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异丙酚对发育期小鼠大脑皮质锥体细胞成熟和树突发育的影响
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　　［摘要］　目的　探讨异丙酚对小鼠大脑皮质发育阶段神经元成熟和树突发育的影响。方法　选
用同窝的发育期小鼠按随机数字表法分为３组：１％脂肪乳剂注射对照组，３０ｍｇ异丙酚注射组，６０ｍｇ
异丙酚注射组。于出生后第７天（Ｐ７）经腹腔注射。采用免疫荧光方法检测异丙酚注射注射对Ｐ７小鼠
大脑皮质内胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）免疫反应阳性的星形胶质细胞及
ＮｅｕＮ免疫反应阳性的成熟神经元的变化，ＭＡＰ２Ｂ免疫组化检测锥体细胞形态与数量的变化。运用高
尔基染色观察异丙酚对Ｐ１４小鼠大脑皮质内锥体细胞树突棘总数及亚型数量的变化。结果　不同剂量
异丙酚对Ｐ７小鼠大脑皮质星形胶质细胞和成熟神经元细胞数量均无显著影响，ＭＡＰ２Ｂ免疫组化显示
６０ｍｇ异丙酚注射显著减低Ｐ７小鼠大脑皮质内锥体细胞的数量与树突总数，而３０ｍｇ异丙酚注射则无
显著改变。高尔基染色结果进一步证实：与对照组比较，６０ｍｇ异丙酚注射显著减少Ｐ１４小鼠大脑皮质
锥体细胞树突棘总数（Ｐ＜０．０５）及蘑菇样树突棘数量（Ｐ＜０．０５）；３０ｍｇ异丙酚注射亦显著减少蘑菇
样树突棘数量（Ｐ＜０．０５），而对树突棘总数的影响未达到统计学差异。结论　异丙酚单次注射对发育
期小鼠大脑皮质成熟神经元及星形胶质细胞数量影响不明显，但高剂量注射对皮质锥体细胞树突的发

育与树突棘的成熟有显著抑制作用。
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　　异丙酚是目前运用最广的全麻药物之一，它诱导
的全麻手术唤醒之后的一段时间内，患者会出现短时

间的认知功能障碍。这种认知功能障碍主要表现为短

期记忆的缺失，以及躁动不安、言语杂乱等，并且这种

认知功能障碍在不同年龄的人中恢复时间不一，对年

轻人恢复时间较短，小孩及老年人恢复时间较长。流

行病学资料显示４岁以前婴幼儿多次使用全麻药可引
起认知功能障碍。在大鼠中证实生后２周内多次使用
异丙酚可引起神经元的凋亡，并导致成年期发生明显

的认知功能障碍。进一步研究表明：在皮质突触形成

的关键期即相当于小鼠生后２周使用全麻药减少突触
的密度与神经环路的发育［１］。皮质锥体细胞树突的

发育及树突棘的成熟度与突触的形成密切相关，而不

同剂量异丙酚对于皮质锥体细胞树突的发育及树突棘

的成熟度的影响尚少见相关报道。本实验将不同剂量

的异丙酚腹腔注射入Ｐ７的发育期小鼠，通过免疫组化
观察异丙酚对新生小鼠大脑皮质星形胶质细胞、成熟

神经元及锥体细胞的影响；用高尔基染色进一步检测

异丙酚对大脑皮质锥体细胞树突棘形态和数量的变

化，明确异丙酚对发育期小鼠大脑皮质突触形成及环

路调节的机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂、材料
　　异丙酚（ｐｒｏｐｏｆｏｌ）购自 ＡｓｔｒａＺｅｎｅｎｃａ公司，批号：
ＪＰ５２４；１０％脂肪乳购自 ＦｒｅｓｅｎｉｕｓＫａｂｉ公司，批号：
１０Ｆ１３５２２。胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）购自北京中杉
公司，神经元特异性核蛋白（ＮｅｕＮ）与微管相关蛋白２
（ＭＡＰ２Ｂ）均购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；生物素化二抗和荧
光二抗均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳＡＢＣ购自 Ｖｅｃｔｏｒ公

