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!!&摘要'!目的!观察长链非编码/RX2':90:<!@,B2':90:<"在布比卡因诱导的神经毒性过程中的调控作用(

方法!分离培养小鼠脊髓背根神经节细胞并构建布比卡因神经毒性细胞模型#实时荧光定量'./!L/I2'./"观察

@,B2':90:<表达#构建@,B2':90:<特异的=+/RX2'及随机对照组=+/RX2.#W##,?;@-J的=+/RX2'+=+/RX2B转染

神经节细胞成功后#通过IMR*J法观察两组细胞凋亡率#17=>7<,D@;>观察bRZ及磷酸化bRZ!02bRZ"蛋白表

达(结果!@,B2':90:<在布比卡因诱导的神经毒性过程表达增高!'%#C#T"#与=+/RX2.组相比#=+/RX2'组细胞

凋亡率降低!'%#C#T"(同时#=+/RX2'组抑制细胞bRZ及02bRZ蛋白表达!'%#C#T"(结论!J,B2':90:<通过

bRZ通路产生致神经毒性作用(

&关键词'!长链非编码/RX!神经毒性!布比卡因!凋亡
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# .;<<7=0;,8+,-:9>6;<#*2?:+@$L66=KHKH!"!SCB;?

&?D:;<'$;'!JDK,$;#*,!I;;D=7<G7>677E0<7==+;,?;87:,8?;89@:>+;,7FF7B>=;F@,B/RX2':90:<+,>67

0<;B7==;FD90+G:B:+,7+,89B78,79<;>;E+B+>HC+,;%9-:!O;<=:@<;;>-:,-@+;, !O/%",79<;,=A7<7B9@>9<78:,8

,79<;>;E+B+>H?;87@A:=0<;89B78;,+>CX,8>677E0<7==+;,;F@,B/RX2':90:<A:=7G:@9:>78DHL/I2'./CJ,B2

':90:<=07B+F+B=+/RX2':,8<:,8;?B;,><;@-<;90=+/RX2.A7<7B;,=><9B>78#W##,?;@-J=+/RX2'#=+/RX2.

