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依达拉奉对急性缺血性卒中患者外周血
自噬及氧化应激水平的影响*

李雪莉,杨清武△

(陆军军医大学第二附属医院神经内科,重庆
 

400038)

  [摘要] 目的 观 察 依 达 拉 奉 对 急 性 缺 血 性 卒 中 (AIS)患 者 外 周 血 自 噬 及 氧 化 应 激 水 平 的 影 响。
方法 选取2017年1月至2020年12月该院收治的AIS患者150例作为研究对象,采用随机数字表法分为对

照组和观察组,每组75例。对照组给予常规治疗,观察组在常规治疗基础上加用依达拉奉,连续治疗2周。采

用实时荧光定量-聚合酶链反应检测两组患者外周血单个核细胞(PBMC)中自噬相关基因(Beclin-1、LC3-Ⅱ)
mRNA水平,酶联免疫吸附试验检测相关炎性细胞因子[白细胞介素(IL)-1β、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)]和氧化

应激指标[丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)]水平,采用美国国立卫生研究院卒中量表(NIHSS)和日常

生活活动能力(ADL)量表评估神经功能,经颅超声多普勒测定大脑动脉血流情况,记录不良反应发生情况。结

果 观察组患者治疗后PBMC中Beclin-1、LC3-Ⅱ
 

mRNA水平均较对照组降低,MDA、IL-1β、TNF-α水平均

低于对照组,SOD水平高于对照组,NIHSS评分低于对照组,ADL评分高于对照组,基底动脉、左右侧大脑中

动脉血流均高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。两组患者不良反应发生率比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。结论 依达拉奉可明显降低AIS患者过度激活的细胞自噬及下游氧化应激和炎性通路,从而减

轻脑组织缺血再灌注损伤,促进神经功能的恢复。
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  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

edaravone
 

on
 

peripheral
 

blood
 

autophagy
 

and
 

oxidative
 

stress
 

levels
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

acute
 

ischemic
 

stroke
 

(AIS).Methods One
 

hundred
 

and
 

fifty
 

cases
 

of
 

AIS
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

December
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

and
 

observation
 

group
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,75
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

control
 

group
 

was
 

given
 

the
 

conventional
 

treatment,and
 

the
 

observation
 

group
 

was
 

added
 

with
 

edaravone
 

on
 

the
 

basis
 

of
 

the
 

control
 

group
 

for
 

2
 

consecutive
 

weeks.The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

autophagy-related
 

genes(Beclin-1,LC3-Ⅱ)
 

mRNA
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMC)
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

QRT-PCR;the
 

related
 

inflammatory
 

cytokines
 

(IL-1β,TNF-α)
 

and
 

oxidative
 

stress
 

indicators
 

(MDA,
SOD)

 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay;the
 

National
 

Institutes
 

of
 

Health
 

Stroke
 

Scale
 

(NIHSS)
 

and
 

the
 

ability
 

of
 

daily
 

living
 

(ADL)
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

neurological
 

function;the
 

cere-
bral

 

artery
 

blood
 

flow
 

was
 

measured
 

by
 

transcranial
 

ultrasound;the
 

occurrence
 

of
 

adverse
 

reactions
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

recorded.Results The
 

levels
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

LC3-Ⅱ
 

mRNA
 

after
 

treatment
 

in
 

PBMC
 

of
 

the
 

ob-
servation

 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05);the
 

levels
 

of
 

MDA,IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

level
 

of
 

SOD
 

was
 

higher
 

than
 

that
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in
 

the
 

control
 

group,the
 

NIHSS
 

score
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,while
 

the
 

ADL
 

score
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

blood
 

flow
 

of
 

the
 

basilar
 

artery
 

and
 

the
 

left
 

and
 

right
 

middle
 

cerebral
 

arteries
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).
There

 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

incidence
 

rate
 

of
 

adverse
 

reactions
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).Conclusion Edaravone
 

can
 

significantly
 

reduce
 

the
 

excessively
 

activated
 

autophagy,down-
stream

 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

pathways
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

AIS,thereby
 

reduce
 

the
 

cerebral
 

is-
chemia-reperfusion

 

