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　 　 【摘要】 　 目的　 评价 α2 肾上腺素能受体激动剂右美托咪定对大鼠脑缺血再灌注核因子-κB (NF-κB)、脑组

织肿瘤坏死因子-α (TNF-α)及白细胞介素-1β(IL-1β)的影响。 方法　 90 只 SD 雄性大鼠,采用数字表法随机分为

3 组,每组 30 只,分别为假手术组(S 组)、缺血再灌注对照组(C 组)和 α2 肾上腺素能受体激动剂干预组(D 组),每
组再根据大鼠伤后的生存时间,随机平均分为 5 个亚组,每组均为 6 只,即术后 2、6、12、24 和 48 h 5 个亚组。 大鼠

脑缺血再灌注模型参照改良 Longa 法制造。 S 组仅做线栓,不做其他处理。 D 组栓塞成功后于缺血后 2 h 拔线,至
颈外动脉残端内再灌注,在缺血前 30 min 经腹腔注射 α2 -AR 激动剂右美托咪定 100 μg / kg(4 μg / mL)。 C 组给予

等体积的 0.9%生理盐水。 各组大鼠分别在伤后相应时间点断头取脑采用免疫印迹分析测定 NF-κB,酶联免疫法测

定脑组织中 TNF-α 及 IL-1β 水平。 在模型制备以后 24 h、48 h 时,分别取出 6 只大鼠,将其随机放到一个象限之内,
测定逃避潜伏期,即大鼠都面向池壁,记录它们在 60 s 之内找到平台的时间,如果 90 s 内大鼠未还未找到平台,则
认定逃避潜伏期为 90 s,每只大鼠测定 5 次,并取平均值;在模型制备之后 24 h、48 h 时,分别取 6 只大鼠,测试警觉

性、反应以及协调运动能力。 结果　 脑组织 NF-κB、 TNF-α 及 IL-1β 含量 S 组在伤后 2、6、12、24、48 h 差异无统计

学意义。 各时间点组间比较, C 组以上指标比 S 组高(P < 0.05),D 组比 S 组高(P < 0.05),比 C 组低(P < 0.05)。
模型制备后 24 h、48 h,C 组、D 组高于 S 组的神经功能缺陷评分(P<0.05),逃避潜伏期延长 (P<0.05),且 D 组的评

分高于 C 组(P<0.05)。 结论　 α2 肾上腺素能受体激动剂能够抑制大鼠脑缺血再灌注时 NF-κB、TNF-α 及 IL-1β 的

表达,具有脑保护作用。
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QIU Yongsheng1#, WEI Wei1#, ZONG Xiaochuan1, ZHOU Rui1, CHEN Yexi1, WANG Shuai1,
Yao Dongdong2, JIA Yingping1∗

(1. Department of Anesthesiology, the Children’s Hospital of Zhengzhou University,Children’s Hospital of



Henan Province, Zhengzhou Children’s Hospital, Henan Engineering Research Center of Childhood Neurodevelopment,
Zhengzhou 450018, China. 2. Dongdong Yao, Department of Anesthesiology, Brigham and Women’s Hospital,

Harvard Medical School, Boston MA02101, USA)

