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p38MAPK信号通路在右美托咪定抗布比卡因
神经毒性损伤中的作用

周斌 肖凡 黄丹 华福洲 卢俊 徐国海 罗振中

  【摘要】 目的 评价p38MAPK信号通路在右美托咪定抗布比卡因神经毒性损伤中的作用。

方法 取鞘内置管成功的SD大鼠72只,采用随机数字表法将其分为六组,每组12只:二甲基亚砜

对照组(C组)、p38MAPK抑制剂组(SB组)、右美托咪定组(D组)、布比卡因组(B组)、右美托咪定

+布比卡因组(DB组)及p38MAPK抑制剂+布比卡因组(SBB组)。C组鞘内注射二甲基亚砜20

μl,SB组和B组分别鞘内注射p38MAPK抑制剂30μg和5%布比卡因20μl,DB组和SBB组在鞘内

注射5%布比卡因20min前分别腹腔注射右美托咪定75μg/kg和鞘内注射p38MAPK抑制剂30

μg;D组腹腔注射右美托咪定75μg/kg。于鞘内置管前(T0)、鞘内给药前(T1)、鞘内给药后4、8、12h
和1、2、3、4、5、6d(T2~T10)时测定大鼠后肢机械缩足阈值(MWT)和热缩足反射潜伏期(TWL);于
给药24h后每组随机取6只大鼠,取L4~5脊髓组织,TUNEL法检测凋亡细胞;Westernblot法检测

p-p38MAPK蛋白表达水平。结果 与T0 时比较,T2~T9 时B组、T2~T7 时DB组和T2~T5 时

SBB组 MWT明显升高,T2~T9 时B组、T2~T6 时DB组和T2~T5 时SBB组TWL明显延长(P<
0.05);与C组比较,T2~T9 时 B组 MWT明显升高、TWL明显延长,B组细胞凋亡指数及p-

p38MAPK蛋白表达明显升高(P<0.05);与B组比较,T2~T9 时 DB、SBB组 MWT明显下降,

TWL明显缩短,B组细胞凋亡指数及p-p38MAPK蛋白表达明显下降(P<0.05)。结论 右美托咪

定可通过抑制神经细胞凋亡来减轻布比卡因诱发的大鼠脊髓神经毒性,其机制与抑制p38MAPK信

号通路活化有关。
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【Abstract】 Objective Toevaluatetheroleofp38 MAPKsignaltransductionpathwayin
dexmedetomidineagainstneurotoxicityinducedbybupivacaine.Methods Seventy-twoadultmaleSD
rats,successfullyimplantedwithintrathecalcatheterwithoutcomplications,wererandomlydivided
into6groups:controlgroup(groupC);p38MAPKinhibitorgroup(groupSB);dexmedetomidine
group(groupD);bupivacainegroup(groupB);dexmedetomidineandbupivacainegroup(group
DB);p38MAPKinhibitorandbupivacainegroup(groupSBB).DMSO20μlwereinjectedintrathecal-
lyingroupC;p38MAPKinhibitor30μgand5%bupivacainewererespectivelyinjectedintrathecally
ingroupSBandB;groupDBandSBBwererespectivelpretreatedwithdexmedetomidine75μg/kgin-
traperitoneallyandp38MAPKinhibitor30μgintrathecalinjection20minbeforeintrathecallyinjected
5%bupivacaine.Dexmedetomidine75μg/kgwasinjectedintraperitoneallyingroupD.Mechanical
withdrawalthreshold(MWT)andthermalwithdrawallatency(TWL)weremeasuredbeforeintrath-
ecalcatheterwasimplanted(T0),beforeintrathecaladministration(T1)andat4,8and12handon
1,2,3,4,5and6daysafterintrathecaladministration(T2-T10).At24hafterintrathecaladminis-
tration,6ratswererandomlychosenfromeachgroupandsacrificed.Thelumbarsegment(L4-5)of
thespinalcord wasremovedfordetectingneuronalapoptosis (byTUNEL)andphosporylated
p38MAPK(p-p38MAPK)expression(byWesternblot).Results ComparedwithT0,MWTwassig-
nificantlyincreasedandTWLwasprolongedatT2-T9ingroupB,MWTatT2-T7wassignificantly
increasedandTWLatT2-T6wasprolongedingroupDB,MWTwassignificantlyincreasedandTWL
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wasprolongedatT2-T5ingroupSBB(P<0.05).ComparedwithgroupC,nosignificantdifference
wasfoundinMWT,TWL,theapoptoticindexandexpressionofp-p38MAPKingroupsDandSB.
MWTwassignificantlyincreasedandTWLwasprolongedatT2-T9ingroupB,theapoptoticindex
andexpressionofp-p38MAPKweresignificantlyincreasedingroupB(P<0.05).Comparedwith
groupB,MWTandTWLatT2-T9,theapoptoticindexandexpressionofp-p38MAPKweresignifi-
cantlydecreasedingroupsDBandSBB(P<0.05).Conclusion Dexmedetomidinecaninhibitspinal
neurotoxicityinducedbybupivacaineinratsviainhibitingapoptosisinspinalcord,andinhibitionof
p38MAPKsignaltransductionpathwaymaybeinvolvedintheunderlyingmechanism.

