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丙泊酚预处理对谷氨酸损伤大鼠脑组织的
保护作用研究

周晓峰黄丁丁王迪芬付江泉

【摘要】 目的探讨丙泊酚预处理对谷氨酸(Glu)损伤大鼠脑组织的保护作用。方法取出生Io～15 d

SD大鼠脑皮质切片进行培养，观察脑片形态学变化。将脑皮质切片分为空白对照组、Glu损伤组(1 mmol／LGlu

作用0．5 h)及丙泊酚预处理组(损伤前给予20mg／L丙泊酚作用24 h)，每组12个样本。镜下观察各组脑皮质切

片的细胞病理改变及超微结构变化，计算乳酸脱氢酶(LDH)漏出率，免疫组化法检测胶质纤维酸性蛋白

(GFAP)阳性表达并计数。结果培养的脑皮质切片细胞形态完整、存活良好。苏木素一伊红(HE)染色、电镜及

LDH检测结果显示：Glu损伤组脑皮质切片中神经元细胞损伤严重，形态不规则，胶质细胞增生、水肿，LDH漏

出率较空白对照组明显增高[(68．5±2．0)％比(16．0±2．5)％，P<O．叭]；丙泊酚预处理组脑皮质切片神经元细胞

损伤减轻，细胞形态恢复，LDH漏出率较Gtu损伤组明显减少[(38．5±2．4)％比(68．5土2．o)％，P<O．05]。免疫组

化检测结果显示：Glu损伤组胶质细胞胞体肿胀，突起数量增多，GFAP阳性反应强，阳性细胞数量(个／HP)较

空白对照组显著增多(50±5比10±3，P<0．01)；丙泊酚预处理组胶质细胞形态有所恢复，细胞突起细长，

GFAP阳性反应减弱，阳性细胞数量较Glu损伤组明显减少(30±4比50±5，P<O．05)。结论丙泊酚预处理对

Glu损伤的SD大鼠脑皮质神经元具有保护作用。
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【Abstract】 Objective To study the protective effect of propofol precondition against glutamate(Gh)

neurotoxicity to neonatal rat cerebrocortical slices．Methods Brain slices of Sprague—Dawley(SD)rats were cultured

in vitro and observed the morpholgic changes．Brain slices were randomly divided into three groups：blank control

group，Glu injury group(1 mmol／L Glu for 0．5 hour)，propofol precondition group(20 mg／L propoful for 24 hours)，

each刀=12．Changes in pathological and ultra—structure of cells were observed using microscope．Lactate dehydrogenase

(LDH)leakage rate was measured．Meanwhile，the expression of glial fibriHary acidic protein(GFAP)was detected by

immunohistochemical technology，then the positive cell were counted．Results Cultured brain slices of cell were intact

and survived well．Hematoxylin—eosin(HE)staining，electron microscopy and LDH test results showed that cerebral

film neuron severely damage，gliosis，edema，LDH leakage rate in Glu injury group were significantly more severe

compared with blank control group[(68．5-I-2．0)％vs．(16．0±2．5)％，P<0．01]．Reduce the brain slice ofthe propofol

pretreatment group of neuronal cell jury，cell shape recovery significantly reduced LDH leakage rate compared with the

Glu injury group【(38．5±2．4)％VS．(68．5土2．0)％，P<O．05]．Immunohistochemical detection of GFAP expression of

Glu injury group glial cell body swelling，producing increase in the number of GFAP positive reaction strong，the

number of positive cells(cells／tiP)compared with blank control group was significantly increased(50±5 VS．10±3．

P<O．01)．The recovery of propofol pretreatment group glial cell morphology，cell processes slender GFAP positive

reaction decreased the number of positive cells compared with the Glu injury group was significantly decreased(30±4

VS．50±5，P<0．05)．Conclusion Propofol pretreatment has prote ctive effect against Glu injuryed rat cerebroeortical

slices．
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临床上常见的脑外科手术如脑膜瘤切除术、颈

静脉剥脱术、颅内动脉瘤夹闭术等术中行控制性降

压、血管夹闭再通等均可引起脑组织再灌注损伤，导

致患者神经功能障碍。脑缺血／再灌注(I／R)损伤与

自由基生成、细胞内钙超载、兴奋性氨基酸毒性、线

粒体功能障碍等有关。目前丙泊酚的神经保护作用

受到国内外的关注，相关实验主要在细胞培养及动
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物模型中展开，然而其在离体脑片水平的神经保护