司。高尔基染色试剂盒（ＦＤＲａｐｉｄＧｏｌｇｉｓｔａｉｎＴＭ Ｋｉｔ
Ｃａｔ）购自ＦＤＮｅｕｒｏＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳ公司。显色试剂
盒ＤＡＢ购自北京中杉公司。
１．２　实验方法
１．２．１　动物与分组　　６只健康 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ孕鼠（第
三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提

供，５月龄，体质量２４～３１ｇ），温度１７～２１℃，按自然
昼夜节律采光，充足水和食物饲养。１８只同窝的子鼠
按随机数字表法分成３组（ｎ＝６）：对照组、３０ｍｇ异丙
酚注射组和６０ｍｇ异丙酚注射组。
１．２．２　药物处理　　小鼠出生当天记为 Ｐ０。Ｐ７时
对照组小鼠腹腔注射１０％ 脂肪乳，３０ｍｇ异丙酚注射
组小鼠腹腔注射异丙酚３０ｍｇ／ｋｇ（溶剂为１０％ 脂肪
乳），６０ｍｇ异丙酚注射组小鼠腹腔注射异丙酚６０ｍｇ／ｋｇ。
药物注射１ｈ后每组各取３只小鼠断头取脑组织用于
免疫荧光化学检测。剩余每组３只小鼠于药物注射
７ｄ后分离脑组织用于高尔基染色。
１．２．３　免疫荧光化学及免疫组化染色　　收集标本
用新鲜的４％多聚甲醛固定１３ｈ，转移到３０％的蔗糖
溶液，待其充分脱水后，莱卡冰冻切片机以２５μｍ切
片，放入冻存液中于 －２０℃保存。选取合适的切片
ＰＢＳ漂洗后，０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００在３７℃放置３０ｍｉｎ，
１％ ＢＳＡ封闭液中反应 １ｈ；分别与含有兔抗 ＧＦＡＰ
（１∶２００）或鼠抗 ＮｅｕＮ（１∶２００）的一抗工作液孵育，室
温反应 ２ｈ后 ４℃过夜。漂洗后加入荧光二抗
（１∶２００），３７℃孵育２ｈ；经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，
漂片，风干，荧光封片剂封片。选取合适的切片 ＰＢＳ
漂洗后，切片３％的Ｈ２Ｏ２室温反应３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗 ３次；０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００在 ３７℃放置
３０ｍｉｎ，１％ ＢＳＡ封闭液中反应 １ｈ后与含有鼠抗
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ＭＡＰ２Ｂ（１∶２００）的一抗工作液孵育，室温反应２ｈ后
４℃ 过夜后加入生物素化二抗（１∶２００），３７℃孵育
２ｈ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，与ＳＡＢＣ复合物３７℃
孵育１ｈ；漂洗后 ＤＡＢ显色，自然风干，中性树胶封片。
阴性对照以ＰＢＳ或ＢＳＡ代替一抗，其他步骤相同。
１．２．４　高尔基染色　　取 Ｐ１４小鼠大脑放入高尔基
混合液（Ａ液１０ｍＬ＋Ｂ液１０ｍＬ）浸泡２周，常温，避
光处理。换Ｃ液４℃ ４８ｈ。冰冻切片机以８０μｍ切
片。贴片至半干状态时滴入 Ｃ液，放置２ｈ。避光显
色后行树脂封片，油镜下观察树突棘形态及数量。

１．３　统计学分析
　　对照组、３０ｍｇ组、６０ｍｇ组小鼠各３只，每只选取
大脑额叶皮质５张，在蔡氏显微镜 ×２０光镜下进行皮
质区ＧＦＡＰ和 ＮｅｕＮ免疫反应阳性细胞计数，并采用
光密度分析法分析皮质区 ＭＡＰ２Ｂ的表达。锥体细胞
树突棘计数方法：在蔡氏显微镜×１００光镜下计算大脑
额叶皮质锥体细胞基数突长度为２０μｍ的树突棘总数
与各型树突棘数目。数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０
统计软件，应用单因素方差分析及组间行多重比较。