A7<7><:,=F7B>78+,>;-:,-@+;,B7@@=:,8>67:0;0>;=+=<:>7;F><:,=F7B>78B7@@=A7<7;D=7<G78DHIMR*J?7>6;8C

I67bRZ:,806;=06;<H@:>78bRZ !02bRZ"0<;>7+,7E0<7==+;,A7<7;D=7<G78A+>6 17=>7<,D@;>#<7=07B>+G7@HC

B,:&>;:!J,B/RX2':90:<A:==+-,+F+B:,>@H902<7-9@:>7889<+,->670<;B7==;FD90+G:B:+,7+,89B78,79<;>;E+B+>H:,8

=+/RX?78+:>78@,B/RX2':90:<8;A,2<7-9@:>+;,0<;>7B>78O/%,79<;,=B7@@=F<;?:0;0>;=+=C3;>6bRZ:,802

bRZ0<;>7+,A7<7<789B78+,=+/RX><:,=F7B>78B7@@=7E7?0@+F+78DH17=>7<,D@;>C89($>&:#9(!J,B/RX2':90:<

B;9@8+,89B78,79<;>;E+B+>H>6<;9-6bRZ0:>6A:HC

&L,@M9<-:'!!J,B/RX!!R79<;>;E+B+>H!!390+G:B:+,7!!X0;0>;=+=

!!局麻药神经毒性是临床麻醉及术后镇痛中面临

的主要问题之一#其机制尚未阐明(内源性长链非

编码/RX!@,B/RX"作为非编码/RX的重要组成

部分#在包括机体生长发育和疾病等生理及病理过

程具有重要的调控作用
)" W*(研究发现J,B/RX2

':90:<在局麻药布比卡因导致的神经毒性过程表

达异常
)S*#然而其是否参与神经毒性过程+具体调控

机制尚未可知(YX'Z激酶中bRZ通路激活进而

诱导的细胞凋亡是神经毒性的重要机制
)$ T*(本研

究拟观察@,B/RX2':90:<是否参与布比卡因诱导

的脊髓背根神经节细胞神经毒性#是否通过bRZ通

" 青海省卫计委基金!R;CW#"!AHK82"""资助

# 通信作者#*2?:+@$L66=KHKH!"!SCB;?

路发挥其调控机制(

1!材料与方法

1C1!材料

实验细胞选择脊髓背根神经节细胞#提取自新

生.TU3J-!小鼠!"&S8"(OY*Y-&"W培养基+

"#_胎牛血 清#J+0;F7B>:?+,W###+bRZ+磷 酸 化

bRZ!02bRZ"及+2:B>+,抗体购自 XDB:? 公司!美

国"(J,B/RX2':90:<特异性=+/RX!=+/RX2J,B2

'$%%X%II%%%I.XIII..II"及 对 照 组

=+/RX !=+/RX2.$%%.I%IX%%.XXX%IXX

II"由尚柏公司!北京"合成(

1C/!方法
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1C/C1!细胞模型构建及转染!使用#CS_胰蛋白

酶SU^裂解脊髓组织W#?+,#将原代细胞重悬后

接种于!孔板
)!*(培养条件为SU^#VT_)W#T_

.)W(分别采用#CT??;@-J+"??;@-J布比卡因

与细胞共培养W$6+$P6+UW6构建神经毒性实验模

型(细胞提取后以"C#e"#T-B?W
密度接种#分别使

用"##,?;@-J=+/RX2J,B2' 及 =+/RX2. 辅 以

J+0;F7B>:?+,W###进行转染#并设空白对照组#混匀

后孵育P6后更换新鲜培养基(

1C/C/! 实时荧光定量 './!L/I2'./"检测

@,B/RX2':90:<表达!I<+K;@法提取神经毒性实验

#+W$+$P+UW6#及转染UW6后=+/RX2J,B0组及

=+/RX2.组的脊髓背根神经节细胞总 /RX#逆转

录合成BORX#随后以BORX 为模板进行 L/I2

'./(J,B/RX2':90:< 正 向 引 物$T[2.I.%XX

.I.I.II..II%..X%X2S[#反向引物$T[2.%.I

%.X XXIX%XI%%%I% X%I%2S[,内 参 基 因

%*?') 正 向 引 物$T[2X%%I.%%I%I%XX.%

%XIII%2S[#反向引物$T[2X%.X.I%I%II%%.

