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目的
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布比卡因作用高糖培养的
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细胞!观测细胞内活性氧"
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$及凋亡影响%方法
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因作用不同浓度葡萄糖培养基培养的
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增多及凋亡增加与布比卡因增强细胞内质网应激"
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研究证实糖尿病患者接受椎管内阻滞麻醉或镇痛后#其发

生神经损伤的风险明显增加#或加重原有多发性神经病变)而

产妇妊娠期糖尿病发生率呈增高趋势'

$

(

#此类患者可能类同于

糖尿病患者#采用椎管内阻滞麻醉或镇痛可增加神经损伤的风

险#但神经损伤因素*机制及其与局部麻醉药的关系尚未明确)

内质网应激$

E,!"

H

9J+8#BLED#BC9C8+DLE++

#

?63

&与糖尿病代谢

紊乱有关)妊娠期糖尿病母体高血糖状态内源性活性氧

$
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&生成增加#损伤细胞抗氧化能力#导致氧化应激)在糖

尿病病理状态下#不同组织$包括神经&均可产生
673

#长期过

量
673

积累引起慢性氧化应激#引起神经组织毒副作用)因

此本研究在高糖环境下培养
34.3525

细胞#建立高糖细胞损

伤模型#加入布比卡因#研究
?63

细胞内
673

产量与细胞凋

亡#探讨高糖环境与布比卡因神经毒性作用的关系)目的在于

为解决妊娠期糖尿病局部麻醉药神经毒性防治提供理论依据#

而有关这方面的研究目前尚未见报道)
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材料与方法
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V$1

培养基*

TU?U

低糖培养基*胎牛血

清 $

<#GB"

公司#美国&#

3435.25

细胞株$中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心&#酶标仪$

W#".AEX

公司#美国&#

倒置荧光显微镜$

Y#X",

公司#日本&#流式细胞仪$

VQU

#
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D",T#BX#,+",

公司#美国&#
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H

"LE

公司#德国&#高速离心机$

?
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公

司#德国&#超净工作台$苏州医疗器械厂#苏州&
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方法
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细胞培养
!

$

$

&从液氮罐中取出含有细胞的冻存管#立

即置于
'-[

水浴中#轻轻摇动#使其尽快融化%$

1

&从水浴中取

出冻存管#用乙醇消毒后打开#用吸管吸出细胞悬液#加入
$%
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年
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含
$2]

胎牛血清的
TU?U

"

V$1

培养液#置于离心管中混

合后#

$%%%L

"

8#,

离心
28#,

%$

'

&弃上清#再重复用培养液洗
$

次%$

0

&用培养液重悬细胞#接种至
12B8

1 培养瓶#置
'- [

*

2] Q7

1

培养箱培养#次日更换培养液#以后每
1

天换液
$

次%

$

2

&当细胞将要长满瓶底时#弃培养液#加入少量的胰蛋白酶细

胞消化液消化数分钟后#在倒置显微镜下观察细胞状态)当细

胞变圆时#立即加入含
$2]

胎牛血清的
TU?U

"

V$1

培养液中

和消化液#用吸管轻轻吹打#吸出细胞#计数#接种于新的培养

瓶或培养板中)

A&B&B

!

细胞内
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产量变化检测
!

将
34.3525

细胞按
2̂

$%

2

"孔接种于
0

个
)

孔培养板)设立对照$

2&2)88"9

"

:

&*阳

性$

)&$%

*

-&%%

*

-&/%

*

$$&$%

*

$'&'%88"9

"

:

&*阴性$仅加培养

基&和空白组$反加
=W3

&)其中两板培养
$!

后各孔换各自含

糖液继续培养
$!

)其余两板培养
$!

