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　　［摘要］　目的　观察右美托咪定对大鼠脊髓缺血再灌注损伤的影响，并探讨其可能的机制。方法
　９６只成年ＳＤ大鼠按随机数字表法分为４组（ｎ＝２４）：假手术组（Ｓ组）、缺血再灌注组（ＩＲ组）、缺血
再灌注右美托咪定组（ＤＥＸ组）和缺血再灌注右美托咪定 ＋育亨宾组（ＤＹ组），每组再分为灌注后１２、
２４、４８、７２ｈ４个亚组（ｎ＝６）。采用临床常用的首次负荷量加持续微量泵给药方式予以右美托咪定和育
亨宾处理，并通过改良Ｚｉｖｉｎ法阻断双肾间腹主动脉建立脊髓缺血再灌注损伤模型，采用ＢＢＢ法对大鼠
运动功能评分，ＨＥ染色观察大鼠脊髓病理学改变（Ｌ４～Ｌ６），免疫组化观察脊髓 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２表达，采用
ＴＵＮＥＬ法计数脊髓细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃａｓｐａｓｅ３表达。结果　与ＩＲ组比较，ＤＥＸ组和ＤＹ组
ＢＢＢ运动评分升高，ＨＥ染色病理损伤明显减轻，ＴＵＮＥＬ染色细胞凋亡率下降，免疫组化 Ｂｃｌ２升高，
Ｂａｘ降低（Ｐ＜００５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 Ｃａｓｐａｓｅ３表达减少；与 ＤＥＸ组比较，ＤＹ组 ＢＢＢ运动评分降低，
ＨＥ染色病理损伤加重，ＴＵＮＥＬ染色细胞凋亡率升高，免疫组化 Ｂｃｌ２降低，Ｂａｘ升高（Ｐ＜００５），
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示Ｃａｓｐａｓｅ３表达增加。结论　右美托咪定对大鼠脊髓缺血再灌注损伤具有明
显的保护效应，其机制与激动 α２肾上腺素受体，增加 ＦＡＫ磷酸化，并上调 Ｂｃｌ２表达，下调 Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ３表达的抗细胞凋亡作用有关。
　　［关键词］　缺血再灌注损伤；右美托咪定；育亨宾；脊髓
　　［中图法分类号］　Ｒ３６４．１２；Ｒ６５１．２；Ｒ９７１．２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１１７２１２２）
［通信作者］　陈玉培，Ｅｍａｉｌ：９６３０４３１１５＠ｑｑ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１４１２０８．１４３０．０２０．ｈｔｍｌ（２０１４１２０８）

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅｏｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ
ＷａｎｇＺｈｏｎｇｑｕａｎ，ＷａｎｇＦｕ，ＲａｎＬｏｎｇｋｕａｎ，ＴｉａｎＺｅｄａｎ，ＣｈｅｎＹｕｐｅｉ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄ
ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１０，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅｏｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ，ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｒａｎｄｏｍｎｕｍｂｅｒｔａｂｌｅｍｅｔｈｏｄｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｄｉｖｉｄｅ９６ａｄｕｌｔＳＤｒａｔｓｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝２４）：ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｓ），ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ（ＩＲ），ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ＤＥＸ），ａｎｄｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅａｎｄｙｏｈｉｍｂｉｎｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ＤＹ）．Ｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝６）ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
（１２，２４，４８ａｎｄ７２ｈ）ａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ．Ａｆｔｅｒｔｈｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ
ｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈａｎｉｍｐｒｏｖｅｄＺｉｖｉｎｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｍｏｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｎｄｌｉｍｂｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙ
ＢＢＢｓｃａｌｅ，ａｎｄｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎＬ４－Ｌ６ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｃｅｌｌｓｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬ
ａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＩＲ，ｇｒｏｕｐＤＥＸａｎｄｇｒｏｕｐＤＹｓｈｏｗｅｄｈｉｇｈｅｒｍｏｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｓｃｏｒｅｓ，
ｌｅｓｓｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙ，ｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘａｎｄＣａｓｐａｓｅ３，ｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，ａｎｄｌｏｗｅｒ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＤＹ，ｇｒｏｕｐＤＥＸｈａｄｂｅｔｔｅｒｏｕｔｃｏｍｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅｈａｓｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｔｈｒｏｕｇｈ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆα２ａｄｒｅｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＦＡＫ，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢｃｌ２，ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢａｘ
ａｎｄＣａｓｐａｓｅ３．