injury
 

and
 

promote
 

the
 

recovery
 

of
 

nerve
 

function.
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  急性缺血性卒中(acute
 

ischemic
 

stroke,AIS)是
临床常见的脑血管疾病之一,目前,该疾病呈现“四
高”特征,主要表现为发病率、病死率、致残率及复发

率高,给社会和家庭带来沉重的经济负担[1]。AIS患

者脑梗死区及梗死周围区神经元细胞过度凋亡及坏

死是引起患者神经功能障碍的直接原因,同时继发的

机体氧化应激及炎症通路的激活可进一步加重神经

功能障碍[2]。尽管积极的溶栓和介入取栓在 AIS的

临床治疗中发挥了重要作用,但有效的药物治疗也不

可替代。依达拉奉是一种脑保护剂,可明显抑制脂质

过氧化,防止神经细胞及血管内皮细胞的氧化损伤,
已广泛用于脑梗死引起的神经病变[3]。近年来,细胞

自噬与AIS发生及发展的关系逐渐被人们所认识。
有研究表明,在AIS动物模型中机体细胞自噬明显激

活,抑制过度激活的细胞自噬可明显改善AIS动物模

型神经功能,同时降低其病死率[4]。而依达拉奉是否

可降低AIS患者自噬水平,目前尚未见相关文献报

道。本研究探讨了依达拉奉对 AIS患者外周血细胞

自噬、氧化应激及炎症水平的影响,旨在为其临床运

用提供理论依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2017年1月至2020年12月本院收治的

AIS患者150例作为研究对象,采用随机数字表法分

为观察组和对照组,每组75例。两组患者性别、年
龄、病程、基础疾病及基础治疗方案等一般资料比较,
差异均无统计学意义(P>0.05),见表1。本研究获

得本院伦理委员会批准并征得了患者书面知情同意。

表1  两组患者一般资料比较

组别 n
性别(n)

男 女
年龄(x±s,岁) 病程(x±s,d)

基础治疗方案[n(%)]

静脉溶栓 动脉取栓

基础疾病[n(%)]

高血压 糖尿病 高脂血症

对照组 75 39 36 63.1±9.1 4.5±1.0 45(60.0) 30(40.0) 24(32.0) 30(40.0) 28(37.3)

观察组 75 38 37 62.8±9.6 4.6±1.2 43(57.3) 32(42.7) 26(34.7) 32(42.7) 27(36.0)

1.2 纳入标准

(1)满足AIS的诊断标准[5];(2)行静脉溶栓或动

脉取栓治疗。

1.3 排除标准

(1)合并脑出血;(2)严重意识障碍;(3)合并恶性

肿瘤、自身免疫性疾病及严重感染;(4)入院24
 

h内死

亡;(5)对药物(依达拉奉)过敏。

1.4 治疗方法

对照组入院后根据 AIS诊治指南[5]给予相应基

础治疗,发病3~6
 

d内者予以溶栓或取栓规范化治

疗,同时给予抗血小板、调脂、降压、脑保护等处理。
观察组在常规治疗基础上入院当天即给予依达拉奉

(国药集团国瑞药业有限公司,批号20160822,规格

20
 

mL:30
 

mg)30
 

mg配以
 

100
 

mL生理盐水注射液

静脉滴注,每天2次。两组患者均连续治疗2周。两

组患者调脂药物均采用阿托伐他汀(美国辉瑞公司)

20
 

mg,每天1次。

1.5 观察指标

1.5.1 自噬相关基因mRNA水平

收集两组患者治疗前及治疗2周后外周血标本

各2
 

mL,提取外周血单个核细胞(peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell,PBMC),采 用 TRIzol 提 取 总

RNA,然后进行反转录,实时荧光定量-聚合酶链反应

(polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)引物序列见表2。
建立20

 

μL反应体系,包括1
 

μL
 

cDNA、2
 

μL×PCR
缓冲液、2.0

 

mmol
 

MgCl2、0.2
 

mmol
 

dNTP、每种引

物1.0
 

μL及0.5
 

μL
 

Taq
 

DNA聚合酶。扩增反应条

件:94
 

℃预变性5
 

min,94
 

℃变性30
 

s,59
 

℃退火45
 

s;溶解曲线:95
 

℃、15
 

s,60
 

℃、1
 

min,95
 

℃、30
 

s,60
 

℃、15
 

s。以GAPDH作为内参,使用2-ΔΔCt方法计算

靶基因相对mRNA水平。

1.5.2 外周血炎性和氧化应激指标

分别于治疗前及治疗2周后采集两组患者外周

血3
 

mL,采用酶联免疫吸附试验测定外周血炎性细
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胞因子[白细胞介素(interleukin,IL)-1β、肿瘤坏死因

子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)]和氧化应激指

标[丙二醛(Malondialdehyde,MDA)、超氧化物歧化

酶(Superoxide
 

dismutase,SOD)]。具体操作依据试

剂盒(南京建成生物技术公司)说明书进行。
1.5.3 神经功能

分别于治疗前及治疗2周后采用美国国立卫生

研究院卒中量表(national
 

institute
 

of
 

health
 

stroke
 

scale,NIHSS)评分和日常生活活动能力(activities
 

of
 

daily
 

living,ADL)量 表 评 估 两 组 患 者 神 经 功 能。
NIHSS评分越低表示神经功能越好,ADL评分越高

表示神经功能越好。

表2  PCR引物序列

引物 正向序列 反向序列

Beclin-1 5'-GGCTGAGAGACTGGATCAGG-3' 5'-CTGCGTCTGGGCATAACG-3'