２　结果

２．１　异丙酚单次剂量注射对发育期小鼠大脑皮质星
形胶质细胞数量的影响

　　采用ＧＦＡＰ标记星形胶质细胞，观察不同剂量的
异丙酚对Ｐ７小鼠大脑皮质内星形胶质细胞的数量的
影响。免疫组化结果显示：与对照组比较，注射不同剂

量的异丙酚对 Ｐ７小鼠大脑皮质内 ＧＦＡＰ标记的星形
胶质细胞数量无显著差异［对照组（４９．８８±８．７８）ｖｓ
３０ｍｇ组（５５．６６±１４．９７）；对照组ｖｓ６０ｍｇ组（５０００±
１２．３４），Ｐ＞０．０５，图１］。
２．２　异丙酚单次剂量注射对发育期小鼠大脑皮质成

熟神经元的影响

　　ＮｅｕＮ为成熟神经元的标志，免疫组化结果显示：
与对照组比较，腹腔注射３０ｍｇ／ｋｇ或６０ｍｇ异丙酚对
Ｐ７小鼠大脑皮质内ＮｅｕＮ免疫反应阳性细胞计数［对
照组（２５５．２２±６７．０４）ｖｓ３０ｍｇ组（２７０．５６±６３１７）；
对照组ｖｓ６０ｍｇ组（２６７．６７±８２．０８），Ｐ＞００５，图２］。
提示异丙酚单次剂量注射对发育期小鼠大脑皮质神经

元的成熟无显著影响。

!" #
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Ａ：对照组；Ｂ：３０ｍｇ异丙酚组；Ｃ：６０ｍｇ异丙酚组
图１　异丙酚对发育小鼠大脑皮质星形胶质细胞的影响　（免疫荧光标记法）
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：３０ｍｇ异丙酚组；Ｃ、Ｆ：６０ｍｇ异丙酚组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中方框的局部放大
图２　异丙酚单次注射对发育期小鼠大脑皮质成熟神经元细胞数量的影响　（免疫荧光标记法）
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：３０ｍｇ异丙酚组；Ｃ、Ｆ：６０ｍｇ异丙酚组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中的局部放大
图３　异丙酚单次注射对发育期小鼠大脑皮质椎体细胞树突棘密度的影响　（ＳＡＢＣ染色）
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Ａ～Ｆ：高尔基染色观察小鼠大脑皮质内锥体细胞树突棘的形态；Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：３０ｍｇ异丙酚组；Ｃ、Ｆ：６０ｍｇ
异丙酚组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ（×４０）中的局部放大图（×１００）；Ｇ：树突棘总数统计结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；
Ｈ：树突棘亚型统计结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图４　异丙酚单次注射对发育期小鼠大脑皮质椎体细胞树突棘突触总数及形态的影响

２．３　异丙酚单次剂量注射对发育期小鼠大脑皮质
ＭＡＰ２Ｂ表达的影响

　　ＭＡＰ２Ｂ微管相关蛋白主要存在于神经元的胞体
和树突，可以特异性标记大脑皮质第Ⅱ／Ⅲ层或Ⅴ层的
锥体细胞，并清楚显示锥体细胞的树突。采用光密度

分析比较 ＭＡＰ２Ｂ的组间表达差异，发现腹腔注射
３０ｍｇ异丙酚对Ｐ７小鼠大脑皮质内ＭＡＰ２Ｂ的表达无
显著影响［对照组（９．６５±１．９５）ｖｓ３０ｍｇ组（９．２９±
１８９），Ｐ＞０．０５］，而腹腔注射６０ｍｇ则显著降低皮质
内ＭＡＰ２Ｂ的表达［对照组（９．６５±１．９５）ｖｓ６０ｍｇ组
（７５４±２．５３），Ｐ＜０．０５，图３］。
２．４　异丙酚单次剂量注射对发育期小鼠大脑皮质锥

