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摘要 目的 探索右美托咪定( Dex) 后处理对脑缺血再灌
注大鼠氧化应激损伤及转录因子 E2 相关因子 2 ( Nrf2 ) /抗
氧化反应元件( AＲE) 信号通路的影响。方法 将 30 只 SD

大鼠随机分为假手术组、模型组和 Dex 组各 10 只。模型组
和 Dex组参照改良 Longa 法制备脑动脉缺血再灌注模型。
Dex组于再灌注即刻腹腔注射 100 μg /kg 的 Dex( 浓度为 10
mg /L) 。再灌注 24 h 后，对各组大鼠进行神经功能缺失评
分; TTC染色法检测大鼠脑梗死体积分数; ELISA 法测定脑
组织超氧化物歧化酶( SOD) 、丙二醛( MDA) 和一氧化氮
( NO) 的水平; 实时定量聚合酶链反应( ＲT-PCＲ) 和免疫印迹
( Western blot) 检测 B细胞淋巴瘤 2( Bcl-2) 、Bcl-2 相关 X 蛋
白( Bax ) 、裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 ( cleaved
caspase-3) 、转录因子 E2 相关因子 2 ( Nrf2 ) 、血红素加氧酶
( HO-1) 和醌氧化还原酶 1 ( NQO-1 ) 的表达水平; HE 染色和
TUNEL染色检测脑组织损伤。结果 与假手术组相比，模
型组和 Dex组大鼠神经功能缺失评分、细胞凋亡率、MDA 和
NO水平升高( P ＜ 0. 05) ，脑组织 SOD活性下降( P ＜ 0. 05) ，
Nrf2、HO-1、NQO-1、cleaved caspase-3 /Bcl-2、Bax /Bcl-2 的表
达上调( P ＜ 0. 05) ; 与模型组相比，Dex组大鼠神经功能缺失
评分和脑梗死体积分数、细胞凋亡率、MDA 和 NO 水平下降
( P ＜ 0. 05) ，脑组织 SOD 活性升高( P ＜ 0. 05 ) ，Nrf2、HO-1、
NQO-1 的表达上调( P ＜ 0. 05) ，cleaved caspase-3 /Bcl-2、Bax /
Bcl-2 的表达下调( P ＜ 0. 05) ，HE 染色显示脑组织病理变化
减轻。结论 Dex后处理可以减轻 CIＲI 大鼠的氧化应激损
伤，其作用机制可能与激活 Nrf2 /AＲE信号通路有关。
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脑缺血再灌注损伤( cerebral ischemia reperfu-

sion injury，CIＲI) 常见于心肺复苏、脑外伤等脑缺血
低氧后的再灌注过程，临床尚无有效的治疗手段。
研究［1］显示，CIＲI的发生可能与机体过量的氧自由
基、炎症反应、细胞凋亡等有关。转录因子 E2 相关
因子 2 ( nuclear factor erythroid 2 related factor 2，
Nrf2) /抗氧化反应元件 ( antioxidant response ele-
ment，AＲE) 信号通路是机体内最重要的抗氧化应激
系统，可以抵抗内外界的氧化应激，应对各种外来损

伤［2］。研究［3］显示，Nrf2 /AＲE 信号通路在 CIＲI 的
发生发展中具有重要作用，可以清除机体过多的氧

自由基，保护脑组织损伤。右美托咪定( dexmedeto-
midine，Dex) 是一种临床常用的镇静剂，近年来研究
显示 Dex可以减少炎性因子的释放，减轻脑组织炎
性损伤，但其对 CIＲI 的氧化应激损伤尚不清楚［4］。
该研究分析了 Dex对 CIＲI大鼠 Nrf2 /AＲE信号通路
的影响，旨在为临床应用提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 仪器、试剂与动物 多功能酶标检测仪
( iMark680) 购自美国 Bio-Ｒad 公司; Dex 注射液( 国
药准字 H20183219) 购自江苏扬子江药业集团有限
公司; 超氧化物歧化酶( superoxide dismutase，SOD) 、
丙二醛( malondialdehyde，MDA) 和 NO 检测试剂盒
购自南京建成生物工程研究所; 标记二抗的辣根过

