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右美托咪定后处理对脊髓缺血再灌注损伤后 Caspase-3、IL-1茁的表达
和血脊髓屏障的影响 *
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摘要 目的：研究右美托咪定后处理在大鼠急性脊髓缺血再灌注损伤（spinal cord ischemia-reperfusion injury, SCIRI）后对细胞因子

Caspase-3、IL-1茁的表达量和血脊髓屏障（blood-spinal cord barrier, BSCB）的影响。方法：将 120只成年雄性 SD大鼠随机分为 5

组：假手术组（sham组）、脊髓缺血再灌注组（IR组）、脊髓缺血再灌注右美托咪定低剂量组（DEX1组）、脊髓缺血再灌注右美托咪

定中剂量组（DEX5组）、脊髓缺血再灌注右美托咪定高剂量组（DEX10组）。采用改良的 Zivin法构建脊髓缺血再灌注损伤模型，

实验中应用临床上常用的微量泵泵注的方法对大鼠给予等量生理盐水和右美托咪定，造模 24 h后采用 Tarlov法对大鼠运动功能

评分，伊文思蓝（Evans Blue, EB）染色检测血脊髓屏障通透性，HE染色观察大鼠脊髓病理学变化（L4-L6），western blot检测 Cas-

pase-3、IL-1茁的表达。结果：与 sham组比较，IR组及 DEX各组下肢运动功能评分明显较低，脊髓结构损伤严重，神经元数目减

少，血脊髓屏障渗透性增加，Caspase-3、IL-1茁表达量增多；与 IR组比较，DEX各组下肢运动功能评分较高，脊髓结构损伤明显减

轻，神经元数目增多，血脊髓屏障渗透性减少，western blot显示 caspase-3、IL-1茁表达降低；与 DEX5组比较，DEX1组和 DEX10

组的下肢运动功能评分较低，脊髓结构损伤较重，神经元数目较少，血脊髓屏障渗透性减少，western blot显示 Caspase-3、IL-1茁表
达增加。结论：右美托咪定后处理对 SCIRI具有明显的保护作用，可以保护 BSCB的完整性，减轻对脊髓的损失。该保护作用可能

与激动琢2肾上腺素受体，降低炎症反应中 IL-1茁表达，下调 Caspase-3表达的抗细胞凋亡作用有关。
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Effects of Dexmedetomidine Postconditioning on Caspase-3, IL-1茁
Expression and Blood-spinal Cord Barrier after Spinal Cord

Ischemia-reperfusion Injury*

To study the effects of dexmedetomidine postconditioning on expression of protein Caspase-3 and IL-1茁,
and blood-spinal cord barrier in rats with spinal cord ischemia-reperfusion injury. Choose 120 adult male Sprague-Dawley rats,

and divide them randomly and evenly into 5 groups: sham group, IR group, DEX1 group, DEX5 group, and DEX10 group. Spinal cord

ischemia-reperfusion injury was modelled by adopting the improved Zivin method. Normal saline and dexmedetomidine were injected into

the rats with equal quantity with the help of the widely used micro-pump. The motor function of rats was evaluated quantitatively with

score by adopting the Tarlov method 24 h after the reperfusion. For measurement of the permeability of blood-spinal cord barrier in

spinal cord, the dyeing method with Evans Blue was used. The pathological changes of spinal cord was observed by HE staining, and the

expression of protein Caspase-3 and IL-1茁 was assessed by the western blot. By comparing the sham group and the other groups,

it is found that lower extremity motor function score in IR group and DEX groups were much lower, spinal cord structure was damaged

seriously, the number of neurons was decreased, the permeability of blood-spinal cord barrier was increased, and the expression of pro-

tein Caspase-3 and IL-1茁 were increased; Further, to compare the IR group and the DEX groups, the results show that lower extremity

motor function score in DEX groups were significantly higher, damage of spinal cord structure injury was mitigated, the number of neu-

rons was increased, the permeability of blood-spinal cord barrier was decreased, and the expression of protein Caspase-3 and IL-1茁 de-

creased based on results of the western blot; Finally, results of the DEX groups are compared with each other. Among them, the results of

DEX1 and DEX10 groups show lower motor function score, more spinal cord injury and fewer neurons, that the permeability of

blood-spinal cord barrier was decreased, and that Caspase-3 and IL-1茁 expression were increased visualized by western blot results.