【Keywords】  Bupivacaine;Dexmedetomidine;p38MAPK;Apoptosis

  随着快速康复外科(enhancedrecoveryafter
surgery,ERAS)的发展以及超声可视化技术在麻醉

领域的广泛应用,神经阻滞越来越受到欢迎,而局

麻药潜在的神经毒性也逐渐受到重视。局麻药多

途径导致的细胞凋亡是其神经毒性的重要机制,大
量研究及先前研究均表明,布比卡因可通过激活

p38MAPK信号通路诱发细胞凋亡[1,2]。而右美托

咪定 在 多 种 细 胞 损 伤 模 型 中 证 实 可 通 过 抑 制

p38MAPK 活 化 发 挥 抗 细 胞 凋 亡 作 用[3,4],但

p38MAPK信号通路在右美托咪定抗布比卡因神经

毒性损伤中的作用尚未见报道。本研究利用高浓

度布比卡因建立大鼠脊髓神经毒性模型,评价右美

托咪定对布比卡因致大鼠脊髓神经毒性的影响,并
进一步探讨p38MAPK信号通路在其中的作用,为
临床预防局麻药神经毒性提供参考。

材料与方法

材料 PE-10导 管(Smith Medical公 司,英
国),二甲基亚砜 (Sigma公司 美国),p38MAPK抑

制剂SB203580(批号:S1863),5%布比卡因(批号:

101034-200801,采用2.5g布比卡因标准品溶于50
ml二甲基亚砜中配置而成);右美托咪定注射液(批
号:H20090248),5%水合氯醛,兔单克隆抗磷酸化

p38MAPK(p-p38MAPK)抗 体 (批 号:9910S),

TUNEL试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司)。
动物选择与鞘内置管模型制备 雄性SD大

鼠,体重280~320g,由南昌大学实验动物科学部提

供。参照文献[5]制备大鼠鞘内置管模型。于L3~4
间隙向尾侧置入PE-10导管2cm,以鼠尾摆动为成

功标志,固定导管,术毕肌注青霉素钠,单笼饲养3
d,剔除出现神经系统功能损伤如行动迟缓、姿态或

感觉异常的大鼠。
动物分组及处理 取鞘内置管成功的SD大鼠

72只,采用随机数字表法将其分为六组,每组12
只:二甲基亚砜对照组(C组)、p38MAPK抑制剂组

(SB组)、布比卡因组(B组)、右美托咪定组(D组)、

右美托咪定+布比卡因组(DB组)及p38MAPK抑

制剂+布比卡因组(SBB组)。C组鞘内注射二甲基

亚砜20μl,SB组和B组分别鞘内注射SB20358030

μg(其中二甲基亚砜为溶剂)和5%布比卡因20μl;

DB组和SBB组在鞘内注射5%布比卡因前20min
分别腹腔注射右美托咪定75μg/kg和鞘内注射

SB20358030μg;D组仅单独腹腔注射右美托咪定

75μg/kg。
机械痛阈和热痛阈测定 参照文献[6]分别于

鞘内置管前(T0)、鞘内给药前(T1)、鞘内给药后4、

8、12h和l、2、3、4、5、6d(T2~T10)时测定大鼠后肢

机械缩足阈值(mechanicalwithdrawalthreshold,

MWT)和热缩足反射潜伏期(thermalwithdrawal
latency,TWL)。采用不同力度的vonFrey纤维丝

垂直刺激大鼠后肢足底中部,持续时间≤4s,若大

鼠出现缩足、舔足或逃避为阳性反应。刺激力度从

2g开始,最大刺激力度为26g,记录大鼠开始出现

缩足反应的刺激强度,共测定3次,取平均值记为

MWT。采用BME-410A热痛刺激仪照射大鼠足底

前外侧1/4处,从照射开始至大鼠出现抬腿回避的

时间为TWL,共测定5次,每次间隔3min,取平均

值记为TWL。
凋亡细胞检测 于给药24h后每组随机取6

只大鼠,麻醉后处死,快速取L4~5脊髓组织并分为

两份,一份置于-80℃冰箱保存,另一份用甲醛固

定后行细胞凋亡检测。采用 TUNEL法检测细胞

凋亡,按TUNEL试剂盒(武汉博士德生物工程有

限公司)说明书操作。光学显微镜400×目镜下观

察,TUNEL染色细胞核中棕黄染色为阳性细胞,即
凋亡细胞。每张切片随机取5个视野,计算凋亡指

数(凋亡指数=凋亡细胞数÷总细胞数×100%)。

p-p38MAPK表达检测 新鲜冰冻脊髓组织超

声下低温匀浆后离心,提取蛋白,BAC法测定样品

蛋白浓度,变性,各样本等量蛋白10%SDS-DEPG
电泳,转至PADF膜上。将膜用TBS浸湿后封闭l
h。加入一抗,室温孵育1~2h,TBST冲洗,加入兔
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抗鼠 二 抗,室 温 孵 育 l~2h,TBST 冲 洗,用