３３４
第３７卷第５期
２０１５年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１５



　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ；ｙｏｈｉｍｂｉｎｅ；ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７２１２２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣｈｅｎＹｕｐｅｉ，Ｅｍａｉｌ：９６３０４３１１５＠
ｑｑ．ｃｏｍ

　　脊髓缺血再灌注损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩＲＩ）表现为脊髓功能进行性的且发展
迅速的丧失，是脊柱手术和动脉瘤等手术后患者严重

致残和死亡的重要原因。目前ＳＣＩＲＩ尚无有效干预措
施，疗效亦欠佳。右美托咪定（ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ，ＤＥＸ）
具有镇静、镇痛、抗焦虑、利尿等作用，近年来广泛应用

于临床麻醉［１－３］。研究发现，ＤＥＸ作为 α２受体激动剂
具有多器官保护作用［４－７］，涉及心、脑和肾脏多个器

官。Ｂｅｌｌ等［８－９］在一项 ＤＥＸ对脊髓缺血再灌注损伤
研究中发现ＤＥＸ对ＳＣＩＲＩ也具有保护作用，但其机制
尚不清楚。本研究主要探讨 ＤＥＸ对 ＳＣＩＲＩ的作用及
其机制，旨在为 ＳＣＩＲＩ的防治策略及机制的研究提供
参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂
　　健康成年 ＳＤ大鼠 ９６只（雌雄不限），体质量
（２００±２０）ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供。盐
酸右美托咪定注射液（２００μｇ：２ｍＬ；江苏恒瑞医药股
份有限公司，批号１３１２２４３２），盐酸育亨宾（西安天宝
生物科技有限公司，批号 ＴＢ２０１４０１２１），兔源 Ｂｃｌ２多
克隆抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ生物公司，货号１２７８９１ＡＰ），兔
源Ｂａｘ多克隆抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ生物公司，货号５０５９９
２ｌｇ），兔源 Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ生物公
司，货号１９６７７１ＡＰ），辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
ＩｇＧ（碧云天生物技术研究所进口分装，编号 Ａ０２０８），
ＴＵＮＥＬ试剂盒（美国Ｒｏｃｈｅ公司）。
１．２　大鼠脊髓缺血再灌注模型制作
　　根据改良 Ｚｉｖｉｎ法［１０－１１］建立脊髓缺血再灌注模

型，按大鼠体质量腹腔注射１０％水合氯醛０．４ｍＬ／１００ｇ
麻醉，头皮针尾静脉穿刺置管，将大鼠仰卧位固定，腹

部常规脱毛后消毒，然后沿腹白线剖开腹腔，将肠管向

左推，分离暴露出腹主动脉并仔细辨认双侧肾动脉，在

左、右肾动脉之间穿线后，以无创动脉夹阻断腹主动

脉，缺血４５ｍｉｎ后松夹恢复血液灌注，最后逐层关闭
腹腔并腹腔注射５万Ｕ青霉素，术中用烤灯维持肛温
３６℃左右，术后常规饲养。模型成功标准：①缺血：腹
主动脉阻断部位以下的动脉搏动消失，大鼠后肢苍白；