后各孔换各自含糖液继

续培养过夜#再经含
$88"9

"

:

布比卡因培养液培养
);

)消

化细胞#

?=

管收集#

$%%%L

"

8#,

离心
28#,

#去上清)按照
$_

$%%%

用
=W3

液稀释荧光探针
TQV4.T@

#使其终浓度为
$%

"

:

"

:

)去除细胞培养液#加入适量
TQV4.T@

于有培养液的

各孔#

'-[

细胞培养箱内孵育
1%8#,

#用
=W3

液洗细胞
'

次以

充分去除未进入细胞内的
TQV4.T@

)重悬细胞)

VQU

检测

细胞内荧光强度)

A&B&C

!

VQU

检测细胞凋亡
!

消化
34.3525

细胞#制单细胞

悬液#细胞计数调整浓度至
2̂ $%

2

"

8:

%将细胞接种至两个
10

孔培养板#每孔加入
2%%

"

:

)将培养板放入
'-[

*

2] Q7

1

培

养箱内培养
$!

)各组细胞更换各自含糖液继续培养
$!

)将

其中一板吸净培养基#用含
$88"9

"

:

布比卡因培养基培养

);

)各组细胞用
=W3

缓冲液洗涤
1

次#收集细胞至
$&28:

离心管并用
2%%

"

:W#,!#,

K

GCFFEL

重悬细胞)在每管细胞加

入
2

"

:@,,ER#,Z.VSAQ

和
2

"

:=S

#避光室温下孵育
28#,

后

用
VQU

检测)

A&B&D

!

PE+DEL,G9"D

检测
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表达水平
!

消化
34.3525

细胞#制单细胞悬液#细胞计数调整浓度至
2̂ $%

2

"

8:

%细胞接

种至两个
)

孔培养板#每孔加入
$%%%

"

:

)其中一块培养板放

入
'-[

*

2] Q7

1

培养箱内培养
$!

)各组细胞更换各自含糖

液继续培养
1!

)将另一块培养板放入
'-[

*

2] Q7

1

培养箱

内培养
$!

)各组细胞更换各自含糖液继续培养
$!

)吸净培

养基#每孔加入
$88"9

"

:

布比卡因#放入
'-[

*

2]Q7

1

培养

箱内孵育
);

)然后进行蛋白样品制备*电泳*转膜*免疫反应*

?Q:

反应及曝光*显影*凝胶图像分析)

A&C

!

统计学处理
!

采用
3=33$'&%

软件进行数据分析)计量

资料以
I>>

表示#
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水平和细胞凋亡率采用两因素析因设

计资料方差分析#组间比较采用
:3T

法$方差齐&或
TC,,EDD̀+

A'

法$方差不齐&)以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

布比卡因作用前*后细胞内
673

产量比较
!

当葡萄糖浓

度分别为
2&2)

*

)&$%

*

-&%%

*

-&/%

*

$$&$%

*

$'&'%88"9

"

:

时#布

比卡因作用前*后细胞内
673

产量依次为
'%/>$1

*

020>$$

*

21)>$/

*

)%'>02

*

(%2>$/

*

)2'>1/-

和
')$>$1

*

0-/>''

*

2/'>)/

*

-''>'0

*

(/0>1%

*

$2-$>$)1

)布比卡因作用前*后

2&2)

*

-&/%

*

$$&$%

*

$'&'%88"9

"

:

组内比较#差异有统计学意

义$

!

$

%&%2

&)

)&$%

*

-&%%88"9

"

:

组内比较#差异无统计学

意义$

!

%

%&%2

&)表明布比卡因作用前*后随着葡萄糖浓度升

高#

673

产量亦随之增加)

B&B

!

布比卡因作用前*后细胞凋亡比较
!

当葡萄糖浓度分别

为
2&2)

*

)&$%

*

-&%%

*

-&/%

*

$$&$%

*

$'&'%88"9

"
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时#布比卡因

作用前*后细胞凋亡率依次为
%&%$0>%&%%$

*

%&%$->%&%%$

*

%&%1)>%&%%$

*

%&%1(>%&%%$

*

%&%0->%&%%$

*

%&%2%>%&%%1

和

%&%$/>%&%%$

*

%&%1/>%&%%$

*

%&%''>%&%%1

*

%&%0'>%&%%1

*

%&%)'>%&%%$

*

%&%-(>%&%%1

)布比卡因作用前*后组内比较#

差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

&)表明布比卡因作用前*后随

着葡萄糖浓度升高#细胞凋亡亦随之增加)

B&C

!

