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摘要 目的  观察氟哌啶醇对大鼠离体海马脑片和原代神经元的缺糖Π缺氧⁄和 Ν2甲基2 ∆2天冬氨酸 Ν2

2 ∆2⁄损伤的潜在保护作用及其机制 ∀方法  海马脑片 ⁄以无葡萄糖的人工脑脊液中通  

    ≤ 诱导 ∀通过测定 ××≤染色后形成的红色产物来分析脑片活性 ∀结果  氟哌啶醇和  Λ#

抑制

⁄损伤 抑制率分别为 1 和   而 ⁄ 多巴胺受体拮抗剂多潘立酮无此作用 ∀ ⁄也能显著降低海马脑片

及原代神经元的活性 而氟哌啶醇可抑制这一损伤作用 ∀结论  氟哌啶醇对大鼠离体海马脑片 ⁄和原代神经元

⁄损伤有保护作用 ∀
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  氟哌啶醇是经典的抗精神病药 是多巴胺 ⁄ 受

体的拮抗剂 最近几年报道≈能抑制 ⁄受体活

性 且有亚单位特异性 含 亚单位的受体表现

对该药更加敏感 ∀氟哌啶醇还能抑制大鼠皮层神经

元 ⁄诱导的天然通道的活性≈ ∀越来越多的证

据表明兴奋性毒性是缺血性脑损伤的最主要病

因≈ 
而 ⁄受体在介导急性谷氨酸兴奋性毒性

中起最关键的作用 ∀推断氟哌啶醇可能对缺血诱导

的大鼠脑组织损伤有保护作用 可作为一个先导化

合物被进一步修饰开发成治疗脑缺血的新药 ∀作者

用脑缺血体外模型 急性分离的大鼠海马脑片培

养液中暂时去除氧气和葡萄糖¬ ∏

√⁄诱导的损伤 观察氟哌啶醇是否对

大鼠海马脑片 ⁄损伤有保护作用及其机制 ∀
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 ∗  清洁级 ≥⁄孕鼠 孕期  ∗  由浙江

大学医学院实验动物中心提供 合格证号 2

 ∀

离体海马脑片制备  参照文献≈的方法 健康

⎯ ≥∏2⁄大鼠用  水合氯醛麻醉后 冰

冷的改良脑脊液≤≥ƒ  心脏灌流 随后断

头 取出大脑 立即浸入冰冷的预先通气   和

  ≤的 ≤≥ƒ放置  ∀快速分离双侧海马 

在切片机上切成  Λ厚的薄片 放入冰冷的通气

的 ≤≥ƒ中 小心地将海马脑片移入  ε 预先通气

的正常脑脊液≤≥ƒ中恢复至少  然后再用于

缺氧缺糖实验 ∀

离体脑片缺氧缺糖或 ΝΜ∆Α处理及药物的作

用  正常脑脊液≤≥ƒ中的  #葡萄糖

用  #蔗糖代替 即成无糖脑脊液 ∀为了达

到缺氧 脑脊液在脑片放入前至少通氮混合气 

 和     ∀恢复后的脑片分为正常对照
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组 孵育在通氧的 ≤≥ƒ中 ⁄组 孵育在通氮的

无糖 ≤≥ƒ 中 组 孵育在通氮的无糖

≤≥ƒ中含不同浓度的  ≅ 


 ≅ 
 

和  ≅ 
 
#

 组 孵育在通氮的无糖

≤≥ƒ中含不同浓度的  ≅ 
 和  ≅ 

 

#
 组 孵育在通氮的无糖 ≤≥ƒ

中含不同浓度的  ≅ 
 

 ≅ 
 和 

≅ 
 
#

 ∀ ⁄组 脑片孵育在通氧的 

Λ#


≤≥ƒ中 组 脑片孵育在含不同

浓度的  ≅ 
 

 ≅ 
  和  ≅ 

 

