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预处理后制备
4R6

模型%联合组神经元
5=N

预处

理同时在培养基中加入缓激肽$

;9\T-

特异性激动

剂#终 浓 度
1%%

'

8"I

"

_

&

'

$'

(

#其余处 理 同
5=Ne

4R6

组+

@&A&F

!

T;;

法检测
!

将
()

孔板中培养的神经元#

各组随机取
$%

孔#于正常培养
10@

后使用
T;;

比

色法检测神经元存活率+每孔中加入终浓度为
%&7

8

G

"

8_

的
T;;

#于
'-]

,含
7WX4

1

.(7W

空气的湿

润培养箱中反应
0@

+倒出反应液体后#每孔中加入

$%%

'

_

的二甲基亚砜$

6T54

&#反应
$%8#,

至蓝紫

色结晶完全溶解#用酶标仪在
7-%,8

波长测得吸光

度$

ID

7-%+>

&值#计算神经元相对存活率'

$0

(

!

/7/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期



!!

存活率
g

$实验组
ID

7-%

"对照组
ID

7-%

&

$̂%%W

$

$

&

@&A&L

!

;aMV_

凋亡染色法
!

参照文献'

$1

(方法#

将
)

孔板中各组培养的神经元#随机取
7

孔#采用末

端脱氧核苷酸转移酶介导的
;aMV_

法检测神经元

凋亡+室温下
0W

多聚甲醛固定神经元
'%8#,

后#加

新鲜配制的破膜液$含
%&1W;<#A",Y.$%%

&处理
'

8#,

+按厂家操作说明配制
;aMV_

反应液$

;!;

酶
jLP;X

荧光标记溶液为
$j(

&#每孔加入反应混合

液
0%

%

7%

'

_

#并于
'-]

的暗箱内孵育
I@

+使用含

二脒基苯基吲哚$

6:\P

&水溶性封片剂封片+荧光显

微镜下每个样本随机选
7

个视野$

^0%%

&#

6:\P

染

色细胞核发蓝色荧光#

;aMV_

染色凋亡细胞发绿色

荧光#计算神经元凋亡率!

!!

凋亡率
g

$阳性凋亡细胞"细胞总数&

$̂%%W

$

1

&

@&A&M

!

d=+A=<,EI"A

检测
!

正常培养
10@

后#将
)

孔板中培养的神经元#各组随机取
)

孔#使用
d=+A=<,

EI"A

法检测神经元
;9\T-

的表达水平+各组细胞

培养板中加入裂解液#细胞刮刮下细胞#裂解产物用

3X:

试剂盒进行蛋白定量+加入
7^

十二烷基硫酸

钠$

565

&上样缓冲液#沸水中煮
/

%

$%8#,

后自然冷

却#然后行
565.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

565.\:RV

&#

并将蛋白转至聚偏二氟乙烯$

\[6L

&膜+

\[6L

膜在

含
1W

胎牛血清封闭液中室温封闭
$@

后#浸于稀释

的一抗$抗
;9\T-

抗体#

$j$%%%

%抗
&

.>?A#,

抗体#

$j7%%

&中
0 ]

孵育过夜+第
1

天#

;35;

液洗涤

78#,̂ '

次后#浸于稀释的相应生物二抗$

$j7%%%

&

室温孵育
1@

#

;35;

液洗涤
78#, '̂

次后行增强化

学发光法$

VX_

&显色#在凝胶成像系统中成像#并用

P8>

G

=_>E'&%

软件进行灰度分析+

@&A&N

!

实时定量
\X9

$

9;.\X9

&检测
!

参照文献

'

$7

(方法#将
)

孔板中培养的神经元#各组随机取
)

孔#采用
9;.\X9

法进行测定
;9\T-

的
89M:

表

达水平#

\X9

引物由上海英骏生物技术有限公司合

成+弃去培养液后#各孔中加入
;<#K"I

反复吹打#以

保证细胞充分裂解+之后#提取总
9M:

#逆转录合成

?6M:

#取产物
7

'

_

参照
;>O><>

公司试剂盒说明书

进行
9;.\X9

操作+

;9\T-

上游引物!

7k.RX:

::; R:X ;XX :X; X;X.'k

%下游引物!

7k.R:;

;X;X;X;X:X;XXX:R.'k

#扩增片段长度
011

E

D

'

$)

(

+

P_.$

&

上游引物!

7k.R;R RRR :;R :;R

:XR :XX.'k

%下游引物!

7k.;:X R:XX:R :RR

X:;:X:RR.'k

#扩增片段长度
10$E

D

'

$7

(

+

;ML.

(

上游引物!

7k.::X;RRX:R:RR:RRXR.'k

%下

游引物!

7k.X:R::R:RXR;RR;RRX.'k

#扩增

片段长度为
$$7E

D

'

$7

(

+

&

.>?A#,

上游引物!

