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ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ转染 ＥＡＥ大鼠脑组织安全性评估
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［摘　要］　目的　观察ＮｇＲ特异性ＲＮＡ干扰的重组腺病毒（ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ）转染实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）脑组织
后，ＥＡＥ大鼠的存活情况，为ＥＡＥ干预实验提供依据。方法　８０只大鼠建立ＥＡＥ大鼠模型后，将其随机分成高、中、低、对照组，每
组２０只。实验组分别用滴度为１×１０１１ｐｆｕ／ｍＬ、１×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ、１×１０９ｐｆｕ／ｍＬ的ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ注入ＥＡＥ大鼠侧脑室。观察注射
后第３天、第７天ＥＡＥ大鼠的存活情况。结果　ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ转染ＥＡＥ脑组织后，高滴度组在第３天和第７天时ＥＡＥ大鼠的存
活率显著低于中、低滴度组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。中、低滴度组和对照组ＥＡＥ大鼠的存活率无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
结论　ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ转染ＥＡＥ大鼠实验时，滴度从１×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ到１×１０９ｐｆｕ／ｍＬ范围是安全的。

［关键词］腺病毒；实验性自身免疫性脑脊髓炎；转染；安全性；动物模型

［中图分类号］Ｒ３２９．３　［文献标识码］Ａ　［收稿日期］２０１７０２２５

　［通信作者］张　艳：Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙａｎｌｕ２０１７＠１６３．ｃｏｍ

ＳａｆｅｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆＥＡＥｒａｔｓ
ＺＨＡＮＧＹａｎ１，ＱＩＮＸｉｎｙｕｅ２，ＺＨＡＮＧＭｉｎ１，ＨＥＸｉ１，ＺＨＡＮＧＪｉａｙｕ３　（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｏｕｒｔｈＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉ
ｔａｌｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＥｍｅｒｇｅｎｃｙＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００１０，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００１６，Ｃｈｉｎａ；３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００３７，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＥＡＥｒａｔｓａｆｔｅｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＮｇＲｓｐｅｃｉｆｉｃＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＡｄｓｈＲＮＡ
ＮｇＲ）ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ（ＥＡＥ），ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅｂａｓｉｓｆｏｒＥＡＥｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥＡＥｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｈｉｇｈ，ｍｅｄｉｕｍ，ｌｏｗａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（２０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ）．ＴｈｅｌａｔｅｒａｌｖｅｎｔｒｉｃｌｅｏｆＥＡＥ
ｒａｔｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈａｔｉｔｅｒｏｆ１×１０１１ｐｆｕ／ｍＬ，１×１０１０ｐｆｕ／ｍＬａｎｄ１×１０９ｐｆｕ／ｍＬＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ．ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＥＡＥｒａｔｓａｔｔｈｉｒｄａｎｄ
ｓｅｖｅｎｔｈｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＥＡＥｒａｔｓｏｆｔｈｅｈｉｇｈｔｉｔｅｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆ
ｔｈｅｍｉｄｄｌｅｔｉｔｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｌｏｗｔｉｔｅｒｇｒｏｕｐａｔｔｈｉｒｄａｎｄｓｅｖｅｎｔｈｄａｙｓａｆｔｅｒＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＥＡＥｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｉｎｍｉｄｄｌｅｔｉｔｅｒｇｒｏｕｐ，ｌｏｗｔｉｔｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｔｉｔｅｒｏｆＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲｉｓｓａｆｅｉｎ
ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＥＡＥｒａｔｓｆｒｏｍ１×１０１０ｐｆｕ／ｍＬｔｏｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１×１０９ｐｆｕ／ｍＬ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ；ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ；ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；ｓａｆｅｔｙ；ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ

　　多发性硬化是中枢神经系统常见的自身免疫性疾
病，具有较高的致残率，以慢性炎性脱髓鞘为主要病理

改变。其具体的发病机制不明，目前缺乏有效的特异

性治疗。实验性自身免疫性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）是研究多发性硬化
常用的动物模型，该模型在临床、病理、生化等方面均

