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右美托咪定在体外对原代海马神经元氧化应激损伤的影响
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摘要： 目的 探讨右美托咪定在体外减弱原代海马神经元的氧化应激损伤的机制。方法 将培养的原代海马神经元分为 5
组：空白对照组（C组）、损伤对照组（S组）、右美托咪定组（D组），D1，D2，D3组加入不同剂量的右美托咪定（0.001 μmol/L、0.1
μmol/L、10 μmol/L）。利用 1 mmol/L的 过氧化氢（H2O2）处理原代海马神经元 1 h，制作神经元氧化应激损伤模型。按照以上

分组情况加入右美托咪定，37 ℃、5％二氧化碳孵箱孵育 6 h。通过测定细胞存活率和上清液中乳酸脱氢酶（LDH）的活性确定

减轻海马神经元损伤的右美托咪定的适宜浓度。并检测细胞内丙二醛（MDA）含量、超氧化物歧化酶（SOD）活性的变化。应

用逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）方法测量各组细胞外信号调节激酶（ERK）1/2和脑源性神经营养因子（BNDF）mRNA表达

量。结果 右美托咪定组（0.001 μmol/L、0.1 μmol/L、10 μmol/L）细胞存活率分别为（72.13±2.45）%、（89.34±2.56）%、（78.40±
2.60）%，均高于损伤组的（51.04±2.12）%，差异有统计学意义（P<0.05）；LDH活性显著低于损伤对照组；0.1 μmol/L右美托咪定

组对海马神经细胞氧化应激损伤的保护作用最好。0.1 μmol/L右美托咪定组海马神经细胞培养上清液中MDA含量及细胞凋

亡率显著低于损伤对照组，SOD活性显著高于损伤对照组。RT-PCR法检测结果提示 0.1 μmol/L右美托咪定组 ERK1/2和
BNDF mRNA表达量显著高于损伤对照组。结论 适宜剂量的右美托咪定对氧化应激损伤的海马神经元有一定的保护作用，

其作用机制可能与其能够提升海马神经细胞的抗氧化能力，从而抑制海马神经元的凋亡有关，这种功能可能与 ERK1/2和
BNDF信号通路有关。
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Abstract： Objective To observe the protective efect of dexmedetomidine against oxidative damage of rat hippocampal neurons and
discuss its mechanism.Methods The hippocampal neurons were divided into 5 groups:control group, injury group,and 3 different dos‑
es of dexmedetomidine groups(0.001 μmol/L,0.1 μmol/L,10 μmol/L).Oxidative stress model was established by incubating hippocam‑
pal neurons with H2O2(1 mmol/L)for 1 hour. Different levels of dexmedetomidine were added to oxidative damaged neurons and then
these neurons were cultured in incubator for 6 hours.To selecte the most fittest concentration of dexmedetomidine by testing viability of
neurons and activity of LDH.Then MDA concentration and SOD activity were (checked) measured.Tae expression of apoptosis factors
including ERK1/2 and BNDF was detected by Real—time fluorescent quantitative PCR.Results Cell survival in the dextrotopyrimi‑
dine group (0.001 μmol/L, 0.1 μmol/L, 10 μmol/L) was (72.13 ± 2.45)%, (89.34 ± 2.56)%,% (78.40 ± 2.60)%, respectively, all higher
than in the damage group (51.04 ± 2.12)% and were statistically significant (P<0.05).The activity of LDH in dexmedetomidine groups at
varied concentrations(0.001 μmol/L,0.1 μmol/L,10 μmol/L)was significiantly lower than that in H2O2 group.It was found that 0.1 μmol/
L dexmedetomidine had the furthest protective efect against oxidative damage in primary cultures of rat hippocampal neurons induced
by H2O2.The concentration of MDA and the rate of neuronal apoptosis of dexmedetomidine group(0.1 μmol/L) were much lower than
H202 group,while SOD activity was much higher.In dexmedetomidine group(0.1 μmol/L), the expression of ERK1/2 and BNDF was sig‑
nificantly up-regulated .Conclusions Proper dose of dexmedetomidine has remarkable protective efect against oxidative stress in pri‑
mary cultures of rat hippocampal neurons induced by H202,the mechanism may be related to decreasing the neuronal apoptosis and en‑
hancing the antioxidation of hippocampal neurons.This function maybe related to the ERK1/2 and BNDF pathway.
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氧化应激广泛的存在于机体的各种病理生理