作用还未见报道。由于谷氨酸(Glu)损伤模型是目前

常用的体外脑I／R损伤模型，因此．本实验11T采用大

鼠离体脑片培养，建立脑片Glu损伤模型，研究丙泊

酚预处理对大鼠脑片Gill损伤的神经保护作用。

1材料与方法

1．1实验动物及主要试剂：出生10～15 d SD大鼠，

由贵阳医学院实验动物巾心提供．动物合格证号：

SCXK(黔)2008085l。DMEM／F12(美同Giboco公

司)，胎牛血清(杭州四季青生物科技公司)，丙泊酚

(英同阿斯利康公司)，乳酸脱氢酶(LDH)测试盒(南

京建成生物科技公司)，四甲基偶氮唑盐(1TrC)染剂

(美国Giboco公司)：

1．2大鼠脑片体外培养：处死大鼠断头取脑，迅速

置于预冷的磷酸盐缓冲液(PBS)巾，切片。部分脑片

在6孔培养板内培养；另一部分脑片组织于切片后

立t!IUtj rITI’c染色，一般为均匀红色，若脑片⋯现着

色偏浅或明显损伤则小予采用。

脑片培养条件：每个培养皿L放1个脑片并置

十37℃、5％C02、95％02的标准培养箱中培养，保持

脑片在气液界面上进行培养。培养的第1个24 h换

液1次，以后每2 d换液1次，每次换液1 ml。

腑片培养基成分：DMEM／F12溶液80 ml，胎牛

【flL清20 mI，10 kU／ml青霉素和10 kU／mi链霉素溶

液各l ml，pH 7．2。

小实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．3实验分组及处理：将培养3 d的脑片用随机数

字表法分为空白对照组、Glu损伤组及丙泊酚预处

理组，每组12个样本。采用l mmol／1．Glu损伤0．5 h

复制Glu损伤模型。丙泊酚预处理组于损伤前予以

丙泊酚20 mg／I。预处理24 h。各组于损伤30 min后

换正常培养基继续培养24 h。

1．4检测指标及方法

1．4．1脑片形态观察：倒置显微镜下于每次换液前

观察培养基中脑片形态、生长状态及存活情况。

1．4．2细胞彤念舰察：将石蜡切片脱蜡后进行苏术

素一伊红(HE)染色；0．5％盐酸乙醇分化．氨水乙醇

返蓝，加入--rll苯，巾i陀树脂封片，光镜下观察。

1．4．3细胞超微结构观察：将J|lii片浸入2．5％戊二

醛巾，PBS冲洗，1％锇酸处理样品至变黑，再经PBS

漂洗；室温下经丙酮30％、50％、70％、80％、90％

的梯度每级作用30 min，纯丙酮作用3次，每次

30 min；渗透、包埋、超薄切片；醋酸铀一柠檬酸铅染

色，用透射电镜观察切片。

· 75l ·

1．4．4 LDH测定：每次换液前在450 am波长下测

定培养基的吸光度(A)值，以代表相应时间点培养

慕中的LDH含量。LDH漏m率=培养基LDH的

A值／组织匀浆液LDH的A值×100％。

1．4．5免疫组化法检测胶质纤维酸性蛋白(GFAP)

的表达及GFAP阳性胶质细胞计数：取Ⅲ恒温烤箱

一f1的切片。脱蜡后PBS洗3次，用GFAP进行抗原

修复，顺序滴加兔抗GFAP抗体、生物素标记的二抗

后置湿盒巾孵育30 rain；PBS洗3次，3，3t-二氨基

联苯胺(DAB)显色。GFAP阳性的星形胶质细胞为

胞体和突起同时被染为棕褐色，核为蓝色。计数方

法：在400佶显微镜下计数视野内阳性细胞，每张

切片选5个视野，然后对所得数据进行统计分析。

1．5统计学处理：实验数据以均数±标准差(i±s)

表爪，数据分析使用SPSS 11．5软件，资料符合正态

分布且方差齐则用单l大l素方差分析，均数两两比较

片j SNK法，P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1倒置显微镜观察脑片：脑片在培养周期内形态

保持完好，倒置显微镜下观察脑片随着培养周期延

长逐渐变薄并透亮。

2．2光镜下观察细胞形态变化：空白对照组脑片层

次清楚，各层神经元数量多、密度大，胞内核圆呈蓝

色，部分可见明显核f■，神经元周I钧有胶质细胞

(图la)：C；lu损伤组神经元数量及密度明显减少，部

分细胞卷曲、皱缩变形，胶质细胞明显增多(图lb)。

丙泊酚预处理组神经元细胞数量增多．细胞形态恢

复，部分细胞轻度水肿(网h·)。

砸

图1光镜F观察各组体外培养大鼠脑片细胞形态改，变。≯I’l

对照绀(a)神经元数垣多、密度人；镩氨酸损移j组(I·)神经元细胞

卷曲、皱缩变形；丙泊酚预处理组(r)神经元细胞形念恢复．部分

细胞水肿 II}：高倍放人

2．3透射电镜下观察细胞超微结构改变：空白对照

组可见神经元细胞核f■明显，核染色质均匀，核膜

呈两暗一明、均质正常；细胞质内各种细胞器丰富、

正常，胞质线粒体、粗面内质网结构完好(图2a)。

Glu损伤组核染色质边集、核膜破裂，线粒体肿胀夺

万方数据
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化，粗面内质网溶解、消失(图2b)：丙泊酚预处理组

