿糖胞

苷Ⅲ培养基换液，抑制神经胶质细胞及

纤维细胞生长，第6日再用培养基换液，

培养至第7 13。取出培养板内的盖玻片，

按神经元特异烯醇化酶(NSE)即用型链

霉素一亲和索一生物素一过氧化物酶

(SABC)免疫组化染色试剂盒说明书操

作，然后镜下观察。

1．2实验分组及药物预处理：按随机数

字表法将体外培养乳鼠脑皮质细胞分为

正常对照组、药物损伤组、l mg／L异丙

酚预处理组、3 mg／L异丙酚预处理组、

5 mg／L异丙酚预处理组、100 v．mol／L依

达拉奉预处理组6组。脑皮质细胞体外

培养至第7日．除正常对照组外，去掉原

培养基，分别加入l、3，5 mg／L异丙酚

培养基和100 vmol／L依达拉奉培养基，

继续培养24 h。

1．3 Glu毒性神经细胞损伤模型的建

立n]：将堵养8 d的皮质神经细胞去掉

原培养基。除正常对照组外。其他组均加

入含Glu的无血清培养基(Glu终浓度

为200 vmol／L)作用0．5 h，D—Hank液
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表1各组神经细胞存活率、LDH漏出率、细胞凋亡率比较(；土s)

