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右美托咪定对丙泊酚麻醉新生大鼠海马

PI3K/Akt信号通路的影响

周丽芳 韦祎 吕靖 谢玉波

  【摘要】 目的 探讨右美托咪定对丙泊酚麻醉新生大鼠海马磷脂酰肌醇3激酶/蛋白激酶B
(phosphoinositide3-kinase/proteinkinaseB,PI3K/Akt)信号通路的影响。方法 雄性SD大鼠80
只,日龄7d,体重10~15g,随机分为八组:生理盐水组(N组)、脂肪乳剂组(I组)、二甲基亚砜(DM-
SO)组(D组)、丙泊酚100mg/kg组(P组)、右美托咪定25μg/kg+丙泊酚100mg/kg组(PD25组)、

右美托咪定50μg/kg+丙泊酚100mg/kg组(PD50组)、右美托咪定75μg/kg+丙泊酚100mg/kg组

(PD75组)和LY29400225μg+右美托咪定75μg/kg+丙泊酚100mg/kg组(LYPD组),每组10只。

于大鼠苏醒2h后,每组取5只用透射电镜观察海马神经元的形态学变化,剩余5只采用 Western
blot法检测海马Akt和pAkt(ser473)蛋白含量。结果 八组大鼠Akt蛋白含量差异无统计学意义。

P组、PD25组、PD50组、PD75组和LYPD组pAkt(ser473)蛋白含量明显低于 N组(P<0.05);PD75组
和LYPD组pAkt(ser473)蛋白含量明显高于P组(P<0.05);LYPD组pAkt(ser473)蛋白含量明显

低于PD75组(P<0.05)。N组、I组、D组大鼠海马神经元的形态结构基本正常;P组大鼠海马神经

元出现细胞核明显肿胀、染色质密度降低、线粒体空泡化等细胞结构损伤表现;PD25组、PD50组、PD75
组大鼠海马神经元细胞结构损伤随着右美托咪定剂量的增加而减轻;LYPD组大鼠海马神经元细胞

核固缩,核膜部分溶解,染色质凝聚,线粒体明显空泡变性。结论 右美托咪定减轻丙泊酚对发育期

大鼠海马神经元的损伤,其机制可能与其减弱丙泊酚对PI3K/Akt信号通路的抑制有关。
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【Abstract】 Objective Toexploretheeffectofdexmedetomidineonphosphoinositide3-kinase/

proteinkinaseB (PI3K/Akt)pathwayinhippocampusofpropofolanesthetizedneonatalrats.
Methods EightySprague-Dawleymalerats,aged7days,weighing10-15g,wererandomlydivided
into8groups(n=10each):normalsalinegroup(groupN),DMSOgroup(groupD),intralipid
group(groupI),propofolgroup(groupP),dexmedetomidine25μg/kg,50μg/kgand75μg/kg+
propofol100mg/kggroups(groupsPD25,PD50andPD75),LY29400225μg+dexmedetomidine75
μg/kg+ propofol100mg/kggroup(groupLYPD).Thehippocampusofratsinallgroupswere
taken2haftertheanimalsfullyawake.Theultrastructureofhippocampalneuronswasobservedby
transmissionelectronmicroscope.ThepAkt-(ser473)proteinandAktproteininthehippocampus
wereevaluatedby Westernblotanalysis.Results There wasnosignificantdifferenceinthe
expressionofAktproteinamongtheeightgroups.ComparedwithgroupN,theexpressionofpAkt
(ser473)proteinwassignificantlydown-regulatedingroupsP,PD25,PD50,PD75andLYPD(P<
0.05).ComparedwithgroupP,theexpressionofpAkt(ser473)proteinwasincreasedsignificantly
ingroupsPD75andLYPD(P<0.05).ComparedwithgroupPD75,theexpressionofpAkt(ser473)
proteinwassignificantlydown-regulatedingroupLYPD(P<0.05).Thestructureofhippocampal
neuronswasnormalingroupsN,IandD.Nuclearnucleiswelling,chromatindecreasingandmito-
chondrionvacuolardegenerationwereobservedingroupPwhileimprovedgraduallywithdexmedeto-
midineinadose-dependentmanneringroupsPD25,PD50andPD75.Neuronskaryopyknosis,partial
dissolutionofnuclearmembrane,chromatincondensation,mitochondriavacuolardegenerationwere
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observedingroupLYPD.Conclusion Dexmedetomidinepretreatmentprovidesneuroprotection
againstpropofol-inducedhippocampaldestructionbypreservingPI3K/Aktpathwayactivityinthede-
velopingbrains.