②再灌注：松开动脉夹后，大鼠后肢转为红润；③大鼠
能正常进食，前肢功能正常，双后肢瘫痪，伴不同程度

的大小便功能障碍。

１．３　实验分组与处理
　　将９６只ＳＤ大鼠按随机数字表法分为４组（ｎ＝
２４）：①假手术组（Ｓ组）：只行手术操作，不阻断腹主动
脉。经尾静脉缓慢注射生理盐水３ｍＬ／ｋｇ５ｍｉｎ后再
以３ｍＬ／（ｋｇ·ｈ）连续泵注１２０ｍｉｎ；②缺血再灌注组
（ＩＲ组）：经尾静脉缓慢注射生理盐水３ｍＬ／ｋｇ５ｍｉｎ
后阻断腹主动脉，并再以生理盐水３ｍＬ／（ｋｇ·ｈ）连续
泵注１２０ｍｉｎ；③缺血再灌注右美托咪定组（ＤＥＸ组）：
经尾静脉缓慢注射 ＤＥＸ３μｇ／ｋｇ５ｍｉｎ后阻断腹主动
脉，并再以ＤＥＸ３μｇ／（ｋｇ·ｈ）连续泵注１２０ｍｉｎ；④缺
血再灌注右美托咪定 ＋育亨宾组（ＤＹ组）：经尾静脉
缓慢注射ＤＥＸ３μｇ／ｋｇ＋育亨宾３μｇ／ｋｇ５ｍｉｎ后阻
断腹主动脉，并再以 ＤＥＸ３μｇ／（ｋｇ·ｈ）＋育亨宾
３μｇ／（ｋｇ·ｈ）连续泵注１２０ｍｉｎ。
　　每组分为再灌注后１２、２４、４８、７２ｈ４个亚组（ｎ＝
６），各组大鼠均于上述各时间点在麻醉下断头处死，
采用后部正中切口，分离取出脊髓 Ｌ２～Ｌ６节段。Ｌ２～
Ｌ３节段留做Ｗｅｓｔｒｅｎｂｌｏｔ检测，Ｌ４～Ｌ６以４％多聚甲醛
固定，脱水，包埋，切片备检。

１．４　观察指标
１．４．１　大鼠运动功能评分　　对每组大鼠采用Ｂａｓｓｏ
的 ＢＢＢ评分法［１２］分别在缺血再灌注后 １２、２４、４８、
７２ｈ对大鼠后肢运动功能评分。
１．４．２　脊髓组织病理学改变　　ＨＥ染色并于光镜
下观察比较各组脊髓组织病理学改变。光镜下正常脊

髓神经元清晰，呈现多极性，核仁清楚，可见清晰的树

突与轴突，无水肿出血，未见中性粒细胞浸润等。神经

元损伤则表现为不同程度细胞肿胀，周围间隙增宽出

血，空泡形成，中性粒细胞浸润等。根据文献［１３］计
数正常神经元和损伤神经元，计算运动神经元异常率＝
每张切片的异常运动神经元数／该切片中运动神经元
总数×１００％。
１．４．３　细胞凋亡率检测　　采用ＴＵＮＥＬ法检测细胞
凋亡率，即凋亡细胞占神经细胞总数的百分比。将石

蜡切片二甲苯脱蜡梯度酒精水化，ＰＢＳ冲洗，蛋白酶 Ｋ
３７℃消化 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，玻片干后滴加 ５０μＬ
ＴＵＮＥＬ反应混合液（５０μＬ脱氧核糖核苷酸转移酶 ＋
４５０μＬ荧光素标记的 ｄＵＴＰ）并在暗湿盒 ３７℃反应
１ｈ，ＰＢＳ冲洗，玻片干后滴加５０μＬ标记荧光素抗体
的ＨＲＰ３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后ＤＡＢ显色，苏木
精复染、脱水、中性树脂封片。

１．４．４　免疫组化检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达　　将石蜡切
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片常规脱蜡水化，沸水修复抗原，ＰＢＳ冲洗，滴加正常
山羊血清封闭液室温２０ｍｉｎ，滴加一抗 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ兔
源多克隆抗体室温静置１ｈ，ＰＢＳ冲洗，滴加二抗辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ室温静置１ｈ，ＰＢＳ冲
洗，ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后，苏木精复染、脱
水、中性树脂封片。

