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脂肪乳剂减轻布比卡因抑制原代培养海马神经元
活力

王芳 李军 刘春宏 聂淏 陈学新

  【摘要】 目的 研究脂肪乳剂对布比卡因致原代培养海马神经元神经毒性的影响。方法 选

择原代培养第8天的海马神经元,采用四甲基偶氮唑蓝(MTT)法计算布比卡因对海马神经元的半

抑制浓度(IC50),用接近IC50的3个浓度分别作用12h、24h和36h,MTT法检测神经元活力,观

察布比卡因对海马神经元的神经毒性作用,得出最佳布比卡因浓度和作用时间进行后续实验。将

原代海马神经元细胞分为四组(n=3):空白对照组(C组)不做任何处理;布比卡因组(B组)加入布

比卡因;脂肪乳剂组(L组)加入1% 脂肪乳剂;布比卡因+脂肪乳剂组(BL组)加入布比卡因和1%
脂肪乳剂。各组均处理一定时间后光学显微镜观察海马神经元生长状态,检测各组神经元活力,免

疫荧光染色法检测裂解半胱天冬酶-3(cleavedcaspase-3)的表达并统计cleavedcaspase-3阳性神经元

占神经元总数的比例。结果 布比卡因的IC50为0.03362%,摩尔浓度为980.4μM。选择布比卡

因浓度为1mmol/L和作用时间为24h进行后续实验。与C组比较,B组海马神经元细胞活力明显

减弱(P<0.01)。与B组比较,L组和BL组海马神经元细胞活力明显增强(P<0.01)。与C组比

较,B组和BL组cleavedcaspase-3阳性率明显升高(P<0.01),与B组比较,BL组神经元cleaved
caspase-3阳性率明显降低(P<0.01),C组和L组cleavedcaspase-3阳性率差异无统计学意义。结

论 布比卡因诱发海马神经元神经毒性呈浓度剂量和时间依赖性,脂肪乳剂减轻布比卡因的神经

毒性可能与增加海马神经元的细胞活力有关。
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【Abstract】 Objective Tostudytheeffectoflipidemulsion on bupivacaineinduced
neurotoxicityinprimaryculturedhippocampalneurons.Methods Theeighthdayprimarycultured
hippocampalneuronswereusedtocalculatethehalfinhibitoryconcentration(IC50)ofbupivacaineby
thecytotoxicityusingmethylthiazolyltetrazolium(MTT)assay.Hippocampalneuronsweretreated
withdifferentconcentrationsclosetoIC50for12h,24hand36hdetecttheneuronalvitalityusing
MTTtoobservetheneurotoxicityofbupivacaineonhippocampalneurons,thentheoptimalconcen-
trationandtreatedtimeofbupivacainewereobtainedandusedtothesubsequentexperiments.The
primaryculturedhippocampalneuronsweredividedintocontrolgroup(groupC),bupivacainegroup
(groupB),lipidemulsiongroup(groupL),bupivacaine+lipidemulsiongroup(groupBL).GroupC
withoutanytreatment,groupBwastreatedwithbupivacaine,groupLwastreatedwith1%lipide-
mulsion,groupBLwastreatedwithbupivacaineand1%lipidemulsion.Aftertreatmentforacertain
periodoftime,thegrowthstateofhippocampalneuronswasobservedunderlightmicroscopy,the
neuronalvitalitywasdetectedbyMTTandtheexpressionofcleavedcaspase-3wasdetectedusingim-
munofluorescencestainingandthentherateofcleavedcaspase-3positiveneuronsinthetotalnumber
ofneuronswasquantified.Results BupivacainehadanIC50of0.03362%andamolarconcentration
of980.4μM.Thesubsequentexperimentswereperformedwithabupivacaineconcentrationof1
mmol/Landadurationof24h.ComparedwithgroupC,theviabilityofhippocampalneuronsin
groupBwassignificantlyweaker(P<0.01).ComparedwithgroupB,theviabilityofhippocampal
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neuronsingroupLandgroupBLwassignificantlyincreased(P<0.01).ComparedwithgroupC,
thepositiverateofcleavedcaspase-3ingroupBandBLwassignificantlyhigher(P<0.01).Com-
paredwithgroupB,thepositiverateofcleavedcaspase-3ingroupBLwassignificantlylower(P<
0.01).Therewasnosignificantdifferenceinthepositiverateofcleavedcaspase-3betweengroupL
andgroup C.Conclusion Bupivacaineinduced neurotoxicityin hippocampalneuronsin a
concentration-andtime-dependentmanner.Thelipidemulsioncanreducetheneurotoxicityofbupiva-
caine,whichmayberelatedtotheincreaseofcellviabilityofhippocampalneurons.