　 　 【Abstract】 　 Objective　 To investigate the neuroprotective effect of the α2 adrenergic agonist dexmedetomidine in
rat brain tissues after traumatic brain injury by assessing expression of nuclear factor kappa B, tumor necrosis factor α
(TNF-α), and interleukiN-1β ( IL-1β). Methods 　 Male Sprague-Dawley rats were randomly divided into one of three
groups: the sham operation group ( group S ), the cerebral ischemia-reperfusion group ( group C ), and the
dexmedetomidine group (group D). Each of these groups was then subdivided into subgroups of 6 rats each for time points
2, 6, 12, 24, and 48 h. Parietal brain contusions were induced according to a modified Longa method. The rats in group S
then underwent a sham operation. For group D, 2 h after successful embolization a wire was pulled into the stump of the
external carotid artery to simulate ischemia and reperfusion, and 30 min later the rats received an intraperitoneal injection of
the α2 adrenergic receptor(α2 -AR)agonist dexmedetomidine at a dose of 100 μg / kg (4 μg / mL). Group C underwent the
same procedure as group S, but 0. 9% NaCl was injected instead of dexmedetomidine. At each time point, nuclear factor
kappa B expression was detected using western blotting, and TNF-α and IL-1β expression were detected using ELISA. Six
rats were selected for scoring of neurological deficits at 24 and 48 hours after model preparation, including test response,
alertness, and coordination. Six rats were selected 24 and 48 hours after model preparation and randomly placed facing the
wall in one quadrant of a cage with a central platform, and, the time it took to find the platform within 60 s was recorded. If
the platform was not found within 90 s, the escape latency was recorded as 90 s. Five times were recorded and the average
value was calculated. Results　 No significant differences in TNF-α and IL-1β expression in the brain tissue at 6, 12, 24,
and 48 h in group S were found. TNF-α and IL-1β expression was higher in group C than in group S (P<0. 05), higher in
group D than in group S (P<0. 05), but lower in group D than in group C (P<0. 05). At 24 and 48 hours after model
preparation, compared with group S, neurological deficit scores were higher in groups C and D (P<0. 05), and escape
latency was prolonged (P < 0. 05). Neurological deficit scores were higher in group D than in group C ( P < 0. 05).
Conclusions　 The α2 adrenergic agonist dexmedetomidine protects brain tissue by inhibiting the inflammation induced by
cerebral ischemia-reperfusion in rats.

【Keywords】　 α2 adrenergic agonist; cerebral ischemia-reperfusion; NF-κB;TNF-α;IL-1β

　 　 脑缺血再灌注引起一系列的病理生理变化导

致继发性脑组织损伤,包括很多环节,如炎症反应

兴奋性氨基酸的释放增加、能量障碍、自由基的生

成、凋亡基因的激活、细胞内钙的失稳态等。 这些

环节互为因果,相互联系,形成恶性循环,从而导致

细胞的凋亡或坏死[1-4]。 其中炎症反应的发生发展

起到重要作用,核因子-κB (nuclear factor kappa B,
NF-κB)在机体炎症反应中有着关键的作用,激活后

会加重创伤性脑实质损害,与其密切相关的炎性介

质主要有肿瘤坏死因子 ( tumor necrosis factor-α,
TNF-α)、白细胞介素-1β( interleukiN-1β,IL-1β)以

及白细胞介素-6( interleukiN-6,IL-6)等[5-8]。 脑缺

血再灌注可引起 NF-κB 的活化,从而可调控上述介

质基因 的 诱 导 表 达。 α2 肾 上 腺 素 能 受 体 ( α2

adrenergic receptor,α2-AR)激动剂右美托咪定对脑

缺血损伤具有保护作用[9-11]。 本研究拟评价 α2-AR
激动剂在大鼠局灶性脑缺血再灌注过程中对 NF-κB
表达的影响,探讨 α2-AR 激动剂脑保护的机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

健康 7 周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠 90 只,体重

(226±27) g,购于河南省实验动物中心 [ SCXK
(豫)2017- 0001] ,所有动物在河南省实验动物

中心实验室独立动物房饲养[ SYXK(豫) 2011 -
0001] ,室温( 22 ± 1)℃ ,12 h 光照 / 12 h 黑暗循

环,自由获取食物和水。 动物的使用及操作按照

本院动物管理委员会( IACUC2017002)的规定执

行,使用实验动物时严格按照,3R 原则给予人道

关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

α2-AR 激动剂右美托咪定由江苏恒瑞医药股份

有限公司提供;TNF-α 和 IL-1β ELISA 检测试剂盒

由美国 Sigma 公司生产;核蛋白提取试剂盒为美国

Active Motif 公司产品;电转印装置为 Pharmcia Nova
Blot 产品。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

90 只 SD 雄性大鼠,采用数字表法随机分为 3
组,分别为假手术组(S 组)、缺血再灌注对照组(C
组)和 α2-AR 激动剂右美托咪定干预组(D 组),每
组 30 只,每个亚组为 6 只,即根据大鼠缺血再灌注

