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布比卡因抑制谷氨酸诱导大鼠海马星形胶质细胞内钙升高的机制

马欢欢#, 朱晓悫#, 郭文燕, 郝 杰, 靳保花, 张 炜*

(河北医科大学中西医结合研究所, 河北 石家庄 050017)

摘要: 本文以原代培养的大鼠海马星形胶质细胞为研究对象, 探讨布比卡因 (bupivacaine) 抑制谷氨酸诱导的海

马星形胶质细胞内钙升高的机制。运用免疫荧光技术确定代谢型谷氨酸受体 (mGluR5受体) 在神经元和星形胶质

细胞上的表达情况; 利用钙离子成像技术, 观察布比卡因和mGluR5受体拮抗剂 2-甲基-6-(苯乙炔) 吡啶盐酸盐 [2-

methyl-6-(2-phenylethynyl)-pyridine, MPEP] 对谷氨酸诱导的大鼠海马神经元和星形胶质细胞胞内游离钙 (intracel‐

lular free Ca2+ concentration, [Ca2+]i) 变化的影响; 观察布比卡因对mGluRs (mGluR1/5) 受体激动剂 (RS)-3,5-二羟基苯

基甘氨酸 [(RS)-3,5-dihydroxyphenylglycine, DHPG] 及mGluR5受体特异性激动剂 2-氯-5羟苯基甘氨酸钠盐 [(RS)-2-

chloro-5-hydroxyphenylglycine sodium salt, CHPG] 诱导的大鼠海马神经元和星形胶质细胞[Ca2+]i变化的影响。动物

实验已获得河北医科大学实验动物伦理委员会批准。结果显示, 神经元和星形胶质细胞上mGluR5受体表达丰富;

300 μmol·L-1布比卡因可抑制 1 mmol·L-1谷氨酸诱导的星形胶质细胞[Ca2+]i的升高 (P < 0.01); 10 μmol·L-1 MPEP完

全抑制了 1 mmol·L-1谷氨酸诱导的星形胶质细胞[Ca2+]i的升高 (P < 0.01), 而对神经元[Ca2+]i升高反应的抑制率仅为

10%～20%; 300 μmol·L-1布比卡因可完全抑制 50 μmol·L-1 DHPG介导的星形胶质细胞[Ca2+]i升高的反应 (P < 0.01);

布比卡因浓度依赖性地抑制CHPG诱导的星形胶质细胞[Ca2+]i的升高, IC50约为 100 μmol·L-1。以上研究结果表明,

布比卡因通过作用于星形胶质细胞上的mGluR5受体抑制谷氨酸介导的海马星形胶质细胞[Ca2+]i升高的反应。
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Mechanisms of bupivacaine inhibition of glutamate-induced intracellular

calcium elevation in primary cultured rat hippocampal astrocytes

MA Huan-huan#, ZHU Xiao-que#, GUO Wen-yan, HAO Jie, JIN Bao-hua, ZHANG Wei*

(Institute of Chinese Integrative Medicine, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China)

Abstract: This research investigated the mechanism by which bupivacaine inhibits glutamate-induced intracel‐

lular free Ca2+ increases in primary cultured hippocampal astrocytes. Immunofluorescence was used to demonstrate

the expression of metabotropic glutamate receptor (mGluR5 receptor) on neurons and astrocytes. Calcium imaging

was used to measure the alteration of intracellular free Ca2+ ([Ca2+]i) in primary cultured rat hippocampal neurons

and astrocytes. The animal experiments were approved by the Animal Experiments Ethical Committee of Hebei

Medical University. The results showed that mGluR5 receptor was abundantly expressed in the primary cultured

rat neurons and astrocytes. Bupivacaine (300 μmol·L-1) significantly inhibited 1 mmol·L-1 glutamate-induced

[Ca2+]i increase in astrocytes (P < 0.01). 2-Methyl-6-(2-phenylethynyl)-pyridine (MPEP) (10 μmol·L-1) completely

abolished the increase of [Ca2+]i induced by 1 mmol·L-1 glutamate in the astrocytes (P < 0.01), while the inhibitory
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effect on neurons was only 10%-20%. Bupivacaine (300 μmol·L-1) completely inhibited the [Ca2+]i increase induced

by mGluR5 receptor agonists (RS) -3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG) (50 μmol · L-1) and (RS) -2-chloro-5-

hydroxyphenylglycine sodium salt (CHPG) (1 mmol·L-1) in astrocytes (P < 0.01). In addition, bupivacaine inhibited

the CHPG-induced [Ca2+]i increase in a dose-dependent manner in astrocytes with an IC50 of 100 μmol·L-1. The

results from this study indicate that bupivacaine inhibits glutamate-induced [Ca2+ ]i elevation by acting on the

mGluR5 receptor in primary cultured hippocampal astrocytes.
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局部麻醉药 (local anaesthetics) 简称局麻药, 是一

