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丙泊酚对发育期小鼠大脑梨状皮层神经前体细胞增殖的影响
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　　［摘要］　目的　探讨丙泊酚对新生小鼠大脑梨状皮层神经前体细胞增殖的影响。方法　选取健
康同窝、日龄为 ７ｄ（Ｐ７）的 Ｃ５７小鼠 １５只，按照随机数字表法分为 ３组：对照组，丙泊酚低剂量
（３０ｍｇ／ｋｇ）组，丙泊酚高剂量（６０ｍｇ／ｋｇ）组，所有小鼠从 Ｐ７开始接受药物处理。高、低剂量组分别腹
腔注射丙泊酚６０、３０ｍｇ／ｋｇ，对照组腹腔注射相同体积１０％脂肪乳。药物处理后２４ｈ（Ｐ８）腹腔注射
ＢｒｄＵ５０ｍｇ／ｋｇ，２ｈ后取材，采用免疫组织化学法检测梨状皮层细胞增殖标记物 ＢｒｄＵ、Ｓｏｘ２及神经干细
胞纤维突起标记物 Ｎｅｓｔｉｎ的表达。结果　与对照组（４２．６７±２．４１）比较，丙泊酚低剂量组（３３．８４±
１３３）及高剂量组（２５．１７±１．７３）新生小鼠大脑梨状皮层中 ＢｒｄＵ＋细胞数量明显减少；与低剂量组比
较，高剂量组ＢｒｄＵ＋细胞数量减少更明显（Ｐ＜０．０５）；免疫组化结果显示：丙泊酚低剂量组 Ｓｏｘ２标记的
神经祖细胞数（５５８．９４±２９．８５）较对照组（６１８．６７±２４．０１）差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但丙泊酚高
剂量组（４３０．８３±２９．２３）较对照组、丙泊酚低剂量组均减少（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。丙泊酚低剂量组
（２４．７３±０．６９）与对照组（３４．８１±２．５６）比较，ＢｒｄＵＳｏｘ２双标阳性细胞数量差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；但丙泊酚高剂量组（１２．４８±０．８０）较对照组及丙泊酚低剂量组均减少（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。免
疫荧光染色结果显示：与对照组（１．００±０．００）比较，丙泊酚低剂量组（０．６５±０．０７）及高剂量组（０．６０±
０．０８）Ｎｅｓｔｉｎ标记的神经干细胞纤维突起灰度值降低，纤维分布稀疏且排列紊乱（Ｐ＜０．０１）。结论　丙
泊酚可抑制新生小鼠大脑梨状皮层神经前体细胞增殖，并呈一定剂量相关性。
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ｎｕｍｂｅｒｏｆＳｏｘ２ｐｏｓｉｔｖｅｃｅｌｌｓｉｎｐｉｒｉｆｏｒｍｃｏｒｔｅｘｏｆｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｐｒｏｐｏｆｏｌｇｒｏｕｐ（５５８．９４±２９．８５）ａｎｄｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（６１８．６７±２４．０１，Ｐ＞０．０５），ｂｕｔｔｈａｔｏｆｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅｐｒｏｐｏｆｏｌｇｒｏｕｐ（４３０．８３±２９．２３）ｗａｓ
ｒｅｍａｒｋａｂｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅ
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　　麻醉药物对婴幼儿认知、记忆的影响是人们关注
与争议的热点。临床回顾性研究表明：２岁以下婴幼
儿在接受全身麻醉后可导致较长时间的行为及人格改