１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃａｓｐａｓｅ３表达　　将Ｌ２～Ｌ３
段脊髓放入２ｍＬＥＰ管中并加入２粒钢珠和１ｍＬ裂
解液ＲＩＰＡ（含ＰＩ），放入研磨仪中（７０Ｈｚ，２ｍｉｎ，４次）
后冰上静置 １５ｍｉｎ，离心机离心并挑除沉淀，使用
ＢＣＡ法测量蛋白浓度后取３０μｇ蛋白变性，配制１２％
ＳＤＳＰＤＧＥ胶加样与蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，加样后的胶置入电
泳仪（１２０Ｖ，１．５ｈ）跑胶，电泳仪中转膜（９０Ｖ，３ｈ），
将硝酸纤维素膜取出放入５％脱脂牛奶中封闭１ｈ，加
入一抗兔源 Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体 ５μＬ并置入摇床
４℃过夜，加入５％脱脂牛奶５ｍＬ和１．７μＬ二抗辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ并置入摇床室温２ｈ，加
入ＨＲＰ酶促化学发光底物液，最后通过胶片显影观察
结果。

１．５　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，两组
间比较采用两独立样本均数 ｔ验，多组间两两比较用
ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　各组大鼠各时间点的ＢＢＢ评分
　　各组大鼠术后１２、２４、４８、７２ｈＢＢＢ评分见表１。
各时间点与Ｓ组比较，ＩＲ组、ＤＥＸ组和 ＤＹ组 ＢＢＢ评
分明显降低（Ｐ＜００１），其中ＤＥＸ组＞ＤＹ组＞ＩＲ组，
各组间差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。

表１　各组大鼠不同时间点ＢＢＢ评分比较 （分，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｓ组 ２１．０±０．０　 ２１．０±０．０　 ２１．０±０．０　 ２１．０±０．０　

ＩＲ组 １２．７±０．８ａ １２．２±０．８ａ １１．８±０．４ａ １３．２±０．８ａ

ＤＥＸ组 １７．２±０．８ａｂ １６．３±０．５ａｂ １５．５±０．５ａｂ １６．３±０．５ａｂ

ＤＹ组 １４．２±０．８ａｂｃ １３．７±０．５ａｂｃ １３．３±０．５ａｂｃ １４．５±０．５ａｂｃ

ａ：Ｐ＜００１，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与 ＩＲ组比较；
ｃ：Ｐ＜００５，与ＤＥＸ组比较

２．２　各组大鼠脊髓病理学变化
　　光镜下见Ｓ组脊髓前角神经元清晰，呈现多极性，
核仁清楚，可见清晰的树突与轴突，无水肿出血，未见

中性粒细胞浸润等。ＩＲ组神经元肿胀明显，神经元周
围间隙增加，可见较多的神经元坏死，空泡形成，中性

粒细胞浸润。与ＩＲ组比较，ＤＥＸ组和ＤＹ组神经元损

伤较轻，见图１。Ｓ组各时点运动神经元异常率为０，
ＩＲ组、ＤＥＸ组和 ＤＹ组运动神经异常率明显升高，其
中ＩＲ组＞ＤＹ组＞ＤＥＸ组，组间比较差异均有统计学
意义（Ｐ＜００５）。见表２。
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Ａ：Ｓ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＤＥＸ组；Ｄ：ＤＹ组
图１　缺血再灌注后４８ｈ各组大鼠脊髓病理学观察　（ＨＥ×４００）

表２　各组大鼠脊髓各时间点运动神经元异常率比较
［ｎ＝６，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
Ｓ组 ０±０ ０±０ ０±０ ０±０
ＩＲ组 ６２±２ ６５±２ ６９±３ ６５±２
ＤＥＸ组 ４９±３ａ ４７±２ａ ５３±３ａ ５１±３ａ