的时间,随机平均分为 5 个亚组(术后 2、6、12、24 、
48 h) 。
1.3.2　 动物模型建立

采用改良 Longa 大脑中动脉线栓法制造大鼠

脑损伤模型 [7] 。 大鼠称重俯卧位固定腹腔注射

3%戊巴比妥钠 30 mg / kg,消毒后分离暴露左侧

颈总及颈内、外动脉,采用长度为 40 mm、直径为

0.25 ~ 0.28 mm 的尼龙鱼线作栓线,从颈外动脉

向颈内动脉方向插入大脑中动脉,如遇阻即停

(进线长度为 18 ~ 20 mm), S 组线栓深度为 10
mm。 大鼠栓塞成功后,在缺血后 2 h 将线拔到颈

外动脉残端内,再进行灌注。 D 组于缺血前 30
min 经腹腔注射 α2 -AR 激动剂右美托咪定 100
μg / kg(4 μg / mL) 。 C 组给予等体积的 0.9%生理

盐水。 按照亚组分组再灌注的时间,断头取脑,
将标本置于液氮保存备用。
1.3.3　 检测指标

各组大鼠分别在伤后 2、6、12、24 及 48 h 5 个时

相点断头取术侧脑组织加等渗盐水制备匀浆,离心

之后,取上清液 1 mL,-80℃保存备用,酶联免疫法

(enzyme-linked immuno sorbent assay ,ELISA)测定

TNF-α 和 IL-1β 的含量。 简述如下:ELISA 微孔板

中加入稀释的标准品以及待测样品每孔 100 μL,设
空白对照,37℃ 水浴 1 h, PBST(phosphate buffered
solution tween, PBST)洗板 5 次,严格 参照说明书操

作知悉,酶标仪 450 nm 处测量吸光度 A 值,根据标

准品绘制标准曲线,通过样本的 A 值计算对应 TNF-
α、IL-1β 水平。
1. 3. 4　 免疫印迹分析

各样本取 100 μg 大鼠脑组织标本置于 12. 5%
聚丙烯酰胺凝胶进行电泳,分离的蛋白随后经电转

印装置转印到聚偏二氟乙烯膜,于室温在封闭液中

作用 3 h 加入 NF-κB p65 抗体,置于 4℃孵育过夜,
用 TTBS (tween tris base buffer solution, TTBS)缓冲