变，提示全麻药物可能损伤婴幼儿的中枢神经系

统［１］。丙泊酚作为一种新型的快速、短效的全身麻醉

药之一，起效迅速、苏醒快、作用时间短、术后恶心呕吐

发生率低，被广泛运用于临床麻醉的诱导和维持及

ＩＣＵ镇静。然而，丙泊酚引发神经毒性的机制尚未
可知。

　　梨状皮层（ｐｉｒｉｆｏｒｍｃｏｒｔｅｘ）起源于古皮质，同海马
区一样属于边缘系统，它与神经发生和学习记忆密切

相关。２００１年，Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等［２］证实尿烷麻醉后可导致

新生ＳＤ大鼠大脑梨状皮层选择性的神经元凋亡。
Ｋａｊｉｗａｒａ等［３］最新的研究也同样证实梨状皮层是麻醉

药物作用的关键位点。丙泊酚是否通过调节发育期大

脑梨状皮层的细胞增殖，从而影响远期脑功能尚未明

确。本研究采用免疫组织化学法检测不同剂量的丙泊

酚对梨状皮层细胞增殖的影响，进一步探讨丙泊酚对

发育大脑潜在的神经毒性作用可能的机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　丙泊酚购自 ＡｓｔｒａＺｅｎｅｎｃａ公司（批号：ＫＶ６９７）；
１０％脂肪乳购自安徽丰原药业股份有限公司；５溴脱
氧尿嘧啶核苷（５Ｂｒｏｍｏ２ｄｅｏｘｙＵｒｉｄｉｎｅ，ＢｒｄＵ）粉剂购
自Ｓｉｇｍａ公司 ；ＢｒｄＵ抗体购自 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司 ；
Ｓｏｘ２［ＳｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎＹ（ＳＲＹ）ｂｏｘ２］抗体购自
Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；Ｎｅｓｔｉｎ抗体购自 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司。
荧光二抗、生物素化二抗购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＳＡＢＣ试

剂盒购自Ｖｅｃｔｏｒ公司。ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中
杉公司。仪器：冰冻切片机为 ＬｅｉｃａＣＭ１９５０型；照相
仪器为ＺＥＩＳＳＡＸ１０型。
１．２　方法
１．２．１　动物与分组　　健康 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ临产孕鼠由
第三军医大学实验动物中心提供，４月龄，体质量２６～
３２ｇ，１８～２２℃饲养，自然昼夜交替采光，自由充足摄
取食物和水，小鼠出生后第１个２４ｈ记为Ｐ０。将日龄
７ｄ（Ｐ７）同窝小鼠１５只按照随机数字表法分为３组
（ｎ＝５）：对照组、丙泊酚低剂量组及高剂量组。
１．２．２　药物处理　　于 Ｐ７时，对照组小鼠腹腔注射
１０％脂肪乳剂（１０％脂肪乳为丙泊酚溶剂），低剂量组
小鼠腹腔注射丙泊酚３０ｍｇ／ｋｇ，高剂量组小鼠腹腔注
射丙泊酚６０ｍｇ／ｋｇ。药物注射后继续饲养至Ｐ８，注射
ＢｒｄＵ后２ｈ，断头处死各组小鼠并取脑组织。
１．２．３　免疫组织化学和免疫荧光法　　取材后，将小
鼠脑标本置于新鲜配制的 ４％多聚甲醛溶液中固定
４８ｈ，随后将脑标本转移至３０％的蔗糖溶液中，待其
充分脱水沉底后，使用 Ｌｅｉｃａ冰冻切片机以４０μｍ切
片并转移至防冻液 －２０℃保存备用。选取合适的切
片于０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗后，２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ３７℃反应
３０ｍｉｎ后 ＰＢＳ漂洗（仅 ＢｒｄＵ有此步骤），３％Ｈ２Ｏ２溶
液３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后 ０．３％ｔｒｉｔｏｎＸ１００
３７℃ 反应３０ｍｉｎ，３％胎牛血清（ＢＳＡ）封闭反应１ｈ。
分别加入小鼠来源的一抗工作液 ＢｒｄＵ（１∶５００），兔来
源的Ｓｏｘ２（１∶８００），ＢｒｄＵ与Ｓｏｘ２一抗混合液，以及小鼠
来源的Ｎｅｓｔｉｎ（１∶５００），４℃孵育过夜。ＰＢＳ漂洗后分
别加入生物素化的抗小鼠、抗兔 ＩｇＧ，抗小鼠 Ｃｙ３与抗
兔４８８荧光二抗混合液及抗小鼠４８８标记的荧光二
抗，并置于３７℃孵育２ｈ；ＰＢＳ漂洗后加入链霉亲和
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素生物素复合物（ＳＡＢＣ）３７℃反应１ｈ；ＰＢＳ漂洗后
ＤＡＢ显色，自然风干，中性树胶封片。ＢｒｄＵＳｏｘ２、Ｎｅｓｔｉｎ
免疫荧光二抗孵育后，ＰＢＳ漂洗３次，ＤＡＰＩ染色，ＰＢＳ
清洗３次后漂片，风干，荧光封片剂封片。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ珋ｘ表

示，采用单因素方差分析及组间ＬＳＤ多重比较。

２　结果

２．１　丙泊酚抑制发育期小鼠梨状皮层 ＢｒｄＵ标记的
细胞增殖

　　ＢｒｄＵ注射后２ｈ，在Ｐ８小鼠大脑梨状皮层区域可
观察到ＢｒｄＵ免疫阳性细胞增殖现象。选取梨状皮层
区域大小相似切片各３张，每张切片选取３个相同面
积的区域，在显微镜下统计该区域１０５μｍ２中 ＢｒｄＵ＋