类能够可逆性地阻滞神经轴突内冲动的传导, 使局部

组织感觉尤其是痛觉暂时消失的药物。临床上常用于

表面麻醉、浸润麻醉、硬膜外麻醉和蛛网膜下腔麻醉

等。布比卡因是一种长效酰胺类局麻药, 由于其化学

性质稳定, 作用效果持续时间长, 因此在临床上广泛应

用[1]。然而布比卡因等局麻药有严重不良反应, 尤其

是其心脏和神经毒性, 如心脏骤停、肌肉抽搐和癫痫

等。研究发现 , 布比卡因引起中枢神经系统 (central

nervous system, CNS) 毒性的血药浓度更低[2-5]。而且,

与其他几种常用的局麻药相比, 布比卡因产生的毒性

作用最为严重[6]。但是目前布比卡因引起中枢神经系

统毒副作用的机制尚不明确。

星形胶质细胞是哺乳动物脑内分布最多的细胞,

具有复杂的结构和多种功能 , 在 CNS 损伤后可被大

量激活。星形胶质细胞具有调节突触功能和神经递质

水平、组成血脑屏障、释放营养因子和炎症因子等

功能[7-9]。在哺乳动物中谷氨酸是CNS内主要的兴奋

性神经递质, 其介导的兴奋性信号传导可以影响哺乳

动物的学习、记忆和认知等功能[10,11]。星形胶质细胞

主要通过代谢型谷氨酸受体与三磷酸肌醇 (inositol

triphosphate, IP3) 相偶联诱发星形胶质细胞内钙库

的释放, 引起胞内游离 Ca2+ ([Ca2+]i) 升高。代谢型谷

氨酸受体 (mGluRs) 根据其序列同源性、信号转导机

制和激动剂选择性分为 3组: I组mGluRs包括mGluR1

和 mGluR5; II 组包括 mGluR2 和 mGluR3; III 组包括

mGluR4、mGluR6、mGluR7和mGluR8。海马胶质细胞

上表达丰富的 mGluR5受体[12]。研究显示, 布比卡因

的CNS毒性很可能与神经细胞[Ca2+]i有关[13,14]。本课

题组前期研究发现, 布比卡因对大鼠海马神经元的毒

性作用 (增强谷氨酸诱导的神经元[Ca2+]i升高) 可能源

于其对星形胶质细胞[Ca2+]i的直接抑制作用, 且从 0～

300 μmol·L-1浓度依赖性抑制谷氨酸诱导的星形胶质细

胞[Ca2+]i升高[15]。然而布比卡因对谷氨酸诱导的星形

胶质细胞[Ca2+]i升高的抑制作用机制是否与mGluR5

受体相关并不十分清楚。本文以原代培养的大鼠海马

星形胶质细胞为研究对象, 利用钙离子成像和免疫荧

光技术, 在原代海马神经元和星形胶质细胞共同培养

状态下, 探讨布比卡因对谷氨酸诱导的海马星形胶质

细胞[Ca2+]i升高的抑制作用及相关机制。

材料与方法

实验动物 成年 Sprague Dawley清洁级孕鼠, 体

重控制在 250～300 g, 动物许可证号 : SCXK (冀)

2018-004。由河北医科大学实验动物中心提供。大鼠

饲养于动物实验室内, 室温调节至 (23 ± 1) ℃, 相对湿

度为 (50 ± 5) %, 明暗交替各 12 h (光照时间为 8∶00～

20∶00)。动物能够自由觅食、饮水。实验过程经河北

医科大学实验动物福利伦理委员会批准。

主要试剂与药物 Neurobasal培养基、DMEM 培

养基、HBSS 平衡盐溶液、Hibernate-E 培养基、Fura-2

AM、胎牛血清 (FBS)、磷酸缓冲盐溶液 (PBS)、B-27及

丙酮酸钠购自美国Gibco公司; 羊抗小鼠二抗和羊抗

兔二抗购自美国 Jackson 公司 ; NeuN 抗体购自美国

Abcam公司; Accutase购于美国Millipore公司; DNase

购于日本TaKaRa公司; 封片液和羊血清购自北京索莱

宝公司; GFAP抗体购于上海Arigo biolaboratories公司;