过程，其广泛地定义为自由基的过度表达，许多中

枢神经系统疾病的发生与发展都与其有很多联系。

而氧化损伤对于海马神经元来说又是一种修复困

难的病理生理过程，当机体失去正常的生理代谢平

衡，氧化损伤随即产生，尤其对脑部的氧化应激可

能会导致认知功能障碍等［1-4］。很多研究表明，术后

认知功能障碍、阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，
AD）、帕金森病（Parkinson’s disease，PD）等多种神

经退行性疾病都与海马神经元的氧化应激有关［5-7］。

右美托咪定是一种高度选择性α２受体激动剂，

具有镇静、镇痛、抗交感等药理作用。有研究表明，

右美托咪定可以减轻药物对大脑的损害，从而减少

大脑的功能改变，这种保护作用可能与 ERK1/2信
号通路及上游 BDNF等有关，但具体机制不明［8-10］。

鉴于此，本研究自 2019年 3―7月通过观察合适浓

度的右美托咪定对体外原代海马神经元氧化应激

的影响，探讨其减弱氧化应激的机制，为右美托咪

定在临床中的应用提供相关基础依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与主要试剂 新生 SD大鼠，出生 24
h以内，军事医学科学院动物中心提供［SCXK（京）：

2013-0001］，大鼠分笼饲养，自由饮食水，室温 20~
25 ℃，湿度 50 %；盐酸右美托咪定（江苏恩华药业股

份有限公司，批号 H20090248，批次 10061434）；

DMEM干粉培养基、胰蛋白酶、多聚赖氨酸、阿糖胞

苷均为 Sigma公司产品；马血清、胎牛血清、微量转

铁蛋白（MTF）、考马斯蓝G-250（Hyclone、Amersco）；

乳酸脱氢酶（LDH）测定试剂盒（北京雷根生物技术

有限公司）；丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）
测定试剂盒（北京雷根生物技术有限公司）；逆转录

聚合酶链反应（RT-PCR）相关试剂购（Thermo Fish‑
er）等。本研究中对于大鼠的处理符合动物伦理学

相关标准。

1.2 原代海马神经细胞培养 将新生 24 h内的 SD
大鼠断头，解剖显微镜下分离取出海马神经元组

织；胰蛋白酶消化 15 min，加终止液终止消化 10
min，1 100 r/min离心 5 min，弃去上清。加入含血清

培养液，过滤，细胞计数，活细胞终浓度为 5×104/
mL，然后将细胞悬液分别种植到 96孔板、6孔板中，

置于 5％二氧化碳、37 ℃培养箱中培养。24 h后，将

种植液吸出，加入相同量含血清饲养液，继续培养。

48 h后换液，并加入终浓度为 10 μmol/L阿糖胞苷

（arabinofuranoside，Ara-C）。48 h后，将有血清饲养

液全部吸出，用DMEM培养液洗涤细胞 2次，然后加

入无血清培养液，继续培养，此后每 3 d半量换液；

每天观察细胞的生长情况，直到海马神经元培养到

10 d，备用造模。

1.3 实验分组及处理 将培养 10 d的海马神经细

胞分为 5组（n=6）：（1）损伤对照组（S组）：培养液中

加入 1 mmol/L的 过氧化氢（H2O2）处理原代海马神

经元 1 h。（2）右美托咪定组（D组）：在加入H2O2前
8 h，分别加入 0.001 μmol/L、0.1 μmol/L、10 μmol/L
盐酸右美托咪定，然后用H2O2处理，时间 1 h。（3）空

白对照组（C组）：处理步骤同前两组，每次处理物质

为相同量的培养液。观察各项指标的变化。

1.4 神经细胞存活率测定 将 20 μL 噻唑蓝

（MTT）溶液（5 mg/mL）加入到各孔中，37 ℃、5％二

氧化碳培养 4 h。弃原液，然后加入 150 μL DMSO
溶液，振荡 10 min，采用酶标仪 490 nm波长检测光

密度（optical density，OD）值，并根据各组OD值计算

细胞存活率。海马神经元存活率（％）=（测定组OD
值/空白对照组OD值）×100%。

1.5 神经细胞损伤的测定测定 将经过处理的海

马神经元细胞培养7 d后，按LDH测定试剂盒说明书

要求测定LDH活力（北京雷根生物技术有限公司）。

1.6 MDA含量、SOD活性检测 将经过处理的海

马神经元细胞培养 7 d后，用 0.25％胰酶消化，然后

将细胞移入离心管，1 100 r/min，4 ℃离心 10 min，弃
去上清液。用生理盐水将细胞沉淀制成 1×106 cells/
mL的细胞悬液后，分别按照MDA、SOD测定试剂盒

