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不同剂量右美托咪定对创伤性脑损伤小鼠急性期
脑水肿的影响

张娜娜 程世翔 衣泰龙 黄红洁 张赛 杨程

  【摘要】 目的 探讨不同剂量右美托咪定对创伤性脑损伤(traumaticbraininjury,TBI)小鼠急

性期脑水肿的影响。方法 健康成年雄性C57BL/6J小鼠132只,随机分为六组:正常对照组(C
组)、假手术组(Sham组)、创伤性脑损伤组(TBI组)、右美托咪定20μg/kg组(D20组)、40μg/kg组

(D40组)、60μg/kg组(D60组),每组22只。应用电子控制性脑皮质撞击仪(eCCI)建立TBI小鼠模

型,即刻经腹腔注射不同剂量右美托咪定(20、40、60μg/kg),每隔2小时给药1次,共3次。伤后24
h分别采用干/湿重法测定脑含水量,HE染色法观察损伤侧皮质细胞形态变化,Westernblot法检测

损伤侧脑组织中水通道蛋白4(AQP4)和核转录因子κB(NF-κB)的蛋白含量。并于伤后第1、2、3、7
天采用改良神经功能缺陷评分(mNSS)评价其神经功能受损程度,伤后第4、5、6、7天应用 Morris水

迷宫实验观察其行为学改变。结果 与Sham组比较,TBI组不同时点mNSS评分明显升高,逃避潜

伏期明显延长,脑含水量明显升高,损伤侧皮质损伤严重,AQP4和 NF-κB蛋白含量明显升高(P<
0.01)。与TBI组比较,右美托咪定各剂量组 mNSS评分明显降低,逃避潜伏期明显缩短,脑含水量

明显降低,损伤侧皮质细胞空泡变性和炎症反应有所改善,AQP4和 NF-κB蛋白含量明显降低(P<
0.05或P<0.01);D60组上述指标改变较D20组更为明显(P<0.05或P<0.01)。结论 右美托

咪定20~60μg/kg可以减轻TBI后急性脑水肿和认知功能障碍,随着剂量的增高,此作用更为明

显,这可能与降低TBI后AQP4和NF-κB表达密切相关。
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【Abstract】 Objective Toexploretheeffectsofdifferentdosesofdexmedetomidineonacute
brainedemainmicewithtraumaticbraininjury(TBI).Methods Atotalof132maleC57BL/6Jmice
wererandomlydividedintosixgroups:controlgroup (groupC),sham-operationgroup (group
Sham),traumaticbraininjurygroup(groupTBI),Dex20μg/kg(groupD20),40μg/kg(group
D40),and60μg/kg(groupD60),n=22ineachgroup.TheTBIanimalmodelwasestablishedbye-
lectriccontrolledcorticalimpactor(eCCI),thenintraperitonealinjectedbytheadministrationofdif-
ferentdosesofdexmedetomidineat0,2and4hafterTBI.Twenty-fourhourspost-TBI,brainwater
contentwasmeasuredbythedry-wetmethod,histologicalobservationwasperformedusingHEstai-
ning,andaquaporin4(AQP4)andNF-κBexpressionweredetectedusingWesternblotassay,re-
spectively.Then,themodifiedneurologicalscalescores(mNSS)on1,2,3,and7dandMorriswa-
termaze(MWM)teston4,5,6and7dpost-TBIwereusedtoevaluatetheneurologicdeficitofTBI
mice.Results Aftertraumaticbraininjury,themNSSscores,theescapelatency,thebrainwater
contentandtheexpressionofAQP4andNF-κBincreasedsignificantlyingroupTBI(P<0.01).Dif-
ferentdosesofdexmedetomidinesignificantlyreducedthemNSSscores,theescapelatency,thebrain
watercontentandtheexpressionofAQP4andNF-κB (P<0.05orP<0.01).Andmeanwhile
dexmedetomidinecanlessenneuronaldegeneration,andinflammationresponse.Additionally,the
effectwasremarkablyingroup D60compared with group D20 (P <0.05 orP <0.01).
Conclusion Dexmedetomidinecanlessenbrainedemaandcognitionimpairmentinducedwithtrau-
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maticbraininjury,whichisadose-effectrelationshipwithin20-60μg/kg,andthiseffectmaybere-
latedtothedownregulationofAQP4andNF-κBexpression.

