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临床相关浓度硫喷妥钠对大鼠脑胶质瘤细胞核因子2ϑΒ活性的影响

范婷t o安建雄t o杜培革u

≈摘要  目的 探讨临床相关浓度的硫喷妥钠及其不同作用时间对大鼠脑胶质瘤细胞核因子k�ƒl2ϑ�活性的影响 ∀方法 取

大鼠脑胶质瘤 ≤y 细胞株 o分别与 tsp v °²̄ r�!tsp w °²̄ r�!tsp x °²̄ r�硫喷妥钠作用 t «o在收集细胞前 vs °¬±用 ts ±ªr°¯脂多糖

进行处理 ~取大鼠脑胶质瘤 ≤y 细胞株 o分别与 tsp x °²̄ r�硫喷妥钠作用 s1 x «!t «!u «!w «o在收集细胞前 vs °¬±用脂多糖进行处

理 ∀提取细胞总 � �� o逆转录得到 ¦2⁄�� o之后行 °≤ � 反应 ~�ƒ2ϑ�表达结果进行凝胶电泳分析k∞� ≥�l并用 �¬²2 � ¤§密度仪进
行半定量分析 ∀结果 经 tsp v °²̄ r�!tsp w °²̄ r�!tsp x °²̄ r�硫喷妥钠处理的电泳带窄于对照 o密度测量值低于对照k Π� s1 sxl o

但各处理浓度之间密度测量值的无显著性差异 ∀经 tsp x °²̄ r�硫喷妥钠作用 s1 x «!t «!u «!w «的各电泳带宽度依次递减 o亮度

依次递减 ~密度测量数值也依次递减kΠ� s1 sxl o且低于对照k Π� s1 sxl ∀结论 硫喷妥钠对脑胶质瘤细胞 �ƒ2ϑ�活性具有明显影
响 ∀这种影响与硫喷妥钠浓度无关 o随硫喷妥钠作用时间的延长而增强 ∀
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·¬°¨kΠ� s1 sxl o¤±§·«̈ ¼ º µ̈̈ °∏¦« ±¤µµ²º µ̈¤±§¶«¤̄ ²̄º µ̈·«¤±·«¤·²©·«̈ ¦²±·µ²̄ kΠ� s1 sxl o¤±§·«̈ §̈ ±¶¬·¼ º¤¶¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼

¯̈ ¶¶·«¤±·«¤·²©·«̈ ¦²±·µ²̄ kΠ� s1 sxl qΧονχλυσιον ×«¬²³̈ ±·¤̄ ¶∏³³µ̈¶¶̈ §·«̈ ¤¦·¬√¤·¬²± ²©·µ¤±¶¦µ¬³·¬²±©¤¦·²µ�ƒ2ϑ�o¤±§·«̈ ¬±«¬2
¥¬·¬²± º¤¶¦²±¦̈±·µ¤·¬²±2¬±§̈ ³̈ ±§̈ ±·¥∏··¬° 2̈§̈ ³̈ ±§̈ ±·q

Κεψ ωορδσ: ±∏¦̄ ¤̈µ©¤¦·²µ®¤³³¤ � k�ƒ2ϑ�l ~ª̄¬²°¤¦̈¯̄ ~·«¬²³̈ ±·¤̄ ~¦²±¦̈±·µ¤·¬²±~·¬°¨

≈中图分类号   � yxt qt ≈文献标识码   � ≈文章编号   tssy2|zztkuss{lsx2swws2su
≈本文著录格式   范婷 o安建雄 o杜培革 q临床相关浓度硫喷妥钠对大鼠脑胶质瘤细胞核因子2ϑ�活性的影响≈�  q中国康复理