#
的通氧的 ≤≥ƒ中 ∀处理  ∀

ΤΤΧ染色  参照文献≈的方法 处理后脑片在

 ε   ××≤中避光温浴  取出脑片用生理

盐水漂洗 用滤纸吸去表面水分后称湿重 根据每克

湿重加入抽提液乙醇2二甲亚砜为 Β  

在密闭容器内避光置  摇匀后取  Λ至 孔

板 在波长   酶标仪测定各孔 Α值 ∀脑片

××≤染色下降百分率组织损伤百分率   

Α缺氧ΠΑ有氧 ≅   ∀

海马神经元原代培养  参照 ≥∏等≈海马

神经细胞原代培养方法进行并稍做改进 ∀所有步骤

均在无菌条件下进行 ∀麻醉孕鼠 剖腹取出胎鼠 断

头置于溶液 中 ∀分离海马 去除脑膜 剪碎组织成

糜状  #离心  将沉淀的组织重悬于

溶液  ∀ ε 振荡水浴箱中消化  

次#
 消化后立即加入溶液 ∂  ∀上下颠

倒数次后 转移至两个干净的离心管   #

离心  将沉淀再次重悬于溶液   ∗  中 ∀

用巴斯德管吹打 次 加入溶液 ∂  ∗   

#离心  加入适量的 ⁄∞ 培养基含

 胎牛血清 便得到海马细胞 ∀稀释至浓度  ≅


#

种于 孔培养板事先用多聚赖氨酸处

理过 每孔种 1 ∀用 2⁄∞Β全量

换液 加入阿糖胞苷终浓度  Λ#

 

半量换液 此后每三四天半量换一次液 ∀

ΝΜ∆Α处理  海马神经元体外生长  

⁄∂时 将培养基换成含  Λ#
甘氨酸的

无镁 ∞液#
 ≤  ≤ 1 ≤≤

1 ° 1 ∞°∞≥ 1 葡萄糖 1  1 加

入 ⁄ 使其终浓度为  Λ#


室温孵育 

∀作用后弃去无镁 ∞液 再用无镁 ∞液

洗 遍 换成新鲜培养基  ε 继续培养  后 从

每孔取出培养基  Λ用于⁄测定 ⁄测定参

照文献≈ ∀然后 每孔加入 ×× Λ#溶于

°≥  Λ置于  ε   ≤ 培养箱孵育  ∀弃

去培养基 加入二甲基亚砜⁄≥  Λ避光放

置  ∀待结晶体完全溶解后 取  Λ在酶标

仪上测定波长  处吸光度Α ∀氟哌啶醇在

⁄处理前  加入 与 ⁄共孵育  ∀

统计方法  数据以 ξ ? σ表示 用方差分析检

验差异的显著性 以 ≥°≥≥  • 1进行统计

学处理 ∀

结 果

1  氟哌啶醇对大鼠海马脑片缺糖缺氧后 ΤΤΧ染色

的影响

与正常对照组相比 缺糖缺氧  后脑片 ××≤

染色 Α急剧下降 ∀与仅用溶剂处理组相比 氟

哌啶醇  ≅ 
 和  ≅ 

 
#都能显著提高海

马脑片缺氧缺糖后的 ××≤ 染色表  保护率分别

是 1 和   ∀ ≅ 
 
#氟哌啶醇则没有

作用 ∀ ⁄ 受体拮抗剂氯胺酮 ≅ 
 和  ≅


 
#

也能显著减轻海马脑片缺氧缺糖损伤

表  氟哌啶醇本身 ≅ 
 

 ≅ 
 和  ≅ 

 

#
不会影响正常脑片 ××≤ 染色数据未显

示 ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ ηαλοπεριδολ ον ϖιαβιλιτψ οφ ρατ ηιπποχαµ παλσλιχεσσυβϕεχτεδ το ΟΓ∆ ινσυλτ

 ⁄
Π #

 ≅    ≅  

Π #

 ≅    ≅    ≅  

  ?     ?      ?   3   ?   3   ?     ?   3   ?   3

×∏ ∏2 ≤≥ƒ ∏∏ ∏      ≤⁄

∏ ×√ ¬   ×∏ 

≤≥ƒ ∏∏ ∏      ≤   ν   ∗   ξ ? σ   Π 1 ϖσ 
3 Π 1 ϖσ ⁄⁄¬ ∏√
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2  多巴胺对正常海马脑片 ΤΤΧ染色的影响