ＤＹ组 ５５±２ａｂ ５３±２ａｂ ６７±３ａｂ ６７±３ａｂ

ａ：Ｐ＜００５，与ＩＲ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＥＸ组比较

２．３　各组大鼠脊髓各时间点的细胞凋亡率变化
　　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡阳性细胞核为棕黄色，而
正常细胞核显示蓝紫色。与 Ｓ组比较，ＩＲ组、ＤＥＸ组
和ＤＹ组细胞凋亡率明显升高（Ｐ＜００１），其中凋亡
率ＩＲ组＞ＤＹ组 ＞ＤＥＸ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。各组细胞凋亡随缺血后时间逐渐升高，４８ｈ
达到凋亡高峰（图２、３）。
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ａ：Ｐ＜００１，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＤＥＸ组比较
图２　各组大鼠缺血再灌注后不同时间点神经细胞凋亡率变化
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Ａ：Ｓ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＤＥＸ组；Ｄ：ＤＹ组
图３　ＴＵＮＥＬ染色观察各组大鼠脊髓缺血再灌注４８ｈ后

变化　（×４００）

２．４　各组大鼠脊髓细胞的Ｂａｘ和Ｂｃｌ２表达水平变化
　　Ｂａｘ和Ｂｃｌ２免疫组化检测阳性细胞的细胞质呈
棕黄色，正常细胞质不染色。各组大鼠各时间点脊髓

细胞Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２表达水平较 Ｓ组均明显升高（Ｐ＜
００１），其中 Ｂａｘ蛋白表达 ＩＲ组 ＞ＤＹ组 ＞ＤＥＸ组，
Ｂｃｌ２蛋白表达 ＤＥＸ组 ＞ＤＹ组 ＞ＩＲ组，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５，图４～７）。
２．５　各组大鼠脊髓Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平变化
　　通过ＩｍａｇｅＪ软件测定各条带灰度值，并计算出各
Ｃａｓｐａｓｅ３目标条带与 βａｃｔｉｎ内参条带灰度值比，与 Ｓ
组比较，ＩＲ组、ＤＥＸ组和 ＤＹ组各时点大鼠脊髓
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均明显升高，于再灌注后４８ｈＳ组
脊髓 Ｃａｓｐａｓｅ３灰度值比为 ５．７％，而 ＤＥＸ组为
２３４％，ＤＹ组为６４．８％，ＩＲ组为８４．５％。见图８。
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ａ：Ｐ＜００１，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＤＥＸ组比较
图４　各组缺血再灌注后不同时间点Ｂａｘ阳性细胞数变化
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Ａ：Ｓ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＤＥＸ组；Ｄ：ＤＹ组
图５　免疫组化检测各组缺血再灌注后４８ｈ脊髓

Ｂａｘ表达　（×４００）
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ａ：Ｐ＜００１，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＤＥＸ组比较
图６　各组缺血再灌注后不同时间点Ｂｃｌ２阳性细胞数变化
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Ａ：Ｓ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＤＥＸ组；Ｄ：ＤＹ组
图７　免疫组化检测各组缺血再灌注４８ｈ后脊髓Ｂｃｌ２

表达（×４００）
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１：Ｓ组；２：ＤＥＸ组；３：ＤＹ组；４：ＩＲ组
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组缺血再灌注后４８ｈ脊髓