细胞数量（图１）。丙泊酚低剂量组（３３．８４±１．３３）与
对照组（４２．６７±２．４１）比较，ＢｒｄＵ＋细胞数量明显减少
（Ｐ＜０．０５）；与对照组和低剂量组比较，丙泊酚高剂量
组（２５．１７±１．７３）ＢｒｄＵ＋细胞数量均减少（Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．０５）。
２．２　丙泊酚减少发育期小鼠梨状皮层 Ｓｏｘ２标记的神

经祖细胞数量

　　选取梨状皮层区域大小相似切片各３张，每张切
片选取３个相同面积的区域，在显微镜下统计该区域

１０５μｍ２中Ｓｏｘ＋２细胞数量（图２）。与对照组（６１８．６７±
２４．０１）比较，丙泊酚低剂量组（５５８．９４±２９．８５）Ｓｏｘ＋２细
胞数量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），丙泊酚高剂量
组（４３０．８３±２９．２３）则减少（Ｐ＜０．０１）。与低剂量组
比较，丙泊酚高剂量组 Ｓｏｘ＋２细胞数量明显减少（Ｐ＜
００５）。
２．３　丙泊酚对梨状皮层ＢｒｄＵＳｏｘ２双标阳性细胞的影响
　　ＢｒｄＵＳｏｘ２双重标记荧光染色以标记增殖的神经
祖细胞，显微镜下统计该区域１０５μｍ２中的 ＢｒｄＵＳｏｘ２
双标阳性细胞数量（图 ３）。结果显示：与对照组
（３４８１±２．５６）比较，丙泊酚低剂量组（２４．７３±０．６９）
ＢｒｄＵＳｏｘ２双标阳性细胞数量无明显差异（Ｐ＞０．０５），
丙泊酚高剂量组（１２．４８±０．８０）则明显减少（Ｐ＜
００１）。与低剂量组比较，丙泊酚高剂量组 ＢｒｄＵＳｏｘ２
双标阳性细胞数量明显减少（Ｐ＜０．０５）。
２．４　丙泊酚对梨状皮层 Ｎｅｓｔｉｎ标记的神经干细胞纤

维的影响

　　巢蛋白Ｎｅｓｔｉｎ可以标记神经干细胞的长纤维。选
取梨状皮层区域大小相似切片各３张，在显微镜下通
过光密度分析 Ｎｅｓｔｉｎ标记的神经干细胞纤维突起
（图４）。结果显示：丙泊酚低剂量组（０．６５±０．０７）及
高剂量组（０．６０±０．０８）与对照组（１．００±０．００）比较，
Ｎｅｓｔｉｎ标记的神经干细胞纤维突起灰度值降低，纤维
分布稀疏且排列紊乱（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：丙泊酚低剂量组；Ｃ、Ｆ：丙泊酚高剂量组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中的局部放大
图１　丙泊酚对发育小鼠梨状皮层ＢｒｄＵ标记的细胞增殖的影响　（ＳＡＢＣ）
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：丙泊酚低剂量组；Ｃ、Ｆ：丙泊酚高剂量组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中的局部放大
图２　丙泊酚减少发育小鼠梨状皮层Ｓｏｘ２的表达　（ＳＡＢＣ）
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：丙泊酚低剂量组；Ｃ、Ｆ：丙泊酚高剂量组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中的局部放大
图３　免疫荧光染色观察丙泊酚对梨状皮层ＢｒｄＵＳｏｘ２双标阳性细胞的影响
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Ａ、Ｂ、Ｃ：对照组；Ｄ、Ｅ、Ｆ：丙泊酚低剂量组；Ｇ、Ｈ、Ｉ：丙泊酚高剂量组；Ａ、Ｄ、Ｇ：ＤＡＰＩ染色；Ｄ、Ｅ、Ｆ：Ｎｅｓｔｉｎ染色；
Ｃ、Ｆ、Ｉ：合成图

