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阿替美唑对小型猪特异性麻醉剂诱导大鼠

大脑皮质内犉狅狊蛋白表达的影响
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摘　要：研究阿替美唑对小型猪特异性麻醉剂（ＸＦＭ）麻醉下大鼠大脑皮质Ｆｏｓ蛋白表达的影响，探讨阿替美唑颉

颃ＸＦＭ催醒大鼠与大脑皮质犮犳狅狊基因的关系。将７２只ＳＤ纯种大鼠随机分为ＸＦＭ 对照组、ＸＦＭ＋阿替美唑

组、ＸＦＭ＋生理盐水组，每组又按采脑时间点分成４个亚组。采用蛋白质印迹法检测大脑皮质内Ｆｏｓ蛋白表达量。

结果表明：ＸＦＭ麻醉大鼠大脑皮质内Ｆｏｓ蛋白表达量逐渐增加，与给药后１０ｍｉｎ比较差异显著（犘＜０．０１或犘＜

０．０５）；ＸＦＭ麻醉大鼠腹腔注射生理盐水，各时间点Ｆｏｓ蛋白表达量与对照组间比较无显著差异（犘＞０．０５）；阿替

美唑注射后引起ＸＦＭ麻醉大鼠大脑皮质Ｆｏｓ蛋白表达量减少，与ＸＦＭ 对照组比较差异显著（犘＜０．０１或犘＜

０．０５）。结果提示，大脑皮质犮犳狅狊基因参与了阿替美唑颉颃ＸＦＭ麻醉作用。阿替美唑抑制ＸＦＭ诱导大鼠大脑皮

质Ｆｏｓ蛋白表达，可能是阿替美唑催醒ＸＦＭ麻醉大鼠的重要机理之一。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ａｔｉｐａｍｅｚｏｌｅ；ＸＦＭ；犮犳狅狊ｏｎｃｏｇｅｎｅ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

　　犮犳狅狊基因是一种即刻早期原癌基因，其表达的

ＦＯＳ蛋白作为第三信使与ＪＵＮ蛋白结合后回到核

内调节其它靶基因转录，将外界信号和基因的表型

改变偶联，参与许多生理、病理活动的调节［１］。中枢

部位犮犳狅狊基因的表达作为药物作用位点已被广泛

研究，其中麻醉剂对中枢脑区ｃｆｏｓ表达影响已经是

麻醉剂引起麻醉机制的研究热点。近来研究发现硫

喷妥钠［２］、氧氟烷［３］、异丙酚［４］、氯胺酮［５］、替来他

明［６］等麻醉剂对大鼠脑区ｃｆｏｓ表达影响显著。

阿替美唑是一种高效性、特异性、专一性强的

α２肾上腺素能受体颉颃剂。研究表明，阿替美唑对

α２肾上腺素能受体亲和性是苯恶唑和育亨宾的１００

倍，对α２／α１ 受体的选择比率是苯恶唑和育亨宾的

２００倍
［７］。阿替美唑可使去甲肾上腺素释放增加，

引起α２肾上腺素能受体阻断，人类医学上将其用于

治疗精神错乱状的帕金森病人［８］。阿替美唑也可增

强活体鼠下丘脑释放去甲肾上腺素，影响组织胺释

放，兴奋去甲肾上腺素系统提高鼠认知和记忆

能力［９］。

阿替美唑在兽医临床中被广泛应用于催醒α２

肾上腺素能受体激动剂麻醉的猫、老虎等多种动

物［１０１１］。本实验室将阿替美唑作为主要成分研制

合成了小型猪麻醉剂（ＸＦＭ）的特异性颉颃剂，临床

试验结果表明研制的颉颃剂对ＸＦＭ 麻醉小型猪及

大鼠催醒效果显著，对麻醉动物心、脑、血液生理指

标无不良影响［１２１４］，但阿替美唑对ＸＦＭ 麻醉催醒

机理未见报道。本试验利用蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）方法研究阿替美唑对大鼠大脑皮质犮犳狅狊基因