7k.R:X

R:; :;X RX; RXR X;R.'k

%下游引物!

7k.R;:

XR:XX:R:RRX:;:X:RR.'k

#扩增片段长度

'0/E

D

'

$-

(

+采用
5S39R<==,

荧光定量试剂盒进行

\X9

反应#反应体系为
$%

'

_

+反应扩增条件为!

(7

]

预变性
$%+

%

(7]

变性
/+

#

)7]

退火#

)7]

延伸
'%

+

#

0%

个循环+参照文献'

$/

(的方法#获得
;9\T-

,

P_.$

&

,

;ML.

(

与
&

.>?A#,89M:

的
X;

值#以实验组

目的基因相对于对照组的表达量即
1

U

**

XA

'

U

**

X

;

g

U

$

*

X

;

实验组 U

*

X

;

对照组&%

*

X

;

gX

;

目的基因 UX

;

&

.>?A#,

(反

映其表达水平+

@&A&O

!

V_P5:

法测定神经元
P_.$

&

和
;ML.

(

释放

水平
!

正常培养
10@

后#将
()

孔板中培养的神经元#

各组随机取
)

孔#收集神经元培养上清液#采用

V_P5:

法测定
P_.$

&

和
;ML.

(

释放水平+根据厂家

说明书#在新的
()

孔板中分别加入各组神经元培养

上清或不同浓度标准品+先后加入生物素化抗体工

作液,酶结合工作液及显色剂+加入终止液之后轻轻

震荡#即可测量
ID

07%,8

+根据标准品的
ID

分别绘

制标准曲线后#计算各个样本上清液中
P_.$

&

及

;ML.

(

的蛋白水平+

@&B

!

统计学处理
!

应用
5\55$)&%

统计软件进行数

据分析#计量资料以
Jh@

表示#组间比较采用单因素

方差分析#以
'

$

%&%7

为差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

各组大鼠海马神经元
;9\T-89M:

和蛋白表

达水平比较
!

与对照组比较#

4R6

组海马神经元

;9\T-89M:

及蛋白表达水平明显升高 $

'

$

%&%7

&+与
4R6

组比较#

5=N

组海马神经元
;9\T-

89M:

及蛋白表达水平明显降低$

'

$

%&%7

&+与
5=N

组比较#联合组海马神经元
;9\T-89M:

及蛋白表

达水平较高$

'

$

%&%7

&#见表
$

,图
$

+

表
$

!!

各组海马神经元
;9\T-89M:

和蛋白表达

!!!

水平比较%

Jh@

&

+g)

'

组别
;9\T-89M: ;9\T-

蛋白$

'

G

"

8_

&

对照组
$%%&%h1%&- $%%&%h$)&7

5=N

组
()&%h1'&0 $%)&$h11&-

4R6

组
1$)&$h71&)

>

$)1&)h'0&%

>

5=Ne4R6

组
$1(&'h1(&%

E

$$$&$h$/&7

E

联合组
$(0&(h''&7

?

$7%&7h1-&/

?

!!

>

!

'

$

%&%7

#与对照组比较%

E

!

'

$

%&%7

#与
4R6

组比较%

?

!

'

$

%&%7

#与
5=Ne4R6

组比较

!!

$

!对照组%

1

!

5=N

组%

'

!

4R6

组%

0

!

5=Ne4R6

组%

7

!联合组+

图
$

!!

各组大鼠海马神经元
;9\T-

蛋白表达水平

A&A

!

各组大鼠海马神经元存活及凋亡率比较
!

与对

照组比较#

4R6

组海马神经元存活率明显降低#而凋亡

率明显增高#差异均有统计学意义$

'

$

%&%7

&+与
4R6

组比较#

5=N

组海马神经元存活率较高#而凋亡率明显

降低#差异均有统计学意义$

'

$

%&%7

&+与
5=N

组比较#

联合组海马神经元存活率明显降低#而凋亡率明显增

(7/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期



加#差异均有统计学意义$

'

$

%&%7

&#见表
1

,图
1

+

A&B

!

各组大鼠海马神经元
P_.$

&

,

;ML.

(

89M:

及

上清蛋白表达水平的比较
!

与对照组比较#

4R6

组

海马神经元
P_.$

&

,

;ML.

(

89M:

及上清蛋白表达水

平均增高$

'

$

%&%7

&+与
4R6

组比较#

5=N

组海马神

经元
P_.$

&

,

;ML.

(

89M:

及上清蛋白表达水平均明

显降低$

'

$

%&%7

&+与
5=N

组比较#联合组海马神经

元
P_.$

&

,

;ML.

(

89M:

及上清蛋白表达水平均较高

$

'

$

%&%7

&#见表
'

+

表
1

!!