图４　免疫荧光染色观察丙泊酚对梨状皮层Ｎｅｓｔｉｎ标记的神经干细胞纤维的影响

３　讨论

　　大脑发育是一个漫长且错综复杂的过程，快速发
育期的大脑对外界的刺激尤为敏感［４］。近年来，全麻

药物对发育机体中枢神经系统的毒性作用越来越引人

注目。临床研究表明４岁前多次麻醉暴露可增加认知
功能障碍的发生率［５］；啮齿类动物实验研究表明单次

剂量或重复剂量的丙泊酚麻醉可导致发育期大脑的神

经元凋亡［６－７］。然而，丙泊酚所致的神经毒性作用除

了涉及神经元凋亡外，有无通过调控细胞增殖影响大

脑发育的可能性呢？

　　梨状皮层和海马区一样属于边缘系统，是哺乳动
物最大的嗅皮层，由嗅球通过外侧嗅束直接传入，并与

相邻皮层及海马之间形成复杂的纤维连接［８］。梨状

皮层大部分的神经元于胚胎１４～１８ｄ产生［９］，更有研

究发现成年后梨状皮层仍然存在新生神经元的产

生［１０］。某些慢性刺激可以减少梨状皮层的神经发

生［１１］，这似乎可以解释抑郁症患者并发嗅觉功能障

碍［１２］。梨状皮层不仅参与嗅觉信息的传递，与记忆的

形成及某些疾病的发生密切相关，如在阿尔茨海默症

及帕金森病等神经退行性疾病的病理发生过程中均发

现梨状皮层功能异常［１３］。由此可见，梨状皮层的发育

与学习、认知及记忆的形成密切相关。

　　ＢｒｄＵ是一种胸腺嘧啶核苷的类似物，ＤＮＡ合成
期（Ｓ期）可代替胸腺嘧啶。ＢｒｄＵ活体注射是标记以
及定量分析活体、培养细胞等细胞增殖的常规技术。

本研究发现：不同剂量的丙泊酚对梨状皮层细胞增殖

影响不同。与对照组相比，低剂量丙泊酚即可减少梨

状皮层ＢｒｄＵ标记的增殖细胞数量（Ｐ＜０．０５），高剂量
丙泊酚组对梨状皮层细胞增殖的抑制效应则更为显著

（Ｐ＜０．０１），同时高剂量丙泊酚较低剂量丙泊酚对梨
状皮层细胞增殖具有显著抑制作用（Ｐ＜０．０５）。提示
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丙泊酚可抑制梨状皮层细胞增殖，并呈一定的剂量相

关性。转录因子 Ｓｏｘ２作为神经干细胞关键的调节因
子，在神经祖细胞上高表达［１４］。Ｓｏｘ２可激活如巢蛋白
（ｎｅｓｔｉｎ）及音猬因子（ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ）等靶基因以维持
神经祖细胞的特性，包括增殖及自我更新的能力［１５］。

为了评估丙泊酚对新生小鼠梨状皮层的神经祖细胞的

影响，我们对比３组间Ｓｏｘ＋２ 细胞数量。研究发现高剂
量丙泊酚暴露可显著减少梨状皮层 Ｓｏｘ＋２ 细胞数量
（Ｐ＜０．０１），而低剂量丙泊酚对Ｓｏｘ＋２ 细胞数量无明显
抑制作用（Ｐ＞０．０５）。因此，高剂量丙泊酚暴露可减
少梨状皮层Ｓｏｘ＋２ 细胞数量。ＢｒｄＵＳｏｘ２双标阳性细胞
反应增殖的神经前体细胞，本研究发现高剂量丙泊酚

暴露可显著减少梨状皮层 ＢｒｄＵＳｏｘ２双标阳性细胞数
量（Ｐ＜０．０１），而低剂量丙泊酚组则无明显改变。
　　Ｎｅｓｔｉｎ是一种中间丝类型的蛋白，是神经干细胞
的特征性标记物。出生后第７天是大脑发育的关键
期，Ｎｅｓｔｉｎ标记的神经干细胞纤维突起广泛表达于大
脑皮层。为了评估丙泊酚对梨状皮层神经干细胞纤维

突起的影响，我们通过光密度分析 Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光染
色指标。结果显示：与对照组比较，低剂量丙泊酚即可

减少梨状皮层 Ｎｅｓｔｉｎ标记的神经干细胞纤维（Ｐ＜
００１），低剂量丙泊酚组与高剂量丙泊酚组则无明显
差异。提示低剂量丙泊酚可抑制梨状皮层神经干细胞

纤维突起的发育。

　　综上所述，高剂量丙泊酚可明显抑制发育期小鼠
大脑梨状皮层的神经前体细胞增殖以及梨状皮层神经

干细胞纤维突起的发育。因此，我们推测发育期丙泊

酚麻醉存在潜在的副作用，这可能与丙泊酚的神经毒

性作用相关。
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