表达的影响，探讨阿替美唑对 ＸＦＭ 催醒的部分

机理。

１　材料与方法

１．１　试验材料

阿替美唑购于美国辉瑞动物保健公司；替来他

明唑拉西泮购自法国维克公司；隆朋原粉由高利教

授惠赠。一抗为兔抗ｃｆｏｓＩｇＧ（货号：ＳＣ５２），兔抗

βａｃｔｉｎＩｇＧ（货号：ＴＡ０９），二抗为辣根过氧化物酶

标记的抗兔ＩｇＧ（货号：ＺＢ２３０５）均购于美国Ｓａｎｔａ

公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（货号：Ｐ００１０Ｓ），

ＢｅｙｏＥＣＬ发光试剂盒（货号：Ｐ００１８），ＲＩＰＡ 裂解

（货号：Ｐ００１３Ｅ）购于碧云天生物技术研究所；ＰＶＤＦ

膜购于Ｓｉｇｍａ公司。蛋白质电泳及转印仪（Ｂｉｏ

Ｒａｄ，美国）；凝胶成像分析仪（ＢｉｏＲａｄ，美国）。

１．２　实验动物及分组

ＳＤ纯种大鼠，７２只，雌雄兼备，体质量（２２０±

２０）ｇ，１２～１５周，购自黑龙江省哈尔滨市汉方实验

鼠类养殖所。随机分为ＸＦＭ 对照组、ＸＦＭ＋阿替

美唑组、ＸＦＭ＋生理盐水组，每组２４只。每组大鼠

按采样时间点被随机分成４个亚组，每个亚组６只。

实验动物在室温为（２０±２）℃的环境中饲养２周。

每天日照１２ｈ（０７：００１９：００），自由进食和饮水。

试验前将大鼠安置在安静、避强光的环境中饲养２４

ｈ以上。ＸＦＭ 对照组大鼠分别腹腔注射 ＸＦＭ

（３４．６２ｍｇ·ｋｇ
－１），在给药翻正反射（ＸＦＭ 麻醉

ＳＤ大鼠平均出现翻正反射时间为给药后１０ｍｉｎ）

后１０、２０、４０、６０ｍｉｎ设为４个亚组。ＸＦＭ＋阿替

美唑组、ＸＦＭ＋ 生理盐水组大鼠，先腹腔注射

ＸＦＭ，待翻正反射出现时即刻分别腹腔注射阿替美

唑（０．５２２ｍｇ·ｋｇ
－１）和等量生理盐水，分别在第２

次给药后１０、２０、４０、６０ｍｉｎ设为４个亚组。

１．３　样品采集

ＸＦＭ 对照组大鼠腹腔注射ＸＦＭ 合剂，ＸＦＭ＋

生理盐水组、ＸＦＭ＋阿替美唑组大鼠，先腹腔注射

ＸＦＭ，待翻正反射出现时即刻分别注射生理盐水和

阿替美唑，分别在上述４个时间点断头取脑。在生

理盐水冰面上迅速分离大脑皮质，称重，装入冻存管

后投入液氮中保存。

１．４　检测方法

１．４．１　脑组织总蛋白提取及浓度测定　　液氮中

取出脑组织，称重后剪碎放入玻璃研磨器中，按照每

２０ｍｇ组织加入１５０～２５０μＬ裂解液的比例加入

ＲＩＰＡ裂解液，４℃静止２０～３０ｍｉｎ，充分裂解，转

入ＥＰ管中，１２０００ｇ离心５ｍｉｎ，取上清。采用

ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定总蛋白浓度。

１．４．２　蛋白质印迹　 试验方法参照 Ｎｉｌｅｓ方

法［１５］，略加改进。蛋白样品用上样缓冲液（组成：１

ｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣＬｐＨ６．８，５０％ 丙三醇；１０％

ＳＤＳ；１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１巯基乙醇；０．０５％ 溴酚蓝）按照

４∶１浓度稀释后，煮沸５ｍｉｎ。采用ＳＤＳ聚丙烯酰

胺凝胶（１２％的分离胶和５％的积层胶）电泳分离蛋

白，每个泳道中加入４０ｍｇ处理后的蛋白样品，样

品在４５Ｖ电压下进入积层胶后，将电压调制８０Ｖ

２２８
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下电泳，当溴酚蓝前沿进入分离胶后，提高电压到

１２０Ｖ，继续电泳直至溴酚蓝到达分离胶底部，关闭

电源。取出电泳后的凝胶，在转膜缓冲液（组成：２５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ；２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘氨酸；２０％甘氨