Dexmedetomidine postconditioning has obvious protective effect on SCIRI, which can maintain structure of BSCB and de-
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crease the damage of spinal cord. This protective effect may work by activating the 琢2 adrenergic receptor, decreasing IL-1茁 expres- sion

in inflammatory reaction and degrading the anti-apoptotic effect of Caspase-3 expression.

Caspase-3; IL-1茁; Dexmedetomidine postconditioning; Spinal cord ischemia-reperfusion injury

前言

脊髓缺血再灌注损伤（spinal cord ischemia-reperfusion injury,

SCIRI）常见于大血管手术、脊柱手术等，严重者可造成截瘫、四

肢瘫甚至死亡。产生再灌注损伤的原因有很多，机制也非常复

杂，炎症反应和细胞凋亡是两个较为重要的原因。此外，细胞内

钙超载、氧自由基介导的脂质过氧化反应等[1]病理生理过程也

会造成再灌注损伤。血脊髓屏障（blood-spinal cord barrier,

BSCB）作为天然屏障，通过稳定脊髓内环境来保证脊髓的正常

功能。探寻有效防治脊髓损伤的方法及药物对 SCIRI后的脊髓

保护至关重要。右美托咪定（Dexmedetomidine, DEX）具有强大

的镇静、镇痛、抗焦虑、抗寒战、稳定血流动力学的作用，现已被

广泛应用到临床上[2,3]。研究表明，DEX在缺血再灌注损伤中可

以发挥抗炎、抗细胞凋亡作用，具有多器官保护功能，包括心

脏、大脑、肝脏等器官[4]。缺血后处理对组织的保护作用首先由

Zhao等[5]发现和报道，其他研究组此后也实验确认了缺血后处

理在大脑、心脏、肝脏、脊髓等器官缺血再灌注损伤中的保护作

用[6,7]。缺血后处理虽可减轻缺血再灌注损伤，但其存在的潜在

风险尚不完全清楚。因此，药物后处理方式对脊髓缺血再灌注

损伤的保护作用吸引了大量研究关注[8]。本实验旨在探究右美托

咪定后处理对 SCIRI后 BSCB的结构和脊髓组织中 Caspase-3、

IL-1茁的影响，为 SCIRI的防治提供策略。

1 材料与方法

1.1 实验动物与试剂

健康成年雄性 SD大鼠 120只，质量 200-250 g，由辽宁长

生生物科技有限责任公司提供。盐酸右美托咪定注射液（2 mL:

200 滋g江苏恒瑞医药股份有限公司，批号: 170701BP），兔源多

克隆抗体 Caspase-3（Abcam公司，货号 ab13847），兔源多克隆

抗体 IL-1茁（Abcam公司，货号 ab9722），辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔 IgG（H+L）（碧云天生物技术研究所，产品编号