Ｃａｓｐａｓｅ３表达

３　讨论

　　ＳＣＩＲＩ是脊髓损伤后恢复的一个重要障碍，往往
对神经细胞造成严重的损伤，是脊柱手术和动脉瘤等

手术后患者严重致残和死亡的重要原因。本研究采用

临床常用的首次负荷量加持续微量泵给药方式予以右

美托咪定和育亨宾处理，并通过与外科动脉瘤手术相

似的改良Ｚｉｖｉｎ法阻断大鼠腹主动脉建立脊髓缺血再
灌注损伤模型。

　　ＳＣＩＲＩ病理生理过程复杂，主要包括细胞内 Ｃａ２＋

超载、自由基损伤、脂质过氧化反应、兴奋性氨基酸毒

性、炎症反应、细胞凋亡［１４］等，１９９８年Ｓａｋｕｒａｉ等［１５］建

立兔脊髓缺血１５ｍｉｎ再灌注损伤模型，利用 ＴＵＮＥＬ
染色发现脊髓前角运动神经元存在凋亡现象，推断细

胞凋亡可能是ＳＣＩＲＩ后引起运动神经元死亡并导致动
物肢体瘫痪的重要原因，其危害可能甚至超过细胞坏

死。因此，我们推测ＤＥＸ对ＳＣＩＲＩ的保护作用可能与
抗细胞凋亡相关，并通过连续检测缺血再灌注损伤后

４个时间点凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表
达变化来研究 ＤＥＸ对 ＳＣＩＲＩ的作用。其中 Ｃａｓｐａｓｅ３
作为多种凋亡途径的共同作用点，是凋亡过程中的关

键因子，是细胞凋亡的必经之路。Ｂｃｌ２家族蛋白对于
线粒体通透性转换孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）的开放和关闭起关键的调节作用，促
凋亡蛋白Ｂａｘ可介导ＭＰＴＰ的开放，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２
可阻止 Ｂａｘ介导 ＭＰＴＰ的开放而发挥抗凋亡效应。
ＭＰＴＰ开放会引起线粒体跨膜电位下降和细胞色素 Ｃ
（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ；ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ
２，Ａｐａｆ２）释放，释放到细胞质的 ＣｙｔＣ能引起 Ａｐａｆ１
多聚化而激活。Ａｐａｆ１具有激活 Ｃａｓｐａｓｅ３的作用，从
而启动Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，最终导致细胞凋亡。本研
究显示脊髓缺血再灌注损伤后各组脊髓促凋亡蛋白

Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３表达均明显升高并于４８ｈ达到高峰，
脊髓神经细胞凋亡率也于 ４８ｈ达高峰。与 ＩＲ组比
较，ＤＥＸ组各时间点 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达低，Ｂｃｌ２表
达高，神经细胞凋亡少，大鼠脊髓缺血再灌注损伤明显

减轻。此外我们还发现ＤＥＸ处理的同时给予 α２受体
阻滞剂育亨宾，脊髓神经细胞凋亡率升高，ＤＥＸ的神
经保护作用明显减弱，因此我们认为ＤＥＸ也能直接通
过激动α２受体

［１６］，减少腺苷酸环化酶激活，增加磷酸

化的黏着斑激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）含量发挥
神经保护作用［１７］，同时右美托咪定能增加脊髓缺血再

灌注损伤后抗细胞凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达，减少促细胞

凋亡蛋白 ＢＡＸ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达。Ｂｅｌｌ等［８－９］研究发

现ＤＥＸ对ＳＣＩＲＩ神经保护作用也与其促进腺苷反应
元件结合蛋白（ｃｙｃｌｉｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）磷酸化有关，Ｚｈｕ等［７］研究则认为 ＤＥＸ
对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用与其介导 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２信号通路有关。
　　综上所述，ＤＥＸ对 ＳＣＩＲＩ的保护效应主要与其激
动 α２受体，并同时上调 Ｂｃｌ２表达，下调 Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ３表达的抗凋亡作用有关。本研究初步探讨了
ＤＥＸ对ＳＣＩＲＩ的保护机制，并揭示了脊髓缺血再灌注损
伤后神经细胞凋亡规律，为临床中脊髓缺血再灌注损伤

防治使用ＤＥＸ提供实验依据。另外，ＤＥＸ对ＳＣＩＲＩ的
保护效应尚有其他机制参与，有待进一步研究。
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异丙酚对大鼠脑缺血再灌注脑组织紧密连接蛋白ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的影响
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　　［关键词］　异丙酚；ＭＭＰ２；ＭＭＰ９；紧密连接
蛋白