（北京雷根生物技术有限公司）说明书的要求测定

MDA含量、SOD活性。

1.7 逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）方法测量各

组ERK1/2和BNDF mRNA表达量 将经过处理的

海马神经元细胞培养 7 d后，采用RT-PCR技术检测

海马神经元细胞中的细胞外信号调节激酶（ERK）1/
2和脑源性神经营养因子（BNDF）mRNA表达变化，

反应体系试剂 2×Premix Type 10 μL、50×Rox Refer‑
ence Dye Ⅱ 0.2 μL、引 物 0.5 μL、探 针 0.8 μL、
DdH2O 5.2 μL，引物及探针序列见表1。

PCR反应条件：95 ℃ 3 min，95 ℃ 15 s，56 ℃ 20
s，65 ℃ 40 s，共 40个循环。实验设置 3个重复孔。

表1 内源性肌动蛋白（ACTB）、细胞外信号调节激酶（ERK）
1/2、脑源性神经营养因子（BNDF）基因的引物及探针序列

序列名称

ACTB

ERK1/2

BNDF

序列

正向：TGGTGATGGAGGAGGTTAGTAACT
反向：AACACATTACCTTGTGAATGCGG
正向：GGACCGGATGTYAACCTITA
反向：TGGTTCATCTGTCGGATCAT
正向：GACAAGGCAACTTGGCCTAC
反向：CCTGTCACACDCTCAGCTC

引物长度

101

234

356
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RT-PCR对每个样本均进行了 3次重复试验。扩增

结果判定：利用 Quantity One 系统软件检测各组

mRNA表达量。

1.8 统计学方法 本研究采用 SPSS 22.0统汁软件

进行分析，数据以 x̄ ± s表示：多组间均数比较采用

单因素方差分析，两两比较选择Bonferroni检验，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 右美托咪定对细胞存活率的影响 损伤对照

组海马神经细胞存活率（51.04±2.12）%与空白对照

组（98.62±0.96）%比较，显著下降（P<0.01），右美托

咪定组细胞存活率较损伤对照组有所提高（P<
0.05），但与空白对照组比较，仍呈下降（P<0.05）。

在右美托咪定组中，0.1 μmol/L右美托咪定组的细

胞存活率为（89.34±2.56）％，与 0.001 μmol/L右美托

咪定组的（72.13±2.45）%及 10 μmol/L右美托咪定组

的（78.40±2.60）%细胞存活率比较，差异有统计学意

义（P<0.05），提示过高或者过低浓度的右美托咪定

对海马神经细胞的保护作用都会有影响。

2.2 右美托咪定对细胞上清液 LDH活性的影响

各组通过 LDH试剂盒测定的细胞上清液中 LDH活

性，结果显示，与空白对照组比较，损伤对照组上清

液 LDH活性显著上升［（9.42±1.25）U/L比（3.11±
0.52）U/L］（P<0.01），右美托咪定组海马神经细胞上

清液 LDH活性较损伤对照组有所下降（P<0.05），但

与空白对照组上清液 LDH活性相比较，仍呈上升，

两者差异有统计学意义（P<0.05）。在右美托咪定组

中，0.1 μmol/L右美托咪定组的上清液 LDH活性最

低，为（5.10±0.98）U/L，显著低于损伤对照组（P<
0.05），及 0.001 μmol/L、10 μmol/L右美托咪定组的

上清液LDH活性［（7.86±1.12）U/L、（6.98±1.06）U/L］
（P<0.05），进一步证实过高或者过低浓度的右美托

咪定对海马神经细胞的保护作用都会有影响。

2.3 右美托咪定对细胞内丙二醛（MDA）含量、超

氧化物歧化酶（SOD）活性的影响 与空白对照组

比较，损伤对照组原代海马神经元细胞内MDA含量

显著增多，SOD活性显著下降（P<0.05）；0.1 μmol/L
右美托咪定组MDA含量较损伤对照组显著减少（P
<0.05），SOD活性显著升高（P<0.05），而与空白对照