酸；ｐＨ８．３）中平衡１０ｍｉｎ，采用湿转方法（恒流１５０

ｍＡ，时间１７０ｍｉｎ）将凝胶中分离的蛋白转移到

ＰＶＤＦ膜上。转膜结束后将ＰＶＤＦ膜放入封闭液中

（组成：５％ 奶粉；５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ；１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ；０．２％Ｔｗｅｅｎ２０；ｐＨ８．５），室温摇床封闭２ｈ，

兔抗大鼠一抗 （ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＡ，

ＵＳＡ）孵育４℃过夜，摇床漂洗３次（５ｍｉｎ·次－１），

辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）孵育１ｈ，摇床漂洗３次（５

ｍｉｎ·次－１）。ＥＣＬ化学发光试剂盒荧光检测目的

蛋白，暗室下曝光、显影，显影胶片在扫描仪上扫描。

结果用Ｓｙｎｇｅｎｅ凝胶成像分析系统对胶片上的每一

电泳条带进行光密度扫描定量，结果用检测蛋白光

密度与内参蛋白光密度之比表示，即ｃｆｏｓ／βａｃｔｉｎ

来表示。

１．５　统计分析

试验数据以“平均数±标准差（狓±狊）”表示，

用ＳＰＳＳ１３．０数据统计分析软件对试验数据进行

统计分析，组间比较采用狋检验。

２　结　果

２．１　大鼠大脑皮质犮犳狅狊／犃犮狋犻狀蛋白免疫印迹结果

大鼠大脑皮质组织总蛋白提取，浓度测定后，

１０、２０、４０、６０ｍｉｎ四期蛋白分别添加上样液煮沸处

理后４０ｍｇ上样电泳，转膜，转移后的ＰＶＤＦ膜经

抗体孵育后发光自显影、曝光的Ｘ光片结果见图１、

２。Ａｃｔｉｎ蛋白在５５ｋｕ处显影，ｃｆｏｓ蛋白在６２ｋｕ

处显影，条带清晰，背景干扰小。

图１　大鼠大脑皮质内β犪犮狋犻狀内参蛋白免疫印迹

犉犻犵．１　犠犲狊狋狅狉狀犫犾狅狋狉犲狊狌犾狋狅犳β犪犮狋犻狀犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀

狋犺犲犮犲狉犲犫狉犪犾犮狅狉狋犲狓

图２　大鼠大脑皮质内犆犳狅狊蛋白免疫印迹

犉犻犵．２　犠犲狊狋狅狉狀犫犾狅狋狉犲狊狌犾狋狅犳犮犳狅狊犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狋犺犲

犮犲狉犲犫狉犪犾犮狅狉狋犲狓

２．２　阿替美唑对大鼠大脑皮质犮犳狅狊蛋白表达的

影响

　　如表１所示，ＸＦＭ对照组大鼠在给药后不同时

间点ｃｆｏｓ蛋白表达量逐渐增加，与给药后１０ｍｉｎ

比较差异显著（犘＜０．０１或犘＜０．０５）；阿替美唑注

射后引起ＸＦＭ 麻醉大鼠大脑皮质ｃｆｏｓ蛋白表达

量减少，与ＸＦＭ对照组比较差异显著（犘＜０．０１或

犘＜０．０５）；ＸＦＭ麻醉大鼠腹腔注射生理盐水，各时

间点ｃｆｏｓ蛋白与对照组蛋白表达变化趋势相似，各

时间点ｃｆｏｓ蛋白表达量与对照组间比较无显著差

异（犘＞０．０５），表明第２次注射刺激对大鼠麻醉后

ｃｆｏｓ蛋白表达无显著影响，证明阿替美唑对ｃｆｏｓ

表达的影响与第２次注射刺激无关，完全是阿替美

唑作用引起的。

表１　阿替美唑对大鼠大脑皮质犮犳狅狊基因表达的影响（狓±狊，狀＝８）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犃狋犻狆犪犿狕狅犾犲狅狀狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犮犳狅狊犵犲狀犲犻狀狋犺犲犮犲狉犲犫狉犪犾犮狅狉狋犲狓（狓±狊，狀＝８）

