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·论著·

依达拉奉联合异丙酚后处理对乳鼠离体脑皮质细胞
缺血 / 再灌注损伤保护作用的研究
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【摘要】 目的 研究不同时间窗联合应用依达拉奉及异丙酚后处理对乳鼠离体脑皮质细胞缺血 / 再灌
注（I/R）损伤的保护作用。方法 体外培养出生 24 h 内 SD 大鼠脑皮质细胞 7 d，按随机数字表法分为空白
对照组、谷氨酸损伤组、药物联合对照组及再灌注 30 min、2 h、12 h 后处理组。各药物后处理组分别于谷氨酸

（200 μmol/L）损伤后 30 min、2 h、12 h 用含 100 μmol/L 依达拉奉及 3 mg/L 异丙酚的培养基联合后处理原代培
养的神经细胞。测定神经细胞存活率、细胞凋亡率、乳酸脱氢酶（LDH）漏出率、超氧化物歧化酶（SOD）活性、 
Na+-K+-ATP 酶活性、丙二醛（MDA）含量；用苏木素 - 伊红（HE）染色后倒置相差显微镜下观察细胞形态，透
射电镜下观察细胞超微结构变化。结果 与空白对照组比较，谷氨酸损伤组神经细胞存活率〔（55.38±22.41）%
比（87.04±23.95）%〕、SOD 活 性（kU/L ：6.86±2.87 比 29.57±3.68）、Na+-K+-ATP 酶 活 性（μmol·mg-1·h-1 ：
0.76±0.73 比 2.39±0.90）均显著下降，神经细胞凋亡率 〔（9.36±0.66）% 比（6.06±0.20）%〕、LDH 漏出
率〔（41.23±1.63）% 比（36.82±4.63）%〕、MDA 含量（μmol/L ： 0.515±0.102 比 0.294±0.105）均明显升高 

（P＜0.05 或 P＜0.01）。随着处理和后处理时间延长，药物联合各组细胞存活率、SOD 活性、Na+-K+-ATP 酶活
性逐渐下降， 细胞凋亡率、LDH 漏出率、MDA 含量逐渐升高；与谷氨酸损伤组比较，药物联合对照组和药物联
合再灌注 30 min 后处理组细胞存活率 〔（88.08±14.25）%、（83.33±22.90）%〕、细胞凋亡率 〔（5.96±0.28）%、

（7.25±0.34）%〕、 LDH 漏 出 率 〔（36.07±2.19）%、（38.04±1.44）%〕、SOD 活 性 （31.00±5.84、18.22±6.19）、
Na+-K+-ATP 酶活性（2.50±0.57、1.59±0.64）、MDA 含量（0.270±0.146、0.343±0.091）均明显改善（P＜0.05
或 P＜0.01）。镜下可见药物联合再灌注 30 min 后处理组细胞形态受损较谷氨酸损伤组及其他后处理组轻。
结论 在乳鼠离体脑皮质细胞谷氨酸损伤后 30 min 内予以 100 μmol/L 依达拉奉及 3 mg/L 异丙酚两种药物联
合处理对 I/R 损伤脑细胞具有明显保护作用。
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【Abstract】 Objective　To investigate the protective effect of edaravone combined with propofol 
postconditioning against different periods of brain cortical cells injury in culture of suckling rat caused by 
ischemia/reperfusion（I/R） injury. Methods Cortical cells of Sprague-Dawley（SD）rats born within 24 hours  
had been cultured in vitro for 7 days.  And then the cultured cells were randomly divided into blank control 
group，glutamate injury group，drug control group，and reperfusion of 30 minutes， 2 hours and 12 hours of 
drug postconditioning groups. All drug postconditioning groups were injured by glutamate（200 μmol/L） for 
30 minutes，2 hours and 12 hours. The nerve cells in each  post-processing group were cultured in medium 
containing 100 μmol/L of edaravone and 3 mg/L of propofol after glutamate damage. The cortical cell survival 
rate，apoptosis rate，lactate dehydrogenase （LDH） leakage rate，activities of superoxide dismutase （SOD）and 
Na+-K+-ATPase，content of malondialdehyde （MDA） were also determined. The morphological changes of nerve 
cells were examined by inverted phase contrast microscope after staining with hematoxylin-eosin（HE）. The 
ultrastructural changes of cells were observed by transmission electron microscope. Results Compared with 
those in the blank control group，in the glutamate injury group，the nerve cell survival rate 〔（55.38±22.41）% 
vs.（87.04±23.95）%〕，the activity of SOD（kU/L ：6.86±2.87 vs. 29.57±3.68），Na+-K+-ATPase activity 