盐酸布比卡因购于日本 TCI公司; 2-甲基-6-(苯乙炔)

吡啶盐酸盐 [2-methyl-6- (2-phenylethynyl) -pyridine,

MPEP]、(RS) -3,5-二羟基苯基甘氨酸 [(RS) -3,5-dihy‐

droxyphenylglycine, DHPG] 及 2-氯-5羟苯基甘氨酸钠

盐 [(RS) -2-chloro-5-hydroxyphenylglycine sodium salt,

CHPG] 购于英国TOCRIS公司。

仪器 DMI3000B型荧光显微镜、共聚焦显微镜 (德

国Leica公司); FV1200型荧光显微镜 (日本OLYMPUS

公司); ALA-VM8灌流系统 (美国 ALA公司); VAPRO

5600型渗透压仪 (美国Wescor公司); CP213型电子天

平 (美国 Ohaus 公司); MS104S 型电子天平、FE20 型

pH仪 (瑞士Mettler Toledo公司); Nanopure纯水仪 (美

国 Thermo Fisher公司); MLS-3020型高压蒸汽消毒锅

(日本SANYO公司)。

细胞外液的制备 钙成像细胞外液成分为

145 mmol·L-1 NaCl、3 mmol·L-1 KCl、2 mmol·L-1 MgCl2、

2 mmol·L-1 CaCl2、10 mmol·L-1 HEPES 和 10 mmol·L-1
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葡萄糖。用 1 mol·L-1 NaOH调 pH至 7.4。最后使用真

空泵和 0.22 μm 微孔滤膜抽滤 , 随后测定渗透压于

(300 ± 20) mmol·kg-1内, 即可用于药品的配制与钙成

像实验。

胎鼠海马、胶质神经细胞的培养 选取孕期为第

18～20天的 SD大鼠的胎鼠, 按照实验室前期建立的

神经、胶质细胞培养方法获取海马细胞悬液[16]。细胞

悬液过筛后, 以每平方厘米 2.5×104个的细胞密度将单

细胞悬液移入含有经多聚赖氨酸包被过的玻璃爬片的

24孔板内。细胞培养在含 10% FBS的DMEM培养基

中, 培养于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱内。海马神经

细胞混合培养: 4 h后, 更换为新鲜的化学成分确定的

培养基 (chemically defined medium, CDM) 生长培养

基, 此后每 3天进行半量更换新鲜的CDM。海马星形

胶质细胞单独培养: 当天不用更换培养基, 之后每天全

量更换新鲜的含 10% FBS的DMEM, 3天后将培养基

更换为纯的DMEM培养基, 依旧每天全量换液。海马

神经元单独培养: 4 h后, 更换为新鲜的CDM生长培养

基 , 并于第 3 天更换为含有 5-氟尿嘧啶 (10 μmol·L-1)