氧化物酶，购于丹麦 DAKO 公司; ＲT-PCＲ 试剂盒购
自上海恒斐生物科技有限公司; B 细胞淋巴瘤 2
( Bcl-2) 、Bcl-2 相关 X 蛋白( Bax) 、裂解的半胱氨酸
天冬氨酸蛋白酶 3( cleaved caspase-3) 、Nrf2、血红素
加氧酶( hemeoxygenase-1，HO-1 ) 、醌氧化还原酶 1
( quinone oxidoreductase 1，NQO-1 ) 单克隆抗体均购
于美国 Santa Cruz公司; SPF 级 SD 雄性大鼠 30 只，
6 ～ 8 周龄，体质量均为( 240 ± 10) g，购自上海斯莱
克实验动物有限责任公司［动物许可证号: SCXK
( 沪) 2017-0005］，饲养于北大医疗株洲恺德医院动
物中心实验室，自由摄食与饮水。
1． 2 动物造模及给药 将 30 只 SD 大鼠随机分为
假手术组、模型组和 Dex 组各 10 只。模型组和 Dex
组大鼠采用 Longa 法制备大鼠 CIＲI 模型［5］，常规麻
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醉，采用 MCAO栓线结扎脑中动脉，缺血 120 min 后
拔出栓线实现脑组织的再灌注; 假手术组仅插入栓

线，不结扎。Dex 组于再灌注后即刻腹腔注射 100
μg /kg Dex( 浓度为 10 mg /L) ; 模型组和假手术组腹
腔注射等体积 0. 9%氯化钠溶液。
1． 3 各组大鼠神经体征缺失评分和脑梗死体积分
数 再灌注 24 h 后，参照 Zea Longa 5 分制标准［6］

进行神经体征缺失评分。处死大鼠，取大鼠缺血区
脑组织，氯化三苯基四氮唑 ( triphenyl tetrazolium
chloride，TTC) 染色法计算脑梗死体积分数。
1． 4 各组大鼠脑组织损伤检测 取甲醛固定的大
鼠脑缺血区组织，制作切片，分别进行 HE 染色和
TUNEL染色，显微镜下观察组织的病理变化和阳性
细胞数，计算细胞凋亡率; 严格按照试剂盒说明操作

染色。
1． 5 脑组织中 SOD、MDA和 NO测定 取新鲜的
大鼠脑缺血区组织，严格按照试剂盒说明，采用

ELISA法测定脑组织中 SOD、MDA、NO水平。
1． 6 ＲT-PCＲ 检测脑组织 Nrf2、HO-1、NQO-1
mＲNA的表达 取新鲜的大鼠脑缺血组织匀浆，按
照试剂盒操作提取总 ＲNA，经反转录合成 cDNA，参
考已有研究［7］进行 ＲT-PCＲ反应。
1． 7 Western blot 检测脑组织 Nrf2、HO-1、NQO-
1、Bcl-2、Bax 和 cleaved caspase-3 的表达 取新鲜
的大鼠脑缺血组织，匀浆，提取总蛋白，进行 SDS-
PAGE凝胶电泳、转膜、封闭，加一抗( Nrf2、HO-1、
NQO-1、Bcl-2、Bax 和 cleaved caspase-3，稀释比例均
为 1 ∶ 1 000) ，4 ℃孵育过夜，加二抗室温孵育 2 h，
显影，以 β-actin为内参，凝胶成像分析系统对比条
带强弱。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行数据
分析，满足正态性的计量资料均以 珋x ± s 表示，采用
两样本独立 t 检验比较两组间差异，单因素方差分

析比较三组间差异性，若组间比较有差异，采用

SNK-q比较三组中两两组间差异，以 P ＜ 0. 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

2． 1 CIＲI大鼠的神经功能缺失评分和脑组织梗死
体积分数 与模型组相比，Dex 组大鼠神经功能缺
失评分和脑梗死体积分数降低( P ＜ 0. 05) ，见表 1。

表 1 大鼠的神经功能缺失评分和脑组织梗死面积( 珋x ± s，n = 10)

组别 神经功能缺失评分( 分) 脑梗死体积分数( % )
模型 3． 64 ± 0． 47 33． 85 ± 6． 24
Dex 2． 87 ± 0． 35 25． 39 ± 4． 38
t值 4． 155 3． 509
P值 ＜ 0． 001 0． 003