能很好地模拟多发性硬化的发病过程。Ｎｏｇｏ受体
（ｎｏｇｏｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮｇＲ）是轴突再生抑制因子 ＮｏｇｏＡ，髓
鞘相关糖蛋白，少突胶质细胞髓鞘糖蛋白的共受体。

近年研究提示 ＮｇＲ在中枢神经系统免疫性疾病中可
能具有免疫调节的作用，其过度表达可能是多发性硬化

发病的关键环节。从而提示，通过阻断这一受体的功能

或减少其表达，就有可能限制多发性硬化的发生和发展。

　　载体系统是基因治疗的基础，腺病毒因其具有能
获得高滴度的病毒颗粒、外源基因容量大、表达时间

长、转染效率高、没有致癌和致突变的危险等优点，在

基因治疗研究中被广泛应用［１］。截止２０１３年７月，重
组腺病毒载体在“ＧｅｎｅＴｈｅｒａｐｙＣｌｉｎｉｃａｌＴｒｉａｌＷｏｒｌｄ
ｗｉｄｅ”网站登记注册的临床基因治疗方案中占
２３．５％［２］。腺病毒能够介导特异靶基因降解同时不

引起非特异性干扰反应而实现基因沉默，这项技术常

常被用于研究某个基因表达异常增高引发疾病的发病

机制［３４］。通过稳定表达 ｓＲＮＡ的重组载体介导而实
现ＲＮＡ干扰［５］。目前，虽然腺病毒在治疗各种肿瘤的

临床研究取得一定成就，但其主要还是应用于各种疾

病发病机制的探讨或对于发病的动物模型进行治疗性

干预的基础研究。在这其中，中枢神经系统性疾病主

要包括脑瘤、多发硬化、脑血管意外、帕金森病等［６９］。
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然而，靶向性问题是所有中枢神经系统性疾病机制研

究所面对的共同问题。虽然腺病毒对多种组织具有高

效的感染能力，但是在实现腺病毒对各种组织特别是

脑组织的靶向性感染之前，颅内注射无疑是实现腺病

毒对颅内脑组织靶向干预的最重要和直接的手段之

一。另一方面，运用重组腺病毒进行体内转染时，重组

腺病毒对机体有一定的毒性作用，主要表现为重组腺

病毒的剂量及滴度与炎症反应的强弱有直接关系［１０］。

以上这些，就给颅内直接注射腺病毒实现分子干预的各

种临床及临床前实验的安全性问题带来了极大的挑战。

近年来，利用 ＮｇＲ特异性 ＲＮＡ干扰的重组腺病
毒（ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ）转染实验性自身免疫性脑脊髓炎
（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）大鼠
脑组织的实验需求逐渐增多，为此，本实验扩增并纯化

浓缩腺病毒（ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ），测定并调整病毒滴度，
准确评估不同滴度的腺病毒对 ＥＡＥ大鼠脑组织进行
转染时的安全性，为腺病毒注射转染、干预 ＥＡＥ大鼠
模型提供了一定的实验依据。

１　材料与方法

１．１　重组腺病毒的扩增、收集、纯化与滴度测定
取５０～１００ｕＬＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ（重庆医科大学附

属第一医院神经内科提供）病毒上清，加入５％ＤＭＥＭ
至１ｍＬ，混匀。选取所培养的２９３细胞（重庆医科大学
附属第一医院神经内科提供）中长至５０％～７０％融合的
进行转染。腺病毒转染后４８～７２ｈ后，见有６０％～７０％
的细胞出现ＣＰＥ现象即细胞变圆、肿胀、脱落现象，即
用橡皮刮将细胞刮下，离心收集细胞。 －２０℃／３７℃
反复冻融，离心，收集上清，同时准备 ＡｄｅｎｏＰＡＣＫ２０，
病毒洗脱，最后进行缓冲液置换［１１］。采用组织培养半