【Keywords】  Dexmedetomidine;Traumaticbraininjury;Brainedema;Aquaporin4;Nuclear
factor-kappaB

  临 床 上,因 创 伤 性 脑 损 伤(traumaticbrain
injury,TBI)而就诊的患者逐年增多,且愈后较差,
而创伤性脑水肿是其中一个重要的因素。有研究

证实大约50%的TBI患者因脑水肿而死亡[1],脑水

肿发生与否和严重程度也可以作为评价预后的重

要指标[2]。因此,如何缓解脑水肿的发生是治疗

TBI的关键环节之一。
右美托咪定(dexmedetomidine)是一种高选择

性的α2 肾上腺受体激动药,目前主要用于临床麻醉

管理和重症监测治疗[3]。有研究表明,右美托咪定

在脑 缺 血-再 灌 注 模 型 中 具 有 一 定 的 脑 保 护 作

用[4~6],同时可减轻脑水肿,有效预防中枢神经损

伤[7]。然而,对于创伤性脑损伤小鼠模型,不同剂量

右美托咪定是否可减轻其急性期脑水肿,仍未见相

关研究。本实验采用电子控制性脑皮质撞击仪(eC-
CI)建立TBI小鼠模型,观察不同剂量右美托咪定

对TBI的神经保护作用,对其在TBI后脑水肿中的

作用机制进行初步探讨。

材料与方法

材料与试剂 右美托咪定(批号:20130404);
鼠抗 GAPDH 单克隆抗体(货号:ab8245),兔 抗

AQP4单克隆抗体(货号:ab46182),兔抗NF-κB单

克隆抗体(货号:ab16502);电子控制性脑皮质撞击

仪(eCCI6.3);Morris水迷宫测试系统;Amersham
Imager600显色仪。

实验 动 物 及 分 组  清 洁 级 健 康 成 年 雄 性

C57BL/6J小鼠132只,7~8周龄,体重20~25g,
由北京华阜康实验动物有限责任公司供应[合格证

号SCXX(京)2014-0004]。随机将小鼠分为六组:
对照组(C组)、假手术组(Sham组)、创伤性脑损伤

组(TBI组)、右美托咪定20μg/kg组(D20组)、40

μg/kg组(D40组)、60μg/kg组(D60组),每 组

22只。

TBI动物模型建立和药物处理 实验前对实验

小鼠给予禁食12h、不禁水处理。腹腔注射5%水

合氯醛7ml/kg麻醉后,取俯卧位置于立体定向架。
消毒后于中线处切开头皮,剥离骨膜,暴露右顶骨,
在右侧冠状缝和人字缝之间、中线旁处,使用颅骨

钻开直径为3mm圆形骨窗,暴露完整硬脑膜。设

定电子控制性脑皮质撞击仪(eCCI)参数,打击臂与

垂直方向角度为20°,参数设定为打击深度1mm、
打击速率5m/s、持续时间120ms,使用直径3mm
打击帽精确撞击小鼠右侧脑皮质。右美托咪定各

剂量组在TBI模型建立后即刻分别经腹腔注射右

美托咪定20、40、60μg/kg,之后每间隔2小时给药

1次,共3次。C组不做任何处理,正常饲养。Sham
组小鼠开骨窗但不行打击,并在同一时间给予等量

生理盐水。
改良神经功能缺损评分(modifiedneurological

severityscores,mNSS) 按照盲法原则,由对实验

分组情况不了解、经过专业培训的研究人员,采用

mNSS评价实验小鼠TBI后第1、2、3、7天的运动、
感觉、提尾、平衡和反射等行为学损害程度。总得

分最低为0分,提示小鼠完全正常,没有神经功能缺

损;最高为18分,提示小鼠意识丧失或死亡。
逃避潜伏期测定 实验小鼠于TBI前4d进行

训练(4次/天),从不同象限将小鼠面向池壁放入水

中,寻找水中隐藏平台(平台位于第一象限,没于水

面下1cm),记录所用时间为逃避潜伏期。超过60
s(即60s内未找到平台)则潜伏期记为60s,随后引

导小鼠至平台,停留2s,放回笼中待下一次训练。
训练4d后筛选出找到平台时间无差异的小鼠进入

实验分组。于TBI后第4、5、6、7天分别检测逃避

潜伏期。
脑含水量测定 采用干/湿重法测定脑组织含

水量。实验小鼠于TBI24h后在深麻醉状态下断

头取脑,弃去小脑和双侧嗅球,用滤纸吸干表面水

分,沿正中线将脑组织分为损伤侧和非损伤侧,分
别称其湿重,再将两部分脑组织置于65℃恒温箱中

