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右美托咪定对小鼠脑出血后氧化应激脑损伤及

NOX4表达的影响*

杨正宇,毛庆祥△

(陆军军医大学大坪医院麻醉科,重庆
 

400042)

  [摘要] 目的 探讨右美托咪定对小鼠脑出血后氧化应激脑损伤及NADPH氧化酶(NOX)4表达的影

响。方法 小鼠经腹腔注射右美托咪定30
 

min后制备脑出血模型,检测小鼠神经运动功能、脑含水量、NOX4
 

mRNA和NOX4蛋白表达水平及氧化应激水平。结果 与对照组比较,脑出血组小鼠神经运动功能评分提升

(P<0.05),脑水含量增加(P<0.05),NOX4
 

mRNA和NOX4蛋白表达水平明显增加(P<0.05),氧化应激

水平升高;而右美托咪定组小鼠神经运动功能评分明显下降(P<0.05),脑含水量明显减少(P<0.05),NOX4
 

mRNA和NOX4蛋白表达水平明显减少(P<0.05),氧化应激水平降低。结论 右美托咪定可以抑制脑出血

后NOX4表达,减轻小鼠氧化应激脑损伤。
[关键词] 右美托咪定;脑出血;氧化应激;NOX4
[中图法分类号] R743.34 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2024)14-2099-05

Effects
 

of
 

dexmedetomidine
 

on
 

oxidative
 

stress
 

brain
 

injury
 

and
 

NOX4
 

expression
 

after
 

mouse
 

intracerebral
 

hemorrhage*
YANG

 

Zhengyu,MAO
 

Qingxiang△

(Department
 

of
 

Anesthesiology,Daping
 

Hospital,Army
 

Medical
 

University,Chongqing
 

400042,China)

  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

dexmedetomidine
 

on
 

oxidative
 

stress
 

brain
 

injury
 

and
 

nicotinamide
 

adenine
 

dinucleotide
 

phosphate
 

oxidase
 

(NOX)4
 

expression
 

after
 

intracerebral
 

hemorrhage
 

in
 

mouse.Methods The
 

mouse
 

intracerebral
 

hemorrhage
 

model
 

was
 

prepared
 

after
 

30
 

min
 

intraperitoneal
 

injec-
tion

 

of
 

dexmedetomidine.
 

The
 

neurological
 

motor
 

function,brain
 

water
 

content,NOX4
 

mRNA
 

content,NOX4
 

protein
 

expression
 

level
 

and
 

oxidative
 

stress
 

levels
 

were
 

detected.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,

the
 

neurological
 

motor
 

function
 

score
 

in
 

the
 

intracerebral
 

hemorrhage
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<
0.05),the

 

brain
 

water
 

content
 

was
 

increased
 

(P<0.05),
 

the
 

NOX4
 

mRNA
 

and
 

NOX4
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),
 

the
 

oxidative
 

stress
 

level
 

was
 

increased;but
 

the
 

neurological
 

motor
 

function
 

score
 

in
 

the
 

dexmedetomidine
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

brain
 

water
 

content
 

was
 

significantly
 

decreased,the
 

NOX4
 

mRNA
 

and
 

NOX4
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05)
 

and
 

the
 

oxidative
 

stress
 

level
 

was
 

decreased.Conclusion Dexmedetomidine
 

could
 

inhibit
 

the
 

NOX4
 

expression
 

after
 

intracerebral
 

hemorrhage
 

and
 

alleviate
 

the
 

oxidative
 

stress
 

brain
 

injury
 

in
 

mice.
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words] dexmedetomidine;intracerebral
 

hemorrhage;oxidative
 

stress;NOX4

  脑出血(ICH)是一种常见的临床疾病[1],其病理

机制非常复杂,其中氧化应激在脑出血的发病机制中

起着重要作用[2]。NADPH 氧化酶(NOX)具有产生

活性氧的作用,NOX4是NOX的一种亚型,广泛分布

于中枢神经系统中[3]。有报道指出,脑出血后NOX4
的表达下调,可明显降低氧化应激和过氧化损伤从而

减轻脑出血后的脑损伤[4]。右美托咪定通过激活脑

内肾上腺素α2受体起到镇静、镇痛作用,并且对中枢

神经系统具有一定保护作用[5-6],有研究发现,右美托咪

定通过抑制NOX4表达从而减轻脂多糖诱导的急性肾

损伤[7],然而尚未见文献报道右美托咪定能否抑制脑内

NOX4表达进而减轻脑出血后氧化应激脑损伤。
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本实验通过建立小鼠自体血脑出血模型,采用改