A0208）。

1.2 实验动物分组

将 120只 SD大鼠按随机数字表法分为 5组：① 假手术组

（sham组）：只开腹，不夹闭腹主动脉，30 min后经右侧股静脉

注射生理盐水 6 mL/h，连续泵注 30 min；② 脊髓缺血再灌注组

（IR组）：开腹后夹闭腹主动脉，30 min后取出无创动脉夹，同

时经右侧股静脉注射生理盐水 6 mL/h，连续泵注 30 min；③ 脊

髓缺血再灌注右美托咪定低剂量组（DEX 1组）：开腹后夹闭腹

主动脉，30 min后取出无创动脉夹，同时经右侧股静脉注射右

美托咪定 1 滋g/(kg·h)，连续泵注 30 min；④ 脊髓缺血再灌注右

美托咪定中剂量组（DEX 5组）：开腹后夹闭腹主动脉，30 min

后取出无创动脉夹，同时经右侧股静脉注射右美托咪定 5 滋g/
(kg·h)，连续泵注 30 min；⑤ 脊髓缺血再灌注右美托咪定高剂量

组（DEX 10组）：开腹后夹闭腹主动脉，30 min后取出无创动脉

夹，同时经右侧股静脉注射右美托咪定 10 滋g/(kg·h)，连续泵注
30 min。所有分组均输注同等容量的生理盐水。

1.3 大鼠脊髓缺血再灌注损伤模型制作

根据改良的 Zivin法[9]建立大鼠脊髓缺血再灌注损伤模型，

按照大鼠身体质量给予 10%的水合氯醛 0.3 mL/100 g腹腔麻

醉，静脉留置针右侧股静脉穿刺置管固定，将大鼠右侧卧位，胸

腹部去毛，常规消毒、铺巾。沿右侧肋缘逐层分离并暴露右侧肾

脏及肠管，将肠管往左侧轻柔推送，分离并暴露出腹主动脉，仔

细辨认两侧肾动脉分支，在肾动脉分支上用无创血管夹夹闭腹

主动脉，使其缺血 30 min后取出无创血管夹恢复血流，然后逐

层关闭腹腔，在取出血管夹的同时给予生理盐水或右美托咪

定。术后单笼饲养。

1.4 取材

每组在造模后 24 h时间点麻醉下断头处死，采用后正中

切口从椎管内取出脊髓 L4-L6，剥离脊髓外膜，4%多聚甲醛固定

脊髓组织留做 HE 染色备检，-80 ℃冰箱内冻存留做 western

blot检测，经 EB染色的脊髓组织一部分浸泡在甲酰胺溶液中

一部分放入 4%多聚甲醛中备检。

1.5 观察指标

1.5.1 运动功能评分 采用改良的 Tarlov评分标准[10]对后肢

运动功能进行评分，评分标准：0分，无可觉察的后肢活动；1

分，有可觉察的关节自主活动；2分，后肢可自由活动但无法站

立；3分，后肢可站立但无法行走；4分，后肢肢体功能完全恢

复，能正常行走。

1.5.2 血脊髓屏障通透性检测 在大鼠造模 24 h还未被处死

前再次麻醉大鼠，然后经右侧股静脉将 EB（45 mg/kg）缓慢注

入大鼠体内，几秒钟内大鼠全身变蓝，1 h后断头处死，取脊髓

L4-L6节段，在其中取一部分脊髓浸泡在 4 mL甲酰胺溶液中，

60℃避光水浴抽提 24 h后离心取上清液，用酶标仪检测（波

长 姿=632 nm）OD值，每个样本重复检测 3次，根据标准曲线计

算出每克脊髓组织中 EB含量（滋g/g）。取另一部分放入 4%多

聚甲醛内进行固定和沉糖，冰冻切片机上于 -20℃连续切片

（10 滋m），在 Olympus BX-60荧光显微镜绿色荧光激发模式下

观察荧光渗出情况（EB在绿色荧光激发下呈现红色）[11]。

1.5.3 脊髓组织病理学观察 在大鼠造模 24 h还未被处死前

进行运动评分评测，随后立即麻醉大鼠，以断头方式处死后取

脊髓 L4-L6，4%多聚甲醛固定，梯度浓度酒精脱水，石蜡包埋，切

片机切片，HE染色并于光学显微镜下观察正常脊髓前角运动

神经元数目，比较各组脊髓组织病理学改变。

1.5.4 Western blot检测相关蛋白 造模 24 h后再次麻醉大鼠

并断头处死，取脊髓 L4-L6，提取总蛋白，BCA法蛋白定量；制备

12%SDS-PAGE凝胶，取 60 滋g/孔蛋白样品进行上样、电泳；电
泳完毕转至 PVDF膜上，用 5%的脱脂牛奶室温封闭 1 h，洗膜，

每次 10 min，洗 3次，与 Caspase-3(1:500)、IL-1茁(1:500)-抗抗体
共同孵育，4℃恒温过夜；第二天室温复温 30min，洗膜（10min× 3
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次）后加入辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG二抗（1:10000）

室温孵育 1 h后洗膜（10 min× 3次），采用 ECL发光试剂盒曝

光、显影观察结果。

1.6 统计学处理

采用 SPSS20.0 统计学软件。计量资料以均数± 标准差

（x± s）表示，两组间比较采用两独立样本均数 t检验，多组间两

两比较采用 LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1 运动功能评分

各组大鼠再灌注 24 h后，sham组神经运动功能几乎无损

伤，IR组运动功能损伤严重。与 sham组比较，运动评分均降低，

IR组、DEX1组、DEX10组有统计学意义（P<0.05）；与 IR组比

较，DEX各组运动评分均升高，有统计学意义（P<0.05）；与DEX5

组比较，DEX1 组与 DEX10 组均有统计学意义（P<0.05）；

DEX1组与 DEX10组比较没有统计学意义（P>0.05），见表 1。

Note: compared with sham group, aP<0.05; compared with IR group, bP<0.05; compared with DEX5 group, cP<0.05.