LC3-Ⅱ 5'-GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTGG-3' 5'-GTGTCCGTTCACCAACAGGAAG-3'

GAPDH 5'-GGACTGACCTGCCGTCTAG-3' 5'-TAGCCCAGGATGCCCTTGAG-3'

1.5.4 脑血流动力学

分别于治疗前及治疗2周后采用经颅超声多普

勒测定两组患者大脑动脉血流情况,包括基底动脉、
左右侧大脑中动脉血流等。
1.5.5 不良反应

记录两组患者治疗期间不良反应发生情况,包括

出血、恶心、呕吐、皮疹等。
1.6 统计学处理

采用SPSS
 

19.0统计软件进行数据分析,计量资

料采用x±s表示,组间比较采用t检验;计数资料采

用例数或率表示,组间比较采用χ2 检验。以 P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组患者治疗前后自噬相关基因 mRNA水平

比较

两组患者治疗前PBMC中自噬相关基因Beclin-
1、LC3-Ⅱ

 

mRNA 水平比较,差异均无统计学意义

(P>0.05);两组患者治疗2周后上述指标均较治疗

前降低,且观察组患者低于对照组,差异均有统计学

意义(P<0.05),见表3。
2.2 两组患者治疗前后外周血炎性和氧化应激指标

比较

两组患者治疗前外周血氧化应激(MDA、SOD)
和炎性指标(IL-1β、TNF-α)比较,差异均无统计学意

义(P>0.05);两组患者治疗2周后 MDA、IL-1β、
TNF-α均较治疗前降低,且观察组患者低于对照组

(P<0.05);SOD均较治疗前升高,且观察组患者高

于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05),见表4。
2.3 两组患者治疗前后神经功能比较

两组患者治疗前神经功能(NIHSS、ADL评分)
比较,差异无统计学意义(P>0.05);两组患者治疗2
周后NIHSS评分均较治疗前降低,ADL评分均较治

疗前升高,且观察组 NIHSS评分低于对照组,ADL
评分高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05),见
表5。

表3  两组患者治疗前后自噬相关基因 mRNA
   水平比较(n=75,x±s)

组别 治疗时间 Beclin-1 LC3-Ⅱ

对照组 治疗前 1.03±0.04 1.02±0.03

治疗后 0.80±0.09a 0.81±0.08a

观察组 治疗前 1.01±0.03 1.00±0.02

治疗后 0.74±0.08ab 0.70±0.10ab

  a:P<0.05,与同组治疗前比较;b:P<0.05,与对照组治疗后

比较。

表4  两组患者治疗前后外周血炎性和氧化应激指标比较(n=75,x±s)

组别 治疗时间
氧化应激指标

MDA(μmol/L) SOD(U/L)

炎性指标
 

IL-1β
 

(pg/mL) TNF-α(pg/mL)

对照组 治疗前 11.62±2.14 43.12±5.38 24.16±3.26 28.10±3.12

治疗后 7.54±1.23a 54.69±5.37a 19.14±2.85a 22.19±2.30a

观察组 治疗前 12.03±2.56 44.01±6.14 24.76±3.15 27.82±2.67

治疗后 5.02±1.15ab 60.71±5.03ab 15.14±2.38ab 18.54±2.05ab

  a:P<0.05,与同组治疗前比较;b:P<0.05,与对照组治疗后比较。

2.4 两组患者治疗前后脑血流动力学比较

两组患者治疗前脑血流动力学指标基底动脉、左
右侧大脑中动脉血流比较,差异均无统计学意义(P>
0.05);两组患者治疗2周上述指标均较治疗前升高,

4863 重庆医学2021年11月第50卷第21期



且观察组患者高于对照组,差异均有统计学意义(P<
0.05),见表6。

2.5 两组患者不良反应发生情况比较

观察组患者中治疗期间发生出血1例,恶心、呕
吐1例,皮疹1例,不良反应发生率为4.0%;对照组

患者中治疗期间发生出血1例,恶心、呕吐1例,不良

反应发生率为2.7%。两组患者不良反应均较轻微,
未经特殊处理症状均自行消失。两组患者不良反应

发生率比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
表5  两组患者治疗前后神经功能比较(n=75,x±s,分)