良神经系统严重程度评分(mNSS)、HE染色、脑水含

量检测、逆转录-PCR(RT-PCR)、Western
 

blot、超氧

化物阴离子荧光探针(DHE)染色和 H2O2 检测,探讨

NOX4对脑出血后小鼠神经运动功能的影响及右美

托咪定对小鼠脑出血后神经保护的作用与机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

54只雄性昆明鼠由重庆医科大学动物中心提供,
体重(27±3)g。本实验通过重庆医科大学医学研究

伦理 委 员 会 审 查,符 合《实 验 室 动 物 饲 养 和 使 用

条例》。

1.2 仪器与试剂

右美托咪定购自扬子江药业集团,NOX4单克隆

抗体购自武汉爱博泰克公司,β-actin单克隆抗体购自

武汉三鹰有限公司,RNA逆转录试剂盒和荧光定量

PCR试剂盒购自美国Takara-Bio有限公司,DHE购

自上海碧云天生物技术有限公司,H2O2 测试盒购自

江苏凯基有限公司。凝胶成像仪购自广州光仪有限

公司,荧光显微镜购自德国leica有限公司,荧光定量

PCR检测仪购自美国Takara-Bio有限公司。

1.3 方法

1.3.1 实验分组

将54只雄性昆明鼠分为3组,分别为对照组

(Sham)、脑出血组(ICH)和右美托咪定组(Dex)。完

成小鼠神经运动功能检测后,检测脑含水量,进行 HE
染 色、RT-PCR、Western

 