【Keywords】  Lipidemulsion;Bupivacaine;Neuronalviability;Apoptosis

  布比卡因(bupivacaine)是临床麻醉与镇痛治疗

中常用的酰胺类长效局麻药之一,如若误入血管或

用药剂量过大则可引起惊厥、心脏骤停等严重的局

麻药中毒症状[1]。局麻药中枢神经系统毒性惊厥的

发生、发 展 与 大 脑 海 马 密 切 相 关[2-3],脂 肪 乳 剂

(lipidemulsion)救治布比卡因所致的中枢神经系

统毒性效果确切[4-5],但机制仍不清楚。原代海马

神经元可以较好的反映机体神经系统的情况,然而

布比卡因对原代海马神经元的细胞活性是否有影

响,脂肪乳剂是否通过增加海马神经元的细胞活性

来救治布比卡因中毒现不清楚。本实验主要研究

脂肪乳剂对布比卡因致原代大鼠海马神经元神经

毒性的影响。

材料与方法

实验动物与处理 新生24h内的SD大鼠乳鼠

酒精浸泡消毒后,分离消化海马细胞,用DMEM/

F12+10%FBS重悬后计数,分别接种于96孔板

和多聚赖氨酸包被的24孔板细胞爬片中,培养4h
后,接种液清洗1次,更换为 Neurobasal-A+2%
B27无血清培养基,第2天半量换液,48h后更换

含阿糖胞苷培养液(神经元完全培养基加终浓度

2.5μg/ml阿糖胞苷),此后每隔2~3d换培养液,
每次半量换液,培养第8天备用。

布比卡因IC50测定 原代培养的SD大鼠海马

神经元,加不同浓度(布比卡因原液浓度为0.75%,
最高加药浓度为0.25%,3倍稀释,共设9个浓度)
的布比卡因作用24h后测定神经元活力,计算布

比卡因的IC50。再选择与布比卡因的IC50接近的3
个浓度,分别作用12h、24h和36h,检测海马神

经元活力,选用最佳布比卡因浓度与作用时间继续

后续实验。

MTT法神经元活力检测 将细胞种于96孔

板的海马神经元分组处理后,每孔加25μlMTT
(四甲基偶氮唑蓝),使其终浓度为1mg/ml,混匀,
继续37℃培养4h,每孔加100μl溶解液(25%
SDS+50% DMF),37℃孵育过夜;于酶标仪在

570nm 波长处读取各孔的吸光度值,实验重复

3次。
实验分组与处理 将海马神经元分为空白对

照组(C组),布比卡因组(B组),脂肪乳剂组(L
组),脂肪乳剂处理组(BL组)。C组不做任何处

理,B组给予布比卡因,L组给予1% 脂肪乳剂,

BL组给予布比卡因和1%脂肪乳剂,各组均处理一

定时间,光学显微镜观察各组海马神经元生长状

态,并检测其细胞活性。
裂解半胱天冬酶-3阳性率检测 免疫荧光染

色法检测裂解半胱天冬酶-3(cleavedcaspase-3)的
表达,小心吸净24孔板内的培养基,加PBS轻轻

晃动清洗3次,用4%多聚甲醛室温固定20min,

PBS洗去剩余的固定液,加入0.5% TritonX-100
枸橼酸盐缓冲液室温下作用20min,PBS清洗,

5%正常山羊血清室温封闭1h后吸净,加入一抗4
℃过夜,吸出一抗,PBS清洗,荧光二抗室温孵育

2h,注意避光,PBS清洗,DAPI室温避光复染10
min,PBS清洗,各步骤间PBS清洗3次,每次5
min。取出24孔板爬片吸干多余液体,滴加抗荧光

淬封片剂封片,荧 光 显 微 镜 下 拍 照 计 数。计 算

cleavedcaspase-3阳性神经元细胞数占神经元细胞

总数的比例,即cleavedcaspase-3阳性率。
统计分析 采用SPSS21.0软件进行统计分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

布比卡因对原代海马神经元活力的抑制作用

 原代培养的SD大鼠海马神经元,加不同稀释浓

度的布比卡因作用24h后 MTT法测定神经元活

力,计算布比卡因的IC50为0.03362%,换算成摩

尔浓度为980.4μM。
选择与布比卡因的IC50接近的三个浓度800

μmol/L、1000μmol/L和1200μmol/L,分别作用

12h、24h和36h,MTT法检测神经元活力。与浓
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度为800μmol/L比较,不同作用时间浓度为1000
和1200μmol/L神经元活力明显减弱(P<0.05);
与浓度为1000μmol/L比较,不同作用时间浓度为

1200μmol/L神经元活力明显减弱(P<0.05);与

作用时间12h比较,不同浓度作用时间24和36h
神经元活力明显减弱(P<0.05);与24h比较,不

同浓度作用时间36h神经元活力明显减弱(P<
0.05)。当 布 比 卡 因 浓 度 为1000μmol/L 即 1
mmol/L,作用24h时神经元活力约减弱50%(图

1),本实验选择此浓度和作用时间进行后续实验。

  注:与800μmol/L比较,aP<0.05;与1000μmol/L比

较,bP<0.05;与12h比较,cP<0.05;与24h比较,dP

<0.05

图1 不同浓度和作用时间布比卡因对原代海马神经元

活力影响的比较(􀭵x±s)