组别Ｇｒｏｕｐ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ４０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ

ＸＦＭ对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ １．０６±０．２２ １．２８±０．１４ １．４３±０．２５ １．６２±０．１６

ＸＦＭ＋生理盐水组 ＸＦＭａｄｄＮａｃｌｇｒｏｕｐ １．０７±０．１１ １．２９±０．０８ １．３８±０．０８ １．５４±０．２４

ＸＦＭ＋阿替美唑 ＸＦＭａｄｄＡｔｉｐａｍｚｏｌｅｇｒｏｕｐ ０．８１±０．０４▲▲ ０．８９±０．０２▲▲ ０．９７±０．０５▲▲ ０．９９±０．０６▲▲

．表示药物组内各时间点与给药后１０ｍｉｎ比较差异极显著（犘＜０．０１）；．表示药物组内各时间点与给药后１０ｍｉｎ比较

差异极显著（犘＜０．０５）；▲▲．表示药物组与对照组比较差异极显著（犘＜０．０１）

．Ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ１０ｍｉｎｉｎｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）；．Ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ１０ｍｉｎｉｎｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）；▲▲．Ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）

３２８
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３　讨　论

３．１　动物模型的建立及脑区选择

不同的刺激能诱发犮犳狅狊基因表达，麻醉作为

一种刺激也能引起犮犳狅狊基因的表达。说明对于神

经细胞而言，全麻药对其产生的应该是刺激，而不

是抑制［１６１７］。犮犳狅狊基因表达适用于神经系统功能

活动的定位研究，可以检测麻醉药在中枢神经系统

的作用部位［５］。但犮犳狅狊基因的表达对于不同刺激

选择性差，易受其他非试验因素的干扰，如光线、

声音、气味和应激反应等，因此除了要严格控制合

适的试验条件外，对于如何排除无关因素的干扰以

求得结果的正确性至关重要。本试验采取以下措

施：①大鼠于试验前放置在安静、温暖和避强光的

饲养环境内４８ｈ以上；②在试验操作时力求轻柔，

尽量保持大鼠基础状态的稳定；③本试验设置严格

的ＸＦＭ对照组，对照组动物与试验组除缺少第２次

给药刺激因素不同外其他条件均完全相同；④试验设

立了ＸＦＭ生理盐水组，通过试验结果判断第２次注

射刺激是否引起ｃｆｏｓ表达，以排除针刺注射对药物

作用的影响；⑤所有的大鼠，从取材，蛋白提取，浓度

测定，再到Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的操作等过程均由１个人完

成，最大限度地减少试验中的操作误差。在本研究

中，ＸＦＭ生理盐水组大鼠大脑皮质ｃｆｏｓ表达与对

照组比较无显著差异，说明试验条件控制严格。

动物全身麻醉引起暂时性的疼痛敏感性丧失，

并辅以意识消失及维持植物神经系统反射的完好，