（μmol·mg-1·h-1 ：0.76±0.73 vs. 2.39±0.90）were significantly decreased，and the rate of neuronal apoptosis
〔（9.36±0.66）% vs.（6.06±0.20）%〕，LDH leakage rate 〔（41.23±1.63）% vs.（36.82±4.63）%〕，the content 
of MDA（μmol/L ：0.515±0.102 vs. 0.294±0.105） were significantly increased（P＜0.05 or P＜0.01）. With 
the postconditioning and its prolongation，the nerve cell survival rate，the activities of SOD and Na+-K+-ATPase 
were gradually decreased in all drug postconditioning groups，while the apoptosis rate，LDH leakage rate and 
MDA content were gradually increased. Compared with those in glutamate injury group，the nerve cell survival 
rate〔（88.08±14.25）%，（83.33±22.90）%〕，the apoptosis rate〔（5.96±0.28）%，（7.25±0.34）%〕，LDH 
leakage rate〔（36.07±2.19）%，（38.04±1.44）%〕，SOD activity（31.00±5.84，18.22±6.19），Na+-K+-ATPase 
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 脑血管疾病具有高发病率、高致残率和高病死

率的特点，是我国人群致死的第三大因素，并呈现发

病年轻化的趋势，其中缺血性脑血管疾病占绝大部

分。缺血后处理是近年来新发现的一种保护方法，

2003 年 Zhao 等［1］在 Vinten-Johansen 实验室对犬心

肌梗死（心梗）模型进行研究后，首次提出缺血后

处理的概念并证实了缺血后处理在心肌缺血 / 再灌

注（I/R）损伤中的保护作用。但缺血后处理是在再

灌注即刻进行数次短暂的 I/R，其本质是具有损害

性的，于是人们又考虑到一种新的器官保护策略，即

药物后处理。本课题组前期的研究证实，依达拉奉

和异丙酚对脑 I/R 损伤都具有保护作用［2-3］；但二者

联合使用对脑细胞是否仍然具有保护作用，以及在

脑细胞损伤后联合使用两种药物进行后处理是否也

具有保护效应则少有报道。本课题组通过在不同时

间窗采用 100 μmol/L 依达拉奉和 3 mg/L 异丙酚两

种药物联合对 I/R 乳鼠大脑皮质神经细胞进行后处

理，观察其对谷氨酸损伤脑细胞的保护效果。

1 材料和方法

1.1 实验动物、大脑皮质神经细胞的原代培养及鉴

定［4］：157 只出生 24 h 内 SD 大鼠，购自贵阳医学院动

物实验中心，动物合格证号：SCXK（黔）2002-0001。
制备大鼠大脑皮质神经细胞单细胞悬液并计数，调

整细胞浓度为（1～10）×105/ml 的细胞悬液，接种

于细胞培养板、盖玻片及50 ml培养瓶中进行原代培

养，3 d 时用含 2.5 μg/L 阿糖胞苷培养基换液，抑制

神经胶质细胞及纤维细胞的生长，7 d 时取出 24 孔 
培养板内盖玻片，参照即用型链霉素 - 亲和素 - 生

物素 - 过氧化物酶（SABC）免疫组化染色试剂盒说

明书进行大脑皮质神经细胞的鉴定，阳性着色为棕

黄色。

 本研究中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.2 实验分组及谷氨酸毒性神经细胞损伤模型建

立：按随机数字表法分为空白对照组、谷氨酸损伤

组、药物联合对照组及再灌注 30 min、2 h、12 h 后处

理组。取培养 7 d 的皮质神经细胞，去原培养基后

加含谷氨酸（终浓度 200 μmol/L）的无血清培养基