%IX.X %2S[(扩增程序为$VT ^ W ?+,#VT ^

"#=#TT ^ W#=#UW ^ S#=#循环$#次,VT ^

"?+,#!#^S#=#VT^S#=(基因的表达量采用

W`''.>
方法分析(

1C/C7!细胞凋亡实验!选用IMR*J法
)U*
进行凋

亡实验#将=+/RX2J,B2'及=+/RX2.转染后细胞

浓度调整为Te"#T ?J`"#于培养UW6后在倒置荧

光显微镜下观察绿色荧光蛋白!%&'"出现阳性表

达#判 定 转 染 成 功(然 后 进 行 IMR*J 染 色

!/;B67#瑞士"进行凋亡观察#于W##e视野下随机

选择"#个视野计算各组UW6的凋亡率(

1C/C3!17=>7<,D@;>测量bRZ及02bRZ蛋白表达

提取转染UW6后S组的脊髓背根神经节细胞总蛋

白#随后经(O(2'X%*分离及'fO&转膜#T_脱脂

奶粉封闭"6#bRZ及02bRZ蛋白一抗!"g"###稀

释"$^封闭过夜#与碱性磷酸酶标记的二抗孵育

"6后凝胶系统成像(将目的蛋白灰度与内参蛋白

$2:B>+,灰度比值为目的蛋白相对表达量(

1C/CO!统计学方法!计量资料以&SoG表示(组间

比较采用单因素方差分析#组内比较采用重复测量

设计的方差分析#'%#C#T为差异有统计学意义(

/!结果

/N1!R($BY?QI'&F'<在布比卡因诱导的神经毒性

过程表达状况

见图"(#CT??;@-J布比卡因刺激脊髓背根

神经节细胞#$P6后内源性@,B/RX2':90:<表达始

增高!'%#C#T"#UW6后表达进一步增高!'%

#n#T"(随初始布比卡因浓度增加#在"C#??;@-J

布比卡因刺激下#@,B/RX2':90:<表达增高提前至

W$6显示出有统计学意义的增高!'%#C#T"#而后

显著增高(并且在同一时间点!W$6+$P6+UW6"#较

高浓 度 布 比 卡 因 可 诱 导 更 多 内 源 性@,B/RX2

':90:<表达!'%#C#T"(

图1!0NOCC9>!R和1N0CC9>!R布比卡因诱导的>($BY?QI'&F'<

表达

=#G1!X%,<,>';#*,,EF<,::#9(9A>($BY?QI'&F'<'A;,<;%,#(-&$;#9(9A

0aOCC9>!R'(-1N0CC9>!RD&F#$'#(,

"'%#C#T#G=CF;<?7<>+?70;+,>+,>67=:?7-<;90,. '%

#n#T#G=C#CT??;@-JD90+B:+,7:>>67=:?7>+?70;;,>

/N/!抑制>($BY?QI'&F'<表达对细胞凋亡的影响

=+/RX2J,B2'及=+/RX2.UW6后转染成功

!图W"(与=+/RX2.组相比#=+/RX2J,B2'降低布

比卡因诱导的@,B/RX2':90:<表达增高!"WnS_o

TCU_G=C$UC$_o"#CW_#'%#C#T"(同时#经

IMR*J法测定#=+/RX2J,B2'组凋亡率较=+/RX2

.组降低!图 S#W$CU_ o!CW_ G=C!UCS_ o

"Wn$_#'%#C#T"(

/N7!R($BY?QI'&F'<对 +?IL通路中!YL及FQ

!YL蛋白表达的影响

见图$(脊髓背根神经节细胞转染UW6后#经

17=>7<,D@;>测定#与空白对照组和=+/RX2.组相

比#=+/RX2J,B2'转染神经节细胞使bRZ通路中包

括bRZ及02bRZ蛋白的表达均降低!'%#C#T"(

7!讨论

局麻药致神经毒性的发生机制是目前研究的热

点和难点#我们对临床麻醉过程常见的局麻药神经

毒性研究发现$@,B/RX2':90:<通过作用于凋亡相

关 YX'Z 通路导致神经细胞凋亡#进而揭示出

@,B/RX在局麻药神经毒性过程的重要调控作用(

$UP
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图/!R($BY?QI'&F'<特异:#BY?QR($QI!?"及:#BY?Q8!T"转染(V100!!!图7!:#BY?转染脊髓背根神经节细胞2/%(V300

=#G/!H<,,(A>&9<,:$,(;F<9;,#(!H=I",EF<,::#9(9A-9<:'><99;G'(G>#9((,&<9(:;<'(:A,$;,-M#;%>($BY?QI'&F'<:F,$#A#$:#BY?QR($QI!?"'(-

:#BY?Q8!T"NV100!!!=#G7!R':,<$9(A9$'>C#$<9:$9F@9A:#BY?;<'(:A,$;,--9<:'><99;G'(G>#9((,&<9(:'A;,<2/%NV300

.7@@=><:,=F7B>78A+>6=+/RX2.:,8!SX"=+/RX2J,B2'!S3"CI67,9B@7+:<7=6;A,+,D@97!OX'5=>:+,+,-"#>67:0;0>;>+BB7@@=:<7+,<78

!IMR*J=>:+,+,-"

图3!:#BY?转染脊髓背根神经节细胞后对!YL及FQ!YL蛋白表

达的影响

=#G3!X%,,EF<,::#9(9A!YL '(-FQ!YL F<9;,#('A;,<:#BY?

;<'(:A,$;,--9<:'><99;G'(G>#9((,&<9(:

" '%#C#T#G=C%<;90":,8-<;90WC"#W#S$3@:,NB;,><;@#

=+/RX2.#:,8=+/RX2J,B2'#<7=07B>+G7@H

@,B/RX作为非编码/RX的重要部分#在众多生理

及病理过程存在重要的调控作用#然而尚未有

@,B/RX参与局麻药神经毒性方面的研究(本研究

对局麻药神经毒性的发生机制进行了有效的补充#

为其解决提供了新的研究思路(

本研究对@,B/RX2':90:<在局麻药致神经毒

性过程的表达模式+神经细胞表型改变及具体通路

进行了阐释(实验细胞选择了连接中枢和外周神经

系统的脊髓背根神经节细胞#此类细胞是发生局麻

药神经毒性病变的主要部位
)P*(我们选择在脊椎动

物进化高度保守+调控神经细胞发育分化等功能的

内源性@,B/RX2':90:<进行研究
)V*(我们通过构

建布比卡因诱导的局麻药神经毒性细胞模型发现$

@,B/RX2':90:<在导致神经毒性过程表达增高#其

表达模式随布比卡因使用剂量和刺激时间增加而增

加(这与临床麻醉中神经毒性发生与局麻药使用剂

量及使用时间的关系一致(凋亡是神经毒性的主要

病变基础#我们采用=+/RX 技术抑制@,B/RX2

':90:<表达后#发现细胞凋亡率下降#即缓解了局

麻药诱导的神经毒性发生率#从而明确了@,B/RX2

':90:<的 致 神 经 毒 性 作 用(为 进 一 步 研 究

@,B/RX2':90:<在调控神经毒性过程的具体机制#

我们对导致细胞凋亡的bRZ 通路进行了研究(

bRZ通路是 YX'Z激酶中致局麻药神经毒性过程

的重要通路之一#其持续激活会引起细胞内大量活

性氧自由基产生#进而损伤细胞+导致细胞凋亡#一

旦其生产过多即会导致细胞死亡(本研究发现#抑

制内源性@,B/RX2':90:<表达显著降低了bRZ通

路 中 bRZ 及,02bRZ 蛋 白 的 表 达#从 而 明 确

@,B/RX2':90:<参与神经毒性过程中的具体通路(

本研究为细胞学实验#仍需进一步在体动物实验及

临床证据支持(
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)S* fXR.*Z1#(XR()Y (R#J**(#@B.#CI67@;,-,;,2

B;8+,-/RX':90:<<7-9@:>7=>677E0<7==+;,;FD;>6@;B:@:,8

8+=>:@-7,7=C*Y3)b#W#"$#SS!$"$WV!2S""C

)$* J5M b#.4XR% &#J5 &#@B.#C':@?+>:>7 0<;?;>7=

:9>;06:-H:,8:0;0>;=+=>6<;9-6/)(28707,87,>bRZ:,80SP

YX'ZC3+;B67? 3+;06H=/7=.;??9,#W#"T#$!S!S"$W!W2

W!UC

)T* ]4XR%J# O5IIY*/ Y/# 3JX.Z1*JJ Z#@B .#C

I/X5J:B>+G:>7=bRZ:,8R&2-3>6<;9-6/5'"28707,87,>:,8

2+,8707,87,>0:>6A:H=C.7@@(+-,:@@+,-#W#"T#WU!W"$S#!2S"$C

)!* ]4XR%a#aXRJJ#.X)a#@B.#CJ;,-,;,B;8+,-/RX

3OR&2X(0<;>7B>=@;B:@:,7=>67>+B+,89B78,79<;>;E+B+>H+,

8;<=:@<;;>-:,-@+;,,79<;,=C3+;?78'6:<?:B;>67<#W#"!#P#$

W#U2W"W )W#"U2#S2"V *C 6>>0$--:BC 7@=2B8,C B;?-

(#UTSSSWW"!S#WSST-"2=WC#2(#UTSSSWW"!S#WSST2 ?:+,C08F.

3 >+8 i U:WW:"P72SBVF2""7U2D77:2#####::D#FW!p:B8,:> i

"$VTW#$S"#3"8TPUTUWU!$UBPWVSW#!W#S$:PWW:#BWC8;+$"#C

"#"!-dCD+;06:CW#"!C#SC##SC

)U* Za/aJZ)fX Z#Za/X.4*RZ) (#J*5O Y#@B.#C

O7>7B>+;,;F:0;0>;=+=DHIMR*J:==:HCY7>6;8=Y;@3+;@#

W#"W#PPU$$"2$UC8;+$"#C"##U-VUP2"2!"UUV2P!#2S3TC

)P* aM3#]4)M(#4M 1#@B.#CX@>7<78@;,-,;,B;8+,-/RX

7E0<7==+;,=+, 8;<=:@<;;>-:,-@+;,:F>7<<:>=B+:>+B,7<G7

+,d9<HCR79<;=B+CJ7>>#W#"S#TS$$""U2"WW)W#"U2#$2""*C

6>>0$--:BC 7@=2B8,C B;?- (#S#$SV$#"W#"TU!T-"2=WC #2

(#S#$SV$#"W#"TU!T2?:+,C08F. 3>+8i!D7PT#7:2SB:#2""7U2

:VWS2#####::BDS!Wp:B8,:> i "$VTW#$U"! 3

UBPF:PFSDWUT":7:FP:8WPW$FF!7VS78C8;+$"#C"#"!-dC,79@7>C

W#"WC"WC#"$C

)V* O5R%\#1XR% \#J5R Y#@B.#C'XM'X/ @,B/RX

=900<7==78>9?;9<+-7,7=+=DH 4SZ$87?7>6H@:>+;,+,9G7:@
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%个案报告%

WTZ!W8Z合并感染患者使用[??:类抗 W8Z药

物后WTZ复制激活/例报告"

章青波
"#严丽波W#S#唐!红

W#S#

"C四川大学华西基础医学与法医学院 法医病理教研室 !成都

!"##$"",WC四川大学华西医院 感染性疾病中心 !成都!"##$"",SC

四川大学华西医院 生物治疗国家重点实验室 感染性疾病研究室

!成都!"##$""

&关键词'!乙型肝炎病毒!43f"!丙型肝炎病毒!4.f"!