核膜融合、裂隙增宽。胞质内细胞器数量明娃减少．

部分粗面内质网扩张见局灶溶解(图2c)。

瓣
辫墨謦矗懑j

阐
图2透射电镜卜观察符组体外培养大鼠脑片细胞超微结构改

，芟空rI对照组(a)核f：【lJ{显．核染包质均匀，核膜旱两暗一明．

胞质线粒体、粗面内质网结构亢好；爷氨酸损伤组(h)核染色质边

集．核膜破裂：I巧泊酚预处理组(t-)核膜融合、裂隙增宽．胞质I大J细

胞器数量明显减少醋酸铀一柠檬胺铅高倍放火

2．4培养液巾LDH含量及各组脑片LDH漏⋯率

(表1)：培养最初3 t1内LDH波动较大，hI IJ)H含

量较高，其后逐渐下降并在培养3～9 d保持在一个

较低的水平．至ll rl冉次下降：在培养期内，(：lt-损

伤组和丙泊酚预处理组培养液中LDH释放量及

LDH漏出率较窄白对照组明显增加(均P<O．01)；

丙泊酚预处理组培养液巾LDH释放量及LDH漏⋯

率较Glu损伤组减少(均P<O．05)二

表1各组大鼠脑片I．I)H漏{}{率及GFAP l；13性胶质

细胞汁数比较(i士s)

