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丙泊酚对大鼠脑创伤后神经细胞死亡相关蛋白激酶

mRNA表达及凋亡的影响

梁敏 李艳王宇田

【关键词】脑创伤}死亡相关蛋白激酶；凋亡，丙泊酚； 太鼠

死亡相关蛋白激酶(DAPK)[1]可出

现于脑缺血和创伤性脑损伤后神经细胞

凋亡启动阶段信号转导级联反应定型之

前，其基因表达与多种促凋亡信号转导

的生物分子作用有关Ⅺ’3]。已证实丙泊酚

具有脑保护作用，其作用机制还未完全

阐明，本研究中通过观察丙泊酚对大鼠

脑外伤后神经细胞DAPK mRNA表达

的影响。探讨其对脑组织的保护机制。

1材料与方法

1．1 动物分组及模型建立：60只雄性

Wistar大鼠(购自广东省实验动物中

心)，体重(250±50)g。按随机数字表法

分为正常对照组、假手术组、腩损伤组、

生理盐水对照组，脂肪乳剂治疗组、丙泊

酚治疗组，每组10只。腹腔注射水合氯

醛麻醉大鼠．采用Feeney自由落体脑损

伤装置．用40 g砝码于25 cm高处坠落

造成左顶叶重度脑挫裂伤模型(致伤冲

击力1 000 g／cm)，尾静脉留置套管针供

给药用。打击后缝合伤口，大鼠出现短暂

四肢抽搐、呼吸暂停数秒，表明模型致备

成功。术后24 h取标本。正常对照组不

进行任何处理，直接取标本；假手术组

只钻骨窗不打击；脑损伤组只制模；生理

盐水对照组给予打击后通过留置针持续

泵注生理盐水(2 ml·kg“·h。)4 h，

脂肪乳剂治疗组给予打击后通过留置针

持续泵注体积分数为10％的脂肪乳剂

(2 m1．k91·h_1)4 h；丙泊酚治疗组

给予打击后通过留置针持续泵注丙泊酚

注射液(2 ml·kg“·h-1)4 h。

1．2检测指标及方法：24 h后断头活杀

大鼠取出脑组织．以脑挫裂伤区为中心

冠状切取约0．5 cm厚脑组织。多聚甲醛

水溶液固定48 h．常规乙醇梯度脱水、二

甲苯透明、石蜡包埋．做连续5 um厚的

冠状切片，用以测定神经细胞凋亡情况。

做DAPK测定的脑组织不用固定、以损

伤最明显点为中心取约厚0．4 cm左半

冠状切片，迅速置入RNA保存液中。

1．2．1 脑组织DAPK mRNA表达的

检测：采用逆转录一聚合酶链反应(RT—

PCR)，氯仿／异丙醇提取RNA，取4 pl

RNA模板进行逆转录反应。反应条件：

37 C l h．95 C 3 rain。荧光定量PCR反

应条件：93 C 2 rain，93 C 30 S，55 C

45 s，共40循环。采用Primer express

2．0软件设计引物探针：R—DAPK上游引

物：5，_C(；CGCACTTTGACCTGAA一3’，

下游引物：5’一GGGCTGGCTGCATGCT

T一3’；荧光探针：5’一FAM荧光素一CCGG

AGAACATCATGTTGCTGG—TAMRA

荧光素一37。以三磷酸甘油醛脱氢酶
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(GAPDH)为参照，上游引物：57一CCGA

GGGCCCACTAAAGG一3’，下游引物：

5 7一GCTGTTGAAGTCACAGGAGACA

A一37；荧光探针：5’一FAM荧光素-CATC

CTGGGCTACACTGAGGACCA—TAM
●

RA一3’。

1．2．2脑神经细胞凋亡测定：采用原位

末端缺刻标记法(TUNEI，)，TUNEL凋

亡试剂盒由深圳晶美生物有限公司提

供，按照说明书操作。在损伤区、损伤周

边区和非损伤区随机计数100个神经细

胞，记录染色阳性的细胞数。

1．3统计学方法：应用SPSS 13．0统计

软件包对数据进行统计处理，计量资料

以均数±标准差(z±5)表示，组间比较

用方差分析和q检验，P<0．05为差异

有统计学意义。

2结果

表1结果显示。脑创伤后损伤区、

损伤周边区神经细胞过度表达DAPK

mRNA，并且出现明显的神经细胞凋亡，

与正常对照组和假手术组比较差异均有

统计学意义(P均<0．05)。在左顶叶大

脑皮质损伤区和损伤周边区，丙泊酚治

疗组神经细胞凋亡及DAPK mRNA表

达要少于脑损伤组、生理盐水对照组、脂

肪乳剂治疗组(P均<0．05)，但脑损伤

表1 各组大鼠脑皮质中DAPK mRNA及TUNEI。阳性细胞表达比较(：±5)

注：与正常对照组比较．1，<o．05，与假手术组比较．6P<0．05；与脑损伤组比较，cP<0．05；．与生理盐水对照组比较，ap<o．05；与脂肪

乳荆治疗组比较。cP<O．05
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组、生理盐水对照组、脂肪乳剂治疗组间