48h,烘干称取各自干重,按公式:脑含水量=(湿重

-干重)/湿重×100%,分别计算出各组两侧的脑

含水量。
损伤侧皮质水肿检测 实验小鼠于 TBI24h

后在深麻醉状态下开胸,生理盐水灌注心脏,用4%
多聚甲醛30ml灌注固定,断头取脑置于多聚甲醛

中固定过夜,常规脱水,石蜡包埋,切成4μm薄片,
烘烤染色,在显微镜下观察皮质部位的水肿情况。

脑组织水通道蛋白4(aquaporin4,AQP4)和

核转录因子κB(nuclearfactor-kappaB,NF-κB)蛋
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白含量检测 实验小鼠于TBI24h后在深麻醉状

态下,心脏灌注取脑组织,切碎,加入组织裂解液

用超生破碎仪破碎20min,超速离心后采用BCA
法测定蛋白浓度。蛋白加入热变性后,按60μg蛋

白上样量上样,在SDS-PAGE凝胶系统中电泳,转
膜,在常温下用5%脱脂奶粉封闭1h,分别加入

AQP4和NF-κB一抗(1∶1000稀释)4℃孵育过夜,

TBST液洗膜后用二抗(1∶5000稀释)室温孵育1
h。使用AmershamImager600显色成像,并应用

ScionImage图像分析系统对目的蛋白进行灰度值

分析。
统计分析 采用SPSS15.0软件进行统计分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

神经行为学变化 小鼠TBI后神经功能严重

受损,表现为平衡功能障碍,不能沿直线行走,甚至

向对侧倾倒,各深感觉障碍,饮食摄水减少,其中伤

后第1天最严重,之后症状逐渐缓解,至伤后第7天

行为功能 可 基 本 接 近 正 常 水 平。TBI组 各 时 点

mNSS均明显高于Sham 组(P<0.01);右美托咪

定各剂量组不同时点 mNSS均明显低于TBI组(P
<0.05或P<0.01);D60组各时点 mNSS均明显

低于D20组(P<0.01);C组与Sham组差异无统

计学意义(图1)。

  注:与 Sham 组 比 较,aP<0.01;与 TBI组 比 较,bP<

0.05,cP<0.01;与D20组比较,dP<0.01

图1 六组小鼠不同时点 mNSS的比较

逃避潜伏期 TBI后第4天其余各组小鼠逃避

潜伏期明显长于Sham组(P<0.01);右美托咪定

各剂量组不同时点逃避潜伏期均明显短于TBI组

(P<0.05或P<0.01);D60组各时点逃避潜伏期

均明显短于D20组(P<0.05);C组与Sham组差

异无统计学意义(图2)。

  注:与 Sham 组 比 较,aP<0.01;与 TBI组 比 较,bP<

0.05,cP<0.01;与D20组比较,dP<0.05

图2 六组小鼠不同时点逃避潜伏期的比较

脑组织含水量 TBI组损伤侧脑含水量明显高

于Sham组(P<0.01);右美托咪定各剂量组脑含

水量明显低于TBI组(P<0.01);D60组脑水含量

明显低于D20组(P<0.01);C组与Sham组差异

无统计学意义。非损伤侧各组脑含水量差异无统

计学意义(图3)。

  注:与Sham组比较,aP<0.01;与TBI组比较,bP<0.01;

与D20组比较,cP<0.01

图3 六组小鼠损伤侧和非损伤侧脑含水量的比较

脑皮质水肿和炎症情况 C组和Sham组脑皮

质区细胞形态结构正常,排列整齐。TBI组皮质处

有大量出血灶,大量炎性细胞浸润,细胞核固缩或

消失,甚至出现细胞的变性坏死。右美托咪定干预

后皮质区病变减轻,空泡样变性明显好转,出血灶

明显减少,其中以D60组改善最为明显(图4)。
脑组织中AQP4和 NF-κB蛋白含量 TBI组

损伤侧脑组织AQP4和 NF-κB蛋白含量明显高于

Sham 组 (P <0.01);右 美 托 咪 定 各 剂 量 组 中

AQP4、NF-κB蛋白含量均明显低于 TBI组(P<
0.05或P<0.01),D60组AQP4和NF-κB蛋白含
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图4 六组小鼠脑组织皮质区病理变化(HE,×200)