的CDM培养基, 再过 3天后全量更换新鲜CDM培养

基, 此后每3天进行半量更换CDM培养基。

免疫荧光染色 选取显微镜下观察生长状态良好

的培养 7～10天的原代海马神经细胞爬片, 用 PBS漂

洗 3 次 , 4% 多聚甲醛固定 15 min 后 , PBS 洗 3 次 , 3%

BSA + 0.3% Triton X-100打孔液在37 ℃恒温箱中对细

胞进行打孔 (60 min), 完成后恢复至室温, 用吸水纸吸

干打孔液, 滴加50%山羊血清, 室温封闭30 min。封闭

完成后用吸水纸吸干封闭液, 加一抗 (神经元用NeuN

抗体标记, 星形胶质细胞用GFAP抗体标记, 并分别与

mGluR5抗体进行共标记) 于 4 ℃冰箱孵育 24 h, 次日

用PBS洗 3次后, 加入荧光二抗 (神经元细胞和星形胶

质细胞用山羊抗小鼠的荧光二抗, mGluR5用山羊抗

兔的荧光二抗), 避光 37 ℃孵育 90 min, PBS漂洗 3次,

滴加DAPI, 避光室温孵育 10 min, PBS浸洗 3次后, 用

含抗荧光淬灭剂的封片液进行封片。激光共聚焦显微

镜下观察并采集图像。

钙离子成像技术 将培养 7～10天的原代海马神

经细胞浸在含 2 μmol·L-1 Fura-2 AM 染料的细胞外液

中, 全程避光, 37 ℃孵育 15 min后即可用于实验。控

制室温于 (23 ± 1) ℃。将孵育过 Fura-2荧光染料的细

胞爬片置于显微镜记录浴槽中, 细胞外液灌流速度为

2 mL·min-1, 洗去细胞爬片上多余的染料后, 应用莱卡

DMI3000B显微镜进行钙离子成像实验。以340 nm和

380 nm波长激发细胞内 Fura-2信号, 选择 1次每秒的

频率进行信号采集。最终 , 得到的结果以 340 nm 与

380 nm信号的比值 [R(340/380 nm)] 表示。钙离子信

号峰值参数通过公式计算: R峰值(340/380 nm) = R峰高值

(340/380 nm) - R基线值(340/380 nm)。

统计学分析 数据的统计描述以
-
x ± s或者中位

数 (四分位数间距) 表示, 并采用GraphPad Prism 6.0软

件及 SPSS 21 软件进行统计学分析。图形处理使用

GraphPad Prism 6.0软件及Adobe Illustrator CS6软件。

对于同一细胞自身前后的两次反应之间的比较, 根据

其差值的正态性采用配对样本 t检验或者Wilcoxon符

号秩和检验进行分析。P < 0.05表示差异具有统计学

意义。

结果

1 在共培养状态下布比卡因对谷氨酸诱发的星形胶

质细胞[Ca2+]i升高的影响

在神经元和星形胶质细胞共同培养的状态下, 给

予 1 mmol·L-1 谷氨酸 (10 s), 可引起星形胶质细胞

[Ca2+]i升高。用 300 μmol·L-1 布比卡因孵育 5 min[15],

然后再次给予 1 mmol·L-1 谷氨酸 (10 s) 诱发星形胶质

细胞[Ca2+]i升高, 布比卡因孵育后两次谷氨酸诱导产

生的[Ca2+]i升高反应强度具有显著性差异 (P < 0.01)。

1 mmol·L-1谷氨酸第二次给药产生的[Ca2+]i峰高及曲

线下面积 (area under the curve, AUC) 较首次反应显著

降低 (图 1A、B), R峰值(340/380 nm) 由孵育布比卡因前

的 0.27 ± 0.07下降至 0.09 ± 0.11, 降低了 67% (n = 10,

P < 0.01); AUC由 2.19 ± 1.13降低至 1.02 ± 1.45, 降低

了 53%; 而星形胶质细胞[Ca2+]i升高后恢复至基线水

平的Tau值受布比卡因影响显著减慢, 由 5.88 ± 1.68 s

上升至12.40 ± 9.88 s (图1A、B)。

2 mGluR5受体拮抗剂MPEP对谷氨酸诱导的共同

培养的海马神经细胞和星形胶质细胞[Ca2+]i升高的

影响

神经元和星形胶质细胞共培养状态下 , 给予

1 mmol·L-1 的谷氨酸 (10 s), 可引起神经元和星形胶

质细胞[Ca2+]i升高。对于共同培养状态下的神经元 ,

MPEP (10 μmol·L-1) 孵育5 min后, 可降低1 mmol·L-1谷

氨酸诱发的神经元[Ca2+]i的升高, 神经元细胞[Ca2+]i的

R峰值(340/380 nm) 由孵育 MPEP 前的 0.69 ± 0.19 下降

至0.61 ± 0.17,降低了11.6% (P < 0.01), RAUC(340/380 nm)

值由孵育前的 42.82 ± 11.95 降低至 34.93 ± 10.58, 降

低了18.4% (P < 0.01), 而Tau值前后无显著性改变 (n =

35, 图 2A、B)。然而, MPEP (10 μmol·L-1) 可完全抑制

1 mmol·L-1谷氨酸 (10 s) 介导的星形胶质细胞[Ca2+]i

升高的反应, R峰值(340/380 nm) 由 0.35 ± 0.07降低至 0,

抑制率为100% (n = 22, 图2C、D, P < 0.01)。
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3 mGluR5受体在神经元和星形胶质细胞上的表达