注：LD!I：乳酸脱氰酶．(：rAP：胶质纤维酸性蛋r1；与夺自对照

组比较．“P<0．OI；0t：III损伤组比较．‘．P<o．05；括'4i^l为

样本数

2．5 GFAP阳性表达结果及GFAP阳性胶质细胞汁

数：空白对照组星形胶质细胞均匀分布，细胞核较

小、呈网形或卵圆形．细胞突起细长．GFAP阳性的

星形胶质细胞表达少，阳性反应弱(图3a)：Glu损

伤组星形胶质细胞胞体肥大、突起增多．GFAP阳性

的星形胶质细胞表达增加．阳性反应强(【矧3b)；与

空I’{对照组比较．(；FAP阳性胶质细胞汁数明、t。K,t，F泊H

加(P<0．01；表1)：与Glu损伤组相比．丙泊酚预处

理组GFAP阳性星形胶质细胞数量表达减少．阳性

反应减弱，胶质细胞形态有所恢复．不规则．细胞突

起细长(冈3r)；GFAP阳性胶质细胞计数较Glu损

伤组湿著减少(P<0．05；表1)i

图3_)匕镜F观察各lfl体外培养人鼠腑片胶质纤维酸性岱门

《(；FAI’)I；11性表达空rI对照组(a)胶质细胞均0J分仿．突起细

长．GFAI，阳悱胶质细胞表达少；符馘酸损伤组(h)(：FAP I蚪性垡

形胶质细胞表达增加：『可泊酚预处理}『I(··)胶质NI／lglg态有所恢

复．不规!J!I|．(；FAP阳性胶质细胞表达减少 免疫绀化商倍放大

3讨论

Glu是巾枢神经系统lfl兴奋件突触的主要神经

递质．它不仅具有背养神经、促进神经细胞牛长发

育的作Hj，而f{|也是一种神经毒素．在lilii缺血、缺氧

损伤111发挥着蠹要作用，当腑损伤或缺IflL后大姑释

放到突触间隙．Ghl受体过度激活|可引起一系列细

胞损伤反应 本实验中采川l mmol／I。的Glu作用

O．5 h，结果显爪，脑片-l·神经元细胞损伤严重，形态

不规则，胶质细胞增生、水肿；胶质细胞胞体肿胀，

突起数量增多．GFAP阳性反应强，阳性细胞数量湿

著增多．说明(：lu损伤后胶质细胞进入激活状态．活

性增强，提示本实验成功建立r脑片Glu损伤模型：

丙ffI酚作为一种新型的静脉麻醉药．在许多临

床研究及动物实验均证实其具有一定的脑保护作

用小，其作用机制是多途径、多位点的。包括：清除f1

由基及抑制脂质过氧化的抗氧化作川-3；减轻必奋

性氨基酸的堆积N；增强1一氨基丁酸(GABA)的

作用㈠；抑制细胞凋1j：等：在体实验研究方面．梁敏

等7证实丙泊酚可显著减小局灶性缺IfIL的脑梗多E面

{{；!；抑制缺I『ll导致的促凋r干H关蛋白表达．对轻度

局灶性脑缺IfIL的神经保护作用可以持续到损伤后

4周；同时还可减轻海马区的延迟性!神经细胞北产二

在离体实验研究方面．Ademhri等㈣通过大鼠海马脯

片氯糖剥夺后复氧复糖模划发现．低浓度阿泊酚

(30 Ixmol／L)亦可减少神经细胞损伤及海马Cm l区

锥体细胞超微结构损伤：

LDH是一种稳定的蛋白质．存在于正常细胞的

胞质中．一旦细胞膜受损．I,DH即被释放到细胞外．

通过检测培养液中LDH的活性可判断细胞受损的

程度二本实验结果显示，丙泊酚预处理组培养液中

l。DH释放牢较Glu损伤组明显减少：腩片神经元细

胞损伤减轻．细胞形态恢复．数量增多：胶质细胞形
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态有所恢复，细胞突起细长，GFAP阳性细胞数量表

达减少，阳性反应减弱，上述指标表明丙泊酚预处

理对脑片Glu损伤起到一定的保护作用，推测其保

护作用可能与其减少组织内的兴奋性氨基酸(Glu)

的释放以及增强GABA受体的作用、抑制Glu受体

介导的兴奋性突触传递降低细胞内钙超载产生一

定的保护作用等因素有直接的关系。

综上所述，本实验中成功建立脑片体外培养技

术，在建立脑片Glu损伤模型基础上，通过HE染

色、透射电镜、LDH的检测及GFAP的表达和阳性

细胞数目变化等指标，说明丙泊酚预处理对脑片

Glu损伤起到保护作用。
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阿奇霉素过敏致死1例报告

曾丽莎

【关键词】阿奇霉素；不良反应；过敏死亡

阿奇霉素为大环内酯类抗菌药物，

临床上常用于治疗细菌感染，与中药制

剂联合使用治疗肺炎或病毒感染时也常

获得很好的疗效““。近年来，随着阿奇

霉素在临床上应用的日趋广泛，其不良

反应也高于预期。现报告1例因阿奇霉

素过敏而导致死亡病例。

1病例情况

本院2009年11月16日接诊1例

上呼吸道感染的52岁女性患者。体温

37．7 oC，心肺无异常，自人病室诉咽痒咳

嗽。给予0．9％生理盐水500 ml、阿奇霉

素0．5 g、维生素B6注射液0．1 g静脉输

入抗感染治疗，患者在输入阿奇霉素后

约0．5 h出现心悸、胸闷、面色苍白、口唇

发绀、呼吸困难加重、意识不清、血压急

剧下降，很快呼吸、心跳停止。立即进行

DOI：10．3760／cma．j．issn．1003—0603．2012．

12．016

作者单位：430070湖北武汉，华中农业大

学医院

吸氧、胸外心脏按压、气管插管、人工呼

吸，抢救期间使用肾上腺素、多巴胺、呼

吸兴奋剂等，抢救50 min复苏失败，宣布

患者临床死亡。

2讨论

可通过阻碍细菌转肽过程而抑制细

菌蛋白质的合成。阿奇霉素具有对酸稳

定、半衰期长、感染部位组织及细胞内密

度高等优点。因此，其临床应用时疗效显

著，安全性和耐受性都较好。但随着阿奇

霉素临床应用的不断增加和用药范围的

不断扩大，其不良反应的报道也不断增

加，其中以药物过敏为多，也出现过敏死

亡病例的报道[3]。该患者输注阿奇霉素

后0．5 h出现不良反应，虽经全力抢救，

最终无效死亡。

虽然在临床应用时阿奇霉素不需要

做皮试，但从文献报道和上述病例来看

使用时一定要谨慎，要密切观察患者用

药后的变化，多巡视、多询问，一旦出现

过敏反应，应立即停药抢救。

·病例报告·

阿奇霉素作为一种长效抗菌药物，

其血清半衰期可长达35～48 h，在儿童、

老年人或有特殊疾病、肝肾功能不全的

人群使用时，更容易发生不良反应，应提

醒医生和患者予以足够的重视。目前有

研究显示，用痰热清注射液联合阿奇霉

素治疗社区获得性肺炎患者较单独使用

阿奇霉素可明显提供临床疗效，且无明

显不良反应⋯。
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