海马神经元生长情况 C组与L组海马神经元

胞体丰满,立体感强,突起粗且长且相互交织成密

集的网络,B组海马神经元胞体皱缩,突起细短,
甚至无突起,神经元间联系明显减少,无密集网络

形成,BL组海马神经元数量胞体较丰满,突起存

在,可与周围神经元突起交互形成网络(图2)。

图2 四组海马神经元的生长状态的光镜图(×200)

海马神经元的细胞活力检测 与C组比较,B

组海马神经元细胞活力明显减弱(P<0.01)。与B
组比较,L组和BL组海马神经元细胞活力明显增

强(P<0.01)(图3)。

  注:与C组比较,aP<0.01;与B组比较,bP<0.01

图3 四组海马神经元细胞活力的比较

海马神经元cleavedcaspase-3阳性率检测 与

C组比较,B组和BL组cleavedcaspase-3阳性率

明显升高(P<0.01)。与B组比较,BL组神经元

cleavedcaspase-3阳性率明显降低(P<0.01)。C
组和L组cleavedcaspase-3阳性率差异无统计学意

义(表1)。

表1 四组海马神经元cleaved-caspase3阳性率的比较

(􀭵x±s)

组别 例数 cleaved-caspase3阳性率(%)

C组 3 10.08±1.52

B组 3 48.52±3.72a

L组 3 11.56±2.47b

BL组 3 23.15±1.44ab

  注:与C组比较,aP<0.01;与B组比较,bP<0.01

讨  论

脂肪乳剂用于救治布比卡因局麻药中毒已被

人们普遍接受[6-7],以往研究多注重于布比卡因所

致的心脏毒性[8-11],对其中枢神经系统毒性机制的

研究较少,而中枢神经系统毒性较其心脏毒性发生

更早[1],因此对于脂肪乳救治布比卡因所致中枢神

经系统毒性的研究尤为重要。
原代培养的神经元目前广泛应用于神经系统

疾病的研究,本实验采用原代海马神经元作为实验

对象来研究脂肪乳剂救治布比卡因所致中枢神经

系统毒性的作用,排除了机体自身代谢及调节等因

素的干扰,从而更加直观的验证脂肪乳剂对布比卡

因致中枢神经毒性时对海马神经元的保护作用。
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已有研究表明,布比卡因能够诱导神经细胞凋

亡[12-13],所有局麻药的神经毒性都呈浓度剂量和时

间依赖性[14]。本实验结果显示布比卡因可以抑制

原代 海 马 神 经 元 的 细 胞 活 力,其IC50 为 980.4
μmol/L,根据IC50选择不同布比卡因浓度和作用

时间处理原代海马神经元,检测神经元活力,从实

验结果可以看出布比卡因作用相同时间,其浓度越

高,海马神经元活力越弱;布比卡因浓度相同时,
其作用时间越长,海马神经元活力越弱。即布比卡

因浓度越大,作用时间越长,原代海马神经元细胞

活力越弱,布比卡因毒性越大。其中1000μmol/L
即1mmol/L布比卡因作用24h可以抑制50%海

马神经元细胞的活性,因此,结合以往脂肪乳剂救

治布比卡因毒性的研究[10-11],选择1mmol/L布比

卡因和1%脂肪乳剂作用24h来研究脂肪乳剂对布

比卡因致海马神经元神经毒性的影响。
光学显微镜下可以观察到布比卡因抑制海马

神经元突起的生长,海马神经元间无密集网络形

成,这也显示局麻药可以抑制突触轴突生长[15],减

少海马神经元间的联系,而布比卡因加脂肪乳剂作

用的海马神经元的突起明显增多,可与周围海马神

经元突起相互交织成网,海马神经元间联系增多,
显示脂肪乳剂可以减轻布比卡因的神经毒性作用,
促进细胞生长,增加海马神经元间的联系。神经元

活力检测结果显示布比卡因明显抑制海马神经元

的细胞活力,而给予脂肪乳剂则可以明显增强其神

经元活力,此结果与光学显微镜观察结果一致。细

胞凋亡是细胞的一种基本生物学现象,在维持体内

细胞数量动态平衡中起重要作用,而细胞凋亡过程

的紊乱可能与许多疾病的发生有直接或间接的关

系。Cleavedcaspase-3是一种细胞凋亡标记物[16],
本实验用cleavedcaspase-3标记呈阳性者代表凋亡

神经元,本实验中cleavedcaspase-3阳性率的比较

结果显示,布比卡因使原代海马神经元凋亡增加,
而脂肪乳剂则可以减少其凋亡。本实验结果显示

脂肪乳剂可以减轻布比卡因对海马神经元的毒性

作用,为临床上脂肪乳剂救治布比卡因所致的中枢

神经中毒提供依据。
综上所述,布比卡因诱发海马神经元神经毒性

呈浓度剂量和时间依赖性,脂肪乳剂可促进海马神

经元的生长,增加海马神经元细胞活力,从而减轻

其神经毒性作用。
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