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右美托咪定对脑出血小鼠肥大细胞激活及
神经功能损伤的影响*

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神经功能损伤及肥大细胞激活的影响。方法 小鼠脑出

血前30
 

min经腹腔注射右美托咪定,脑出血模型制备完成后检测小鼠神经功能、脑含水量、血肿周围肥大细胞

数量及类胰蛋白酶、白细胞介素-1β(IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)表达量。结果 与对照组比较,脑出血组

的小鼠神经系统功能评分明显提升(P<0.05),脑含水量明显增加(P<0.05),肥大细胞数量明显增加(P<
0.05),类胰蛋白酶、IL-1β和TNF-α表达量明显增加(P<0.05);而右美托咪定组的小鼠神经功能评分明显下

降(P<0.05),脑含水量明显减少(P<0.05),肥大细胞数量明显减少(P<0.05),类胰蛋白酶、IL-1β和TNF-α
表达量明显减少(P<0.05)。结论 右美托咪定可以抑制脑出血后血肿周边肥大细胞的激活,减轻小鼠神经功

能损害。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

dexmedetomidine
 

on
 

the
 

neurological
 

function
 

and
 

mast
 

cells
 

activation
 

in
 

the
 

mouse
 

with
 

intracerebral
 

hemorrhage
 

(ICH).Methods The
 

mouse
 

was
 

intraperitoneal-
ly

 

injected
 

with
 

dexmedetomidine
 

at
 

30
 

min
 

before
 

intracerebral
 

hemorrhage.After
 

the
 

preparation
 

of
 

intrace-
rebral

 

hemorrhage
 

model,the
 

neurological
 

function,brain
 

water
 

content,number
 

of
 

mast
 

cells
 

around
 

hemato-
ma

 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

tryptase,IL-1β,TNF-α
 

were
 

detected.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
the

 

neurological
 

function
 

score
 

in
 

the
 

intracerebral
 

hemorrhage
 

group
 

was
 

significantly
 

elevated
 

(P<0.05),
the

 

brain
 

water
 

content
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),the
 

mast
 

cells
 

number
 

was
 

significantly
 

in-
creased

 

(P<0.05),and
 

the
 

tryptase,IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

expression
 

levels
 

were
 

sinificantly
 

increased
 

(P<
0.05);while

 

the
 

neurological
 

function
 

score
 

in
 

the
 

dexmedetomidine
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.05),the

 

brain
 

water
 

content
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

number
 

of
 

mast
 

cells
 

was
 

signifi-
cantly

 

reduced
 

and
 

the
 

tryptase,IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).
Conclusion Dexmedetomidine

 

could
 

inhibit
 

the
 

activation
 

of
 

mast
 

cells
 

around
 

hematoma
 

and
 

reduce
 

the
 

dam-
age

 

of
 

neurological
 

function
 

after
 

mouse
 

intracerebral
 

hemorrhage.
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  脑出血是一种危及生命的重大疾病,其致残率和

病死率都很高[1-2]。肥大细胞来源于造血干细胞,分
布于机体组织、器官、血管周边[3]。研究发现,脑出血

后会诱发脑内肥大细胞激活,并释放类胰蛋白酶、白
细胞介素-1β(IL-1β)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等物

质,从而加重脑出血后脑损伤[4]。右美托咪定是一种

具有镇静、镇痛和抗炎作用的α受体激动剂[5],对神

经系统具有保护作用[6],但其对脑出血神经功能恢复

的作用及机制不明。有研究报道,右美托咪定可抑制

心脏肥大细胞脱颗粒从而减轻心肌缺血再灌注损

伤[7],然而右美托咪定能否抑制脑内肥大细胞激活从

而改善脑出血后神经功能尚未见文献报道。本研究

通过建立小鼠脑出血模型,探讨肥大细胞激活在小鼠

脑出血后脑损伤中的作用及右美托咪定对小鼠脑出
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血后脑保护作用的相关机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物

  27只雄性昆明鼠(25~30
 

g)购自重庆医科大学

动物中心,小鼠饲养环境:温度18~28
 

℃,相对湿度

40%~80%,每天进食正规鼠粮。本实验符合《实验

室动物饲养和使用条例》并通过重庆医科大学医学研

究伦理委员会审查。将小鼠按随机数字表法分为对

照组(Sham组)、脑出血组(ICH组)和右美托咪定组
(Dex组),每组9只,ICH 组在小鼠脑内注射30

 