情况

激光共聚焦照片显示, mGluR5可分别与NeuN和

GFAP抗体共同表达于同一位置, 表明神经元和星形胶

质细胞均表达mGluR5受体 (图 3、4)。其中, 图 3是神

经元单独培养, 应用神经元标记物Anti-NeuN和Anti-

mGluR5共同标记。图4是纯星形胶质细胞单独培养, 应

用星形胶质细胞标记物Anti-GFAP与Anti-mGluR5共同

标记。细胞核使用DAPI进行复染标记, 呈蓝色荧光。

4 布比卡因对 mGluR1/5受体激动剂 DHPG诱导的

星形胶质细胞[Ca2+]i变化的影响

在原代海马神经元和星形胶质细胞共培养的状态

下, 持续给予 50 μmol·L-1的DHPG (10 s), 可诱导星形

胶质细胞[Ca2+]i显著升高, 达峰后随药物洗脱星形胶

Figure 2 Effects of MPEP on the glutamate-induced [Ca2+ ]i increase of neurons and astrocytes in the co-cultured system. 10 μmol·L-1

MPEP preincubation (5 min) suppressed the glutamate-induced [Ca2+]i elevation in neurons in co-cultured system (A: A representative trace;

B: Percent changes in peak, AUC and Tau value, n = 35). The increase of [Ca2+]i induced by glutamate was completely abolished by MPEP

in astrocytes (C: A representative trace; D: Percent changes in peak, AUC and Tau value, n = 22). Cells were exposed to 1 mmol·L-1 gluta‐

mate for 10 s.
-
x ± s. **P < 0.01 vs glutamate group. MPEP: 2-Methyl-6-(2-phenylethynyl)-pyridine

Figure 1 Effects of bupivacaine on the glutamate-induced [Ca2+]i elevation of astrocytes in the co-cultured system. A: 300 μmol·L-1 bupiva‐

caine preincubation 5 min significantly inhibited glutamate-induced [Ca2+]i elevation in astrocytes representative trace; B: Percent changes in

peak, area under the curve (AUC) and Tau value. Cells were exposed to 1 mmol·L-1 glutamate for 10 s.
-
x ± s, n = 10. **P < 0.01 vs glutamate

group. [Ca2+]i: Intracellular free Ca2+ concentration

Figure 3 Neuron staining with metabotropic glutamate receptor 5 (mGluR5) in neuron. A-C: Representative images show the neuron im‐

munostained with NeuN (red), mGluR5 (green), DAPI (blue). D was merged by the other three. Scale bar: 25 μm
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质细胞的[Ca2+]i可自主恢复至基线水平, 星形胶质细