多巴胺 ≅ 
 

 ≅ 
 和  ≅ 

 
#

不

影响孵育在通    和   ≤ ≤≥ƒ中的正常海

马脑片 ××≤染色表  ∀

3  多潘立酮对大鼠海马脑片缺糖缺氧后 ΤΤΧ染色

的影响

与氟哌啶醇不同 ⁄ 多巴胺受体特异拮抗剂

多潘立酮 ≅ 
 

 ≅ 
 和  ≅ 

 
#



并不能提高海马脑片缺氧缺糖后的 ××≤ 染色表

 ∀

4  氟哌啶醇对大鼠海马脑片 ΝΜ∆Α诱导损伤后

ΤΤΧ染色的影响

海马脑片经 ⁄ Λ#

处理  后 

××≤染色显著下降 仅为对照的 1  而氟哌啶醇

 ≅ 

#

则能提高大鼠海马脑片 ⁄诱

导损伤后 ××≤染色表  ∀

Ταβλε 2  Εφφεχτ οφ δοπαµινε χηαλλενγε ον τηε

ϖιαβιλιτψ οφ νορµαλ ηιπποχαµ παλσλιχεσ


⁄Π #

 ≅    ≅    ≅  

  ?     ?     ?     ?  

×    ∏   ≤≥ƒ

∏∏ ∏        ≤ 

√  ≅ 


 ≅ 


 ≅ 


#
   × √   

¬    ν   ∗   ξ ? σ

Ταβλε 3  Εφφεχτ οφ δοµ περιδονε ον ϖιαβιλιτψ οφ ηιπποχαµ παλ σλιχεσ

(αβσορβανχε ατ 490 νµ ) συβϕεχτεδ το ΟΓ∆ ινσυλτ

 ⁄
⁄Π #

 ≅    ≅    ≅  

  ?     ?   3 3   ?   3 3   ?   3 3   ?   3 3

×∏ ⁄∏√ 

 ≅ 


 ≅ 


 ≅ 


#
   ν   ∗   ξ ? σ

3 3 Π   ϖσ 

Ταβλε 4  Εφφεχτ οφ ηαλοπεριδολ ον ϖιαβιλιτψ οφ

ηιπποχαµ παλ σλιχεσ ( αβσορβανχε ατ 490 νµ )

συβϕεχτεδ το ΝΜ∆Α ινσυλτ

 ⁄
Π #

 ≅    ≅  

  ?     ?      ?     ?   3

×∏  Λ#


⁄ 

√   ν  

∗   ξ ? σ   Π 1 ϖσ 
3 Π 1 ϖσ ⁄

5  氟哌啶醇对大鼠原代海马神经元 ΝΜ∆Α诱导损

伤后 Λ∆Η释放和 ΜΤΤ染色的影响

⁄ Λ#

处理  能显著增加 

后上清液中的 ⁄活性 是对照的将近 倍 同时

也显著降低海马神经元 ×× 比色后的吸光值表

 提示存活率下降 ∀ ≅ 
 

#氟哌啶醇能

抑制 ⁄诱导的 ⁄释放增加 能提高 ⁄处

理后的海马神经元 ×× 比色后的吸光值 即存活

率 ∀ ≅ 
 和  ≅ 

 
#则不影响 ⁄ 释放

率也不影响 ××比色 ∀氟哌啶醇 ≅ 


 ≅ 
 

和  ≅ 


#
不影响神经元本身 ×× 比色 

却能使 ⁄释放轻微增加 但无显著性意义 ∀

Ταβλε 5  Εφφεχτ οφ ηαλοπεριδολ ον ΜΤΤ σταινινγ

ανδ Λ∆Η ρελεασε οφ ηιπποχαµ παλ νευρονσσυβϕεχτεδ

το ΝΜ∆Α ινσυλτ

∏ ΧΠ# ⁄ Π# ×× 

   ?     ?  

  ≅     ?     ?  

 ≅     ?     ?  

 ≅    ?    ?  

⁄   ≅    ?     ?   

⁄    ≅    ?    ?  

 ≅    ?    ?  