μL
自体血,Sham组不注射自体血,Dex组在脑出血造模

前30
 

min经腹腔注射右美托咪定(扬子江药业集团

有限公司,H20183219)50
 

μL/kg。
 

1.2 方法

1.2.1 脑出血模型 根据LI等[8]的方法制备脑出

血模型:1%戊巴比妥钠5
 

mL/kg腹腔给药麻醉小鼠,
并将小鼠置于神经定位仪(深圳市瑞沃德有限公司),
以小鼠前囟为坐标,首先向前移动0.5

 

mm,然后向右

移动2.3
 

mm,最后垂直向下移动3.7
 

mm。用肝素液

润滑过的微量注射器(上海市高鸽工贸公司)采集小

鼠尾部自体血30
 

μL注射,注射完毕后使微量注射器

停留于靶注射点,10
 

min后缓慢退出微量注射器,以
此来模拟脑出血,最后进行彻底消毒,缝合切口。造

模成功后24
 

h进行神经功能检测,随即进行脑含水量

检测、HE染色、免疫荧光染色和 Western
 

blot实验。
1.2.2 神经行为学评分

  根据LIU等[9]评分指标,采用 mNSS测试检测

小鼠神经功能,mNSS测试分为运动实验、感觉实验、
平衡木实验及反射丧失和不正常运动实验,4项实验

的评分总和为mNSS测试评分,mNSS测试最低评分

0分,最高评分18分,评分越高说明神经功能损伤越

严重。实验采用双盲法。
1.2.3 苏木精-伊红染色

  小鼠麻醉后经心尖灌注4
 

℃
 

0.9%氯化钠(30
 

mL/只),并用4%多聚甲醛固定(30
 

mL/只),然后将

脑组织置于蔗糖溶液中脱水,最后将脑组织包埋,放
置于冰冻切片机中,20

 

min速冻,切取厚度为10
 

μm
的脑冠状切片,HE染色液(上海Sangon

 

Biotech有限

公司)染色脑组织切片5
 

min,然后用清水冲洗切片,
0.1%盐酸乙醇分色15

 

s,最后将组织切片放入95%
乙醇脱水并用二甲苯澄清,装片。每组各取小鼠3
只,共9只,在小鼠脑出血后24

 

h进行。
1.2.4 脑含水量测定

  小鼠断头取脑,分别测量脑组织的湿重和干重,
并计算脑含水量,计算公式为:(湿重-干重)/湿重×
100%。每组各取小鼠3只,共9只,在小鼠脑出血后

24
 

h进行。
1.2.5 免疫荧光染色

  将30
 

μL封闭液滴加到组织切片上,经过1
 

h封

闭,晾干后滴加20
 

μL(1∶100)小鼠抗小鼠类胰蛋白酶

单克隆抗体(1∶1
 

000,美国Novus
 

Biologicals公司),并

将其置于4
 

℃冰箱孵育过夜。次日,用0.01%
 

PBST
漂洗组织切片15

 

min,重复3次,晾干后滴加20
 

μL美

国Abbkine公司FITC标记的山羊抗小鼠IgG(1∶
100),置于37

 

℃温箱中孵育1
 

h,以确保完全结合,然后

用0.01%
 

PBST漂洗15
 

min并重复3次,晾干后滴加

DAPI(上海碧云天生物技术公司)溶液20
 

μL,最后封片

并将切片置于荧光显微镜下计算肥大细胞数量。每组

小鼠3只,共9只,在小鼠脑出血后24
 

h进行。
1.2.6 Western

 

blot
  将小鼠麻醉后暴露心脏,然后经心尖灌注生理盐

水30~40
 

mL,取出小鼠大脑,分离出血侧脑组织称

重,每1
 

g脑组织中加入8
 

mL的组织裂解液,并将其

充分研磨后,静置15
 

min,然后置于4
 

℃离心机,
12

 

000
 

r/min离心20
 

min,提取上清液,与5×loading
 

buffer以4∶1的配比混匀,最后在95
 

℃的温度下煮

5
 

min。将上样蛋白样品通过SDS-PAGE电泳和电转
(250

 

mA,30~50
 

min)转移到PVDF膜上,在37
 

℃
摇床封闭2

 

h后,将小鼠抗小鼠类胰蛋白酶单克隆抗

体、兔抗小鼠IL-1β和TNF-α单克隆抗体(1∶700,美
国Affinity公司)和大鼠抗小鼠β-actin多克隆抗体
(1∶5

 

000,美国Santa
 

Cruz公司)滴加到PVDF膜

上,并 放 入 4
 

℃ 冰 箱 孵 育 过 夜。次 日,用 0.01%
 

PBST 清 洗 PVDF 膜 3 次,每 次 10
 

min,然 后 将

PVDF膜放入稀释比为1∶5
 

000的二抗液中孵育

1
 

h,再次清洗PVDF膜3次,每次10
 

min。最后将

ECL发光液100
 

μL滴加到PVDF膜,静置30
 

s后,
置于凝胶成像仪(广州光仪科技公司)中检测蛋白表

达量。每组各取小鼠3只,共9只,在小鼠脑出血后

24
 

h进行。
1.3 统计学处理

  使用 Graph
 

Pad
 

Prism
 

7.0数据分析程序进行

One-Way
 

ANOVA分析,计量资料以x±s 表示,采
用t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 右美托咪定减轻小鼠脑出血后神经运动功能