注：与正常对照组比较。。P<0．01}与药物损伤组比较。oP<0．05．。P<0．01

冲洗，换含胎牛血清的Dulbeeco改良

Eagle培养基(DMEM／F12)继续培养

24 h。细胞生长至第9日用于检测。

1．4指标检测及方法

1．4．1神经细胞存活率；用四甲基偶氮

唑盐(MTT)比色法测定。给接种细胞的

96孔板中加50川MTT，37 C孵育4 h．

吸出上清液，再加入二甲亚砜，轻轻振

荡。在酶标仪550 nm波长处检测样品的

吸光度(^)值，按公式计算细胞存活率

(细胞存活率=加药组细胞A值／对照

组细胞A值×100％)。

1．4．2 LDH捅出率测定：吸取24孔培

养板每孔培养液，参照试剂盒说明书测

定各孔中A值；在培养板中加培养液，

用力吹打，显微镜下见细胞基本无存活，

参照试剂盒说明书测定各孔中^值。根

据文献[33方法按公式计算细胞培养液

LDH漏出率(LDH漏出率=培养液

LDH月值／(培养液LDH A值+细胞匀

浆液LDH A值)X100％]。

1．4．3细胞凋亡率测定：用流式细胞仪

检测。将各组细胞消化离心，制成单细胞

悬液。按凋亡试剂盒要求加入试剂，6 h

内在流式细胞仪上检测。

1．4．4神经细胞的形态学变化：神经细

胞用苏木素一伊红(HE)染色，倒置相差

显微镜下观察。

1．4．5细胞器的变化：分别收集各组细

胞并固定，用透射电镜进行观察。

1．5统计学处理：量化指标以均数±标

准差(z士s)表示，用SPSS 13．0统计软

件进行方差分析和q检验，P<0．05为

差异有统计学意义。

2结果

2．I大脑皮质神经细胞鉴定(彩色插页

图1)：细胞生长至第7日，免疫组化染

色可见所培养细胞着色为棕黄色，即为

脑皮质细胞。

2．2神经细胞存活率(表1)：与正常对

照组比较，药物损伤组神经细胞存活率

显著下降(尸<0．01)。与药物损伤组比

较，1 mg／L异丙酚预处理组存活率有所

升高，但差异无统计学意义，3 mg／L和

5 mg／L异丙酚及依达拉奉预处理组存

活率显著升高(P均<o．05)。3 mg／L异

丙酚预处理组P值小，但3组间差异无

统计学意义。

2．3 LDH漏出率(表1)：与正常对照组

比较，药物损伤组LDH漏出率显著升高

(P<O．01)。与药物损伤组比较。异丙酚

各组LDH漏出率均显著下降(P<0．05

或P<0．01)，其中3 mg／L组LDH漏出

率最低。依达拉奉预处理组较药物损伤

组亦显著降低(P<0．01)；与3 mg／L异

丙酚预处理组比较差异无统计学意义。

2．4神经细胞凋亡率(表1)：与正常对

照组比较，药物损伤组细胞凋亡率显著

升高(P<o．01)。与药物损伤组比较，异

丙酚各浓度组细胞凋亡率均显著下降

(P均<0．01)，其中以3 mg／L组最低。

依达拉奉预处理组凋亡率也较药物损伤

组显著下降(P<O．01)，但与3 mg／L异

丙酚预处理组比较差异无统计学意义。

2．5细胞形态学变化(彩色插页图2)：

正常生长9 d的神经元突起明显。并交

织成网状．胞体较大，多数细胞呈锥体

形，双极形、三极形，偶见单极形、圆形，

万方数据
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折光性均较强，有明显立体感，突起增粗

并出现末端分支。Glu处理后神经细胞

明显损伤，大部分细胞胞体变小，突起皱

缩、减少甚至消失、折光性减弱，细胞核

破碎、部分细胞甚至溶解，但仍有少数细

胞保持正常形态。3 mg／L异丙酚预处理

组和依达拉奉预处理组神经细胞损伤较

药物损伤组明显减轻。

2．6细胞器变化(彩色插页图3)：正常

对照组核膜均匀．高尔基体、内质网、线

粒体基本正常；药物损伤组染色质稀疏，

分布不均匀，核膜出现溶解、断裂，胞质

内细胞器数量明显减少，高尔基体肿胀，

粗面内质网扩张．线粒体出现严重肿胀，

嵴消失，呈空泡样或固缩，其中发现凋亡

细胞．胞质疏松，细胞膜肿胀扩张，有皱

褶的表现；3 mg／L异丙酚预处理组和依

达拉奉预处理组神经细胞形态趋于正

常，较药物损伤组细胞损伤明显减轻。

3讨论

目前。兴奋性氨基酸大量释放学说

是缺血／再灌注(I／R)损伤机制比较公认

的学说之一。兴奋性氨基酸导致的神经

元毒性作用包括缺血后兴奋性氨基酸介

导大量Na+、CI一及H。O内流造成细胞

水肿坏死；破坏细胞内外K+平衡，诱导

细胞凋亡“]；K+激活细胞内Ca”依赖性

蛋白，使神经元脂膜、细胞骨架蛋白、核

酸等重要结构解体；导致细胞阿Ca”超

载，激发“瀑布样”病理生理过程致神经

元迟发性死亡[5]。本研究显示，药物损伤

组细胞存活率明显下降，凋亡率及LDH

谓出率明显增高，镜下观察到细胞器受

损严重，有凋亡细胞产生，证实r终浓度

200 pmol／!．的Glu作用0，5 h可成功建

立离体乳鼠脑皮质细胞l／R损伤模型，