 ≅    ?  3   ?   3

∏∏∏   ιν ϖιτρο ⁄∂ ∏

⁄ ¬∏∏∏ ∏   
 2

∞∏ ∏   Λ#


 

Λ#


⁄ ∏  

∏  ××  ⁄  ∏

∏∏ ∏   ν    ξ ? σ   Π

1 ϖσ 
3 Π 1 ϖσ

讨 论

本实验首次发现了氟哌啶醇对大鼠海马脑片缺

氧缺糖损伤的保护作用 ∀同时也发现了氟哌啶醇对

大鼠海马脑片以及原代培养海马神经元 ⁄ 损
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伤的保护作用 ∀结果与 ≥∏等≈报道氟哌啶醇

能终止 ⁄ 对培养的中脑脑片的毒性和

等≈报道的氟哌啶醇能阻断谷氨酸对皮层

神经元的毒性一致 ∀

在离体培养的海马脑片培养液中暂时去除氧气

和葡萄糖¬ ∏√⁄诱导的

脑片损伤 是模拟脑缺血的一种体外模型 已广泛地

应用于药物筛选等研究 ∀°等≈最近在实验性

脑损伤的评价中 测定 ××≤ 与脑组织反应后形成的

红色结晶产物 以有机溶剂抽提后用分光光度计测

量 Α来判断脑缺血损伤情况 可以定量评价整体

实验脑缺血损伤程度 ∀作者将这一方法进行了改进

并将它用于评价离体脑片 ⁄损伤 观察了作为脑

缺血保护药物筛选方法的可行性≈ ∀本实验利用

该方法对氟哌啶醇的作用进行评价 ∀

氟哌啶醇是多巴胺 ⁄ 受体的拮抗剂 也是

⁄受体的抑制剂 氟哌啶醇的保护作用到底与

何种受体参与有关 现在尚不清楚 ∀海马中有多巴

胺 ⁄ 受体
≈

有报道≈脑缺血时过度释放的多巴

胺通过激动 ⁄ 和 ⁄ 受体参与了缺血引起的 ≤≤⁄°

活性抑制 ∀因此有必要阐明多巴胺 ⁄ 受体是否

参与了氟哌啶醇的保护作用 ∀本实验中发现多巴胺

受体的激动剂多巴胺不影响正常海马脑片的活性 

特异性多巴胺 ⁄ 受体拮抗剂多潘立酮也不会改善

海马脑片缺氧缺糖损伤后的脑片活性 ∀这些结果提

示了氟哌啶醇的保护作用与多巴胺 ⁄ 受体阻断无

关 ∀

氟哌啶醇能抑制 ⁄受体活性且对 亚

单位具有选择性≈  
≥∏和 等≈ 

认为氟哌啶醇是通过调节 ⁄ 受体活性和抑制

⁄受体通道复合物来抑制 ⁄对培养的中脑

脑片以及谷氨酸对皮层神经元的毒性 发挥保护作

用 ∀兴奋性毒性是缺血性脑损伤的最主要病因≈ 


而 ⁄受体在介导急性谷氨酸兴奋性毒性中起

着最关键的作用 ⁄ 受体的拮抗剂如氯胺酮的

使用能降低缺血性或低糖脑的动物模型损伤中神经

元的死亡≈  ∀许多实验室都证明了 ⁄受体的

阻断能降低短暂或永久性局灶性缺血模型的梗死面

积≈ ∀ ⁄诱导的大鼠海马脑片体外缺血模型中

有谷氨酸的释放≈
实验中 ⁄处理使大鼠海马

脑片和原代培养的海马神经元损伤 而氟哌啶醇则

能显著降低 ⁄ 引起的损伤 ∀结果提示了氟哌

啶醇对大鼠海马脑片缺氧缺糖损伤的保护作用可能

与 ⁄受体的阻断有关 ∀

作者无法解释本实验中是否有其他受体如 Ρ受

体和其他机制参与了氟哌啶醇的作用 ∀为了更好地

评价氟哌啶醇的治疗潜能 还需要作进一步的研究 ∀

总之 结果显示了氟哌啶醇对大鼠海马脑片

⁄诱导的损伤具有潜在的保护作用 而这种作用

与其本身的多巴胺 ⁄ 受体阻断无关 很可能与

⁄受体阻断有关 ∀这提示了氟哌啶醇可作为一

个先导化合物 被进一步修饰开发成可能治疗脑缺

血的新药 从而具有广阔的应用前景 ∀
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