数感染量ＴＣＩＤ５０测定病毒滴度，滴度结果计算公式：
ＴＣＩＤ５０＝ＣＰＥ＞５０％病毒稀释度＋（＞５０％的百分数
－５０）／（＞５０％的百分数－＜５０％的百分数）×ｌｇ１０。
１．２　ＥＡＥ动物模型的制备

参照罗家明等［１２］经验和方法建立 ＥＡＥ模型。简
要过程如下：羊毛脂和石蜡油按１∶３配成不完全福氏
佐剂（ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ’ａｄｊｕｖａｎｔ，ＩＦＡ）。将ＢＣＧ加入
ＩＦＡ中，制成含 ＢＣＧ分别为２０ｍｇ／ｍＬ的完全福氏佐
剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ’ａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）。制备豚鼠全脊
髓匀浆（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｓｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇ，ＧＰ
ＳＣＨ）。将ＧＰＳＣＨ与等量的 ＣＦＡ混匀，冰上抽打成油
包水型乳剂即得抗原。用足掌向足指／趾方向皮下注
射抗原（０．５ｍＬ只），同时当天于双后足背皮下注射
ＢＰＶ０．１ｍＬ含百日咳杆菌１×１０１１）。采用 Ｋｏｈ等［１３］

报告的评分标准对 ＥＡＥ进行临床评分。当评分大于
等于１分记为ＥＡＥ临床发病。
１．３　立体定向手术

在大鼠免疫后第７天，将８０只 ＥＡＥ大鼠随机分
入高、中、低滴度组和对照组，后用３．５％的水合氯醛
（１ｍＬ／１００ｍｇ）麻醉 ＥＡＥ大鼠，显效后固定于立体定
位仪。消毒后，剪开大鼠头顶皮肤，在前囟后０．８ｍｍ，
右侧旁开１．４ｍｍ处插入微量注射器深约３．３ｍｍ入
侧脑室，以２μＬ／ｍｉｎ的速度注射总量为１０μＬ的重组
腺病毒，注射完毕后针头留置５ｍｉｎ后缓慢拔出。高、
中、低滴度组分别注射滴度为１．０×１０１１ｐｆｕ／ｍＬ、１．０×
１０１０ｐｆｕ／ｍＬ、１．０×１０９ｐｆｕ／ｍＬ的ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ，对照
组以ＰＢＳ代替。注射完毕后，缝合切口，消毒。
１．４　安全性评估

分别统计比较术后第３天和第７天各组 ＥＡＥ模
型存活率情况。存活率 ＝ＥＡＥ大鼠模型存活数／本组
ＥＡＥ大鼠模型数
１．５　组织切片及ＨＥ染色

固定后，取侧脑室周围４～５ｍｍ厚的脑组织，将
修好的组织块进行石蜡包埋后，脑组织均行连续冠状

切片，制成６μｍ厚的切片，再进行ＨＥ染色。
１．６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，组间比较采用 χ２

检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　转染后第３天
重组腺病毒转染２９３细胞后实现扩增，转染后第３

天显微镜显示见图１。收集裂解细胞、逐步纯化、校对稀
释后得到滴度为１．０×１０１１ｐｆｕ／ｍＬ、１．０×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ、
１．０×１０９ｐｆｕ／ｍＬ的病毒液。ＥＡＥ大鼠经立体定向手
术后，第３天高、中、低滴度组及对照组的存活率分别
为６０％、９０％、９５％、９５％，高滴度组存活率显著低于
中、低滴度组（高滴度组和中滴度组，Ｐ＝０．０２８；高滴
度组和低滴度组，Ｐ＝０．００８），中、低滴度组和对照组
ＥＡＥ大鼠的存活率无显著性差异（中滴度组和对照
组，Ｐ＝０．５４８；低滴度组和对照组，Ｐ＝１），见表１。