blot、DHE 染 色 并 检 测

H2O2 含量,每项实验分3组,每组3只小鼠。

1.3.2 右美托咪定给药

在小鼠脑出血前30
 

min经腹腔给予右美托咪定

50
 

μg/kg。

1.3.3 脑出血模型

采用LI等[8]的方法:以1%戊巴比妥钠50
 

mg/

kg麻醉小鼠,暴露小鼠前囟,以前囟为中心前移0.5
 

mm,右移2.3
 

mm,垂直向下进针3.7
 

mm,此为小鼠

大脑基底节,以此为目标点缓慢注射采自小鼠尾部的

自体血30
 

μL,注射完毕后消毒并缝合切口。

1.3.4 神经行为学评分

采用FENG等[9]评分方法,以 mNSS检测小鼠

脑出血后24
 

h的神经功能,mNSS最高评分18分,最
低评分0分,18分表明神经功能损伤严重,0分表明

没有神经功能损伤。

1.3.5 HE染色

经心尖灌注30
 

mL
 

4
 

℃生理盐水,并用4%多聚

甲醛固定,取出小鼠大脑依次置于10%、20%和30%
蔗糖溶液中脱水,将脱水后的脑组织进行冰冻切片,

切片厚度为10
 

μm,向脑组织切片滴加 HE染色液,
染色完成后清洗切片并依次进行分色、脱水、澄清、
装片。

1.3.6 脑含水量测定

脑出血24
 

h后,取出小鼠脑组织,称取脑组织湿

重,然后将其放入95
 

℃恒温箱中48
 

h,称取脑组织干

重,脑含水量=(湿重-干重)/湿重×100%。

1.3.7 RT-PCR
取适量脑组织研磨,按照试剂盒说明书提取总

RNA,并检测其浓度和纯度,然后进行逆转录,引物序

列:NOX4上游引物5'-CAT
 

CGA
 

TCT
 

CTC
 

GTG
 

GGC-3',下 游 引 物 5'-CGT
 

ACA
 

CGT
 

AGT
 

CCC
 

ACT
 

CG-3',长度234
 

bp;β-actin上游引物5'-CCC
 

GCG
 

AGT
 

ACA
 

ACC
 

TTC
 

TT-3',下游引物5'-AGG
 

GTC
 

AGG
 

ATG
 

CCT
 

CTC
 

TT-3',长度为262
 

bp,按
照说明书进行引物扩增。用β-actin做内参,以2-ΔΔCT

法计算基因表达水平。

1.3.8 Western
 

Blot
取出经心尖灌注后小鼠脑组织,分离出出血侧大

脑,按比例加入组织裂解液(g∶mL=1∶8),充分研

磨脑组织并离心,提取上清液,以4∶1的比例与5×
loading

 

buffer混匀,95
 

℃加温5
 

min。通过电泳和电

转将提取的脑组织蛋白转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜
上,将PVDF膜置于封闭液封闭2

 

h,取出PVDF膜并

滴加NOX4单克隆抗体和β-actin单克隆抗体(稀释

比例为1∶1
 

000),让PVDF膜上的蛋白与抗体充分

反应,12
 

h后将PVDF膜清洗并放入配制好的二抗液

中1
 

h,清洗PVDF膜,最后滴加50
 

μL
 

ECL发光液,
并置于凝胶成像仪中检测蛋白表达水平。

1.3.9 DHE染色

DHE染色液腹腔注射后30
 

min经心尖灌注,随
后取出脑组织 OCT包埋并置于冰冻切片机切片,晾
干切片后滴加染色液并避光放置30

 

min,清洗切片后

滴加DAPI液并封片。

1.3.10 H2O2 测定

取灌注后小鼠出血侧大脑,加入生理盐水(g∶
mL=1∶9)后研磨组织并离心取上清液。取EP管并

标记为空白管、标准管和测定管,按照试剂盒说明加

入反应液并混匀,分光光度计检测H2O2 含量。

1.4 统计学处理

本实验结果采用Graph
 

Pad
 

Prism
 

8.0软件进行

One-Way
 

ANOVA分析,计量资料以x±s 表示,以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 右美托咪定改善小鼠脑出血后神经运动功能

障碍
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脑出血组小鼠出现明显神经运动功能障碍,而右

美托咪定可改善小鼠脑出血后神经运动功能障碍

(P<0.05),见表1。

2.2 右美托咪定改善小鼠脑出血后脑水肿

在HE染色和脑含水量检测实验中,脑出血组小

鼠血肿周围脑组织水肿明显,脑水含量增多(P<
0.05),而右美托咪定可减轻血肿周围水肿和减少脑

含水量(P<0.05),见图1。

2.3 右美托咪定抑制小鼠脑出血后 NOX4
 

mRNA
和蛋白表达情况

脑出血组小鼠脑内NOX4
 

mRNA和NOX4蛋白

表达水平明显增高(P<0.05),而右美托咪定可以降

低脑出血后脑内NOX4
 

mRNA和NOX4蛋白表达水

平(P<0.05),见图2。

2.4 右美托咪定降低小鼠脑出血后超氧阴离子和

H2O2 水平

在DHE染色检测超氧阴离子和 H2O2 检测实验

中,ICH组DHE荧光强度和 H2O2 生成水平明显增

加(P<0.05),然而右美托咪定可以明显降低脑出血

后DHE荧光强度和 H2O2 生成水平(P<0.05),见
图3。

表1  3组小鼠 mNSS(x±s,分)

组别 n mNSS

Sham组 18 1.72±0.82

ICH组 18 14.78±1.16

Dex组 18 8.55±1.04

  A:HE染色图;B:脑水含量检测结果;a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与ICH组比较。

图1  各组小鼠脑水肿检测

  A:NOX4蛋白条带图;B:NOX4蛋白相对表达统计结果;C:NOX4
 

mRNA相对表达统计结果;①:Sham组;②:ICH组;③:Dex组。a:P<0.

