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不同浓度丙泊酚后处理对谷氨酸致乳鼠离体脑片损伤的保护作用

王　蔚，王耀丽，周　健　（第三军医大学第三附属医院重症医学科，重庆 ４０００４２）

［摘　要］　目的　探讨不同浓度丙泊酚后处理对谷氨酸（Ｇｌｕ）致乳鼠离体脑片损伤的保护作用。方法　切取并培养出生７ｄ
的ＳＤ大鼠乳鼠离体脑片，随机分为５组：正常组，Ｇｌｕ损伤组（ＲＩ组），１ｍｇ／Ｌ丙泊酚后处理组（ＰＬ１＋ＲＩ组），３ｍｇ／Ｌ丙泊酚后处理
组（ＰＬ３＋ＲＩ组），５ｍｇ／Ｌ丙泊酚后处理组（ＰＬ５＋ＲＩ组），每组１２例。将 ＲＩ、ＰＬ１＋ＲＩ、ＰＬ３＋ＲＩ、ＰＬ５＋ＲＩ组培养至第６天，用含
１ｍｍｏｌ／ＬＧｌｕ的培养基损伤３０ｍｉｎ，建立缺血再灌注模型，损伤后将ＲＩ组移入正常的完全培养基，将ＰＬ１＋ＲＩ、ＰＬ３＋ＲＩ、ＰＬ５＋ＲＩ组
分别移入含相应处理药物的完全培养基中继续培养２４ｈ。通过对各组脑片进行尼氏小体计数、乳酸脱氧酶（ＬＤＨ）释放率、组织损
伤率的测定来比较各组脑片神经细胞的损伤程度。结果　与ＲＩ组相比，采用不同浓度丙泊酚后处理的各组，均能使尼氏小体数量
增加，使ＬＤＨ释放率和脑组织损伤率均降低，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＰＬ３＋ＲＩ组的尼氏小体数量增加情况较 ＰＬ１＋
ＲＩ、ＰＬ５＋ＲＩ组高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＬＤＨ释放率、脑组织损伤率低于 ＰＬ１＋ＲＩ、ＰＬ５＋ＲＩ组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　丙泊酚后处理对Ｇｌｕ致乳鼠离体脑片缺血再灌注损伤具有保护作用，但不呈浓度依赖性，在本实验中，３ｍｇ／Ｌ
丙泊酚显示的保护效果最佳。
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　　随着社会发展，老龄化现象愈发明显，脑缺血的发
生率日益增加，同时脑缺血后再灌注损伤的发生大大

增加了患者病死率。虽然目前对脑缺血再灌注损伤的

研究较多，但具体的发病机制尚不明确。其中兴奋性

氨基酸学说是一个被普遍接受的理论。颅脑中含量最

多的兴奋性氨基酸是谷氨酸（ＬＧｌｕｔａｍｉｃＡｃｉｄ，Ｇｌｕ），
脑缺血发生时可以使缺血的神经细胞释放大量的兴奋

Ｇｌｕ，Ｇｌｕ所生成的神经毒性与缺血引发的神经细胞损
伤的机制存在着紧密的关联［１２］。众多研究表明，Ｇｌｕ
在脑缺血再灌注发生时对神经细胞所产生的损伤机制

主要有［３４］：①非Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体的过分激活
使细胞严重水肿；②Ｃａ２＋内流，以致细胞内 Ｃａ２＋超载，
同时细胞内Ｃａ２＋超载能使较多自由基形成，从而使线
粒体功能受损，导致细胞死亡。以往实验也发现，用