2． 2 CIＲI大鼠脑组织损伤 假手术组大鼠脑组织
细胞结构完整，未见明显异常; 模型组大鼠脑组织缺

血区皮质出现水肿，胞间隙变宽，细胞核固缩深染，

出现变性和坏死区; Dex 组大鼠脑缺血区皮质病理
损伤减轻。见图 1。
2． 3 CIＲI 大鼠脑组织细胞凋亡 与假手术组相
比，模型组和 Dex组大鼠脑组织细胞凋亡率升高( P
＜ 0. 05) ; 与模型组相比，Dex 组脑组织细胞凋亡率
下降( P ＜ 0. 05 ) 。与假手术组相比，模型组和 Dex
组大鼠脑组织 cleaved caspase-3 /Bcl-2、Bax /Bcl-2 的
表达上调( P ＜ 0. 05) ; 与模型组相比，Dex 组大鼠脑
组织 cleaved caspase-3 /Bcl-2、Bax /Bcl-2 的表达下调
( P ＜ 0. 05) 。见图 2、表 2。
2． 4 CIＲI 大鼠脑组织 SOD 和 MDA 水平 与假
手术组相比，模型组和 Dex组大鼠脑组织 SOD活性
下降( P ＜ 0. 05) ，MDA和 NO 水平升高( P ＜ 0. 05) ;
与模型组相比，Dex组大鼠脑组织 SOD 活性升高( P
＜ 0. 05) ，MDA和 NO水平下降( P ＜ 0. 05) ，见表 3。

图 1 大鼠脑组织病理损伤 HE ×200

A: 假手术组; B: 模型组; C: Dex组
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图 2 脑组织细胞凋亡及相关蛋白的表达 ×200

A: 大鼠脑组织 TUNEL染色图谱; 1: 假手术组; 2: 模

型组; 3: Dex 组; B: Western blot 蛋白检测脑组织中
cleaved caspase-3、Bax和 Bcl-2 蛋白的表达

表 2 脑组织细胞凋亡及相关蛋白的表达( 珋x ± s，n = 10)

组别
细胞凋亡率

( % )

cleaved caspase-3

/Bcl-2
Bax /Bcl-2

假手术 9． 77 ± 1． 52 0． 72 ± 0． 08 0． 65 ± 0． 08
模型 34． 52 ± 4． 59* 3． 16 ± 0． 38* 2． 84 ± 0． 33*

Dex 21． 63 ± 3． 44* 1． 33 ± 0． 16* # 1． 27 ± 0． 15* #

F值 125． 558 274． 223 277． 409
P值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

与假手术组比较: * P ＜ 0. 05; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05

表 3 脑组织 SOD和MDA水平( 珋x ± s，n = 10)

组别
SOD

( U /mg)

MDA

( nmol /mg)

NO

( nmol /ml)
假手术 313． 38 ± 48． 22 8． 54 ± 1． 68 2． 86 ± 0． 52
模型 219． 59 ± 38． 45* 17． 37 ± 4． 17* 11． 34 ± 2． 78*

Dex 271． 50 ± 42． 37* # 13． 82 ± 3． 24* # 7． 74 ± 1． 56* #

F值 11． 829 19． 286 52． 090
P值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

与假手术组比较: * P ＜ 0. 05; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05

2． 5 CIＲI大鼠脑组织 Nrf2、HO-1、NQO-1 mＲNA
表达 与假手术组相比，模型组和 Dex 组大鼠脑组
织 Nrf2、HO-1 和 NQO-1 mＲNA 的表达上调( P ＜
0. 05) ; 与模型组相比，Dex 组大鼠脑组织 Nrf2、HO-1
和 NQO-1 mＲNA的表达上调( P ＜ 0. 05) ，见表 4。
2． 6 CIＲI大鼠脑组织 Nrf2、HO-1、NQO-1 蛋白表
达 与假手术组相比，模型组和 Dex 组大鼠脑组织
Nrf2、HO-1 和 NQO-1 蛋白的表达上调( P ＜ 0. 05 ) ;
与模型组相比，Dex 组大鼠脑组织 Nrf2、HO-1 和
NQO-1 蛋白的表达上调( P ＜ 0. 05) ，见图 3、表 5。