比较麓异无统计学意义(P均>0．05)；

露在嚣攘穆区4缀麓孝孛经缨熬辫亡薅遣

及DAPK mRNA袭达差异元统计学意

义(P均>0．05)。

3讨论

1995年Rink簿￡‘1首先掇遘了{串经

细胞凋亡在实验动物创伤性脑损伤后继

发性神经细胞死亡中的地位和作用，证

实艟攒伤磊迟发搜襻经缨藏攫亡建产生

继发僚脑损害的虫甏途径。这一结论也

陆续被研究所证攥。其机制的研究在不

断进展之中。

避年蘸究发瑷，矜AP壬(哥爨魏于弦

缺血和创伤性脑损伤后神经细胞凋亡启

动阶段信号转导缀联反应定型之前，其

基因凌达与多种键搠亡信号转嚣的生物

努子佟蔫有关球“。DAPK被认务楚稠控

细胞凋亡的关键酶。在凋亡信号通路上

处于“分子开关”翻“整合点”的地位，当

缨脆繁戮各种死亡售号裁激嚣。首先壶

DAPK相关蛋白(DRP一1)将信譬传递给

DAPK。然后DAPK将链接相赢作用蛋

白激酶(ZIPK)磷骏化+从面使得ZIPK

露窝予绥憨霾孛。遴避P53途撩藏菲P53

途径以及引起膜盥泡作用促进细胞凋

亡[21]。如果能够避制DAPK的表达激

活。就可辘较早地黼断凋亡信号通路，逆

转蹋貔死亡懿结焉。逸藏DAPK藏成为

神经搬性疾病限时性治疗“时问窗”的新

治疗靶点。

零漾瑟组进行翡蔻期褒究发理。损

伤粥脑组织中DAPK在伤后8 h开始瞬

显表达。24 h达袭达高峰。随J=焉星下降

趋势；而脑损伤厝神经细胞予伤后8 h

秀稔瓣瑷瞬显稠亡，24 h这捅亡褒蜂，

随后下降，直到伤聪72 h凋亡仍多于正

常，所以，伤尉24 h内是最佳抗凋亡治

疗时机【7】。本实验结果发现。损伤区和损

魏搿边医均壅瑷了棒经蘩戆凋亡，越缀

织DAPK mRNA表达与凋亡细胞出现

的结果基本一效。说明DAPK参与了脑

矫绞詹神经缎臌凋亡的售蟹转导机制。

丙涪酸楚一静静髂寐i蟀药，近年来

对其脑保护作用方面的研究较多。丙泊

酚可减轻缺盥性脑损伤，艘著减小局灶

黢缺盘豹获授藐霆稷驺3；斑灏瑟可撩捌

不完全佳缺斑簿致的促凋亡相关蛋白表

达．其对轻度膈灶性脑缺舭的神经保护

撵用可持续到擐伤后4周"o；丙泊酚逐

霹撵裁太鼠簸映蛊／再灌淀羞耱经缨魏

凋亡，减轻海玛区的延迟住神经细胞死

亡【l“。本研究发现，丙泊酚治疗组伤后

24 h挣经缨腮凋亡和脑组织DAPK

mRNA表达垮低于其绝麟损伤维，提承

荫泊酚具有抗神经细胞凋亡作用，并凤

旗抗凋亡作用与降低DAPK的表达有

关。毽吴搏避避舞么途径张簿羝缎缒露

DAPK的激活+还有待进一步研究。
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增加输m成分比例能提高创伤复苏后存活率

受凿辩学家逐避耩究旨褒弹蛰改变羲纛或分毙镄戆孬撬褰存嚣零。孽}究大燹翻貘性浮蛰259鲷餐痿惠磐。绣A蠡凌海镬

伤术聪24 h接受10次以上输m。研究入爨比较了输巅成分中新鲜冷冻血浆(FFP)与红细胞(RBc)比例为2；3和m小板

(PLT)与红细胞为1，5的患者，与输血成分朱达到此比例的患者比较，采用多因索分析独立预测病死率。结果：Z59例患者当

中，64例接受FFP：RBC为2 t 3患者30 d内病死率运聪予195铡辅斑成分未达绷此比铡的患者(41％比62瓤，P=0．008)，

6s铡接受PLT：RBC秀l t 5患者30 d内瘸惩率运低予196铡赣纛蔽努来达蓟就院镶旃患者(38％tt 61％，P=0。001)。鲞

归模獭表明，排除华龄与刨伤严重程度评估(TRISS)因素。FFP与RBC比倒是30 d内病死率的独立预测因子[相对比值比

(f)R)1．78，95％可倍区间(c，)1．01～3．14]。研究人员认为．创伤后大量输血提高FFP与RBC翱PLT与RBC比例可提高生

存事。，大量赣蛊玻燕撬羧盘成分憋镄，以迭剿最往复荔效祭。

白慧颛，编译鸯《j 1rr＆urna》，2008．65(3)：527—534；胡森，审筏
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1.期刊论文 梁敏.李艳.王宇田.李铁军.LIANG Min.LI Yan.WANG Yu-tian.LI Tie-jun 厚朴酚对大鼠脑创伤后神经

元凋亡及死亡相关蛋白激酶表达的影响 -中国医药2008,3(12)
    目的 观察厚朴酚对大鼠脑创伤后神经细胞死亡相关蛋白激酶(DAPK)的表达和凋亡的影响,探讨厚朴酚对脑创伤后神经细胞凋亡的脑保护机制.方法

建立大鼠自由落体脑创伤模型,雄性的Wister大鼠60只,随机数字表法分为脑损伤组、生理盐水组、脂肪乳剂组、厚朴酚组各4组15只.采用TUNEL法观察细

胞凋亡和RT-PCR法观察DAPK mRNA在脑创伤后的变化.结果 脑创伤后受伤区、受伤周边区神经细胞过度表达DAPK mRNA,并且出现明显的神经细胞凋亡,厚

朴酚能够使DAPK mRNA的表达高峰及神经细胞凋亡高峰下调.结论 厚朴酚可能通过抑制DAPK的表达,减少神经细胞凋亡而发挥脑保护作用.
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