液冲洗 4 次(15 分 /次),再加入二抗羊抗兔 IgG,室

温摇动孵育 1 h,采用 TTBS 缓冲液冲洗后行增强化

学发光反应,把聚偏二氟乙烯膜上显影的条带扫描

入电脑中,经图像分析系统处理得出对应的灰度

值,结果以目的蛋白与内参蛋白灰度值之比来表示。
1. 3. 5　 水迷宫实验测定

在模型制备之后的 24 以及 48 h 时,分别取 6
只大鼠,将其随机放到一个象限内,测定大鼠的逃

避潜伏期,即使大鼠都面向池壁,记录它们在 60 s
之内找到平台的时间,如果 90 s 内大鼠未还未找到

平台,则认定该大鼠逃避潜伏期为 90 s,每只大鼠测

定 5 次,并取平均值。
1.3.6　 神经功能缺陷评分

在模型制备之后的 24 以及 48 h,将神经功能缺

陷评分总分设定为 10 分,分别取 6 只实验大鼠行神

经功能缺陷测试,包括反应、协调运动能力和警

觉性。
1.4　 统计学方法

采用 SPSS 17.0 软件分析,正态分布的计量资

料以平均数±标准差即( 􀭰x ± s )表示,多个样本均数

的比较采用方差分析,进一步两两比较采用 LSD
法,前后时间点的比较采用配对 t 检验,P<0.05 为

差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 α2-AR 激动剂对大鼠脑组织 NF-κB 表达的

影响

S 组、C 组、D 组 NF-κB 目的蛋白与内参蛋白灰

度值之比分别为(0. 17 ± 0. 012)、(0. 54 ± 0. 015)、
(0. 34±0. 017),C 组与 S 组比较表达高,差异有统

计学意义(P<0. 05);D 组目的蛋白与内参蛋白灰度

值之比低于 C 组,差异有统计学意义(P<0. 05),详
见图 1。
2. 2　 脑组织 TNF-α含量

S 组 2、6、12、24 和 48 h 5 个时相点脑组织 TNF-
α 含量分别为(2. 03±0. 06)pg / mg、(2. 09±0. 05)pg /
mg、(2. 10±0. 02)pg / mg、(2. 08±0. 06)pg / mg、(2. 07
±0. 03)pg / mg,差异无统计学意义;C 组脑组织 TNF-
α 含量在伤后 2、6、12、24 及 48 h 含量分别为(6. 01
±0. 25) pg / mg、(6. 47 ± 0. 46) pg / mg、(6. 72 ± 0. 37)
pg / mg、(6. 85±0. 51)pg / mg、(6. 99±0. 32)pg / mg,比
S 组高(P<0. 05);D 组脑组织 TNF-α 含量在伤后 2、
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6、12、24、 48 h 含量分别为 ( 4. 17 ± 0. 27) pg / mg、
(4. 25±0. 23) pg / mg、(4. 11 ± 0. 45) pg / mg、(4. 09 ±
0. 53) pg / mg、(3. 87 ± 0. 54) pg / mg,比 S 组高 (P <
0. 05),比 C 组低(P<0. 05),见图 2。
2. 3　 脑组织 IL-1β含量

S 组 2、6、12、24、48 h 5 个时相点脑组织 IL-1β 含

量含量分别为(4. 12±0. 05)pg / mg、(4. 27±0. 07)pg /
mg、(4. 61±0. 06)pg / mg、(4. 24±0. 05)pg / mg、(4. 38±
0. 08)pg / mg,差异无统计学意义;C 组脑组织 IL-1β
水平在伤后 2、6、12、24、48 h 含量分别为(8. 35 ±
0. 80)pg / mg、(8. 26±0. 71) pg / mg、(8. 53±0. 12) pg /
mg、(8. 62±0. 24)pg / mg、(8. 79±0. 21)pg / mg,比 S 组

高(P<0. 05);D 组脑组织 IL-1β 水平在伤后 2、6、
12、24、48 h 含量分别为(5. 67±0. 62) pg / mg、(5. 74
±0. 90) pg / mg、(5. 82 ± 0. 53) pg / mg、(5. 91 ± 0. 19)
pg / mg、(5. 56±0. 27)pg / mg,比 S 组高(P<0. 05),比
C 组低(P<0. 05)。 见图 3。
2. 4　 神经功能缺陷评分和逃避潜伏期

模型制备后 24 h S 组、C 组和 D 组神经功能缺

陷评分分别为(0. 35 ± 0. 05)分、(5. 43 ± 0. 29) 分、
(2. 25±0. 25)分,模型制备后 48 h 神经功能缺陷评

分分别为(0. 30±0. 06)分、(4. 64±0. 60)分、(1. 46±
0. 31)分,与 S 组相比,C 组和 D 组神经功能缺陷评

分高(P<0. 05),模型制备后 24 h S 组、C 组和 D 组

逃避潜伏期分别为(18. 7 ± 4. 4) s、(60. 2 ± 6. 2) s、
(52. 2±3. 5)s,模型制备后 48 h 逃避潜伏期分别为

(16. 4±5. 3)s、(56. 4±4. 3) s、(44. 5±6. 7) s,与 S 组

相比,C 组和 D 组逃避潜伏期延长 (P<0. 05),D 组

高于 C 组(P<0. 05)。 见图 4、图 5。

3　 讨论

本研究参照文献[12] 采用改良 Longa 大脑中动

脉线栓法制造大鼠脑损伤模型,研究结果显示,实
验组和干预组在脑损伤后各时间点 2、6、12、24、48 h
NF-κB、TNF-α 和 IL-1β 均 较 对 照 组 显 著 升 高