胞[Ca2+]i的 R峰值(340/380 nm) = 0.40 ± 0.10 (n = 26, 图

5A、B)。首次给药结束后, 细胞外液持续冲洗5 min, 再

次给予 50 μmol·L-1的DHPG (持续10 s), 仍可引起星形

胶质细胞[Ca2+]i显著上升 , R峰值(340/380 nm) = 0.39 ±

0.11 (图 5A、B)。然而, 共培养状态下给予 50 μmol·L-1

DHPG (持续 10 s) 仅可诱导少数神经元细胞[Ca2+]i的

微小变化, 绝大多数神经元不能被DHPG诱导产生细

胞[Ca2+]i升高。

300 μmol·L-1布比卡因 (孵育 5 min) 可明显抑制

50 μmol·L-1 DHPG (10 s) 介导的星形胶质细胞[Ca2+]i

升高的反应, 其中, 37例细胞[Ca2+]i的R峰值和RAUC下降

至 0; 剩余 3例被部分抑制, R峰值分别降低至 67%、61%

和56%, RAUC分别降低至21%、53%和29%。细胞[Ca2+]i

的R峰值由孵育DHPG前的 0.40 ± 0.09降至 0.02 ± 0.07,

RAUC 由 3.60 ± 1.76 降至 0.17 ± 0.61 (n = 40, 图 5C、D,

P < 0.01)。

5 布比卡因对mGluR5受体特异性激动剂CHPG诱

导混合培养海马神经细胞[Ca2+]i变化的影响

在神经元和星形胶质细胞共培养状态下 , 给予

1 mmol·L-1 CHPG (20 s), 可诱导星形胶质细胞[Ca2+]i

从基线水平显著升高, 达峰后星形胶质细胞的[Ca2+]i

可自主恢复至基线水平 , R峰值(340/380 nm) 为 0.34 ±

0.06 (n = 16, 图 6A、B)。初次给药结束后, 仍用细胞外

液冲洗 5 min, 然后再次给予 1 mmol·L-1 CHPG持续刺

激 20 s, 仍然可以引起星形胶质细胞[Ca2+]i显著上升,

R峰值(340/380 nm) 为 0.34 ± 0.07 (图 6A、B), 前后两次

没有显著性差异。并且 1 mmol·L-1 CHPG (20 s) 不能

引起共培养状态下神经元细胞[Ca2+]i的升高。

300 μmol·L-1布比卡因孵育 (5 min) 混合培养状态

下星形胶质细胞, 可明显抑制1 mmol·L-1 CHPG (持续给

药 20 s)诱导的细胞[Ca2+]i升高, 其中, 11例细胞[Ca2+]i

340 nm与 380 nm信号的比值下降至 0; 仅 1例被部分

抑制, R峰值降低了58%, RAUC降低了55%。细胞[Ca2+]i的

Figure 5 Effect of bupivacaine on the DHPG-induced [Ca2+]i changes of astrocytes in the co-cultured system. 50 μmol·L-1 DHPG (10 s)

induced elevation of [Ca2+]i in astrocytes (A: A representative trace; B: Percent changes in peak, AUC and Tau value, n = 26) in primary

cultured hippocampal astrocyte.
-
x ± s. 300 μmol·L-1 bupivacaine preincubation (5 min) significantly inhibited the DHPG-induced [Ca2+]i

elevation in astrocytes (C: A representative trace; D: Percent changes in peak and AUC value, n = 40).
-
x ± s. **P < 0.01 vs DHPG group.

DHPG: (RS)-3,5-Dihydroxyphenylglycine

Figure 4 Astrocytes staining with mGluR5 in pure-astrocytes system. A-C: Representative images show the astrocytes immunostained

with GFAP (red), mGluR5 (green), DAPI (blue). D was merged by the other three. Scale bar: 25 μm
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R峰值由孵育布比卡因前的 0.40 ± 0.05降至 0.02 ± 0.06,

RAUC由2.82 ± 0.90降至0.11 ± 0.38 (n = 12, 图6C、D, P <

0.01)。实验结束后细胞外液冲洗, 再次给予1 mmol·L-1

CHPG, 仍然可以引起星形胶质细胞[Ca2+]i升高。

6 布比卡因对共培养状态下CHPG诱导的海马星形

胶质细胞[Ca2+]i升高的量效关系研究

上述研究表明, 在海马神经元和星形胶质细胞共

培养下, 300 μmol·L-1布比卡因可显著抑制CHPG诱导

的星形胶质细胞[Ca2+]i升高。应用不同浓度布比卡因

(10、30、100和 300 μmol·L-1) 检测其对CHPG诱发星形

胶质细胞[Ca2+]i的影响发现, 布比卡因可浓度依赖性

地抑制CHPG诱导的星形胶质细胞[Ca2+]i升高。根据

峰值和曲线下面积分别计算布比卡因对CHPG引起星

形胶质细胞[Ca2+]i升高的抑制作用, IC50分别为 99.77

和103.6 μmol·L-1 (图7)。

讨论

布比卡因属长效酰胺类局麻药, 脂溶性高, 作用效

果强, 是临床常用的局部麻醉药。但布比卡因可产生

如心脏骤停和惊厥等不同程度的心血管系统的抑制

Figure 6 Effect of bupivacaine on the CHPG-induced [Ca2+]i changes of astrocyte in the co-cultured system. Stimulation with 1 mmol·L-1

CHPG for 20 s induced elevation of [Ca2+]i in astrocytes (A: A representative trace; B: Percent changes in peak, AUC and Tau value, n = 16)

in co-cultured primary hippocampal neurons with astrocyte systems.
-
x ± s. Preincubation with 300 μmol·L-1 bupivacaine for 5 min inhibited

CHPG-induced elevation in [Ca2+]i in astrocytes co-cultured with neurons (C: A representative trace; D: Percent changes in peak and AUC

value, n = 12).
-
x ± s. **P < 0.01 vs CHPG group. CHPG: [(RS)-2-Chloro-5-hydroxyphenylglycine sodium salt

