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Aim：To evaluate the effects of administration of hyperbaric oxygenation(HBO)when initiated at different time after acute tran— 

sient ischemia．Apoptosis in the ischemic penumbra was further investigated to search for the possible mechanism．Methods：The 

male SD rats were randomly assigned to the following groups：control，I-IBO therapy initiated 3 h after ischemia，HBO therapy initi— 

ated 6 h after ischemia．HBO therapy initiated 12 h after ischemia．A1l animals were subieated to 90 rain intraluminal middle cerebral 

artery occlusion(MCAO)with the regional cerebral blood flow monitored in vivo by laser Doppler flowmetry．HBO treatment was 

performed in a pressure chamber with 100％ 02．3 atm for 1 h．Neurological deficits and infarct volumes were assessed at 24 hours 

after ischemia．The immunohistochemical changes of apoptosis in the penumbra were evaluated by detecting the expression of cleaved 

Caspase一3，cleaved Caspase一9，Bcl一2，Bax and TUNEL staining．Results：HBO therapy initiated at 3 and 6 hours after ischemia sig— 

nificantly improved the neumlogical function and reduced infarct volume．Meanwhile．it increased the expression of Bcl一2 protein and 

decreased the expression of activated Caspase一3，activated Caspase一9 and TUNEL-positive cells．However，HBO therapy administra- 

ted 12 hours after ischemia aggravated the neurological deficits and enlarged infarct volume，while it showed no sign ificant reduction of 

apoptotic change compared with contro1．Conclusion：There is a therapeutic window for the use of HBO in acute transient cerebralis— 

chemia in rats．HBO-treatment is highly effective in reducing infarct volume when initiated up to 6h after the onset of ischemia．Inhi— 

bition of apoptotic cell death in the penumbra appears to be the underlying protective effect of ea therapy． 
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丙泊酚拮抗戊四氮对大鼠海马 CA1区动作电位和突触传递的影响 
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摘要 目的 ：观察戊四氮对大鼠海 马 CA1区动 作电位 (action potential，AP)和 兴奋性 突触后 电流(excitatory postsynaptic current， 

EPSC)的影响和 丙泊酚的拮抗作用。方法：断头法分 离 Wistar大鼠海马半脑 ，切片机切 出400pm厚 度的海马脑片 ，全 细胞 电流钳 

记录 CA1区锥体神 经元动作 电位发放情况 ，全细胞电压钳记 录 电刺激 Sehaeffer侧 支／联合 纤维诱发 的 CA1区锥体神 经元 EPSC 

的变化 。结果 ：戊四氮使动作 电位发放频率增加 ，EPSC值降低 ；丙泊酚拮抗 戊四 氮的作 用，使 动作 电位发 放减 少甚 至消失 ，EPSC 

值上升 至加入 丙泊酚前的 2倍左右。结论 ：丙泊酚拮抗戊四氯对动作电位和 EPSC的作 用，所以临床上可 用于抗癫痫治疗。 
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戊 四氮 (Pentylenetetrazole，PTZ)是 实 验 中常用 的诱 发 

癫痫的药物。很多实验证实，戊四氮会使脑 电波变尖变锐， 

出现棘波、棘慢综合波等癫疯的特异性波⋯ ；而且它也会使 

神经系统动作电位发放频率增快，群峰电位增多l2]。丙泊酚 

是临床常用的静脉麻醉药，因其很强的镇静、催眠、解痉作用 

而常常用作抗癫 痫治疗。本实验应用全 细胞膜片钳技 术 ，在 

大鼠海马 CA1区锥体神经元记录动作电位和兴奋性突触后 

电流(EPSC)，分析 PTZ对动作电位和突触传递的影响以及 

丙泊酚的拮抗作用。 

1 材料与方法 

1．1 主要 溶液 和试 剂 

实验液体配方 (mmol／L)：人工脑脊液 (NaC1 118，KC1 

4．75，KH2P()4 1．19，NaHCO3 25，MgSO4 1．19，D-glucose 11， 

CaC12·2H2O 2．94，pH=7．4)；电极 内 液 (K—gluconate 170， 

HEPES 10，NaC1 10，MgC12 2，EGTA 0．2，Mg—ATP 3．5，Na- 

GTP 1．0，pH=7．2)o 

丙泊酚(10 mg／m1)购自Zelle(~t公司，10％脂肪乳剂购自乐 

山裕恒药业公司，其余所用药品及试剂均购自Sign】a公司。 

1．2 脑片 制备 

将 30只 13～19 d雄性 wistar大鼠(体重 40～60 g，成都 

军区昆明总医院动物中心提供)快速断头，利用手术器械去 

除头盖骨，分离全脑，用刀片切取出海马半脑。然后，迅速将 

海马半脑粘于切片机载物台上，置入装有 0℃～4℃人工冰水 

脑脊液(以95％02／5％c()2饱和)的切片槽 中。利用振动式 

切片机 (Vibroslice，England)切 出 400pm 厚 度 的 海 马脑 片。 

随后将脑片转至 37℃孵育槽孵育 1 h，后室温继续孵育 1 h。 

孵育槽中仍为以95％02／5％CO2饱和的人工脑脊液。 

1．3 实验方法 

所有实验均在 室温 18℃ ～22℃进 行。脑 片移至 记录槽 

中，通过出入水管道以 95％02／5％CO2饱和的人工脑脊液持 

续灌注，流速为 2 ml／min，循环液容积为 50 ml。利用拉制仪 
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(Puller-87，USA)将硅硼玻璃管(USA)拉制成实验用记录电 