Ｇｌｕ模仿脑缺血发生时兴奋性氨基酸的大量产生，创
建缺血再灌注损伤模型，都能成功造模［４］。

丙泊酚在以前的实验中证实［５］，其除具备麻醉的

功效外，另有抗氧自由基、减少脂质过氧化等作用。前

期实验发现［６］，丙泊酚预处理可减轻缺血再灌注后神

经细胞的损伤。但在离体脑片水平，国内外文献中很

少见到丙泊酚后处理对神经细胞缺血再灌注损伤保护

作用的报道。因此，本次选用培养脑片，制造Ｇｌｕ缺血
再灌注损伤模型，观察丙泊酚对脑片后处理的保护作

用，并对比不同浓度的丙泊酚的保护作用。

１　材料与方法

１．１　模型建立与分组
１．１．１　模型建立　　选用出生７ｄ的 ＳＤ大鼠乳鼠
（由贵阳医学院实验动物中心提供），动物合格证号：

ＳＣＸＫ（黔）２０１２００１，操作步骤参考经典脑片制作方
法［６］。具体方法如下：将实验动物进行消毒、脱碘

２次，每次１ｍｉｎ；眼科剪快速断头取脑，将大脑立刻置
于ＰＢＳ溶液中（０℃），剪掉脑干及小脑，去除血管和
软脑膜；放入３％琼脂块中，用振动切片机根据脑冠状
切片，切成厚度为３５０～４００μｍ的脑片。用吸管把脑
片移入Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ插入式培养皿的滤过膜上，将培养皿
移入各含１．２ｍＬ完全培养基的６孔板中。在每个培

养皿滤膜上放３张脑片，用玻璃尖头移液管去除滤膜
上的液体，调整培养皿的位置，排出滤膜下的气泡；将

消毒清洁后的６孔板放入３７℃，含５％ＣＯ２、９５％Ｏ２的
ＣＯ２培养箱中培养脑片，于次日换液１次，此后每２天
换液１次，每次换液１．２ｍＬ。直至第６天。
１．１．２　分组　　将培养至第６天的脑片，随机分为
５组：正常组，Ｇｌｕ损伤组（ＲＩ组），１ｍｇ／Ｌ丙泊酚后处
理组（ＰＬ１＋ＲＩ组），３ｍｇ／Ｌ丙泊酚后处理组（ＰＬ３＋ＲＩ
组），５ｍｇ／Ｌ丙泊酚后处理组（ＰＬ５＋ＲＩ组），每组１２片。
１．１．３　分组后处理　　正常组脑片的处理：随机选取
脑片，使用完全培养基培养，分别于制片第２天、第４
天各换液１次，为与其他组的处理形成对比，在培养的
第６天，先将培养液换成完全培养基作用３０ｍｉｎ，再更
换完全培养基继续培养２４ｈ。

损伤组、药物后处理组（ＲＩ组、ＰＬ１＋ＲＩ组、ＰＬ３＋
ＲＩ组、ＰＬ５＋ＲＩ组）的培养：首先是建立损伤模型后，
将脑片培养至第６天时，给脑片换用含１ｍｍｏｌ／ＬＧｌｕ
的培养基（即损伤液），将换液后的６孔板放入３７℃，
含５％ＣＯ２、９５％Ｏ２的 ＣＯ２培养箱中培养３０ｍｉｎ。损
伤组（ＲＩ组）脑片的培养是将建立损伤模型后的脑片
使用完全培养基对脑片进行换液，换液后将６孔板再
放入培养箱中继续培养２４ｈ。药物后处理组（ＰＬ１＋
ＲＩ组、ＰＬ３＋ＲＩ组、ＰＬ５＋ＲＩ组）的培养是将建立损伤模
型后的脑片分别用含丙泊酚１ｍｇ／Ｌ、３ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ的
丙泊酚后处理培养液（ＰＬ１＋ＲＩ组、ＰＬ３＋ＲＩ组、ＰＬ５＋
ＲＩ组）对脑片进行后处理换液，换液后将６孔板放入
培养箱中继续培养２４ｈ。
１．２　标本处理

各组脑片培养７ｄ后移入１０％中性福尔马林溶液
中固定。待标本收集完成以后，首先将脑片使用酒精

依次梯度脱水处理，然后进行透明处理，再将处理好的

脑片包埋成蜡块，最后切成厚度为４μｍ的薄片，做好
编号，在３７℃烤箱内烘烤６ｈ后常温避尘保存。
１．３　检测指标的测定
１．３．１　尼氏小体计数　　对切片进行脱蜡、酒精清
洗、甲苯胺蓝染液、冲洗、中性树胶封片。制片成功后