也证明了Glu大量释放学说的可能性。

临床上显示异丙酚血药浓度1．0n

1．5 mg／L有镇静作用，2～6 mg／L起到

麻醉作用。本实验结果显示，与药物损伤

组比较，1、3、5 mg／L异丙酚预处理各组

细胞存活率均有不同程度的提高，LDH

漏出率和细胞凋亡率降低．镜下观察细

胞大体形态趋于正常，细胞器受损明显

减轻．说明异丙酚可能通过多方面起作

用。异丙酚町以通过抑制兴奋性氨基酸

的*奋性。减少Ca”内流等机制．阻断

GIu的兴奋毒性效应．起到脑保护作用}

可减少自由基的生成和维持细胞膜及线

粒体功能稳定．对I／R损伤具有保护作

用“J。同时，异丙酚通过灭活自由基．抑

制自由基介导的脂质过氧化反应；通过

抑制线粒体内膜的渗透性转运孔道开

放，维护线粒体产能，抑制1／R损伤'“。

依达拉奉是自由基清除剂，血脑屏

障的通透率很高。通过清除脑I／R时的

自由基，抑制细胞膜的脂质过氧化，达到

稳定神经细胞膜、抑制神经细胞坏死和

凋亡的作用。另有动物实验汪明，依达拉

奉可以通过另一个途径，即保护内质网

的功能来达到保护神经细胞免受缺血、

缺氧损伤8。本实验中也观察到．在透射

电镜F发现异丙酚组和依达拉奉组内质

网均很丰富，二者是否均通过此途径来

起到细胞保护作用．尚需进一步研究。

异丙酚和依达扎奉顶处理在细胞存

活率．凋亡率、LDH漏出率方面的作用

未见明显的差异，镜下观察细胞形态学

变化差异也不大，可能与本实验样本量

不够大有关。二者对脑I／R损伤疗效是

否相同．仍需增大样本量进一步实验。

综上所述，通过离体细胞实验提示，

用异丙酚、依达拉奉提前24 h预处理离

体乳鼠脑皮质细胞埘脑I／R损伤有保护

作用．且经统计学验证二者保护作用无

明显差异，其有关机制尚待进一步研究。
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5.罗湘颖;杨志敏;王廷华 胎鼠大脑皮质神经元的体外堵养及鉴定[期刊论文]-神经解剖学杂志 2004(05)

6.Qi X;Okuma Y;Hosoi T Edaravone protects against hypoxia/ischemia induced endoplasmic reticulum

dysfunction 2004(01)

7.Javadov SA;Lim KH;Kerr PM Protection of hearts from reperfusion injury by propofol is associated

with inhibition of the mitochondrial permeability transition 2000(01)

8.Cheng YJ;Wang YP;Chien CT Small-dose propofol sedation attenuates the formation of reactive oxygen

species in tourniquet-induced ischemia-reperfusion injury under spinal anesthesia 2002(06)

 
相似文献(3条)

1.期刊论文 吴信真.李玄英.严兴福.梁敏 依达拉奉对急性颅脑外伤手术患者的脑保护作用 -实用医学杂志

2010,26(1)
    目的:研究依达拉奉对急性颅脑外伤手术患者的超氧化物歧化酶(SOD)活性、丙二醛(MDA)、一氧化氮合酶(NOS)活性的影响,探讨依达拉奉早期脑保护

作用.方法:30例急性开颅血肿清除术患者分为两组,每组各15例,A组为对照组,B组为依达拉奉组.B组使用与A组同样药物异丙酚维持静脉麻醉,在手术切皮

时开始静脉滴注依达拉奉30 mg,30 min内输注完毕.在麻醉诱导前(T1),麻醉后(T2),手术切皮时(T3),手术开始后1 h(T4),2 h(T5),手术结束后24

h(T6)各时间点抽取静脉血测定SOD、MDA、NOS.结果:SOD活性测定两组在T4、T5、T6相比,B组高于A组(P ＜ 0.05),与T1相比,A组在T3、T5、T6增加明显

(P ＜ 0.05),B组在T3、T4、T5、T6增加明显(P ＜ 0.05).MDA含量测定B组在T6明显低于A组(P ＜ 0.05),两组在T4、T5、T6比T1下降明显(P ＜

0.05).NOS活力测定两组比较无明显差异,与T1相比在T4、T5、T6降低明显(P ＜ 0.05).结论:在急性颅脑开颅血肿清除术中,依达拉奉作为氧自由基清除

剂使用安全有效,对早期脑保护有积极意义.

2.期刊论文 韩爱龙.王迪芬.梅治.刘兴敏.刘鲜林.吴承龙 利多卡因对谷氨酸致大鼠大脑皮质神经元损伤的保护作

用研究 -中国危重病急救医学2008,20(12)
    脑缺血、缺氧时大量兴奋性氨基酸(EAA)尤其是谷氨酸(Glu)爆发性释放,EAA过度激活,使某些受体在正常生理刺激下引起第二信使效应放大,突触后