作用 0.5 h 制备神经细胞损伤模型，用 D-Hank 液冲

洗 2 次。谷氨酸损伤组换用正常培养基继续培养

24 h ；各后处理组分别于谷氨酸损伤后 30 min、2 h、 
12 h 予 100 μmol/L 依达拉奉、3 mg/L 异丙酚混合培

养基处理 30 min，换用正常培养基继续培养 24 h。
药物联合对照组体外培养 7 d 时换用依达拉奉、异

丙酚培养基培养 24 h，再换用正常培养基继续培养

24 h。
1.3 检测指标及方法：在皮质神经细胞原代培养至

9 d 时进行各项指标检测。

1.3.1 神经细胞存活率测定：采用四甲基偶氮唑盐

（MTT）比色法［5］测定吸光度（A）值，根据公式计算神

经细胞存活率 〔细胞存活率＝药物组细胞 A 值 / 空 
白对照组细胞 A 值 ×100％〕。

1.3.2 细胞凋亡率测定：将各组细胞消化离心后收

集于离心管，制成单细胞悬液，按膜联蛋白 V-异硫

氰酸荧光素（Annexin V-FITC）和 FITC/ 碘化丙啶

（PI）双染法，6 h 内用流式细胞仪检测凋亡细胞，并

计算细胞凋亡率。

1.3.3 乳酸脱氢酶（LDH）漏出率测定［6］：按试剂盒

说明书用酶标仪测定 A 值，并根据公式计算 LDH 漏

出率 〔LDH 漏出率＝培养液 A 值 /（培养液 A 值 +
细胞匀浆液 LDH 的 A 值）×100％〕。

1.3.4 超氧化物歧化酶（SOD）、Na+-K+-ATP 酶活

性及丙二醛（MDA）含量测定：应用黄嘌呤氧化酶

法，参照试剂盒说明书测定 A 值，计算 SOD 活性；参

照试剂盒说明书应用硫代巴比妥酸法（TAB）测定

A 值，计算 MDA 含量；细胞膜蛋白含量测定用考马

斯亮蓝蛋白测定法，参照试剂盒说明书测定 A 值，并

计算 Na+-K+-ATP 酶活性。

1.3.5 细胞病理学变化观察：采用苏木素 - 伊红

（HE）染色，倒置相差显微镜下观察神经细胞的形态

学变化；透射电镜下观察神经细胞超微结构变化。

1.4 统计学处理：用 SPSS 13.0 统计学软件进行方

activity（2.50±0.57，1.59±0.64） and the content of MDA（0.270±0.146，0.343±0.091）in  drug control group and 
30-minute reperfusion of drug postconditioning group were improved，with statistical differences（P＜0.05 or P＜0.01）. 
Compared with glutamate injury group and other drug postconditioning groups，the morphological changes of nerve 
cells damage in the 30-minute reperfusion of drug postconditioning group was lighter under inverted phase contrast 
microscope. Conclusion The protective effect of postconditioning with edaravone （100 μmol/L）combined with 
propofol（3 mg/L） in the 30-minute reperfusion after neonatal cortex cells with I/R injury was very remarkable. 

【Key words】 Edaravone； Propofol； Postconditioning； Cerebral ischemia/reperfusion injury
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差分析，计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，组

间比较采用 q 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 大脑皮质神经细胞鉴定（图 1）：光镜下观察培