量明显低于D20组(P<0.01);C组与Sham组差

异无统计学意义(图5,6)。

  注:与 Sham 组 比 较,aP<0.01;与 TBI组 比 较,bP<

0.05,cP<0.01;与D20组比较,cP<0.01

图5 六组小鼠脑组织中AQP4蛋白相对含量的比较

  注:与 Sham 组 比 较,aP<0.01;与 TBI组 比 较,bP<

0.05,cP<0.01;与D20组比较,cP<0.01

图6 六组小鼠脑组织中NF-κB蛋白相对含量的比较

讨  论

创伤性脑水肿是水分子在脑细胞及细胞间隙

之间大量累积的结果,导致脑体积增大,是TBI患

者最严重的并发症之一[8]。创伤性脑水肿分为细胞

毒性、血管源性、间质性和渗透性,其中,细胞毒性

脑水肿是因神经细胞受机械性损伤,造成大量Ca2+

内流、K+外流,导致细胞肿胀,主要与创伤后脑组织

的缺血缺氧有关;而血管源性脑水肿是由于TBI后

血脑屏障内皮细胞连接障碍,使血管内皮细胞通透

性增加引起的水肿,主要与脑挫伤有关。几种脑水

肿共同作用,最终导致颅内压急剧升高,甚至发生

脑疝,这是 TBI后发生伤 残 的 主 要 危 险 因 素 之

一[9]。因此,寻找有效的药物并探究其合适的浓度

来防控脑水肿,可以更好地降低TBI患者死亡率,
提高其预后的生存质量。

右美托咪定是高度选择性的α2 肾上腺受体激

动药,因其具有镇静、镇痛、抗焦虑而无呼吸抑制的

特性,目前广泛用于临床麻醉辅助及重症治疗,尤
其是重症监护室里需要维持镇静的TBI。右美托咪

定主要作用机制可能是使机体处于“休眠”状态,控
制TBI等急性损伤导致的病生理过程,进而抑制脑

水肿的发生[10]。在脑水肿病理进程中,AQP4作为

一种水通道蛋白,其上调表达与细胞毒性脑水肿密

切相关[11];而 NF-κB是介导炎症反应的重要中间

蛋白,可调节促炎蛋白基因的表达[12]。本实验结果

显示,TBI小鼠脑组织中AQP4和NF-κB表达明显

升高,而给予不同剂量右美托咪定处理后二者的表

达均有 下 调,提 示 右 美 托 咪 定 可 能 是 通 过 降 低
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AQP4、NF-κB表达,减轻脑水肿和抑制炎症反应,
从而发挥神经保护作用。而最近的一项研究表明

右美托咪定可以通过抑制TLR4/NF-κB通路的表

达对脑缺血-再灌注大鼠产生脑保护作用[13],本研

究结果与其一致。
右美托咪定结构中存在咪唑环,可与咪唑类受

体结合,后者通常位于线粒体外膜,与右美托咪定

结合后可减少组织释放去甲肾上腺素,从而在脑缺

血中发挥记忆保护作用[14]。本实验结果表明,给予

不同剂量右美托咪定后TBI小鼠神经功能缺陷评

分明显降低,逃避潜伏期也有明显改善,而且右美

托咪定60μg/kg改善效果尤为明显,这提示在一定

剂量范围内,神经保护作用随右美托咪定浓度的增

加而加强,其机制可能是右美托咪定作用于脑组织

海马处α2 肾上腺素受体和咪唑类受体,改善TBI动

物的学习记忆能力并通过增加TBI小鼠的镇静程

度,降低其脑组织代谢率和急性炎症反应,从而降

低脑耗氧量及 TBI后的 炎 症 反 应,减 轻 脑 水 肿

程度。
本实验的目的是观察不同剂量右美托咪定的

干预是否对创伤性脑损伤小鼠急性期脑水肿有保

护作用。右美托咪定临床使用剂量为1μg/kg,小
鼠使用剂量为临床使用剂量的10倍左右。之前的

预试验结果表明:右美托咪定5、10μg/kg对创伤性

脑损伤小鼠急性期脑水肿 没 有 保 护 作 用,而15

μg/kg则有一定的保护作用。考虑到右美托咪定有

致心动过缓的作用,可能出现增加实验小鼠死亡率

的情况,因此本实验仅仅选择20、40、60μg/kg作为

实验梯度,至于更精确的范围,是下一步研究的

重点。
综上所述,右美托咪定可明显减轻TBI后急性

脑水肿和认知功能障碍,而且在20~60μg/kg剂量

范围内,这种保护作用呈现浓度依赖性,其机制可

能是通过降低AQP4和 NF-κB表达而发挥神经保

护作用。
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