论与实践 ouss{ otwkxl }wws ) wwt q

核转录因子核因子k�ƒl2ϑ�是一类多向性核转录
调节蛋白 o其活性的增加可能是感染 !失血 !缺血2再灌
注等引起多器官功能衰竭的中心环节 o可以诱导危重

患者发生急性炎症反应综合症 ∀既有资料提示 o硫喷

妥钠对 �ƒ2…�活性的增加有明显的抑制作用 o但各文

献中所采用的硫喷妥钠浓度与临床使用浓度相差悬

殊 ∀那么 o临床相关浓度的硫喷妥钠对 �ƒ2…�活性是
否有影响 �这种影响是否与作用时间有关 �脑胶质瘤

kª̄¬²°¤l是神经外科肿瘤中最为常见的一种 o伴随肿

瘤生长常同时存在颅内感染和颅内压的增高 ∀而在围

手术期处理颅内压过度增高的一种常见办法是硫喷妥

钠静脉注射 ∀本研究通过观察不同浓度及不同作用时

间的硫喷妥钠对 �ƒ2…�活性的影响 ∀

1 材料和方法

1 q1 材料

1 q1 q1 主要仪器和试剂  低温冰箱 }≥¤±¼²公司 ~

作者单位 }t q清华大学玉泉医院麻醉与疼痛医学科 o北京市

tsssw| ~u q北华大学医学院 o吉林吉林市 tvustt ∀作者简介 }范婷

kt|zv2l o女 o吉林吉林市人 o硕士 o主治医师 o主要研究方向 }麻醉深度监

测 !疼痛治疗 ∀

°²̄ ¼¶·¤·≤≤�型恒温水浴箱 }�∏¥̈ µ公司 ~微量加样

器 }�¬̄¶²± 公司 ~≤ ±̈·µ¬©∏ª̈ xwtx 台式低温离心机 }

⁄̈ ³³̈ ±§²µ©公司 ~�uss≥ 电子分析天平 }≥¤µ·²µ¬∏¶公

司 ~°¤̄¯ °�xtuw�t{suuw超纯水系统 }英国 ~硫喷妥

钠粉剂 }协和发酵公司 ~� �2tys� 型紫外分光光度计 }

≥«¬°¤§¬∏公司 ~��2u型光学显微镜 }� ¼̄°³∏¶公司 ∀

1 q1 q2 生物材料  纯 ≤y 大鼠脑胶质瘤细胞株由日本

弘前大学神经解剖教研室提供 ~�ƒ2ϑ�引物由日本 s

¬ g �株式会社合成 ∀

1 q2 实验方法

1 q2 q1 细胞培养  ≤y 大鼠脑胶质瘤细胞系于 ⁄� ∞�

k⁄∏̄¥̈ ¦¦²j¶ � ²§¬©¬̈§ ∞¤ª̄ j̈¶ � §̈¬∏°l中进行培养 o

⁄� ∞� 成分为 }w1 x h葡萄糖 !ts h乳牛血清k©̈ ·¤̄ ¦¤̄©

¶̈µ∏° oƒ≤≥l !tts °ªr�丙酮酸钠 !ts °°²̄ r��2谷
氨酸钠 !tss �r°¯青霉素和 tss Λªr°¯链霉素k³̈ ±¬2
¦¬̄̄¬± i ¶·µ̈³·²°¼¦¬±o°≥l ∀恒温箱温度设定为 vz

ε o≤ �u 浓度控制在 x h ∀

1 q2 q2 细胞处理  将 ≤y 细胞植于 ts ¦°组织培养皿

中k≤²¶·¤µo≤¤°¥µ¬§ª̈ � � o �≥�l o细胞密度为 tsy ∀

1 q2 q2 q1 不同浓度硫喷妥钠的影响  除一皿留作对

照外 o其余各皿分别加入 tsp v °²̄ r�!tsp w °²̄ r�!
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tsp x °²̄ r�硫喷妥钠作用 t «~在收集细胞前 vs °¬± o

各皿均用 ts ±ªr°¯脂多糖k�°≥l进行处理 ∀

1 q2 q2 q2 不同作用时间硫喷妥钠的影响  除一皿留

作对照外 o其余各皿加入 tsp x °²̄ r�硫喷妥钠分别作

用 s1 x «!t «!u «!w «~在收集细胞前 vs °¬±o各皿均用

ts ±ªr°¯ �°≥进行处理 ∀

1 q2 q3 聚合酶链反应 k³²̄ ¼° µ̈¤¶̈ ¦«¤¬± µ̈¤¦·¬²± o

°≤ � l  ≤y 细胞总 � �� 提取 !� × 反应k¦2⁄�� 制备l

依照标准程序进行 ∀订购两对合成的 �ƒ2ϑ�引物如
下 }上游引物 t }xχ2� × � � ≤ ≤ × �� � ≤ � � ≤ × ≤ × ×

��2vχ ~下游引物 t }xχ2�≤ × �× ≤ × × � × �� � ��

� �� � ≤2vχ ~上游引物 u }xχ2≤ × ≤ × ≤ � × ≤ ≤ × ≤ ≤

× ≤ ≤ � ≤ � � �2vχ ~下游引物 u }xχ2�� � ��� ≤ � �

≤ � � × �� ≤ � � ≤ �2vχ ∀

于 °≤ � 专用试管中依次加入 ×¤́ � ¤¶·̈µ �¬¬ ts

Λ̄ !上游引物 t Λ̄ o下游引物 t Λ̄ o °≤ � 专用 §¬¶·¬̄̄ §̈

�u � y Λ̄ 及制备好的 ¦2⁄�� 样本共计 us Λ̄ o依照标

准程序进行 uw 循环扩增反应 ∀每一循环程序为 }|x

ε tx°¬±o|x ε us ¶oys ε vs ¶ozu ε |s ¶ouw个循

环后 zu ε 延伸 ts °¬±∀

1 q2 q4 凝胶电泳分析k∞̄ ¦̈·µ²³«²µ̈·¬¦ � ²¥¬̄¬·¼ ≥«¬©·

�¶¶¤¼ o∞� ≥�l  将 °≤ � 反应产物染色后 o分别加于

w h聚丙烯酰胺凝胶开始电泳kxs °�l o室温下泳动 wx

°¬±kts∂ r¦°l后 o行紫外线摄像 o并用 �¬²2� ¤§密度
分析仪 kƒ²²·�²²® ¤±§ � ²̄ ¦̈∏̄¤µ �±¤̄¼¶·≥²©·º¤µ̈