障碍

  mNSS测试结果显示,ICH组小鼠神经运动功能

评分较Sham组明显提高(P<0.05),而Dex组神经

运动功能评分较ICH 组有所下降(P<0.05),较
Sham组神经运动功能评分提高(P<0.05),见图1。

图1  各组小鼠神经运动功能损伤程度
 

271 重庆医学2024年1月第53卷第2期



2.2 右美托咪定减轻小鼠脑出血后脑水肿

  HE染色结果显示,与Sham组相比,ICH组血肿

周围脑组织肿胀明显,表现为空泡样自溶坏死,而
Dex组一定程度逆转了这一现象。脑含水量检测结

果显示,ICH 组右侧大脑含水量明显高于Sham 组
(P<0.05),而Dex组右侧大脑含水量明显低于ICH

组(P<0.05),见图2。
2.3 右美托咪定减少小鼠脑出血后肥大细胞数量

  免疫荧光结果显示,ICH组血肿周围肥大细胞数

量较Sham组增多(P<0.05),而Dex组肥大细胞数

量较ICH组减少(P<0.05),见图3。

  A:Sham组 HE染色图,Bar=50
 

μm;B:ICH组 HE染色图,Bar=50
 

μm;C:Dex组 HE染色图,Bar=50
 

μm;D:脑含水量检测结果。a:P<

0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与ICH组比较。

图2  各组小鼠脑水肿检测

  A:肥大细胞数量统计图;B:免疫荧光染色图,Bar=50
 

μm。
a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与ICH组比较。

图3  肥大细胞免疫荧光染色图
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2.4 右美托咪定降低小鼠脑出血后脑内类胰蛋白

酶、IL-1β和TNF-α表达

  Western
 

blot结果显示,ICH组小鼠脑内类胰蛋

白酶、IL-1β和TNF-α表达较Sham组明显增加(P<
0.05),而Dex组小鼠脑内类胰蛋白酶、IL-1β和TNF-
α表达较ICH组明显减少(P<0.05),见图4。

  A:蛋白条带图;B:蛋白表达量统计图。a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与ICH组比较。

图4  Western
 

blot
 

检测各组小鼠脑内类胰蛋白酶、IL-1β和TNF-α的表达水平

3 讨  论

  脑出血后会引发神经功能损伤,血肿对脑组织的

压迫会导致原发性脑损伤,而脑出血后血肿周围的一

系列病理生理反应会导致继发性脑损伤[10-12]。然而,
有关脑出血后继发性脑损伤的机制尚不完全清楚,缺
乏有效的防治措施。有研究发现,脑出血会诱发脑内

肥大细胞激活并发生脱颗粒从而加重脑出血后炎性

反应,进而加重脑出血后继发性脑损伤[13]。本研究结

果显示,小鼠脑出血后脑组织内类胰蛋白酶、IL-1β和

TNF-α表达量增加,并且血肿周围肥大细胞数量增

多,这表明脑出血后肥大细胞激活,从而引发肥大细

胞脱颗粒,这与之前的研究结果相符。
右美托咪定对脑出血后脑损伤有保护作用,有研

究指出,右美托咪定通过抑制神经元自噬作用、凋亡

和炎性反应而起到神经保护作用[14-18]。临床研究表

明,右美托咪定对高血压脑出血患者具有一定的脑保

护作用,并且对患者的呼吸和循环影响较小,是高血

压 脑 出 血 患 者 围 术 期 镇 静 镇 痛 治 疗 的 安 全 有 效

药[19-20]。另有研究报道,右美托咪定可以有效抑制肥

大细胞激活,从而减轻脊髓缺血再灌注损伤。此外,
研究还发现,右美托咪定通过抑制肥大细胞激活来减

轻丁哌卡因诱发的坐骨神经炎性反应[21-22]。在本研

究中,Western
 

blot实验表明:右美托咪定可以降低小

鼠脑出血后类胰蛋白酶、IL-1β和 TNF-α的表达;免
疫荧光实验和甲苯胺蓝染色实验结果显示:右美托咪

定明显减少了小鼠脑出血后血肿周围肥大细胞数量,
从而减轻了小鼠脑出血后脑水肿和神经功能损伤。
因此,笔者推测右美托咪定可通过抑制肥大细胞激活

而减轻小鼠脑出血后脑损伤。然而,右美托咪定抑制

肥大细胞激活的具体机制需要更深一步探究,有研究

报道,右美托咪定通过抑制内质网应激反应而减轻小

鼠脑损伤[23],在后续的研究中本课题组将探索右美托

咪定是否通过抑制内质网应激反应而减轻肥大细胞

脱颗粒,从而减轻脑出血后脑损伤。
综上所述,小鼠脑出血后,脑内肥大细胞激活并

加重神经功能损伤。右美托咪定可能通过抑制肥大

细胞激活而改善神经功能损伤。本实验是在小鼠脑

出血前给予右美托咪定,而对于脑出血后给予右美托

咪定能否减轻脑出血后脑损伤值得研究,本实验对右

美托咪定的脑保护作用提出了新的观点。
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