组别 治疗时间 NIHSS评分 ADL评分

对照组 治疗前 23.10±3.26 38.12±3.85

治疗后 13.82±2.10a 60.50±5.28a

观察组 治疗前 23.32±3.48 37.80±3.59

治疗后 9.88±1.95ab 68.75±4.83ab

  a:P<0.05,与同组治疗前比较;b:P<0.05,与对照组治疗后

比较。

表6  两组患者治疗前后脑血流动力学指标比较

   (n=75,x±s,mL/min)

组别 基底动脉 左侧大脑中动脉 右侧大脑中动脉

对照组

 治疗前 30.15±3.89 45.18±4.52 46.24±4.70

 治疗后 38.65±4.04a 53.25±4.85a 54.15±4.11a

观察组

 治疗前 30.85±3.58 44.88±4.16 46.11±4.50

 治疗后 43.81±4.16ab 59.74±4.57ab 60.05±5.12ab

  a:P<0.05,与同组治疗前比较;b:P<0.05,与对照组治疗后

比较。

3 讨  论

  AIS是脑血管疾病中的危重症,随着我国进入人

口老年化,该病发病率及病死率均呈逐年升高趋势。
近年来广泛开展的卒中三级预防,对降低AIS发病率

及病死率发挥了重要作用,在三级预防的基础上如何

进一步提高AIS患者的疗效和改善其预后是目前临

床医师关注的重点。AIS的发生机制主要与多种原

因如动脉粥样硬化、心源性血栓及小动脉闭塞等引起

脑组织血液供应障碍,导致组织缺血、缺氧有关[6]。
目前,针对AIS患者已成立卒中中心,采取多种方法

进行救治,如第一时间溶栓或取栓恢复脑组织缺血再

灌注;积极运用抗血小板、调脂、神经保护等药物,挽
救受损神经细胞等。

近年来,相关研究表明,细胞自噬在多种疾病如

动脉粥样硬化、急性心肌梗死、恶性肿瘤等的发生及

进展中发挥了重要作用[7-9]。细胞自噬是机体通过吞

噬及降解受损细胞质及细胞器,维持机体细胞代谢稳

定的过程。但一旦机体遭受某些刺激如缺血、缺氧、

酸中毒等,可显著激活机体细胞自噬[10]。目前,有研

究表明,细胞自噬在AIS发生后神经细胞凋亡中起着

双重作用,一方面AIS发生可促进机体细胞自噬的过

度激活,进一步导致神经元凋亡和坏死,并增加脑梗

死面积和加重神经功能的缺损;另一方面若在脑组织

缺血缺氧前激活细胞自噬可显著降低神经元死亡和

脑损伤程度[11-12]。因此,自噬在 AIS发生、发展中的

作用可能取决于其激活的时间差异(AIS发生前或

后)及程度。
依达拉奉作为神经保护剂,通过有效清除氧自由

基,减轻神经细胞损伤,但对细胞自噬通路的影响目

前尚未见相关文献报道。本研究结果显示,针对AIS
患者在常规治疗的基础上加用依达拉奉可明显降低

机体过度激活的细胞自噬。有研究表明,过度的细胞

自噬可促进细胞凋亡,进而激活氧化应激及炎性通

路,加重组织器官损伤及细胞功能障碍[13]。对 AIS
患者,依达拉奉可明显降低机体氧化应激和炎性相关

指标水平,其可能与依达拉奉降低机体过度激活的细

胞自噬有关。

NIHSS、ADL评分是评价 AIS患者临床疗效及

预后的关键指标,NIHSS评分越高表示神经功能越

差,ADL评分越高表示神经功能越佳。本研究结果

显示,在常规治疗基础上依达拉奉可明显降低NIHSS
评分,升高ADL评分,更有效地恢复AIS患者受损的

神经功能,与其他研究结果一致[14]。除NIHSS、ADL
评分外,脑血流动力学也是一项评估AIS患者临床疗

效的重要指标。本研究结果显示,依达拉奉可明显改

善AIS患者脑血流,可能与降低细胞自噬、改善氧化

应激及炎性反应,从而降低血液黏度、抑制血小板黏

附与聚集、同时改善血管内皮功能有关。针对AIS患

者在常规治疗基础上加用依达拉奉并未明显增加不

良反应发生率,说明在提高AIS患者疗效及预后的同

时安全性较好,值得临床进一步推广运用。
综上所述,依达拉奉可明显降低AIS患者机体过

度激活的细胞自噬及下游氧化应激和炎性通路的激

活,从而减轻脑组织缺血再灌注损伤,有助于恢复受

损的神经功能。但目前依达拉奉如何降低细胞自噬

的相关机制尚需进一步通过动物及细胞实验予以

研究。
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