BCIP/NBT显色。采用ImageJ软件分析,以目的

蛋白条带积分吸光度值和内参β-actin条带积分吸

光度值的比值反映目的蛋白基因表达水平。
统计分析 采用SPSS19.0统计学软件进行

分析。正态分布的计量资料以均数±标准差(x±
s)表示,组内比较采用重复测量数据的方差分析,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。

表1 六组大鼠不同时点 MWT的比较(g,x±s)

组别 只数 T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

C组 6 11.0±1.2 11.7±1.3 12.2±1.5 11.6±1.6 11.5±1.3 11.4±1.5 11.9±1.3 12.1±1.4 11.9±1.4 11.6±1.6 11.7±1.2

D组 6 11.3±1.4 11.6±1.2 11.3±1.5 11.5±1.6 11.7±1.2 11.9±1.6 11.2±1.5 11.8±1.4 11.5±1.6 11.2±1.7 11.1±1.5

SB组 6 11.5±1.5 11.4±1.3 11.7±1.5 12.0±1.7 11.9±1.6 11.8±1.5 11.5±1.6 11.4±1.4 12.0±1.3 11.7±1.5 11.6±1.3

B组 6 10.7±1.7 11.0±1.5 18.9±2.4ac 18.5±2.3ac 17.6±1.8ac 16.7±1.7ac 15.5±1.6ac 14.9±1.5ac 14.6±1.5ac 14.5±1.6ac 12.1±1.4

DB组 6 11.4±1.6 11.7±1.4 16.8±2.0bc 16.2±1.9bc 15.4±1.8bc 14.6±1.8bc 14.1±1.6bc 13.9±1.6bc 12.1±1.4b 11.8±1.5b 11.9±1.5

SBB组 6 10.8±1.3 11.3±1.6 16.5±2.1bc 15.7±1.8bc 15.0±1.8bc 13.9±1.7bc 12.2±1.6b 12.4±1.6b 11.8±1.5b 12.0±1.3b 11.5±1.2

  注:与C组比较,aP<0.05;与B组比较,bP<0.05;与T0 比较,cP<0.05

表2 六组大鼠不同时点TWL的比较(s,x±s)

组别 只数 T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

C组 6 15.2±2.2 15.4±2.3 15.5±2.5 15.6±2.0 15.5±1.9 15.8±1.8 15.5±2.1 15.6±1.9 15.5±1.8 15.6±1.9 15.3±2.0

D组 6 15.0±2.1 14.7±2.3 14.9±2.3 15.1±1.9 15.3±1.8 14.6±1.7 15.2±1.6 15.5±1.9 14.9±2.0 15.4±1.6 15.2±1.7

SB组 6 15.1±2.0 14.9±1.7 14.7±1.9 14.9±2.1 14.6±1.9 14.5±1.7 14.7±1.6 14.9±1.7 14.5±1.8 14.7±1.9 14.6±1.7

B组 6 14.7±1.7 14.9±1.9 22.6±2.8ac 21.7±2.5ac 21.2±2.3ac 20.8±2.3ac 19.7±2.1ac 18.9±2.2ac 18.5±2.3ac 17.6±2.2ac 15.9±2.0

DB组 6 15.0±2.2 15.3±1.9 19.5±2.3bc 19.0±2.0bc 18.5±2.1bc 17.9±1.9bc 17.6±2.0bc 15.8±1.7b 15.7±1.9b 15.5±1.6b 15.6±1.7

SBB组 6 15.3±2.0 15.5±1.7 19.3±2.3bc 19.0±2.1bc 18.5±2.2bc 17.7±2.0bc 15.8±1.8b 15.7±1.9b 15.5±1.6b 15.4±1.5b 15.3±1.8

  注:与C组比较,aP<0.05;与B组比较,bP<0.05;与T0 比较,cP<0.05

结  果

与T0 时比较,T2~T9 时B组、T2~T7 时DB
组和T2~T5 时SBB组 MWT明显升高,T2~T9
时B组、T2~T6 时 DB组和 T2~T5 时SBB组