极 ，电极 电 阻 为 3．5～5 ME1。全 细 胞 记 录 采 用 Axopatch 

200B(usA)膜片钳放大器，电刺激脉冲的给出及电信号的采 

集均通过计算机程序 Clampx8．0及 digidata1320A接 口来完 

成。采样频率为 10kHz，低通 Bessel滤波频率为 2 kHz。 

1．4 电流钳模式记录动作 电位 

在 CA1区神经元胞体记录 自发 的(0nA刺激 )和 0．1 nA 

刺激下的动作电位发放情况，各记录 10 sweeps，膜钳制电流 

为 0 nA。20张脑片(”：20)分为两组：戊四氮+脂肪乳剂组 

(PTZ+intralipid group，”：10)，戊 四氮 +丙 泊 酚组 (PTZ+ 

propofol group，”：10)。两 组 细胞 稳定 5～ 10 min后 ，记 录 

AP的产生 ；加入 10 mmol／L戊四氮 ，每 隔 10 min记 录 AP一 

次 ，共记 录 30 min；再分别加入 90／．1脂肪乳 剂或丙泊酚(相 当 

于 100／~mol／L)，继续记 录 AP 30 min。 

1．5 电压钳模式记 录 EPSC 

应用刺激隔离器(PSIU6，usA)连接双极刺激电极刺激 

Schaeffer侧支 合纤维(刺激冲动为 0．1 ms)，CA1区锥体 

神经元 记录 EPSC。刺激强度 以达最大 EPSC的 50％左右为 

宜 ，膜钳制电压为一70 mV。16张脑 片 (”=16)分为 两组 ：戊 

四氮 +脂肪 乳剂组 (PTZ+Intralipid group，”：8)，戊 四氮 + 

丙泊酚组 (PTZ+Propofol group， ：8)。两组给予单刺激 

(刺激间隔为 20 s)，cA1区神经元记录基础 EPSC 10 min，加 

入 10 mmol／L戊四氮 ，继续记 录 EPSC 30 min；然后再 分别加 

入 90／．1脂肪乳 剂 或丙泊 酚 (相 当 于 100／~mol／L)，继 续记 录 

Chin J Appl phys~l 2006；22(1) 

EPSC 40 min。 

1．6 数 据处 理及统计分析 

实验数据 用 均 数 ±标 准 差 (互 ± )表 示 ，采 用 Clamfit 

8．0、Origin 5．0软件 进行 数据 分 析 ，EPSC幅值 做 标准 化 处 

理 。组 内及组间 比较采用 ANOVA单因素方差分析 。 

2 结果 

2．1 丙泊酚拮抗戊 四氮对 大鼠海马 CA1区 AP发 放频率 的 

影响 

在 膜钳制电流为 0 nA、0．1 nA条 件下 ，戊 四氮 +脂肪乳 

剂组加入 10 mmol／L戊四氮后，AP发放频率明显增加，脂肪 

乳 剂对 AP的发放无影响 ；戊 四氮 +丙 泊酚组加入戊 四氮后 ， 

AP发放频率也明显增加 ，再加入 100／~mol／L丙泊酚后，随 

着 时间的延 长 ，AP发放逐渐减少甚至消失 (表 1)。 

2．2 丙泊酚拮抗戊 四氮对大鼠海马 CA1区 EPSC的抑制作用 

在膜钳制电压为一70 mV条件下，戊四氮 +脂肪乳剂组 

EPSC的基线值 为 0．997±0．025，加入 10 mmol／L戊 四氮后 

为 0．351±0．014；再加入脂肪乳 剂后为 0．360±0．021，与基 

线值 比较差 异有 显著性(P<0．05)，与加入 戊 四氮 后 比较 差 

异没有显著性(P>0．05)。戊四氮 +丙泊酚组 EPSC的基线 

值为 1．003±0．033，加 入戊 四氮后 为 0．345±0．019：再加 入 

100／~mol／L丙泊酚 20～25 min后为 0．717±0．018，与基 线 

值和加入戊四氮后比较差异都有显著性(P<0．05，图 1)。 

Tab．1 Number of action potenti~firing in the two groups(j±s， =10) 

P < 0．05 baseline； P < 0．05 佻 PTZ 10 min： △P< 0
． 05 s P1Z +Intralipid 

Time(rain) 