布比卡因作用前*后细胞
<6=-/

表达量
!

当葡萄糖浓度

分别为
2&2)

*

)&$%

*

-&%%

*
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*
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时#布比

卡因作用前*后细胞
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表达量依次为
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*
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*

%&(->%&%2

*
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*
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*

%&1)>

%&%)

和
$&%1>%&$1

*

%&(->%&%)

*

%&0(>%&%0
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*
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)

2&2)88"9
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:

*

)&$%88"9
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"组内比较#差异无统计学意义$

!

%

%&%2
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-&%%
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-&/%
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:

*
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&)表明低糖环境可诱导细胞
<6=-/

表达#随着葡萄糖浓

度进一步升高#

<6=-/

表达量剧降%布比卡因作用下#低糖环

境抑制细胞
<6=-/

表达#正常血糖范围内#细胞产生稳定量的

<6=-/

较低糖环境下低)随着葡萄糖浓度进一步升高#

<6=-/

产量剧降)

C

!

讨
!!

论

高糖环境下局部麻醉药神经毒性机制的研究报道甚少)

妊娠期糖尿病为一类特有糖尿病#不同于原发性
#

型和
$

型糖

尿病)但两者特点之一为
?63

与糖尿病代谢紊乱有关'

1

(

)

布比卡因作用前*后随着葡萄糖浓度升高#

673

产量随之

增加#细胞凋亡亦随之增加)说明
34.3525

细胞在代谢刺激

下内质网功能发生变化)内质网具有较强的内稳态体系#可仍

然有很多因素导致内质网功能内稳态失衡#形成
?63

)能量

和营养过剩激发
?63

'

'.0

(

#细胞器代谢负荷过重和线粒体功能

障碍产生
673

)高糖环境激活细胞半胱氨酸酶活性#导致乳

酸脱氢酶泄漏#细胞毒性增加'

2

(

)布比卡因使细胞
?63

明显

增强#

673

产量增多'

)

(

#细胞毒性增加#细胞凋亡增多)

?63

反应是一种细胞水平上的保护性手段)

<6=-/

表达

增加提高细胞抵御应激的能力)

<6=-/

在正常细胞内呈低水

平表达'

-

(

#保护细胞免受应激因素所导致的凋亡'

/

(

)低糖环境

诱导细胞
<6=-/

表达#随着葡萄糖浓度进一步升高至正常血

糖浓度范围#

<6=-/

产量降低%葡萄糖浓度继续增高#细胞

<6=-/

表达再次升高)但随着糖浓度极度增加#

?63

增强致

氧化#代谢*转化负荷过重#

673

在细胞内毒性积累#细胞发生

凋亡#表现为
<6=-/

表达降低)细胞
?63

增强和$或&自身修

复机制启动
<6=-/

合成以维持细胞生存#此时表现为
<6=-/

表达呈一定程度增加)

?63

后期细胞凋亡增多#

<6=-/

产量

急剧下降)本实验还说明正常血糖浓度是神经细胞生长和局

部麻醉药神经毒性损伤恢复所需最适宜环境'

(.$2

(

)

虽然本细胞模型尽量模仿临床实际情况#但还有许多局限

性)人体神经细胞所处体内环境复杂#而在实验中仅考虑高糖

环境这一独立因素对
34.3525

细胞的影响)下一步研究方

向是在整体动物实验和临床受试人群水平研究高血糖环境对

局部麻醉药神经毒性的影响)随着对
?63

与局部麻醉药神经

毒性关系的深入研究#将能更好理解局部麻醉药神经毒性分子

机制#为治疗局部麻醉药神经毒性提供新的治疗靶点和寻找新

的治疗途径)
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