当手术刺激作用于感受器，伤害性信息就通过外周

神经系统和脊髓，最终传递到大脑［２，１７］，通过大脑

调节机体产生系列反射以适应麻醉需要，因此本试

验以大鼠大脑皮质作为研究部位，探讨大鼠大脑皮

质内犮犳狅狊基因表达在ＸＦＭ 麻醉与阿替美唑催醒

中的作用。

３．２　犮犳狅狊基因表达与麻醉相关性

在神经系统的反射弧中，不同刺激使神经元兴

奋的同时，引起神经递质（或激素）的分泌，作为第

一信使，激活细胞内的第二信使，第二信使作用于相

关的蛋白激酶，在引起细胞瞬时反应的同时，也可以

激活犮犳狅狊基因参与神经细胞内信息的传递，所以

ｃｆｏｓ表达的核蛋白被称为第三信使
［１８］。犮犳狅狊通过

影响靶基因的转录能将外界信号和基因的表型改变

偶联起来，参与机体生理、病理活动的调节［１］。

尽管脂质双层膜及其通道蛋白是以前全麻机理

研究的主要内容，但两种学说不足以揭示全麻机理，

结合目前麻醉学基因研究方面的进展，提出基因学

说并对其进行深入的研究有助于揭示全麻的机理。

基因是否出现表达，即是否有新的 ｍＲＮＡ 出现，这

是基因学说是否成立最关键的问题之一。犮犳狅狊基

因作为麻醉相关基因被广泛研究，近来研究发现硫

喷妥钠能引起中枢神经元多个核团Ｆｏｓ蛋白的明显

表达，推论这些核团可能是全麻药物中枢作用点［２］；

许霁虹［４］等发现异丙酚能降低应激大鼠海马、大脑

皮质、下丘脑犮犳狅狊ｍＲＮＡ表达水平，并与血浆促肾

上腺皮质激素、皮质醇浓度下降一致；Ｎａｇａｔａ等
［５］

发现氯胺酮降低应激大鼠海马、大脑皮质犮犳狅狊

ｍＲＮＡ表达水平，而对下丘脑犮犳狅狊ｍＲＮＡ的表达

无显著影响；卢德章［１９］研究表明，替来他明、噻拉

嗪、唑拉西泮麻醉下均引起大鼠脑区Ｆｏｓ蛋白表达。

因此本试验研究阿替美唑催醒ＸＦＭ 麻醉大鼠与脑

区犮犳狅狊基因表达的关系。

３．３　阿替美唑催醒犡犉犕麻醉作用与犮犳狅狊基因表

达的关系

　　阿替美唑是一种特异性、高效性的α２肾上腺素

能受体颉颃剂，被国内外兽医临床中用于催醒麻醉

的动物。曾报道阿替美唑用于颉颃美托米啶麻醉的

猫［２０］，以及颉颃美托米啶和咪达唑仑联合麻醉的山

羊［２１］及马［２２］，引起镇静回复快速和平稳，无任何副

反应。临床中也将阿替美唑用于颉颃噻拉嗪麻醉的

牛［２３］，氯胺酮结合美托米啶麻醉的狮子和老虎［２４］，

结果表明阿替美唑对麻醉恢复效果明显，催醒安全

可靠。本试验利用阿替美唑催醒 ＸＦＭ 麻醉的大

鼠，通过阿替美唑对ＸＦＭ 诱导大鼠大脑皮质ｃｆｏｓ

蛋白表达的影响，探讨阿替美唑催醒ＸＦＭ 麻醉大

鼠的部分机理。卢德章等［１９］报道了ＸＦＭ麻醉下引

起大鼠大脑皮质犮犳狅狊 基因表达显著增加，表明

ＸＦＭ引起动物麻醉现象与脑区犮犳狅狊基因的高表

达密切相关。本试验结果表明，阿替美唑注射给药

后引起ＸＦＭ诱导大鼠大脑皮质Ｆｏｓ蛋白表达量减

少，抑制了ＸＦＭ麻醉剂对大鼠大脑皮质的刺激，减

少犮犳狅狊基因表达，暂时性地阻断了Ｆｏｓ蛋白作为

第三信使传递麻醉信号，而达到催醒作用。

４　结　论

本研究表明，大脑皮质犮犳狅狊基因参与了阿替

美唑催醒ＸＦＭ 麻醉作用。阿替美唑抑制ＸＦＭ 诱

导大鼠大脑皮质Ｆｏｓ蛋白表达，阻断ＸＦＭ 麻醉剂

引起的中枢信号传递，是阿替美唑催醒ＸＦＭ 麻醉

大鼠的重要机理之一。

４２８
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