Fig．1 Effect of PTZ or propofol on EPSCs in hippocampal 

CA1 neurons 

3 讨论 

脑内兴奋性／抑制性神经信息传导失衡是癫痫发作的基 

础。目前已公认，癫痫发作时癫痫灶内谷氨酸有效含量增 

加 ，7一氨基丁酸(GABA)含量下降，同时存在 GABA能神经 

元的丢失。戊 四氮在实验中常被用来诱发癫痫 ，它类似于 

GABAA受体非竞争性拮抗剂，能够显著抑制 氨基丁酸能 

神经元活动 ，从而使神经系统兴奋性过度增强，出现癫痫症 

状 _3．4 J。丙泊酚主要易 化或直 接激 活 GABAA受体 ，增强 7一 

氨基丁酸能抑制性突触传递而抑制兴奋性突触传递_5j，从而 

可以使癫痫症状减弱或消失。 

本实验采用 全细胞膜 片 钳技 术 ，在大 鼠海 马 CA1区锥 

体神经元记录动作电位和 EPSC，从而在细胞水平上反映了 

戊四氮对动作电位发放和突触传递的影响；同时将丙泊酚作 

用于戊四氮孵育的脑片 ，观察它是否具有拮抗戊四氮的作 

用。 (下转第53页) 

u∽ ∞z1 昌鲁z 
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ABSTRACT 

Aim：To investigate the effect of diazoxide preconditioning and the role of ERK and JNK in cellular signaling during diazoxide 

preconditioning protection in isolated spontaneous hypertension rat(SHR)hearts．Methods：Hearts were isolated from male SHR rats。 

and perfused on a Langendorff apparatus．Five groups were cosidered( =6)．Con：after 40 min peHusion the hearts were submitted 

to 25 min ischernia followed by 30 min reperfusion．IP：the hearts were preconditioned with 2 periods of 5 min ischemia and 10 min 

reperfusion prior to 25 min ischemia．DP：the hearts were preconditioned with 2 period s of 10 min K—H solution with 50／1mol·L di— 

azoxide and 5 min K—H solution reperfusion prior to 25 min ischemia．5一HD：perfuse with 100／~mol·L 5一HD(a specia1 mitochondri— 

a1 ATP sensitive potassium channe1 blocker)for 10 min followed by 30 min K—H solution peffusion before 25 min ischemia．5一HD + 

DP：100~tmol‘L 。5一HD was given for 10min before diazoxide preconditioning．Results：During reperfusion．comparing with Co n 

group，the recoveries of 1eft ventricle developed pressure(LVDP)，+dP／，dtmax，一dP／，dt眦x and 1eft ventricle end diastolic pressure 

(LVEDP)were improved in IP and DP groups(P<0．01邯 Con)．At the end of reperfusion，compared with Co n group，the expres— 

sion of ERK in myocardium were higher in IP and DP groups(P<0．01 w Co n)，there was no significance between 5一HD and Co n 

group，but 5一HD eouldn’t inhibit the expression of ERK induced by diazoxide preconditioning．The expression of JNK in IP and DP 

groups were decreased(P<0．05 w Co n)，this effect could been inhibited by 5一HD．Conclusion：These results indicated that diazoxide 

preconditioning could mimic ischemic preconditioning．the activation of ERK expression and the declining of JNK expression involved 

in diazoxide preconditioning in isolated SHR hearts． 

KEY WARDS： spontaneous hypertension ERK； JNK； diazoxide； ischemia／reperfusion； heart 

(上接第 6页) 

因为丙泊酚溶于 10％脂肪乳剂 中，为排除脂肪 

乳剂的影响，我们 也用 同等容积脂肪乳剂作用 于戊 

四氮孵育过的脑片 ，结果发现 ：戊四氮 +脂肪乳剂组 

和戊四氮 +丙泊酚组在加入戊 四氮后 ，动作 电位发 

放频率显著增加 ，EPSC值 明显下降；脂肪乳剂不影 

响戊 四氮的效果 ，而丙泊酚会 使动作 电位发放频率 

降低甚至消失 ，EPSC值显 著上 升至加入丙 泊酚前 

的 2倍左右。 

虽然丙泊酚 已用于癫痫持续状态 的治疗 ，但仍 

有很多报道认为丙泊酚能增强化学惊厥剂如卡英酸 

(Kainic acid)、使君子氨 酸(Quisqualic acid)和士 的 

宁(Strychnine)等的致惊厥作用 ，而且在某些患者丙 

泊酚可增加皮层脑 电图 中棘 波的出现频率 ，部分患 

者在推注丙泊酚 20～30s后 ，可 出现新的癫痫样皮 

层灶 ，所 以有关丙泊酚在癫痫病人 中的使用还有争 

议。 

综上所述 ，我们认为：丙泊酚可以部分恢复大鼠 

海马 CA1区戊 四氮诱发 的动作 电位发放 和 EPSC 

的改变 ，从而产生抗癫痫作用。 
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