养细胞为棕黄色阳性染色，说明是脑皮质细胞。

谷氨酸损伤组 SOD 活性、Na+-K+-ATP 酶活性明显

低于空白对照组，MDA 含量明显高于空白对照组

（P＜0.05 或 P＜0.01）。药物联合组随处理、后处理

时间延长，SOD 活性、Na+-K+-ATP 酶活性逐渐降

低，MDA 含量逐渐升高；但与谷氨酸损伤组比较，药

物联合对照组、再灌注 30 min 后处理组 SOD 活性

及 Na+-K+-ATP 酶活性明显升高，MDA 含量明显降

低（P＜0.05 或 P＜0.01）。
2.5 细胞形态学观察

2.5.1 正常神经细胞形态学观察：初接种的神经细

胞呈圆形或椭圆形，多无突起，折光性强；2 h 后细

胞开始贴壁，少数有突起；4 h 后大部分细胞贴壁，

可见带有突起的神经细胞，突起细小。正常生长至 
7 d 神经细胞清晰可见，光镜下可见胞体较大，多数

呈多极形或锥形，突起明显，且突起之间相互交织形

成网状。电镜下可见神经元细胞核呈卵圆形，两层

膜结构清晰，核内染色质均匀分布，胞质内线粒体、

高尔基体、粗面内质网等细胞器结构清晰、完整。药

物联合对照组光镜及电镜下可见神经元与空白对照

组细胞相同。

2.5.2 谷氨酸损伤组神经细胞形态学观察：光镜下

可见神经细胞胞体光晕消失，突起回缩，胞体折光性

下降，核易见，部分胞体溶解；细胞突起断截、碎裂甚

至缺失，细胞间突起网络变稀疏，并可见红染的凋亡

小体。电镜下可见神经元细胞水肿明显，核碎裂甚

至消失，细胞器肿胀，数量明显减少。

2.5.3 药物联合后处理各组神经细胞形态学观察：

光镜下可见药物联合后处理各组神经细胞形态与谷

氨酸损伤组相比损伤程度较轻。再灌注 30 min 后

处理组神经细胞胞体清晰可见，呈多极形或锥形，与

正常细胞一致，膜结构和细胞核清晰，突起之间相互

交织成网状，未见细胞胞体消失模糊，突起无回缩、

断裂及缺失，细胞无溶解。但再灌注 2 h 和 12 h 后

图 1 免疫组化法鉴定乳鼠大脑皮质神经细胞
（免疫组化 高倍放大）

表 1 各组大鼠脑皮质神经细胞存活率、凋亡率、LDH 漏出率、SOD 活性、Na+-K+-ATP 酶活性和 MDA 含量比较（x±s）

组别
样本

数

细胞存活率

（％）

细胞凋亡率

（％）

LDH 漏出率

（％）

SOD 活性

（kU/L）
Na+-K+-ATP 酶活性

（μmol·mg-1·h-1）

MDA 含量

（μmol/L）

空白对照组 8 87.04±23.95 6.06±0.20 36.82±4.63 29.57±3.68 2.39±0.90 0.294±0.105

谷氨酸损伤组 8 55.38±22.41 a 9.36±0.66 b 41.23±1.63 a 6.86±2.87 b 0.76±0.73 b 0.515±0.102 a

药物联合对照组 8 88.08±14.25 c 5.96±0.28 d 36.07±2.19 d 31.00±5.84 d 2.50±0.57 d 0.270±0.146 d

药物联合再灌注 30 min 后处理组 8 83.33±22.90 c 7.25±0.34 bde 38.04±1.44 c 18.22±6.19 bde 1.59±0.64 ce 0.343±0.091 c

药物联合再灌注 2 h 后处理组 8 79.68±23.90 8.97±0.26 bef 38.73±2.08 14.32±6.65 be 1.01±0.63 be 0.417±0.164

药物联合再灌注 12 h 后处理组 8 70.67±23.74 9.06±0.11 bef 40.09±4.61 7.59±4.24 beg 0.83±0.48 bef 0.441±0.203

注：与空白对照组比较， aP＜0.05， bP＜0.01；与谷氨酸损伤组比较， cP＜0.05， dP＜0.01；与药物联合对照组比较， eP＜0.01；与药物联合再灌