体细胞树突棘形态的影响

　　高尔基染色法可以清楚显示Ｐ１４小鼠大脑皮质内
锥体细胞树突棘的形态与分布。树突棘的形态一般分

为蘑菇形、钝形和细长形３种亚型，其中蘑菇形为成熟
形态，与记忆的形成相关；钝形为未成熟形态；细长形

具有较强的可塑性与学习密切相关。高尔基染色结果

显示：与对照组比较，腹腔注射３０ｍｇ异丙酚对皮质锥
体细胞树突棘总数未达到显著性差异，而腹腔注射

６０ｍｇ则显著减少锥体细胞树突棘总数（Ｐ＜０．０５）。
与此同时，腹腔注射３０ｍｇ或６０ｍｇ异丙酚均显著减
少蘑菇形树突棘数量，与对照组比较均有显著性差异

（Ｐ＜０．０５）；而不同剂量异丙酚对皮质锥体细胞钝型
及细长型树突棘均无显著影响，与对照组比较均未达

统计学差异。见图４。

３　讨论

　　大脑皮质的锥体神经元树突的分支状况对于皮质
神经元的生理功能非常重要。对锥体神经元来说，顶
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树突在接受传入信息的过程中起重要作用，基树突对

反馈回路的形成有重要作用，而轴突则决定传出信息

的范围和广度［２－４］。锥体细胞的树突棘是神经元树突

上的功能性突起结构，亦是形成突触的部位，接受外界

刺激，并将信号传人胞体［５］。因此锥体细胞的树突棘

密度和树突棘的形态对神经细胞的信息传递起着非常

重要的影响。有研究表明：海马ＣＡ１区锥体神经元的
树突在生后第２～３周，发育最快，在此阶段其总长度、
分支数目、最大分支级数等均随着发育明显增长［６］。

在大脑皮质中证实小鼠生后２周使用全麻药减少突触
的密度与神经环路的发育。本研究中我们发现单次注

射异丙酚对发育期小鼠大脑皮质星形胶质细胞和成熟

神经细胞虽无明显影响，但是６０ｍｇ异丙酚注射可显
著减少锥体细胞的数量与树突总数，提示单次注射高

剂量异丙酚可影响锥体细胞的树突发育。

　　在信息的传递过程中，树突棘通过改变自身的形
状，使信息传递更加容易。细长型树突棘是动态的、不

稳定的，具有很强的可塑性，为未成熟的；蘑菇形的树

突棘是稳定的，成熟的，可以增强突触的连接，并具有

记忆的功能［７－８］。通过对学习与树突棘数量之间关系

的研究，发现空间学习、嗅觉学习等不同的学习方式对

大鼠海马ＣＡ１区锥体神经元的基树突、顶树突的树突
棘数量可能会产生不同的影响［９－１０］。用高尔基染色

进一步检测异丙酚对大脑皮质锥体细胞树突棘形态和

数量的变化，我们发现单次注射 ３０ｍｇ异丙酚减少
Ｐ１４大脑皮质锥体细胞蘑菇形树突棘数量而对树突棘
总数无显著影响；而６０ｍｇ异丙酚注射则显著减少蘑
菇形树突棘数量与树突棘总数。因此，异丙酚可通过

影响树突棘的数量与形态，进而影响突触之间的信息

传递；且这一效应与异丙酚注射的剂量相关。

　　此外，树突棘形态可以随外界环境变化而产生相
应的变化，这与受体或其他分子由胞浆向树突棘转运

关系密切［１１］。这亦提示异丙酚可通过一过性影响树

突棘形态，而对的认知功能产生短暂的影响；随着异丙

酚的代谢，树突棘形态的恢复，大脑认知功能的信息传

递又得以恢复，认知功能也得以重新恢复正常。由此

我们可以推测：异丙酚对发育期皮质锥体细胞树突及

树突棘的调节可能是其影响大脑信息传递的一个方

面，但其具体调节机制和方式还有待进一步的研究和

证实。
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