将其放置在倒置显微镜４００倍视野下观察，随机选取
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５个不同的视野，进行尼氏小体计数并求出平均值。
１．３．２　脑片组织损伤率　　将培养好的脑片放入
１％的ＴＴＣ溶液中，避光恒温（３７℃）水浴６０ｍｉｎ，用
ＰＢＳ溶液将水浴后的脑片漂洗３次，用吸水纸吸去表
面水分后称湿重。按比例加入抽提液（１ｇ脑片∶２０ｍＬ
抽提液），之后避光处理 ２４ｈ，将样品放入９６孔板，利
用酶标仪在 ４９０ｎｍ处测定各孔吸光度值（Ａ４９０）。参
照公式①算出脑片组织损伤率：

１．３．３　乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放
率的测定　　分别收集各组脑片进行Ｇｌｕ损伤时的培
养液及损伤后到培养结束的所有培养液（正常组收集

第６天对比培养３０ｍｉｎ时的培养液和第 ７天的培养
液），将培养液利用酶标仪在４４０ｎｍ处测定其吸光度
值即Ａ４４０，然后再将各组脑片组织匀浆离心后取上清
液测定Ａ４４０，即组织液中 ＬＤＨ的 Ａ４４０。按照公式②
计算ＬＤＨ释放率［７］：

１．４　统计学处理
数据用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，结果以均数 ±

标准差（珋ｘ±ｓ）表示，经行方差分析和 ｑ检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异具有极显著性
统计学意义。

２　结果

２．１　尼氏小体计数
将尼氏染色片置于倒置显微镜下观察，见图 １。

正常组脑片尼氏染色后尼氏小体数量多；谷氨酸处理

后各组尼氏小体数目较正常组显著减少，差异有极显

著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＰＬ１＋ＲＩ、ＰＬ３＋ＲＩ、
ＰＬ５＋ＲＩ组尼氏小体的数量介于正常组与 ＲＩ组之间，
且ＰＬ３＋ＲＩ组与 ＰＬ１＋ＲＩ、ＰＬ５＋ＲＩ组之间差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。

ａ：正常组；ｂ：ＲＩ组；ｃ：ＰＬ１＋ＲＩ组；ｄ：ＰＬ３＋ＲＩ组；ｅ：ＰＬ５＋ＲＩ组
图１　光镜下各组尼氏小体（尼氏染色 ×４００倍）

表１　各组尼氏小体数量（珔ｘ±ｓ，ＨＰ）

组别　　　 ｎ 尼氏小体

正常组　　 １２ ５２．１±１．８

ＲＩ组 　　 １２ １５．１±１．９

ＰＬ１＋ＲＩ组 １２ ３１．１±１．９＃△

ＰＬ３＋ＲＩ组 １２ ４０．３±２．０＃

ＰＬ５＋ＲＩ组 １２ ３３．２±２．２＃△

：与正常组相比，Ｐ＜０．０１；＃：与 ＲＩ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与
ＰＬ３＋ＲＩ组相比，Ｐ＜０．０５
２．２　脑片组织损伤率

Ｇｌｕ损伤后的脑片再培养以模拟缺血再灌注损
伤，ＲＩ组脑片组织损伤率达５１．９２％，采用不同浓度丙
泊酚后处理，脑片组织损伤率降低，ＰＬ１＋ＲＩ组、ＰＬ３＋
ＲＩ组、ＰＬ５＋ＲＩ组分别降低 １１．５１％、３０．６９％和
２０．９６％，差异均具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１），
见表２。
２．３　ＬＤＨ释放率

各组脑片ＬＤＨ释放率测定结果为正常组（２７．３±
１．０）％、ＲＩ组（５８．０±１．８）、ＰＬ１＋ＲＩ组（４７．４±１．５）％、
ＰＬ３＋ＲＩ组（３７．２±１．３）％、ＰＬ５＋ＲＩ组（４２．１±１．２）％。

Ｇｌｕ损伤后的各组脑片ＬＤＨ释放率较正常组脑片明显
增多，差异具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）。在
Ｇｌｕ损伤后各组脑片中，与ＲＩ相比，采用丙泊酚后处理
的３组，脑片 ＬＤＨ释放率均降低，差异具有极显著性
统计学意义（Ｐ＜０．０１），且 ＰＬ３＋ＲＩ组脑片 ＬＤＨ释放
率低于ＰＬ１＋ＲＩ组和 ＰＬ５＋ＲＩ组，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组Ａ４９０值及脑组织损伤百分率（珔ｘ±ｓ）