注 30 min 后处理组比较， fP＜0.05， gP＜0.01

2.2 神经细胞存活率、凋亡率（表 1）：与空白对照

组比较，谷氨酸损伤组神经细胞存活率显著下降

（P＜0.05），细胞凋亡率明显升高（P＜0.01）。药物

联合组随处理、后处理时间延长，神经细胞存活率逐

渐下降，细胞凋亡率逐渐上升；但与谷氨酸损伤组比

较，药物联合对照组、再灌注 30 min 后处理组神经

细胞存活率明显升高（均 P＜0.05），细胞凋亡率明

显下降（均 P＜0.01）。
2.3 LDH 漏出率（表 1）：谷氨酸损伤组 LDH 漏出

率明显高于空白对照组（P＜0.05）。药物联合组

随处理和后处理时间延长，LDH 漏出率逐渐升高；

但与谷氨酸损伤组比较，药物联合对照组、再灌注 
30 min 后处理组 LDH 漏出率均明显降低（P＜0.01
和 P＜0.05）。
2.4 SOD、Na+-K+-ATP 酶活性和 MDA 含量（表 1）： 
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处理组可见不同程度细胞胞体溶解，突起回缩及断

裂，细胞突起相互交织减少，有的损伤细胞内可见细

胞核缺失，突起减少，甚至可见红染的凋亡小体。

3 讨 论

 药物后处理是缺血后处理研究的深入，是一种

利用药物干预的器官保护措施，是用药物模拟缺血

后处理的方式，试图模拟或激发缺血后处理中的器

官保护机制或一些内源性物质，而呈现与缺血后处

理相似的保护效果［7］。现已证实缺血后处理和缺血

预处理具有机制上的相同性，这两种干预措施都是

激活了再灌注损伤后幸存的激酶和线粒体上的 KATP

通道，作为内源性保护机制整个过程的一部分，借此

整个保护作用被激活［8］。

 Zhao 等［1］在提出后处理概念的同时，也指出后

处理的干预时间点选择为再灌注的起始数分钟较为

重要。Jiang 等［9］通过动物模型实验发现，在 I/R 开

始后 5 min 给予后处理对脊髓神经细胞有很明显的

保护作用，但在推迟 10 min 后给予这种后处理则完

全无神经保护作用，说明再灌注开始后的前几分钟

是后处理产生神经保护作用的重要时间。Pinheiro
等［10］在 I/R 后 20 min 内给予后处理，也发现对离体

大鼠心脏有明显的保护作用。Kin 等［11］结扎大鼠冠

状动脉 30 min 后，在再灌注恢复早期不同时间窗实

施相同循环周期的缺血后处理，发现在大鼠心脏再

灌注开始后 1 min 是发生再灌注损伤最关键时期，

也是缺血后处理发挥保护作用的有效时间窗。

 本实验结果表明，在神经细胞 I/R 后 30 min 内
给予药物后处理，激活了损伤细胞内幸存的激酶和

线粒体上的 KATP 通道，激发了机体的内源性物质，

如腺苷、缓激肽、一氧化氮（NO）等的大量释放，从

而启动了内源性保护机制，对脑细胞产生了保护作

用。而在 I/R 后 2 h 和 12 h 再给予后处理，存活的

具有生物活性的激酶和线粒体上的 KATP 通道较少，

虽有少量内源性物质的释放，但无法启动整个内源

性保护机制，产生强大持久的保护效应以对抗 I/R
损伤，因而对受损神经细胞产生的保护效应随着 I/R
时间延长而逐渐减弱。所以在脑细胞谷氨酸损伤后

30 min 至 12 h 内，越早进行药物后处理神经细胞存

活率就会越高，细胞凋亡率就会越低。因此认为，药

物后处理的器官保护效应与其实施时间密切相关，

具有一定的时效性，并可能与缺血后处理一样具有

“封顶效应”［12］。

 正常情况下氧自由基的生成量极少，寿命也短，

故不构成对机体的危害，其中内源性的氧自由基清

除剂起到了很重要的作用。活性氧自由基（ROS）
在再灌注开始前几分钟内的生成过多是 I/R 损伤发

病机制的重要环节。把握再灌注开始的时间窗，有