表 4 脑组织 Nrf2、HO-1、NQO-1 mＲNA表达( 珋x ± s，n = 10)

组别 Nrf2 HO-1 NQO-1
假手术 1． 00 1． 00 1． 00
模型 2． 13 ± 0． 38* 2． 45 ± 0． 42* 2． 38 ± 0． 35*

Dex 2． 86 ± 0． 41* # 3． 24 ± 0． 53* # 3． 35 ± 0． 24* #

F值 84． 310 84． 673 82． 764
P值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

与假手术组相比: * P ＜ 0. 05; 与模型组相比: #P ＜ 0. 05

图 3 Western blot法检测脑组织 Nrf2、HO-1、NQO-1 蛋白

表 5 脑组织 Nrf2、HO-1、NQO-1 蛋白表达( 珋x ± s，n = 10)

组别 Nrf2 HO-1 NQO-1
假手术 0． 36 ± 0． 04 0． 44 ± 0． 08 0． 47 ± 0． 05
模型 0． 59 ± 0． 06* 0． 62 ± 0． 07* 0． 61 ± 0． 04*

Dex 0． 94 ± 0． 09* # 1． 12 ± 0． 10* # 0． 98 ± 0． 06* #

F值 192． 406 214． 023 146． 690
P值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

与假手术组比较: * P ＜ 0. 05; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

脑缺血一定时间后再灌注时，大量的氧自由基
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一方面可引起细胞膜脂质过氧化、能量代谢障碍等
导致神经细胞坏死，另一方面也可激活凋亡相关的

信号通路，诱导神经细胞凋亡。Dex 是一种镇静剂，
近年来研究［8］显示，Dex 还可以激活神经系统及其
他脏器的 α2 受体或咪唑啉受体，保护神经、心脏、
肾脏、肺等的功能。本研究中，Dex 后处理可以显著
改善 CIＲI的大鼠的神经功能和脑组织损伤，缩小其
脑梗死面积。龚辉 等［9］的研究显示，Dex 可以减轻
CIＲI大鼠的炎症反应，抑制神经元细胞凋亡，保护
CIＲI大鼠的脑组织损伤，改善其神经功能，与本研
究结果基本一致，提示 Dex后处理可以改善 CIＲI 大
鼠的脑组织损伤和功能障碍，有望应用于临床治疗。

Nrf2 /AＲE信号通路是机体内最重要的内源性
抗氧化信号通路，在正常的生理状况下，Nrf2 与
Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白-1 在细胞浆中相偶
联，处于被抑制状态，一旦细胞受到氧自由基刺激

时，前者可与后者发生解偶联，转位至细胞核，启动

AＲE调控的靶基因的表达［10］。AＲE 是一个 DNA-
启动子结合序列，当活化的 Nrf2 转位至细胞核与其
结合后，可激活下游多个抗氧化基因 HO-1、NQO-1、
谷胱甘肽-S转移酶等的表达，清除机体过多的氧自
由基［11］。本研究中，Dex 后处理可以显著上调
Nrf2、HO-1 和 NQO-1 的表达。HO-1 和 NQO-1 具有
抗氧化、抗细胞凋亡、抗炎和维持微循环的功能，在
机体抗氧化应激中具有重要作用［12］，提示 Dex 后处
理可能通过激活 Nrf2 /AＲE 信号通路，发挥其抗氧
化作用。本研究中，Dex 后处理还可以显著升高
SOD活性，降低脑组织 MDA 和 NO 水平，提示 Dex
后处理可能通过激活 Nrf2 /AＲE 信号通路，激活下
游抗氧化基因 HO-1 和 NQO-1 的表达，清除机体过
多的氧自由基，保护脑组织细胞免于损伤。
本研究中，Dex后处理可以显著减少 CIＲI 大鼠