表 1 各组大鼠 Tarlov运动功能评分

Table 1 Tarlov motor function score in each group

Groups
Tarlov score (n=8)

x± s
0 1 2 3 4

sham group 0 0 0 1 7 3.125± 0.35

IR group 6 1 1 0 0 0.375± 0.74a

DEX1 group 0 4 3 1 0 1.625± 0.74abc

DEX5 group 0 1 2 4 0 2.625± 0.92b

DEX10 group 1 3 3 1 0 1.500± 0.93abc

2.2 血脊髓屏障通透性

造模 24 h后 EB在大鼠脊髓组织内外渗情况如图 1所示，

与 sham组比较，IR组、DEX1组、DEX5组、DEX10组造模 24 h

后 EB含量显著增多；与 IR组比较，DEX组各组 EB含量均有

下降。与 sham 组比较，IR 组及 DEX 各组均有统计学意义

（P<0.05）；与 IR组比较，DEX各组均有统计学意义（P<0.05），

DEX5组在 DEX各组中渗出最少（n=8）。

图 1 各组脊髓组织 EB外渗情况及 EB含量（荧光显微镜× 100）

Fig.1 EB extravasation and EB content in spinal cord tissue of each group (fluorescence microscope× 100 )

Note:*compared with sham group, P<0.05; #compared with IR group, P<0.05.
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2.3 脊髓组织病理学观察

光镜下观察 sham组脊髓神经元结构完整，轮廓清楚，呈多

极性，未见肿胀、出血及空泡，正常运动神经元较多，细胞核形

态正常，细胞浆匀质红染。IR组脊髓神经元损伤严重，可见较

多的神经元坏死，空泡形成，细胞核大量溶解，正常运动神经元

较少。与 sham组比较，IR组损伤最重，正常运动神经元最少，

IR组及 DEX各组均有统计学意义（P<0.05）；与 IR组比较，

DEX各组损伤较轻，正常运动神经元较 IR组多，空泡较 IR组

少，均有统计学意义（P<0.05），DEX5组在 DEX各组中损伤最

轻，见图 2（n=8）。

图 2 脊髓组织病理变化及正常神经元计数（× 400）

Fig.2 Histopathological changes of spinal cord and the number of normal neurons (× 400 )

Note:*compared with sham group, P<0.05; #compared with IR group, P<0.05.