组比较，差异有统计学意义（P<0.05）。见表2。
2.4 右美托咪定对细胞 ERK1/2和 BNDF mRNA
表达量的影响 与空白对照组相比，损伤对照组原

代海马神经元细胞内 ERK1/2和 BNDF mRNA表达

明显升高（P<0.01）；0.1 μmol/L右美托咪定组ERK1/
2和 BNDF mRNA表达较损伤对照组显著提高（P<
0.01）。见表3。

3 讨论

大脑是人重要的器官，但也是较为脆弱的器官

之一，具有灌注高、耗氧高、代谢高而耐受偏低的特

点，对氧化应激反应的耐受较其他器官低很多，然

而，氧化应激却是神经元细胞受到损伤的重要的病

理生理过程，此过程由过多的氧化自由基来执行，

当细胞内自由基含量超过细胞自身的清除能力时，

过多的自由基可破坏脂质和细胞膜及产生蛋白、核

酸等，造成氧自由基损伤。研究提示，在神经退行

性疾病的发病中氧化应激起非常重要的作用。有

文献报道，H2O2可直接损伤细胞膜，使膜脂类和蛋

白质发生过氧化反应。而利用低浓度H2O2可以建

立原代培养神经细胞凋亡模型［11-13］。

合理的应用药物干预神经细胞氧化应激反应，

对保护神经细胞功能具有非常重要的意义。有研

究表明，目前有多种麻醉药物具有神经保护的功

能。右美托咪定目前临床应用较为广泛的麻醉药，

其主要作用于脑和脊髓的 α２肾上腺素受体。在临

床麻醉中，右美托咪定既可以作为麻醉前用药，又

可以作为全身麻醉、局部麻醉的辅助用药。有研究

表明，右美托咪定具有神经保护功能，这种功能可

能通过减轻缺血缺氧以及药物对大脑的损害而

实现［14］。

本研究观察了不同剂量右美托咪定具有减轻

原代海马神经元细胞的氧化应激后神经损伤的作

用。本研究结果显示，适宜浓度的右美托咪定能够

显著提高海马元代神经元细胞的存活率，并能够使

细胞上清液中LDH活性降低，提示其对原代海马神

表2 各组原代海马神经元细胞内丙二醛（MDA）含量、、超氧

化物歧化酶（SOD）测定结果/x̄ ± s
组别

C组

S组
D2组
F值

P值

重复次数

6
6
6

MDA/（mol/g）
2.31±0.12
4.21±0.24①
3.56±0.31①②
99.851
0.000

SOD/（U/g）
31.72±1.12
14.69±2.10①
25.35±1.31①②
180.570
0.000

注：①与C组比较，P<0.05。②与S组比较，P<0.05。

表3 各组原代海马神经元细胞内ERK1/2和BNDF mRNA
表达量/x̄ ± s

组别

C组

S组
D2组
F值

P值

重复次数

6
6
6

ERK1/2 mRNA
表达量

0.023±0.007
0.078±0.003①
0.365±0.012①②
3005.317
<0.001

BNDF mRNA
表达量

0.031±0.014
0.108±0.023①
0.478±0.011①②
1215.028
<0.001

注：①与C组比较，P<0.05。②与S组比较，P<0.05。
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经细胞的氧化损伤有一定拮抗作用，可能与其促进

抑制细胞凋亡的基因表达有关。但当右美托咪定

的浓度继续上升时，这种作用未见明显的增强，甚

至出现负向变化。本研究中 0.001 μmol/L、10 μmol/
L右美托咪定组的细胞存活率和上清液LDH活性较

0.1 μmol/L右美托咪定组存在明显差异，证实过高

或者过低浓度的右美托咪定对海马神经细胞的保

护作用都会有影响，具体机制有待进一步的研究

证明。

丙二醛含量和超氧化物歧化酶活性可以很好

的反应机体氧化损伤水平，本研究发现，在加入右

美托咪定后，海马神经细胞内丙二醛含量显著降

低，同时超氧化物歧化酶的活性大幅提升，从而使

其抗氧化能力增强，这些变化可能与右美托咪定可

减弱原代海马神经元细胞氧化应激损伤的作用

有关。

右美托咪定通过作用于海马组织神经元突触

前膜上的α２受体，促使去甲肾上腺素释放减少，最

终导致 ERK1/2、BNDF表达增加，从而对体外原代

海马神经元细胞的氧化应激损伤产生保护作用［15］。

本研究结果也表明，与损伤对照组相比，0.1 μmol/L
右美托咪定组 ERK1/2、BNDF表达量升高，从一定

程度上间接证明适宜剂量的右美托咪定有可能是

通过ERK1/2、BNDF信号通路发挥作用的。介于本

实验的设计，蛋白表达产物未列入测定，待后续的

研究中将进一步完善。

本研究表明，适宜剂量的右美托咪定对海马神

经元的氧化应激损伤有一定的保护作用，其作用机

制可能与其能够提升海马神经细胞的抗氧化能力，

从而抑制海马神经元的凋亡有关，这种功能可能

ERK1/2和 BNDF信号通路有关。有关其神经保护

作用的具体详细作用机制还待进一步研究。
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