°µ²ªµ¤° o � µ̈¦∏̄ ¶̈l进行半定量分析 ∀

1 q3 统计学方法  用 ≥¬ª°¤≥·¤·u1 sv统计软件进行
统计学处理 ∀测量数据以kmξ ? σl表示 o采用 � ³̈̈ ¤·̈§2
° ¤̈¶∏µ̈¶¤±¤̄¼¶¬¶²© √¤µ¬¤±¦̈ 进行统计学分析 oΠ �

s1 sx表示有显著性差异 ∀

2 结果

tsp v °²̄ r�!tsp w °²̄ r�!tsp x °²̄ r�硫喷妥钠作

用 t «o�ƒ2ϑ�密度测量值分别为kxzy1 vv ? tty1 ywl
°°u !kxv|1 ss ? tvt1 szl °°u !kxwt1 tz ? tu|1 vwl
°°u o明显低于对照 kyx|1 ss ? |x1 wwl °°u k Π �

s1 sxl o但各浓度之间无显著性差异kΠ� s1 sxl ∀

经 tsp x °²̄ r�硫喷妥钠分别作用 s1 x «!t «!u «!

w «后 o�ƒ2ϑ�密度测量值分别为kxvu1 {v ? zv1 usl
°°u !kwvy1 yz ? zy1 vtl °°u !kvxy1 xs ? x|1 swl °°u !

ku|w1 yz ? wv1 u|l °°u o均低于对照密度值kyzy1 vv ?

{v1 uul °°ukΠ� s1 sx或 Π� s1 stl o作用 w «组也低

于作用 s1 x «!t «组kΠ� s1 sx或 Π� s1 stl ∀

3 讨论

近年来 o有报道提示硫喷妥钠可能对脑胶质瘤细

胞内 �ƒ2ϑ�的表达产生抑制作用≈t2u  ∀如果属实 o那

么硫喷妥钠将可用作为全麻药和降颅压用药 o甚至可

能作为抑制炎症 !免疫反应的药物应用于临床 ∀�¦«¬¼2
¤°¤等≈t 和 �²²³等

≈u 分别研究了不同浓度的硫喷妥

钠对人胶质瘤细胞k�2tzu细胞l及人血液 × 淋巴细胞

�ƒ2ϑ�的活性的影响 o虽然他们所使用的硫喷妥钠浓

度相差很多 o但均得出了肯定的结论 ∀

本研究从作用浓度和作用时间两个方面分别探讨

了硫喷妥钠对大鼠脑胶质瘤细胞内 �ƒ2ϑ�活性的影
响 ∀结果提示 o硫喷妥钠对 �ƒ2ϑ�的抑制程度不受硫
喷妥钠浓度变化的影响 ~但作用时间越长 o�ƒ2ϑ�活性
受抑制的程度越强 ~硫喷妥钠对 �ƒ2ϑ�的抑制程度呈
现明显的时间依赖性 ∀

�ƒ2ϑ�由两个亚单元k¶∏¥∏±¬·l组成 o与其抑制因

子 �…�k¬±«¬¥¬·²µ²©…�l蛋白质结合存在于胞浆中 ∀当

细胞接触活化因子如内毒素 !炎性细胞活素或肿瘤坏

死因子k× �ƒ2Αl结合到细胞表面受体时 o�…�蛋白质

vu和 vw位丝氨酸被磷酸化 o经过泛素化修饰后蛋白

水解 ∀�ϑ�水解脱落后 o�ƒ2…�复合体移至细胞核内 o

并结合至基因启动区的结合位点 ∀激活的 �ƒ2ϑ�促
进炎性细胞活素的产生和释放≈v  o这些新产生的炎性

细胞活素反过来又刺激增加 �ƒ2ϑ�活性≈w  ∀既往研

究提示 o硫喷妥钠抑制 �ƒ2ϑ�活性的机理在于抑制了

�ϑ�Α蛋白的水解≈t 及抑制 ϑ�激酶的活性≈x  ∀

本研究中使用的硫喷妥钠浓度接近于临床硫喷妥

钠血浆浓度水平kz ∗ ys Λ°²̄ r�l≈y  ∀而 �²²³等使用

的浓度为 uss ∗ tsss Λªr°¯
≈u  o远大于临床相关浓度 o

在这一浓度水平上 o患者的循环可能很难维持 ∀

神经外科患者在围手术期处于昏睡状态时间较

长 o不论是药物 !肿瘤或外伤引起的昏睡都可能增加患

者炎症感染的机会 ∀ �ƒ2ϑ�是调节诸多炎性因子产生
的重要因素 o抑制 �ƒ2ϑ�的活性即意味着有害炎性致
病因子产生的减少 ∀
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