TWL明显延长(P<0.05);C、D、SB组 MWT和

TWL差异无统计学意义;T2~T9 时B组 MWT明

显高于C组,TWL明显长于C组(P<0.05);T2~
T9 时DB、SBB组 MWT明显低于B组,TWL明显

短于B组(P<0.05)(表1,2)。

六组大鼠脊髓给药后细胞凋亡指数分别为C
组(6.3±1.4)%、D组(6.9±1.6)%、SB组(5.7±
1.1)%、B组(33.4±2.8)%、DB组(18.5±1.8)%
和SBB组(15.8±1.6)%。C、D、SB组细胞凋亡指

数及p-p38MAPK蛋白表达差异无统计学意义;B
组细胞凋亡指数及p-p38MAPK蛋白表达明显高于

C组(P<0.05);DB、SBB组细胞凋亡指数及p-
p38MAPK蛋白表达明显低于B组(P<0.05)(图
1,2)。

讨  论

本研究参照文献[6]采用5%布比卡因制备大

鼠神经毒性模型,结果显示,布比卡因处理后大鼠

机械痛阈和热痛阈升高,提示神经毒性模型制备成

功,而本研究剂量右美托咪定及SB203580并未导

致大鼠机械痛阈和热痛阈变化,说明其未导致神经

损伤,文献结果表明,大鼠在局麻药损伤后5~7d
后其运动功能及痛觉过敏可恢复,因此本研究观察

时点截止于6d。
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注:箭头所指棕黄染色为阳性表达

图1 六组大鼠脊髓组织TUNEL法染色的比较(×400)

图2 六组大鼠脊髓组织p-p38MAPK蛋白表达的比较

局麻药神经毒性损伤是多个环节调控导致细

胞损伤和凋亡的结果,研究发现,局麻药神经毒性

与 MAPKs的激活密切相关,p38MAPK信号转导

途径是 MAPK家族中的重要组成部分,多种刺激

因素如H2O2、高渗环境和细胞因子等均可激活p38
MAPK[7],介导细胞骨架重构,诱导细胞凋亡。既

往离体细胞研究显示,布比卡因可引起SH-SY5Y
细胞线粒体膜电位下降,激活p38MAPK,导致细胞

调亡,SB203580可明显抑制布比卡因诱导的细胞调

亡[8]。本研究结果显示,直接鞘内注射SB203580
并未导致大鼠脊髓损伤,但鞘内注射布比卡因后大

鼠p-p38MAPK蛋白表达升高,而在鞘内注射布比

卡因前进行p38MAPK预处理后p-p38MAPK蛋白

表达下降,凋亡细胞减少,提示p38MAPK信号通

路活化在布比卡因诱发的大鼠脊髓神经细胞凋亡

中起重要作用,与既往研究结果[8]一致。
研究显示,右美托咪定在一定剂量范围内可减

轻氯胺酮对大鼠神经元的毒性作用[9],此外,右美托

咪定在多种细胞损伤模型中可下调p38MAPK水

平进而减轻细胞损伤[10,11]。腹腔注射右美托咪定

50~75 μg/kg 预 处 理 可 抑 制 异 氟 醚 诱 导

p38MAPK以及JNK信号通路活化进而减轻大鼠

海马神经细胞凋亡[3],而p38MAPK信号通路在右

美托咪定抗布比卡因诱神经毒性损伤中的作用尚

未见相关报道。本研究在布比卡因处理前20min
对大鼠腹腔注射右美托咪定75μg/kg进行预处理;
结果 显 示,右 美 托 咪 定 预 处 理 后 大 鼠 脊 髓 p-
p38MAPK蛋白表达及细胞凋亡指数无明显差异,
提示此剂量的右美托咪定直接腹腔注射并不会损

伤脊髓,而在鞘内注射布比卡因前进行右美托咪定

预处理后细胞凋亡指数和p-p38MAPK蛋白表达较

布比卡因组下降;结合 MWT和TWL变化,说明右

美托咪定抑制了布比卡因诱发的p38MAPK信号

通路活化并减轻了细胞凋亡程度。可能机制是:α2
受体广泛分布于体内各组织中,尤其是中枢及外周

神经系统,而α2 受体与抑制性G蛋白偶联介导抑

制作用,包括抑制腺苷酸环化酶活性、降低细胞内

cAMP水平及抑制蛋白激酶A磷酸化等,从而抑制

p38MAPK的活化[3]。此外,右美托咪定还可抑制

电压门控钙离子通道及兴奋性氨基酸谷氨酸的释

放[12],而布比卡因可引起谷氨酸释放增多及细胞内
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钙超载,进而激活神经元p38MAPK信号通路[13]。
综上所述,右美托咪定可通过抑制神经细胞凋

亡来减轻布比卡因诱发的大鼠脊髓神经毒性,其机

制可能与抑制p38MAPK信号通路活化有关。
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