05,与Sham组比较;b:P<0.05,与ICH组比较。

图2  NOX4
 

mRNA和蛋白表达情况
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  A:DHE染色图;B:DHE荧光强度统计结果;C:H2O2 含量统计结果;①:Sham组;②:ICH组;③:Dex组。a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<

0.05,与ICH组比较。

图3  各组小鼠DHE染色和 H2O2 含量检测

3 讨  论

  脑出血占卒中的10%~20%,是危害人类身体健

康的重要疾病,约有75%脑出血患者会出现运动功能

和认知功能障碍,对患者的生活质量造成严重影

响[10]。目前临床治疗脑出血的方法有开颅血肿清除

术,但疗效不佳[11]。脑出血引起的脑损伤不仅与血肿

压迫脑实质有关,还与血肿周围组织氧化应激有关,
脑出血后脑内氧化应激反应加剧,产生大量活性氧分

子,这些活性氧分子可以损伤神经细胞并引起神经运

动功能障碍[12-14]。H2O2 是活性氧分子中稳定性最好

的,NOX4作为活性氧生成最主要的来源之一,主要

通过调控 H2O2 的生成来调节氧化应激反应[15-16]。
有研究指出,小鼠脑出血后NOX4表达增加,主要表

达于神经元、神经星形胶质细胞和血管内皮细胞中,
从而使细胞内活性氧增多,并导致神经细胞凋亡,神
经元细胞凋亡可引起神经功能障碍,神经星形胶质细

胞与血管内皮细胞之间的紧密连接是血脑屏障的结

构基础,当星形胶质细胞和血管内皮细胞发生凋亡

时,可破坏血脑屏障,从而导致脑水肿,加重神经功能

障碍[4,17]。本研究结果显示,小鼠脑出血后 NOX4
 

mRNA和NOX4蛋白表达升高,DHE及 H2O2 水平

增多,这可能在一定程度上导致了小鼠脑出血后脑水

肿和神经运动功能障碍。
右美托咪定在一些神经系统疾病中起到神经保

护作用[18],右美托咪定具有对循环和呼吸影响小的特

点,并且对脑出血患者有脑保护作用,是围手术期脑

出血患者镇静治疗的安全有效药[19]。有研究表明,右
美托咪定可抑制氧化应激反应从而改善脑出血引起

的神经功能损伤[20],另有研究表明,右美托咪定通过

抑制 NOX4的表达从而减少肾纤维性物质沉积[21],
并且有研究指出右美托咪定通过减少心肌缺血后

NOX4和ROS的过度产生而减轻心肌损伤[22],另外

有文献报道,右美托咪定可以抑制NOX4的过度表达

从而改善肾缺血再灌注介导的肺泡巨噬细胞中 NL-
RP3炎症小体的激活[23]。然而,右美托咪定能否通过

抑制脑出血后NOX4的过度表达来减轻脑出血后脑

损伤值得探究,本研究结果发现右美托咪定组小鼠脑

内NOX4
 

mRNA和NOX4蛋白表达明显降低,DHE
和H2O2 水平在右美托咪定组显著降低,这些结果表

明右美托咪定对小鼠脑出血后神经功能的保护作用

可能是通过抑制NOX4的表达,从而减轻氧化应激反

应,进而改善脑出血后脑损伤。有研究指出,在脂多

糖诱发的小鼠急性肾损伤模型中,脂多糖通过激活

toll样受体4(TLR4)从而使NOX4的表达增加,产生

大量活性氧,并导致肾损伤,而右美托咪定通过抑制

TLR4/NOX4通路的激活减轻了脂多糖诱发的肾损

伤[7],因此猜想右美托咪定是否能通过抑制 TLR4/

NOX4通路来减轻小鼠脑出血后氧化应激脑损伤,这
也许是右美托咪定成为脑出血后抗氧化应激反应的

作用机制之一。
综上所述,右美托咪定可能通过降低 NOX4表

达,减少脑组织中活性氧生成,减轻氧化应激反应,从
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而改善小鼠脑出血后神经功能损伤。
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