组别　　　 ｎ Ａ４９０值 组织损伤百分率（％）
正常组　　 １２ ０．８９±０．０６ ０
ＲＩ组 　　 １２ ０．４３±０．０７ ５１．９２±８．２６
ＰＬ１＋ＲＩ组 １２ ０．５３±０．０９ ４０．４１±１０．１１＃

ＰＬ３＋ＲＩ组 １２ ０．７０±０．０８ ２１．２３±９．５２

ＰＬ５＋ＲＩ组 １２ ０．６２±０．０８ ３０．９６±９．３１＃

：与ＲＩ组相比，Ｐ＜０．０１；＃：与ＰＬ３＋ＲＩ组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

脑缺血作为现代医学中发病率极高的一种疾病，

对人体大脑的损害是十分严重的，然而脑缺血之后的

再灌注会加重对神经细胞的损伤作用［８］。脑缺血再灌
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注损伤的研究是近年来医学研究的热门领域，但其机

制目前仍无定论，大多学者考虑这和损伤与再灌注以

后大量氧自由基的形成、兴奋性氨基酸的损害和脑细

胞钙超载的毒害作用、炎症反应等有关［９１１］。在重症

医学科的患者中，由于心肺脑复苏、溶栓再通、移植以

及一些心脏手术患者等均可能发生缺血再灌注损伤，

从而引起各种并发症，影响患者后期的生活质量，因

此，如何能减少缺血再灌注带来的损害是目前大家都

较关心的话题。

目前对脑缺血再灌注损伤研究的模型有很多类

型，本实验选择利用兴奋性氨基酸中的谷氨酸建立乳

鼠离体脑片的缺血再灌注模型，其原因是在众多缺血

再灌注损伤机制中，兴奋性氨基酸学说是一个被普遍

接受的理论，而 Ｇｌｕ是中枢神经系统中的含量最多的
兴奋性氨基酸。脑缺血再灌注的发生使神经元细胞膜

去极化，突触前神经元释放大量 Ｇｌｕ，Ｇｌｕ可引起神经
细胞损伤甚至死亡，以往实验也发现，用Ｇｌｕ模仿脑缺
血发生时兴奋性氨基酸的大量产生，创建缺血再灌注

损伤模型，都能成功造模［４］，所以Ｇｌｕ诱导的缺血再灌
注损伤模型目前已被广泛运用于神经疾病体外实验

研究［１２１３］。

既往研究表明，出生后４～１３ｄ的乳鼠神经细胞
形态较容易进行实验观察，这个阶段的脑组织更容易

制作成脑片标本［１４］。本课题组前期预实验证明，选用

１０ｄ或更多天数的乳鼠进行实验时，因大脑软脑膜及
脑部表面血管生长发育比较成熟，较难剥离干净，同时

因大脑神经细胞的干细胞已发生过度分化，在脑片的

培养过程中神经细胞不能较好地分化、生长；同时当选

取５ｄ之内的乳鼠时，发现其质地较软，在制作脑片过
程中极易损伤，影响脑片的培养及实验。结合上述原

因，本实验选择出生 ７ｄ的大鼠乳鼠作为实验动物。
之所以选用离体脑片，是因其不但具有在体脑的特

点———存留了神经细胞相互之间的以及神经胶质细胞

与神经细胞之间的天然联系，同时也具有离体细胞的

特点———能有效排除内环境因素的干扰，使实验能在

可控的条件下进行，同时便于直接观察细胞的形态变

化及生化的变化，目前的脑片培养的条件以及在科学

研究中的运用越来越成熟［１５１７］。

本次选用１ｍｍｏｌ／ＬＧｌｕ作用于乳鼠离体脑片以制
造缺血再灌注损伤模型，Ｇｌｕ在脑缺血再灌注发生时
对神经细胞所产生的损伤机制主要如下［３４］：①细胞严
重水肿，通透性、结构发生改变；②Ｃａ２＋超载，同时细胞
内Ｃａ２＋超载能使较多自由基形成，从而使神经细胞功
能受损，导致细胞死亡。本实验结果中，与正常组相