各组大鼠海马神经元存活及凋亡率比较%

Jh@

&

W

'

组别 神经元相对存活率$

+g$%

& 神经元凋亡率$

+g)

&

对照组
$%%&%h$0&7 $$&)h$&(

5=N

组
(/&1h$0&0 $1&%h1&-

4R6

组
01&-h)&-

>

)1&7h$%&(

>

5=Ne4R6

组
/-&0h$$&$

E

17&0h)&1

E

联合组
71&(h)&7

?

77&1h(&0

?

!!

>

!

'

$

%&%7

#与对照组比较%

E

!

'

$

%&%7

#与
4R6

组比较%

?

!

'

$

%&%7

#与
5=Ne4R6

组比较

!!

:

!对照组%

3

!

5=N

组%

X

!

4R6

组%

6

!

5=Ne4R6

组%

V

!联合组+

图
1

!!

各组海马神经元
;aMV_

阳性凋亡细胞显示%白色箭头所指&

0̂%%

'

表
'

!!

各组大鼠海马神经元
P_.$

&

(

;ML.

(

89M:

及上清蛋白表达水平的比较%

Jh@

&

+g)

'

组别
89M:

P_.$

&

;ML.

(

上清蛋白表达$

'

G

"

8_

&

P_.$

&

;ML.

(

对照组
$%%&%h11&( $%%&%h10&0 -%&1h$)&( /1&0h$7&0

5=N

组
$%(&)h1/&$ ()&-h11&7 -1&7h$(&7 //&1h1'&$

4R6

组
1$0&7h77&)

>

$-(&1h''&)

>

$-1&'h''&/

>

$)1&0h'7&0

>

5=Ne4R6

组
$01&'h17&/

E

$$'&7h1$&/

E

$%%&/h17&)

E

(-&1h$)&-

E

联合组
$-(&7h1%&(

?

$77&/h17&/

?

$01&/h'/&0

?

$0(&'h10&0

?

!!

>

!

'

$

%&%7

#与对照组比较%

E

!

'

$

%&%7

#与
4R6

组比较%

?

!

'

$

%&%7

#与
5=Ne4R6

组比较

B

!

讨
!!

论

!!

本实验研究结果表明#

5=N

预处理可缓解
4R6

后海马神经元
;9\T-

过度表达#并减轻凋亡和炎症

因子释放+而
;9\T-

特异性激动剂缓激肽可逆转

5=N

预处理的抗炎及抗凋亡作用#说明
5=N

预处理的

保护作用可能与抑制
4R6

后海马神经元
;9\T-

的

过度表达相关+

5=N

预是临床上常用的吸入麻醉药#具有起效快,

苏醒 快 等 优 点#且 其 脑 保 护 也 得 到 了 广 泛 关

注'

$.1

#

$(.1%

(

+大鼠中
5=N

的最低肺泡有效浓度$

T:X

&

为
1W

'

1$

(

#

$T:X5=N

预处理
$@

已在体外脑和心肌

P9P

模型中应用'

1%.1$

(

+而海马组织对于缺血缺氧最为

敏感+因此#本研究于
4R6

模型建立前
10@

#使用

1W5=N

处理海马神经元
$@

#作为
5=N

预处理的实验

方法+

;9\T-

是一种广泛表达于中枢神经系统的离子

通道蛋白#在海马神经元有十分重要的功能调节作

用'

-

(

+在缺血缺氧状态下#氧自由基可通过激活或上

调海马神经元
;9\T-

介导过度的神经元
X>

1e内流#

进而导致细胞毒性和细胞凋亡'

-

#

11

(

+本研究结果表

明#

4R6

模型后海马神经元
;9\T-89M:

和蛋白

表达水平明显升高#且细胞凋亡明显增多#细胞存活

率明显降低+而
5=N

预处理不仅可缓解
4R6

后的神

经元凋亡#亦可下调
;9\T-89M:

和蛋白表达水

平+说明
4R6

后
5=N

预处理的神经元保护作用#可

能与其下调
;9\T-

的效果相关+而进一步实验证

实#

;9\T-

的特异性激动剂缓激肽可逆转
5=N

预处

理的抗凋亡和神经元保护作用#说明
5=N

预处理可通

过减少
4R6

后海马神经元
;9\T-

的过度表达#发

挥抗凋亡和神经元保护作用+

抗炎作用亦是
5=N

预处理脑保护作用的重要机

制'

1

(

+本研究结果表明#

4R6

可诱发海马神经元
P_.

$

&

和
;ML.

(

等促炎因子
89M:

和上清蛋白表达水

平明显升高#而
5=N

预处理可缓解
4R6

诱发的
P_.$

&

和
;ML.

(

释放+而
;9\T-

的特异性激动剂缓激肽

可逆转
5=N

的这种抗炎作用#说明
5=N

预处理可通过

减少
4R6

后海马神经元
;9\T-

的过度表达发挥其

抗炎作用+

综上所述#

5=N

预处理可通过缓解神经元
;9.

\T-

过度表达#减轻
4R6

后海马神经元凋亡和炎症

反应+
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