表１　各组ＥＡＥ模型转染后第３天存活情况比较

组别　　 ｎ
术后第３天

存活（例） 死亡（例） 存活（％）
高滴度组 ２０ １２ ８ ６０　
中滴度组 ２０ １８ ２ ９０

低滴度组 ２０ １９ １ ９５

对照组　 ２０ １９ １ ９５

：与高滴度组比较，Ｐ＜０．０５
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２．２　转染后第７天
各组转染后第７天 ＥＡＥ大鼠脑组织中性粒细胞

浸润由低滴度组到高滴度组逐渐增多，炎性反应由弱

到强（图２）。第７天时高滴度组存活率进一步下降，
达到５０％，仍显著低于中、低滴度组（高滴度组和中滴
度组，Ｐ＝０．００６；高滴度组和低滴度组，Ｐ＝０．００１），而
中、低滴度组和对照组ＥＡＥ大鼠的存活率仍无显著性
差异（中滴度组和对照组，Ｐ＝０．５４８；低滴度组和对照
组，Ｐ＝１），见表２。

表１　各组ＥＡＥ模型转染后第７天存活率情况比较

组别　　 ｎ
术后第７天

存活（例） 死亡（例） 存活率（％）

高滴度组 ２０ １０ １０ ５０　

中滴度组 ２０ １８ ２ ９０

低滴度组 ２０ １９ １ ９５

对照组　 ２０ １８ ２ ９０

：与高滴度组比较，Ｐ＜０．０５

ａ：普通显微镜；ｂ：荧光显微镜；ｃ：普通＋荧光显微镜
图１　转染后第３天显微镜显示结果（×２００）

ａ：低滴度组脑组织切片；ｂ：中滴度组脑组织切片；ｃ：高滴度组脑组织切片
图２　转染后第７天中性粒细胞浸润情况（ＨＥ×２００）

３　讨论

近年来，越来越多的研究者开始对各种中枢性神

经系统疾病的大鼠模型进行颅内注射带有目的基因或

可以封闭目的基因的腺病毒，但鲜有文献报道评估注

射腺病毒转染 ＥＡＥ大鼠后的安全性。Ｋｉｍ等［１４］将一

种条件复制型溶瘤腺病毒（ＣＲＡｄＳｐｋ７），以 ２．５×
１０７，２．５×１０８，２．５×１０９的量注入叙利亚仓鼠颅内后，
在第６、３２、６４天时，仓鼠的存活率与对照组无显著性
差异，说明腺病毒在２．５×１０９剂量以下注入仓鼠颅内
是安全的。这与本实验检测结果略有不同，即ＡｄｓｈＲ
ＮＡＮｇＲ腺病毒在 １．０×１０８剂量（即 １０μＬ×１．０×
１０１０ｐｆｕ／ｍＬ）以下注入大鼠颅内为安全剂量，在剂量为
１．０×１０９（即１０ｕＬ×１．０×１０１１ｐｆｕ／ｍＬ）时存活率显著

下降，这可能与本实验中ＥＡＥ大鼠模型炎症效应与重
组腺病毒注入颅内后炎症反应的协同效应有关，从而

增加了ＥＡＥ大鼠的死亡率。同样，Ｙａｏ等［１５］用３×１０８

剂量的腺病毒（ＡｄＧＦＰ、ＡｄｐＧＦＡＰＣｒｅ）注入各种实验
小鼠颅内，并未因小鼠的大量死亡而影响其实验结果。

而在郎洪刚等［１６］的研究中，无论是 ＡｄＧＦＰ组还是
ＡｄＢＤＮＦ组１０μＬ×２×１０１０ＰＦＵ／ｍＬ的剂量通过侧脑
室注入大鼠颅内至少４周是安全的，并未引起严重的
炎症反应而终止实验。此前，吴小慧等［１７］将滴度为

３．１６×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ的 ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ腺病毒注射到大
鼠大脑缺血区时，发现不但腺病毒的转染效率严重下