(P<0.05),说明大鼠脑损伤模型制备成功。 NF-κB
是一种可诱导的、具有基因转录调节作用的蛋白

质因子,能够启动编码 IL-1β、IL-6 以及 TNF-α 等

全身性炎症反应综合症的细胞因子的基因转录,
而 NF-κB 的过度活化,能够引起多种炎症反应的

相关基因表达上调,从而导致产生大量细胞因子

和炎症递质[13-14] 。 研究表明脑缺血再灌注损伤可

激活 NF-κB,还可引起大鼠脑神经细胞凋亡,使其

与 IKB 解体进入细胞核内,在转录水平上调控着

炎症的表达,改变基因外炎性刺激的应答性和炎

症细胞的反应性,也是合成炎性介质、启动其瀑布

式级联反应的传导通路中心环节。 阻断 NF-κB 的

表达,能够使缺血再灌注大鼠模型心脏的梗死灶

有明显的缩小,这也提示它能够控制缺血再灌大

鼠的细胞死亡,通过激活 NF-κB 从而引起大量炎

性递质的释放,因此对于缺血再灌注损伤所引起

的脑血管事件来说,可以通过阻断 NF-κB 信号通

路,从而改善结局。 研究发现 α2-AR 激动剂右美

托咪定具有神经保护的作用[15] 。 本研究结果显示

在各时间点假手术组的各项检测指标均无明显的

变化,而脑外伤组在伤之后的 5 个时间点检测指

标 NF-κB、TNF-α 及 IL-1β 均明显高于相对应时间

点假手术组的数据(P<0.05),并且呈现一个上升

的趋势,而在干预组,检测指标 NF-κB、TNF-α 及

IL-1β 均比脑外伤组要低(P<0.05),这也说明 α2-
AR 激动剂能够降低脑损伤时 NF-κB 的表达,并且

抑制了炎性因子 TNF-α 以及 IL-1β 的释放,从而

减少了神经元的损伤,也减轻了继发性的脑损伤

的结局,通过大鼠的逃避潜伏期及大鼠神经功能

缺陷评分结果,也可推测 α2-AR 激动剂具有脑保

护的作用。 有研究认为 α2-AR 激动剂右美托咪定

主要通过结合 α2 肾上腺素受体的亚型,从而起到

神经保护的作用[16] ,其机制可能与其具有抗炎作

用有关,即药物激动神经元突触前上的 α2 肾上腺

素能受体,通过介导 G 蛋白,从而抑制磷脂酶 C 的

活性以及钙离子的内流,以降低血浆儿茶酚胺的

浓度,增强了副交感神经效应,抑制机体的炎性反

应,进而发挥其抗凋亡作用,并改善血脑屏障的通

透性,减少细胞内 Ca2+内流,从而抗缺血再灌注损

伤。 本研究中 α2 肾上腺素受体激动剂调低了 NF-
κB 信号通路上的分子蛋白表达,减少了炎性因子

TNF-α 和 IL-1β 的释放,抑制炎性反应,减轻了神

经功能的损伤状态,起到了神经保护作用,大鼠神

经功能行为学结果也与之相吻合。
综上所述,α2-AR 激动剂能够调低大鼠缺血再

灌注损伤之后 NF-κB 的表达,抑制了机体炎性因子

释放,具有脑保护作用。
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注:GAPDH:甘油醛-3-磷酸脱氢酶;S 组:假手术组;C 组:缺
血再灌注对照组;D 组:α2 肾上腺素能受体激动剂干预组。

与 S 组比较,∗P<0. 05;与 C 组比较,# P<0. 05。 e 与 S 组比

较,∗ P<0. 05; 与 C 组比较,# P<0. 05。

图 1　 大鼠脑组织 NF-κB 目的蛋白与内参蛋白

灰度值之比的结果比较

Note. GAPDH, glyceraldehydes-phosphate dehydrogenase. Group
S, Sham operation group. Group C, Ischemia-reperfusion control
group. Group D, α2 adrenergic receptor agonist intervention

group. Compared with group S,∗ P<0. 05. Compared with group

C,# P<0. 05.

Figure 1　 Ratio of NF-κB expression to expression of an internal
reference protein in rat brain tissue

注:S 组:假手术组;C 组:缺血再灌注对照组;D 组:α2 肾上腺素

能受体激动剂干预组。 与 S 组比较,∗ P<0. 05;与 C 组比较,# P
<0. 05。 下同。

图 2　 3 组大鼠各时点脑组织 TNF-α 含量的比较

( 􀭰x ± s )
Note. Group S, Sham operation group. Group C, Ischemia-
reperfusion control group. Group D, α2 adrenergic receptor agonist

intervention group. Compared with group S,∗ P < 0. 05. Compared

with group C,# P<0. 05. The same as below.

Figure 2　 Comparison of TNF-α in brain tissue at each
time point among three groups

图 3　 3 组大鼠各时点脑组织 IL-1β 含量的比较

( 􀭰x ± s ,pg / mg)
Figure 3　 Comparison of IL-1β expression in brain tissue at

each time point among the three groups

图 4　 3 组大鼠模型神经功能缺陷评分

比较( 􀭰x ± s ,n= 6)
Figure 4　 Comparison of neurological deficit

scores among the three groups

图 5　 3 组大鼠模型逃避潜伏期比较( 􀭰x ± s ,n= 6)
Figure 5　 Comparison of escape latency among the three groups
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