合并感染!病毒复制!激活

!!病例"#患者#男性#$T岁(因/乙肝标志物阳性W#Q
年#

肝功异常SQ
年0V月前于我院门诊就诊#未行抗乙型肝炎病

毒!43f"治疗(肝功能检查示谷丙转氨酶!XJI"WV"5M-

J+总胆红素!I3"WPCW%?;@-J#43f ORX%"##5M-?J

!阴性"#:,>+2丙型肝炎病毒!4.f"阳性#4.f/RXPCVSe

"#T5M-?J#4.f基因型"D#腹部彩超提示肝硬化#其余检

查未见明显异常(随后#患者服用针对 4.f的直接抗病毒

药物!OXX="类药物 4:<G;,+!@78+0:=G+<和=;F;=D9G+<"#治疗

第W周 4.f/RX下降至!S5M-?J#43fORX阴性,第$

周 4.f/RX扩增阴性#43fORX阴性,第"W周时来我

院复查#4.f/RX 扩增阴性#但此时 43fORX$TS5M-

?J,第W$周 4.f/RX 扩增阴性#43fORXTWP#5M-

?J#此时加用恩替卡韦 !7,>7B:G+<"#CT?-0;L8抗43f治

疗#同时抗 4.f治疗结束(OXX=停药"W周时!第S!周"

复查#43fORX%T##5M-?J#4.f/RX扩增阴性#恩替

卡韦一直继续使用(

" 四川省科技计划项目 !R;CW#"T(]##$V"和四川省卫计委科

研课题!R;C"U'b##W"资助

# 通信作者#*2?:+@$6>:,-!"VP!6;>?:+@CB;?

!!病例W#肾移植术后患者#男性#S$岁#发现 43f合并

4.f感染TQ
年(S月前于我院门诊查得 XJIP$5M-?J#

I3"PCV%?;@-J#肌酐 PVC#%?;@-J#4.f /RXPnWSe

"#T5M-?J#4.f基因型"D#43fORX阴性#其余未见明

显异常(以OXX=类药物=;F;=D9G+<以及8:B@:>:=G+<#治疗

第W周4.f/RX下降至$UCT5M-?J#43fORX阴性,第

$周 4.f/RX 扩增阴性#未查 43fORX,第P周 4.f

/RX扩增阴性#43fORX""$#5M-?J#加用了替比夫定

!I7@D+G98+,7"!##?-0;L8抗 43f 治疗,第"W周 4.f

/RX扩增阴性#43fORX阴性#抗 4.f治疗结束#替比

夫定继续使用(

讨论!目前使用 OXX=治疗 4.f 逐渐普遍#对于

43f-4.f合并感染人群#OXX=药物的使用究竟对 43f

有何影响. 在临床诊治中#我们发现W例 43f-4.f合并

感染患者使用OXX=类药物后 43f复制激活的病例(这W

例患者在接受积极的抗 43f治疗后#43f病毒均得到了

有效的控制(

近两年国外文献亦有使用OXX=后 43f再激活的个

案报道(而且 43f激活不仅只发生于 43=X-阳性的患

者#43=X-阴性+43BXD阳性的患者亦也可能出现 43f激

活+肝炎发作(43f再激活的患者中有出现肝衰竭+甚至死

亡的病例(因此#最近美国食品药物监督管理局!&OX"要求

所有OXX=药物说明书中增加黑框警告#以提醒这类特殊群

体使用OXX=类药物时应注意监控(需要注意的是对于

4.f感染合并 43BXD阳性的患者#OXX=治疗 4.f期间

亦需警惕 43f 激活#治疗过程中亦需监测肝功能+43f

ORX(43f-4.f合并感染的患者使用 OXX=类药物抗

4.f治疗后 43f复制激活的机制还有待进一步研究阐

明(
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