【Keywords】  Dexmedetomidine;Propofol;Phosphoinositide3-kinase/proteinkinaseB;Hip-
pocampal

  丙泊酚是临床上最常用的短效静脉麻醉药之

一,具有起效快、无明显蓄积、苏醒迅速等优点,广
泛用于全身麻醉的诱导和维持。大量研究表明,丙
泊酚对大脑处于发育期的哺乳动物具有神经毒性,
可促进神经元的凋亡、降低树突棘密度,并导致远

期认知功能障碍[1,2],但其具体机制尚不明确。右

美托咪定是临床上常用的高选择性α2 肾上腺素受

体激动药。有研究表明右美托咪定可以逆转丙泊

酚对海马神经元细胞活力的抑制作用,减轻丙泊酚

对发育期大脑的毒性作用[3]。磷脂酰肌醇3激酶/
蛋 白 激 酶 B(phosphoinositide3-kinase/protein
kinaseB,PI3K/Akt)信号通路广泛存在于各种神经

细胞中,是膜受体信号向细胞内转导的重要途径[4]。
本实验拟观察右美托咪定对丙泊酚麻醉新生大鼠

海马PI3K/Akt信号通路的影响,以探讨右美托咪

定逆转丙泊酚发育期神经毒性的分子机制。

材料与方法

实验动物与分组 选择雄性SD大鼠80只,日
龄7d,体重10~15g,由广西医科大学动物中心提

供。采用随机数字表法将大鼠分为八组:生理盐水

组(N组)、脂肪乳剂组(I组)、二甲基亚砜(DMSO)
组(D组)、丙泊酚100mg/kg组(P组)、右美托咪定

25μg/kg+丙泊酚100mg/kg组(PD25组)、右美托

咪定50μg/kg+丙泊酚100mg/kg组(PD50组)、右
美托咪定75μg/kg+丙泊酚100mg/kg组(PD75
组)、LY29400225μg+右美托咪定75μg/kg+丙

泊酚100mg/kg组(LYPD组),每组10只。
处理方法 N组和I组分别腹腔注射生理盐水

和脂肪乳剂100mg/kg;D组经侧脑室注射10%
DMSO5μl;P组首次腹腔注射丙泊酚50mg/kg,
待大鼠翻正反射恢复后(40~60min),再追加丙泊

酚50mg/kg[2];PD25、PD50和PD75组分别腹腔注射

右美托咪定25、50、75μg/kg,30min后再给予丙泊

酚(处 理 同 P 组);LYPD 组 经 侧 脑 室 注 射

LY29400225μg(溶于10%DMSO5μl)30min后

注射右美托咪定75μg/kg,再30min后给予丙泊酚

(处理同P组)。
侧脑室注射:参照文献[5],水合氯醛腹腔注射

麻醉幼鼠后,用5μl微量注射器以颅骨面人字缝为

基准点,向头侧移2.0mm,向左或右旁开2.0mm,
进针深度为骨面下2.0mm,缓慢注入10%DMSO
或LY294002,留针5min防止外渗,缓慢退针,缝合

头皮。
透射电镜观察 每组随机选取5只大鼠,腹腔

注射10%水合氯醛3.5ml/kg麻醉下,经升主动脉

灌注生理盐水约100ml,再灌注2%多聚甲醛+
2.5%戊二醛(pH值7.4)混合固定液约150ml。断

头取脑,分离海马组织,取1mm×1mm×1mm的

CA1区组织块,放入4℃2.5%戊二醛中固定2h,

PBS冲洗、锇酸固定、乙醇脱水、丙酮脱水、Epon618
环氧树+100%丙酮浸透,36~60℃聚合,制成50
nm超薄切片。醋酸双氧铀-柠檬酸铅双重染色后,
采用 H-500透射电镜下观察海马神经元的超微