2.4 各组脊髓组织 Caspase-3、IL-1茁蛋白表达水平比较
再灌注 24 h后，与 sham组比较，IR组和 DEX各组脊髓组

织内 Caspase-3、IL-1茁蛋白表达均有统计学意义（P<0.05），与
IR组比较，DEX各组均有统计学意义（P<0.05），DEX各组中

DEX5组的表达量最少，见图 3。（n=8）

3 讨论

SCIRI是指在脊髓血流短暂时间内阻断后再次恢复灌注，

脊髓内组织细胞代谢及功能损害进一步加重的过程。由于

SCIRI的预后不良，会对患者造成巨大的心理和生理负担。虽

然现在有多种治疗手段被应用在临床，如低温处理、缺血处理

和药物处理，但均未有明显治疗效果，因此急需效果确切的治

疗方法。由于低温及缺血处理在临床手术中较难实现，药物处

理相较于前两者更易实现。处理方式被分为预处理[21]和后处理

两种，但由于临床上往往失去了预处理的时机，所以后处理更

具有临床意义。

SCIRI的病理生理机制被普遍承认的有“细胞内钙超载、

脂质过氧化反应、自由基损伤、炎症反应、细胞凋亡”等[12,13]。在

SCIRI中细胞凋亡和炎症反应占据着重要地位，但其具体机制

尚不清楚。DEX作为新一代高选择性的 琢2肾上腺素受体激动
剂，能够产生镇痛、镇静、催眠、稳定血流动力学等作用，在临床

上被广泛应用[18,19]。研究表明，DEX可以发挥抗炎作用[14,15]，其机

制有多种，主要包括胆碱能抗炎通路（CAP）、单核吞噬细胞和

星形胶质细胞炎症因子的释放、TLR4/NF-资B信号通路，在这些
通路中都可以通过下调 IL-1茁对脊髓起到保护作用，同时 DEX

在脑和心肌缺血再灌注损伤中可以通过降低血浆中儿茶酚胺

的浓度、抑制凋亡相关蛋白，对神经起到保护作用[20]，Caspase-3

作为凋亡相关蛋白是凋亡过程中的关键因子，是细胞凋亡的必

经之路。因 DEX后处理的方式在脊髓保护中的研究较少，本研

究通过右美托咪定后处理的方式对大鼠 SCIRI后的脊髓神经

功能进行探究，实验结果显示，IR组大鼠 Tarlov评分明显低于

sham组，表明 SCIRI可以引起下肢功能障碍，DEX后处理组的
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评分均高于 IR组，说明 DEX后处理对脊髓的损伤更轻微；在

HE染色中，IR组中正常神经元细胞数目明显低于 sham组，细

胞肿胀坏死，炎性细胞浸润，与 IR组比较，DEX后处理组正常

神经元细胞数目较多，细胞形态正常，尤以 DEX5组更为显著，

表明下肢功能障碍与神经元损伤程度有关，右美托咪定后处理

的方式对脊髓神经元的形态和功能有一定的保护作用。改良的

Zivin法阻断大鼠腹主动脉建立 SCIRI模型具有高度的可重复

性，造模 24 h后将 EB注入血液内，EB可与白蛋白结合形成

EB-白蛋白复合物，在 BSCB完整的情况下，EB-白蛋白复合

物是不能够通过 BSCB的，只有在屏障结构被破坏的情况下才

会发生渗漏。BSCB是由星形胶质细胞、血管内皮细胞及其之

间的紧密连接组成[16]，可以阻止有害物质进入脊髓，从而维护

内环境的稳定[17]，是一道天然的屏障系统。BSCB的完整性一旦

受到损坏，体内的各类物质进入脊髓内，并且炎性细胞浸润增

加从而扩大炎症反应，最终致使神经功能受到损伤。本研究显

示，造模 24 h后 IR组的 EB含量及 EB外渗情况较 Sham组明

显增加，静脉内给予 DEX后，EB含量及外渗情况明显降低，说

明 DEX后处理可以改善 SCIRI后 BSCB的结构，其中，DEX5

组的渗出量在 DEX各组中最少。有研究表明，IL-1茁可以介导
脊髓损伤后，血液中的白细胞通过 BSCB[22]，加重脊髓的损伤。

线粒体通透性转换孔（mitochondria permeability transition pore,

MPTP）的开放会引起细胞色素 C的释放，细胞色素 C可以引

起 Apal-1的释放，Apal-1能够活化 Caspase-3，引起 Caspase家

族的级联反应，从而导致细胞凋亡。本研究中，IL-1茁、Caspase-3
蛋白在 IR组表达量最多，DEX各组的表达量均低于 IR组，以

DEX5组的表达量最低，表明 DEX后处理可以下调 IL-1茁和
Caspase-3，减少促炎因子和抗细胞凋亡蛋白的表达，促进大鼠

后肢功能的恢复，对脊髓有保护作用。

综上所述，右美托咪定后处理能减轻脊髓损伤，对脊髓缺

血再灌注损伤后的 BSCB的完整性有一定的保护作用。其中，

中等剂量的右美托咪定后处理对脊髓损伤最轻。这种保护作用

可能与 DEX下调 IL-1茁和 Caspase-3的表达有关。本研究揭示

了 DEX 后处理对 SCIRI 后的神经保护作用，对临床改善

SCIRI有一定的指导意义。同时，鉴于目前右美托咪定后处理

对脊髓的保护作用的研究主要集中在基础领域，在临床上的表

现还需要进一步研究。
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