神经元过度兴奋、溃变、坏死.这就是所谓的兴奋性毒性[1].目前Giu的兴奋性毒性作用于缺血性脑损害的研究最多.脑缺血时突触前Glu释放增加.再摄取

减少,导致N-甲基-D-天门冬氨酸受体过度兴奋,Ca2+大量内流.产生离子依赖性兴奋性毒性.我们前期的研究和文献报道显示,临床上常用药物纳洛酮、神

经生长因子、异丙酚和依达拉奉等对神经细胞均有保护作用[2-4];而利多卡因在

3.学位论文 屈亚云 食管癌下段根治性切除术患者术中依达拉奉的肺保护效应 2009
    目的：本研究拟通过检测SOD、MDA、TNF-α、SP-A在术中的变化，观察经左侧开胸入路的食管癌下段根治性切除术患者术中氧化应激水平、炎性反

应及肺组织受损程度，评价食管癌根治性切除术患者术中应用依达拉奉对肺的保护作用。<br>　　

 方法：择期经左侧开胸入路行食管癌下段根治性切除术患者40例，男性，年龄48～65岁，体重64～85kg，身高169～183cm，体重指数<25％，ASAI或

Ⅱ级。为保证试验条件的一致性，选择由同组手术医生实施手术的患者，术中均使用吻合器。术中出血量大于500ml或输异体血的患者排除试验。患者随

机分为两组：对照组（C组，n=20），依达拉奉组（E组，n=20）。所有病人均不使用术前药，入室后常规监测MAP、HR、ECG、SpO2，建立上肢静脉通路

，输注醋酸钠林格氏溶液5ml/kg以补充术前禁食水所丢失液量。芬太尼2～4ug/kg、异丙酚1～2 mg/kg、罗库溴铵0.6mg/kg行麻醉诱导，气管内插入右双

腔支气管导管。检查双腔支气管导管定位良好，隔离效果满意后，接Datex-ohmeda7900 Smart Vent麻醉机行机械通气。两组患者术中单肺通气时控制潮

气量8ml/kg，频率15次/min，吸呼比1：1.5，气道峰压<35cmH2O，吸入氧浓度90～92％，氧流量2L/min。连接Capnomac Ultma气体浓度监护仪监测呼气

末CO2分压和吸入气体浓度。TOF-Watch TM SX肌松监测仪监测肌肉松弛程度。麻醉维持应用静吸复合全身麻醉，吸入1.3～1.5MAC七氟醚维持麻醉深度

，静脉输注瑞芬太尼并调节血浆靶控浓度为3～4ng/ml，间断静注阿曲库胺0.2mg/kg维持肌松。E组于手术开始时输入依达拉奉，0.5mg/kg加入100ml生理

盐水于30min内输注完毕。两组术中常规补液，适当调节麻醉深度以维持血液动力学平稳。以入室MAP、HR值为基础值，术中MAP、HR波动大于20％，经妥
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善处理短时间不能恢复者排除试验。<br>　　

 记录手术时间、术中单肺通气时间；记录开胸前（T1）、开胸后单肺通气开始时（T2）、单肺通气30分钟（T3）、单肺通气60分钟（T4）、单肺通气结

束（T5）、术毕（T6）时点的PetCO2、最大气道压PMAX；记录术中液体总量、尿量、失血量。于T1及T6时点各抽取肘静脉血5ml，加入含有促凝剂的生化

试管中，尽快分离血清，-70℃保存待测。于同一时间、同一批次采用ELISA法测肺表面活性蛋白A，采用比色法测SOD和MDA、放免法检测TNF-α。<br>　

　

 结果：两组患者年龄、体重指数、手术时间、单肺通气时间、液体量、失血量、尿量组间比较差异无统计学意义；两组患者PetCO2、PMAx组间比较差异

无统计学意义（P>0.05）。SOD与T1时点比较，两组患者T6时点降低，但E组降低幅度低于C组；MDA、TNF-α、SP-A与T1时点比较，两组患者T6时点升高

但E组升高幅度低于C组（P<0.05）。<br>　　

 结论：经左侧开胸入路的食管癌下段根治性切除术患者术中应用依达拉奉，可以有效地抑制氧化应激反应、减少炎性因子释放、减轻肺组织损伤，对肺

组织具有一定的保护作用。
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