脑组织细胞的凋亡率，下调 Bax /Bcl-2 和 cleaved
caspase-3 /Bcl-2 的表达。临床研究［13］显示，细胞凋
亡在 CIＲI损伤中具有重要作用，是脑组织神经细胞
死亡的主要原因。Bcl-2 /Bax 蛋白是一组调节线粒
体凋亡途径的重要蛋白，在凋亡信号刺激下，Bax 可
与 Bcl-2 结合，破坏线粒体膜结构，导致细胞色素 C
释放，激活 caspase 反应，诱导细胞凋亡［14］。兰
琛［15］的研究显示，Dex干预可以上调凋亡基因 Bcl-2
的表达，抑制 Bax 基因转膜，抑制细胞色素 C 的释
放，抑制 caspase 相关的凋亡级联反应，从而抑制脑
组织细胞的凋亡，保护脑组织免于损伤，与本研究结

果基本一致，提示 Dex 后处理可能通过清除机体过

多的氧自由基，抑制脑组织细胞的凋亡，改善脑组织

损伤。
综上所述，Dex后处理可以促进 HO-1 和 NQO-1

的表达，清除机体过多的氧自由基，抑制脑组织细胞

凋亡，改善 CIＲI大鼠脑组织细胞损伤和神经功能障
碍，其作用机制可能与 Nrf2 /AＲE 信号通路的激活
有关。但该研究仅初步探讨了 Dex后处理可能的机
制，其具体的作用机制尚需进一步研究。
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Mechanism of dexmedetomidine in alleviating
oxidative stress injury in cerebral ischemia-reperfusion rats

Qin Zhigang1，2，Xu Younian3，Li Kun4

( 1Dept of Anesthesiology，Peking University Medical Zhuzhou Kaide Hospital，Zhuzhou 412000;
2Dept of Anesthesiology，Takkang Tongji( Wuhan) Hospital，Wuhan 430014;

3Dept of Anesthesiology，Wuhan Union Hospital Affiliated to Tongji Medical College，
Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430203;

4Dept of General Surgery，Peoples Hospital of Wuhan University，Wuhan 430060)

Abstract Objective To analyze the effec of dexmedetomidine( Dex) postprocessing in alleviating oxidative stress
injury and nuclear factor erythroid 2 related factor 2( Nrf2) / antioxidant response element ( AＲE) signaling path-
ways in cerebral ischemia-reperfusion rats． Methods 30 SD rats were randomly divided into sham operation group，
model group and Dex group，10 cases in each group． The modified Longa method was referred to make middle cer-
ebral artery occlusion model in model group and Dex group． The Dex group was intraperitoneally injected with 100
μg /kg Dex( 10 mg /L) at immediate reperfusion． After 24 h of reperfusion，The neurological defect score was per-
formed． The cerebral infarction volume was detected by triphenyl tetrazolium chloride( TTC) method． The levels of
superoxide dismutase( SOD) ，malondialdehyde( MDA) and nitric oxide( NO) in brain tissues were determined by
ELISA． ＲT-PCＲ and Western blot were performed to detect expression of B-cell lymphoma 2( Bcl-2) ，Bcl-2 asso-
ciated X protein ( Bax) ，cleaved caspase-3，transcription factor E2 associated factor 2 ( Nrf2 ) ，hemeoxygenase-1
( HO-1) and quinone oxidoreductase 1( NQO-1) ． The brain tissues injury was detected by HE staining and TUNEL
staining． Ｒesults Compared with sham operation group，neurological defect score score，apoptosis rate，MDA and
NO level in model group and Dex group increased( P ＜ 0. 05) ，while SOD activity in brain tissue decreased( P ＜
0. 05) ，the expressions of Nrf2，HO-1，NQO-1，cleaved Caspase-3 /Bcl-2 and Bax /Bcl-2 were up-regulated( P ＜
0. 05) ． Compared with model group，neurological defect score，cerebral infarction volume，apoptosis rate，MDA
and NO level decreased in Dex group( P ＜ 0. 05) ，SOD activity in brain tissue increased( P ＜ 0. 05) ，and the ex-
pressions of Nrf2，HO-1 and NQO-1 were up-regulated( P ＜ 0. 05) ，and the expressions of cleaved Caspase-3 /Bcl-
2 and Bax /Bcl-2 were down-regulated( P ＜ 0. 05) ． HE staining showed that pathological changes of brain tissues
reduced． Conclusion Dex postprocessing can reduce the oxidative stress injury in CIＲI rats，which may be related
to the activation of Nrf2 /AＲE signaling pathway．
Key words cerebral ischemia-reperfusion; dexmedetomidine; oxidative stress
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