效清除再灌注时生成的大量自由基，减轻 ROS 的细

胞毒性损伤对于再灌注器官保护具有重要意义［13］。

SOD 作为内源性氧自由基清除剂的代表，其活性

在一定程度上反映了内源性氧自由基的清除能力；

细胞损伤后膜脂质降解产生的主要代谢产物 MDA
是常用来反映脂质过氧化的一个指标。因而监测

SOD、MDA 对研究脑 I/R 损伤有重要意义。神经组

织中富含 LDH，当神经细胞损伤后细胞膜功能异常

可发生 LDH 漏出，因此，测定 LDH 漏出率可反映神

经细胞受损情况。脑 I/R 损伤时引起的神经细胞死

亡不仅存在有坏死，而且会有大量细胞发生凋亡。

细胞凋亡是脑 I/R 损伤导致缺血脑区迟发性神经细

胞死亡的主要形式。有研究报道在 I/R 后所发生的

凋亡可能最终决定缺血脑组织最终的梗死体积，因

而越早对凋亡环节进行干预就可越早减轻 I/R 损伤

程度，改善预后［14］。

 依达拉奉是一种具有捕获羟自由基（-OH）的活 
性抗氧化剂，能高效清除病变部位的各种自由基，对

自由基毒性损伤具有强大的抑制作用，能减轻自由

基导致的级联损伤，呈现保护神经细胞的作用［15］，

因此对羟自由基的有效清除可能是其产生强效保

护作用并区别于其他自由基清除剂的优势所在［16］。 
研究证明，依达拉奉能明显减轻氧化应激诱导发生

的脂质过氧化反应［17］，在脑缺血中已证明其具有以

下作用： ①自由基清除作用；②抗缺血作用；③抑制

I/R 所致脑水肿及脑内白细胞三烯的合成，抑制脑细

胞过氧化损伤作用，减少缺血半暗带的面积，改善神

经损害症状，抑制迟发性神经元死亡［18］。

 静脉麻醉药异丙酚脑保护作用的机制常常是多

位点和多渠道的，包括［19］：①抑制 Ca2+ 内流；②具

有抗氧化作用；③抑制兴奋性氨基酸的产生和释放；

④降低脑氧代谢率和脑葡萄糖代谢率；⑤降低颅内

压；⑥有研究表明，可能具有抗凋亡作用。研究表明

异丙酚清除自由基的能力与剂量呈相关性［20］，能减

少脑缺血后兴奋性毒物质所致的 Ca2+ 内流，减少兴

奋性氨基酸堆积，抑制谷氨酸触发的 Ca2+ 内流，降

低脑细胞内 Ca2+ 浓度，产生脑保护作用［21］。

 脑缺血时因脑细胞损伤，线粒体等细胞器大量

破坏，因而代谢障碍，ATP 生成减少，内源性氧自由

基清除剂生成减少且活性降低，无法清除再灌注时

过多产生的氧自由基，导致脂质、蛋白质和核酸过氧
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化，细胞膜被破坏，使得细胞损伤进一步加重。依达

拉奉和异丙酚可清除脑 I/R 时过多产生的自由基，

抑制 I/R 后脂质体膜的过氧化，降低 Ca2+ 超载，减轻

兴奋性氨基酸的毒性作用，因而这两种药物的联合

应用对损伤后的脑细胞可以产生更好的保护作用。

本实验的结果亦证明了在脑细胞 I/R 损伤后联合应

用依达拉奉和异丙酚进行后处理，无论是在脑细胞

I/R 30 min 内，还是在脑细胞 I/R 后 2 h 或 12 h，各项

监测指标都不同程度地好于损伤组，因而两药联合

后处理对损伤脑细胞可产生不同程度的保护作用。

 本实验还观察到提前 24 h 联合应用依达拉奉

和异丙酚两种药物处理正常脑细胞后，神经细胞存

活率、SOD 和 Na+-K+-ATP 酶活性均较空白对照组

高，LDH 漏出率、MDA 含量亦不同程度低于空白对

照组，虽然差异无统计学意义，却提示有一定的保护

作用，其机制有待进一步探讨。推测其机制为体外

培养至 7 d 的神经细胞存在生理性细胞凋亡，当联

合应用依达拉奉和异丙酚提前 24 h 进行处理后，减

轻了细胞凋亡的程度或减慢了细胞凋亡的速度，但

这仍需大量实验加以证明。
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