　　［中图法分类号］　Ｒ９７１．２　［文献标志码］　Ｂ

［基金项目］　重庆市基础与前沿研究计划项目（ＣＳＴＣ２０１４ｊｃｙｊＡ１６９４）
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１６３８．０１５．ｈｔｍｌ（２０１４１２０４）

　　溶栓是缺血性脑血管病发生后能够治疗成功的关
键，溶栓后易造成脑水肿及脑缺血再灌注性损伤。如

何降低脑缺血再灌注对脑组织的损伤成为国内外学者

的研究焦点［１］。脑微血管紧密连接为血脑屏障的主

要结构基础，可有效阻止细菌入侵脑组织，从而保护脑

组织［２］。但血脑屏障的保护作用大大降低了药物对

脑组织损伤的治疗。临床研究显示，全麻药异丙酚可

以降低缺血性脑损伤后血脑屏障通透性、脑血管事件

的发生率，但对其脑保护的作用机制尚不清楚。研究

发现组织紧密连接蛋白ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在脑缺血性损
伤后表达显著升高，参与血脑屏障的破坏，加剧缺血后

的脑损伤［２］。本实验观察异丙酚对 ＳＤ大鼠脑微血管
内皮细胞紧密连接蛋白 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的影响，
探讨异丙酚对脑组织的保护机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物分组及设备、试剂来源
　　８周龄清洁级健康雄性ＳＤ大鼠８０只，体质量２４０～
２８０ｇ（购于中国医科大学实验动物中心）。大鼠按随机
编号分为５组：Ａ组为假手术组（ｎ＝１０）；Ｂ组为正常组
（ｎ＝１０）；Ｃ组：缺血６、１２ｈ５０ｍｇ／ｋｇ异丙酚预处理组
（每个时间点１０只）；Ｄ组：缺血６、１２ｈ１００ｍｇ／ｋｇ异丙

酚治疗组（每个时间点１０只）；Ｅ组：缺血６、１２ｈ再灌
注组（每个时间点１０只）。酶联免疫吸附法的仪器由
郑州安图绿科有限公司提供；药品异丙酚由阿斯利康

公司提供；ＭＭＰ２、ＭＭＰ９检测试剂盒由晶美生物工
程有限公司提供。Ｍｉａｓ图像分析系统由上海交通大
学图像分析研究所提供。

１．２　实验方法
１．２．１　缺血再灌注动物模型制作方法　　参照文献
［３］对大鼠进行大脑中动脉线栓后缺血再灌注造模：
将大鼠腹腔麻醉后，暴露分离左侧颈内总动脉，插入线

栓、结扎，建立大脑中动脉缺血模型，假手术组插入线

栓不结扎，正常组不予任何处理；预处理组于结扎前给

予异丙酚；治疗组于结扎后给予异丙酚；缺血再灌注组

进行正常手术。

１．２．２　干预方法　　实验大鼠于再灌注后６、１２ｈ，分
别采用３．５％水合氯醛、异丙酚进行干预，而后断头取
脑，经速冻２０ｍｉｎ后。从视交叉向后连续冠状切片，
片厚２ｍｍ。将脑片放入２％ ２，３，５氯化三苯基四氮
唑（ＴＴＣ）溶液，３７℃温箱中染色３０ｍｉｎ，１５ｍｉｎ翻面，
甲醛固定２４ｈ后，见正常脑组织呈红色，梗死灶则为
白色。梗死体积＝各层梗死面积之和×层面厚度。
１．２．３　制作脑组织匀浆　　断头取全脑，加入生理盐
水中制成１０％的脑组织匀浆备用，所有的脑组织匀浆
采用 ＥＬＩＳＡ法测定蛋白量 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的含量。
同组大鼠经麻醉后打开胸腔，经升主动脉段快速灌注

生理盐水，直至右心房流出液清亮为止，采用４％的多
聚甲醛１５０ｍＬ灌注固定，断头取脑，将大脑组织置于
４％的甲醛溶液中固定，采用免疫组织化学法检测各组
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