结构。
海马pAkt(ser473)和 Akt蛋白含量检测 每

组取5只大鼠,快速断头取海马组织,使用细胞裂解

液提取海马组织蛋白,采用BCA法测定蛋白含量。
取50μg蛋白加入上样缓冲液使蛋白变性后进行

SDS-PDGE电泳。分离蛋白后转至PVDF膜,牛奶

封闭2h,TBST洗膜后加入一抗,4℃过夜。TBST
洗膜,加入二抗反应1h,曝光成像。应用Image
Lab软件进行分析,以 Akt条带的灰度值与内参

GAPDH灰度值的比值表示Akt蛋白含量;以pAkt
(ser473)条带的灰度值与Akt条带的灰度值的比值

表示pAkt(ser473)蛋白含量。
统计分析 采用SPSS20.0统计学软件进行

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

Akt蛋 白 表 达 水 平 分 别 为 N 组(1.006 ±
0.115)、I组 (1.139 ±0.234)、D 组 (1.167 ±
0.104)、P组(1.216 ±0.124)、PD25组(1.309 ±
0.241)、PD50组(1.262±0.200)、PD75组(1.265±
0.236)和LYPD组(1.322±0.275),八组间差异无

统计学意义。
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P组、PD25组、PD50组、PD75组和LYPD组pAkt
(ser473)蛋白含量明显低于 N组(P<0.05);PD75
组和LYPD组pAkt(ser473)蛋白含量明显高于P
组(P<0.05);LYPD组pAkt(ser473)蛋白含量明

显低于PD75组(P<0.05)(图1)。

注:与N组比较,aP<0.05;与P组比较,bP<0.05;与PD75组

比较,cP<0.05

图1 八组大鼠海马pAkt(ser473)蛋白含量的比较

图2 八组大鼠海马神经元细胞的超微结构(×10000)

N组、I组、D组大鼠海马神经元的形态结构基

本正常,核仁完整、染色质均匀、细胞器结构清晰;P
组大鼠海马神经元出现细胞核明显肿胀、染色质密

度降低、线粒体空泡化等细胞结构损伤表现;PD25
组、PD50组、PD75组随着右美托咪定剂量的增加,大
鼠海马神经元细胞结构损伤减轻,表现为细胞核肿

胀现象减少,染色质密度逐渐增高,线粒体结构趋

于正常;LYPD组大鼠海马神经元细胞核固缩,核膜

部分 溶 解,染 色 质 凝 聚,线 粒 体 明 显 空 泡 变 性

(图2)。

讨  论

临床研究表明,4岁以下婴幼儿接受全身麻醉

会导致较长时期的行为改变,即学习、记忆功能异

常,提示全身麻醉药可能损伤发育期中枢神经系

统[6]。丙泊酚是现今最常用的静脉麻醉药之一,可
以通过影响细胞内多种蛋白质表达和信号传导途

径诱导发育期大脑神经元凋亡,并损害大鼠成年后

学习和记忆功能[7]。右美托咪定是美托咪定的右旋

异构体,通过激动脑和脊髓的α2 受体产生镇静、镇
痛、抗交感作用,并且对多种脑损伤模型有神经保

护作用[8~10]。本实验显示,丙泊酚100mg/kg可以

破坏7日龄大鼠的海马神经元结构,而右美托咪定

可以剂量依赖性地减轻丙泊酚对海马神经元结构

的损伤,说明右美托咪定可以减轻丙泊酚诱导发育

期大脑的神经毒性。

PI3K/Akt信号通路对神经细胞增殖、发育和

凋亡具有关键作用。缺血、缺氧和应激等细胞外信

号可以激活PI3K,活化的PI3K可以磷酸化Akt的

Ser473位点从而激活Akt。PI3K/Akt通路被激活

时,总Akt蛋白含量变化不大,但pAkt(ser473)表
达会增加。pAkt(ser473)通过激活或者抑制其下游

的靶蛋白促进神经细胞生长和抑制神经细胞凋

亡[11]。LY294002是PI3K特异性抑制剂,可以特

异性抑制PI3K激酶的活性,进而抑制Akt激酶的

活性。本研究表明,丙泊酚麻醉后,新生大鼠海马

pAkt(ser473)蛋白含量明显降低,右美托咪定可以

剂量依赖性地上调新生大鼠海马pAkt(ser473)蛋
白的表达,PI3K抑制剂LY294002预处理,可以减

弱这种作用,加重丙泊酚对海马神经元细胞的损

伤。以上结果显示丙泊酚可能通过抑制PI3K/Akt
信号通路的激活而损伤新生大鼠海马神经元细胞

的形态结构,但是右美托咪定可以剂量依赖性地逆

转此抑制作用,从而减轻丙泊酚对新生大鼠海马神
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经元的损伤。
综上所述,右美托咪定能够减轻丙泊酚对发育

期大鼠海马神经元的损伤,其机制可能与其减弱丙

泊酚对PI3K/Akt信号通路的抑制作用有关。
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