降，同时还观察到大鼠脑组织注射区域内出现明显炎

症反应。Ｇｈｕｌａｍ等［１８］以２×１０８，２×１０９，２×１０１０剂量
的腺病毒（ＨＣＡｄＴＫａｎｄＨＣＡｄＴｅｔＯＮＦｌｔ３Ｌ）注入

５８４局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（７）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



Ｌｅｗｉｓ大鼠颅内，５ｄ后在２×１０１０的高剂量组大鼠颅内
出现明显的神经毒性病变和免疫炎症病变。

除了机制探讨，颅内注射腺病毒还被用于治疗某

些中枢神经性疾病的临床前研究。Ｖａｎｄｅｒ等［６］在治疗

原发性脑肿瘤的临床前研究中，在 Ｌｅｗｉｓ大鼠的颅内
注射１．０×１０８的ＨＣＡｄＴｅｔＯｎＦｌｔ３Ｌ，显著提高了脑肿
瘤大鼠９０ｄ的存活率。国内越来越多的研究者也在
运用侧脑室注射腺病毒的方法用于帕金森病、脑缺血

再灌注等疾病模型的治疗，因此该治疗方法的安全性

研究也越来越显重要［７９］。本实验中高滴度组在第７
天时存活率进一步下降，达到５０％，可能与腺病毒载
体在移植转染后第７天达到高峰，炎症反应、神经毒性
反应进一步增加相关［１９］。

本研究选用的载体为带有完整、独立的 ＧＦＰ表达
系统的腺病毒，可以对转染情况进行直接的镜下观察。

来源于人胚肾细胞的２９３细胞，普遍被用作为缺陷型
病毒扩增的包装细胞系，扩增效率高［２０］。用德国 Ｓｔａｒ
ｉｏｕｓ公司的ＡｄｎｏＰＡＣＫ２０纯化收集得到大量重组腺病
毒原液，保证了高病毒活性和感染率。为保证腺病毒

滴度的可靠性和准确性，本研究采用ＴＣＩＤ５０检测纯化
后的腺病毒滴度。本实验选取大鼠侧脑室（ＥＡＥ模型
病灶多集中在侧脑室附近）局部注射进行转染。本实

验选用局部手术后

第３天，作为术后急性期的一个观测大鼠存活率
时间节点。另外，Ａｂｅａ等［２１］报道腺病毒载体体内外转

基因的表达于转染后第７天达高峰，故我们选择术后
第７天为第２观测节点。

目前，越来越多的学者采取颅内注射腺病毒的方

法进行科学研究。其目的主要有两方面，通过干预阻

断或者增强颅内局部脑细胞、组织对于某分子的表达，

达到观察这一分子表达变化对于正常脑组织、脑功能

乃至整个机体的影响。另一方面，在构建各种疾病模

型后，通过颅内注射腺病毒直接干预的方法，试图达到

阻断或者延缓疾病进展的目的。但是，以上两种目的

都是要在确保安全的前提下才能顺利完成。本实验筛

选出了可安全、高效转染 ＥＡＥ大鼠脑组织的 ＡｄｓｈＲ
ＮＡＮｇＲ滴度，避免了因腺病毒过激的炎症反应而影响
实验结果，甚至导致实验终止，同时避免过少的腺病毒

转染而未能达到预期的干预目的，为腺病毒注射转染、

干预ＥＡＥ大鼠模型实验提供了一定依据，也为颅内直接
注射腺病毒这一方式的各种干预实验提供了安全性参考。

总之，本实验表明在用 ＡｄｓｈＲＮＡＮｇＲ通过侧脑
室注射法转染 ＥＡＥ大鼠时，滴度从１×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ到
１×１０９ｐｆｕ／ｍＬ的１０μＬ腺病毒是安全的。
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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。

［关键词］丙泊酚；后处理；脑片；保护作用；乳酸脱氢酶
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