Figure 7 The concentration-effect curves of bupivacaine inhibiting on the CHPG-induced elevation in astrocytes. Preincubation with bupi‐

vacaine (10, 30, 100, and 300 μmol·L-1 for 5 min, n = 10, 14, 20 and 12, respectively) inhibited CHPG-induced [Ca2+]i elevation in astro‐

cytes. A: Inhibitory curves of bupivacaine on peak; B: Percent changes in peak; C: Inhibitory curves of bupivacaine on AUC; D: Percent

changes in AUC. Cells were exposed to 1 mmol·L-1 CHPG for 20 s.
-
x ± s. **P < 0.01 vs CHPG group
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作用和神经毒性作用 , 1/3患者使用时可出现短暂的

神经症状, 且CNS的毒性作用的发生往往早于心脏毒

性[2,3,17,18]。本课题组前期研究发现, 布比卡因可以直接

作用于星形胶质细胞, 降低谷氨酸介导的星形胶质细胞

的[Ca2+]i升高, 增强谷氨酸诱发的神经元的[Ca2+]i升高[15]。

谷氨酸是中枢神经系统重要的神经递质, 同时也

是胶质细胞信息传递的分子, 谷氨酸通过作用于谷氨

酸受体进行信息传递。研究表明, 胶质细胞和神经元

相似, 既表达离子型谷氨酸受体也表达代谢型谷氨酸

受体, 而胶质细胞上代谢型谷氨酸受体的表达更为丰

富。如mGluR5受体在大鼠海马体的神经元及星形胶

质细胞上都有表达[19,20]。本研究也发现mGluR5受体

在神经元和星形胶质细胞上均有大量的表达, 尤其在

星形胶质细胞上mGluR5受体的表达遍布整个星形胶

质细胞, 与GFAP的染色完全吻合。

本课题组前期的研究表明, 布比卡因能够抑制谷氨

酸诱导的星型胶质细胞[Ca2+]i的升高[15]。在共同培养的

原代大鼠海马神经元和星形胶质细胞中, 1 mmol·L-1

谷氨酸可诱导神经元和星形胶质细胞[Ca2+]i水平的显

著升高。给予 300 μmol·L-1布比卡因能够显著抑制谷

氨酸诱导的星形胶质细胞[Ca2+]i升高的反应。在神经

元和星形胶质细胞共培养状态下, 10 μmol·L-1 mGluR5

受体拮抗剂MPEP可以显著降低谷氨酸诱发的神经元

和星形胶质细胞内钙的升高, 但对两种细胞内钙抑制

的程度不一致, 神经元仅抑制 10%～20%, 而星形胶质

细胞[Ca2+]i升高的反应几乎完全被抑制, 表明胶质细

胞上谷氨酸引起的内钙变化主要由代谢型谷氨酸受体

所诱发, 而神经元上则主要由离子型谷氨酸受体所诱

发的。因此, 布比卡因降低谷氨酸诱导的星形胶质细

胞[Ca2+]i升高的反应可能与代谢型谷氨酸受体有关。

为验证以上的猜想, 本研究用 mGluRs (mGluR1/5) 受

体激动剂 DHPG 和 CHPG 刺激星形胶质细胞 , 发现

DHPG 和 CHPG 都能够诱发星形胶质细胞内钙增加 ,

表明代谢型谷氨酸受体参与谷氨酸介导的星形胶质细

胞的钙振荡。布比卡因可抑制DHPG和CHPG诱发的

星形胶质细胞[Ca2+]i升高, 表明mGluR5受体参与了布

比卡因抑制谷氨酸诱导的星形胶质细胞[Ca2+]i升高的

反应, 并且布比卡因抑制CHPG诱发的星形胶质细胞

[Ca2+]i升高的 IC50约为 100 μmol·L-1, 此浓度和布比卡

因临床应用出现毒性反应时的血药浓度基本一致。表

明布比卡因临床应用时所引发的毒性反应, 与其通过

星形胶质细胞上的mGluR5受体抑制谷氨酸诱发的星

形胶质细胞[Ca2+]i升高密切相关。综上所述, 本研究

为布比卡因的神经毒性作用机制研究提供了一定的补

充, 并为布比卡因等其他具有神经毒性反应的局麻药

物的作用机制及临床治疗研究提供新的参考依据。
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