比，造模后脑片的组织损伤率、ＬＤＨ释放率增加可以说
明神经细胞结构破坏、细胞膜亦受损，膜通透性增高，

同时损伤后的脑片中尼氏小体数量明显减少，说明神

经细胞的细胞器功能出现障碍。

丙泊酚是一种常用于临床的麻醉药物［１８］，除了麻

醉作用外，还可以直接作用于血管平滑肌，起到扩张血

管的作用，从而使血流量增加，改善血液循环；另外丙

泊酚还有脑保护的作用［１９］，其具体机制尚不完全明

确，主要可能的机制有：降低兴奋性氨基酸的生成释

放、抗氧自由基、抗氧化、减少钙超载、降低中性粒细胞

的聚集等作用［２０］，从而起到稳定细胞结构、改善细胞

器功能、稳定细胞膜、细胞器等功能。

既往实验证实丙泊酚减轻兴奋性氨基酸的释放是

经抑制Ｎａ＋通道来实现的［２１］，也可以通过增加细胞膜

上的谷氨酸转运体１（ＧＬＴ１）来增加胶质细胞对谷氨
酸的摄取［２２］，从而减少谷氨酸兴奋性氨基酸；另外，
丙泊酚还可加强抑制性神经递质的生成，间接阻断谷

氨酸的传导通路，继而起到抗脑缺血损伤的功能。实

验还证实［２３］，丙抗氧化作用与其结构相关，能够扰乱

脂质过氧化氢的提取过程，直接作用于氧自由基，形成

稳定的２，６二异丙基苯氧基团，所生成的酚基能继续
与脂质过氧化反应生成更稳定的无活性物质，取代了

高活性的自由基，从而能减少由高活性的自由基引起

的脂质过氧化反应的连锁反应［２４］。

从本实验结果可知，与 ＲＩ组相比，３个不同浓度
的丙泊酚药物后处理组（ＰＬ１＋ＲＩ、ＰＬ３＋ＲＩ、ＰＬ５＋ＲＩ
组）的组织损伤率、ＬＤＨ释放率均有不同程度的降低、
各组尼氏小体数量均有增加。当神经细胞结构受损

时，可导致组织损伤率明显增加，同样 ＬＤＨ存在于正
常细胞的胞质中，一旦细胞膜受损，ＬＤＨ即被释放到细
胞外。当神经元受损、膜通透性改变时，ＬＤＨ释放率会
明显增加，都是反映神经细胞损伤的可靠生化指标。

尼氏小体是神经元的特征性结构之一，广泛存在于神

经细胞胞体和树突内，其主要功能是合成蛋白质，生理

情况下，尼氏小体大而数量多，说明神经细胞合成蛋白

质的功能较强，相反在神经细胞受到损伤时，尼氏小体

的数量会减少甚至消失。因此本实验也证明了丙泊酚

是从多个层面上来对大脑起到保护功能的。首先，在

使用丙泊酚后处理后尼氏小体数量增多，可以说明其

能通过还原作用减少氧自由基，减少脂质过氧化反应，

从而使细胞的细胞膜和线粒体的功能得到稳定，由此

对缺血再灌注损伤起到保护作用［２５］；其次，丙泊酚能

减少谷氨酸对神经细胞结构的损伤，稳定细胞膜，从而

对脑组织起到保护［５，２６］。

０９４ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（７）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



在３种浓度的丙泊酚后处理组中，３ｍｇ／Ｌ后处理
组的组织损伤率、ＬＤＨ释放率的下降及尼氏小体数量
增加的程度较其他２组大，故在本实验的此３种药物
浓度中，３ｍｇ／Ｌ为丙泊酚后处理离体脑片的最佳浓
度。但为何丙泊酚保护左右半脑不呈线性关系，有待

进一步实验研究。

本实验运用丙泊酚对使用Ｇｌｕ造成的缺血再灌注
损伤脑片进行后处理，通过实验结果，我们知道运用丙

泊酚后处理兴奋性氨基酸引起的缺血再灌注脑片，其

细胞的细胞膜损伤、细胞器功能损伤、细胞结构损伤、

钙超载现象均得到了改善，由此我们推测，在缺血再灌

注发生后使用丙泊酚可以通过以下机制发挥脑保护作

用：①通过抗氧自由基、抑制脂质过氧化反应达到稳定
细胞膜、细胞器的结构和作用；②减轻钙超载；③减少
兴奋性氨基酸的损伤作用。
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