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不同剂量右美托咪定对大鼠海马神经元缺氧复氧
损伤中线粒体分裂的影响

刘佳 郭海燕 薛欣 王鹏 孙一笑 魏明 王士雷

  【摘要】 目的 探讨不同剂量的右美托咪定(dexmedetomidine,Dex)在大鼠海马神经元缺氧复

氧损伤中对线粒体分裂的影响。方法 24h内出生的雄性SD大鼠,断头分离海马区神经组织,收

集获得神经元细胞进行培养,8d后培养的海马神经元随机分为六组:正常对照组(C组);赋形剂组

(V组);缺氧复氧组(HR)组;缺氧复氧+右美托咪定组 (D1、D2、D3)组。C组:正常培养;V 组:不

行缺氧复氧、加入赋形剂二甲基亚砜培养6h,浓度0.01%;HR组:氧糖剥夺法缺氧6h,复氧12h
建立缺氧复氧损伤模型;D1、D2、D3组,于缺氧6h后分别加入右美托咪定0.1、1、10μmol/L。采用

激光共聚焦显微镜观察各组神经元细胞质Ca2+荧光强度,采用ELISA法检测细胞钙调神经磷酸酶

活性,采用透射电镜观察线粒体的超微结构,Western-blot法检测线粒体分裂蛋白Drp1、Fis1的含

量。结果 与C组比较,HR组、D1组、D2组和D3组线粒体超微结构破坏加重,Ca2+ 荧光强度、

CaN活性明显增强,Fis1、Drp1蛋白含量明显升高(P<0.05);与 HR组比较,D1组、D2组和D3组

线粒体超微结构破坏减轻,Ca2+荧光强度、CaN活性明显减弱,Fis1、Drp1蛋白含量明显降低(P<
0.05);与D1组和 D3组比较,D2组线粒体结构更加完整,Ca2+ 荧光强度、CaN活性明显减弱,

Fis1、Drp1蛋白含量明显降低(P<0.05)。C组和V组各指标差异无统计学意义。结论 右美托咪

定0.1、1、10μmol/L可以减少大鼠海马神经元缺氧复氧损伤中线粒体的分裂,其中1μmol/L是最

佳的保护浓度,其机制可能是与其抑制钙超载有关。
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【Abstract】 Objective Todemonstratetheeffectofdifferentdosesofdexmedetomidine(Dex)
on mitochondrialfissioninarathippocampalneuron modelofhypoxia/reoxygenationinjury.
Methods Sprague-Dawleyratsweresacrificedinthehippocampusofthehippocampus.Theneurons
ofthehippocampalneuronswerecollectedandculturedonthe8thday.After8dcultivation,thepri-
maryhippocampalneuronswererandomlydividedintosixgroups:controlgroup(groupC)whichwas
culturedinnormalgroup;vehiclegroup(groupV)whichwasnotsubjectedtoanoxiaandreoxygen-
ation.;groupHRwasdeprivedoxygenfor6hours,reoxygenatedfor12hourstoestablishhypoxia-
reoxygenationinjurymodel;HR+DextreatmentgroupswasfurtherdividedintoD1,D2andD3
groupswhowererespectivelygivenDex0.1,1,10μmol/Lduringoxygen-glucosedeprivationand
reperfusionperiod.FluorescenceintensityofCa2+(usingalaserscanningconfocalmicroscope),CaN
enzymaticactivities(byELISA),expressionofDrp1,Fis1,(bywesternblot)weremeasured.
Results ComparedwithgroupC,mitochondrialultrastructuredamageingroup HR,groupD1,
groupD2andgroupD3wereaggravated,Ca2+fluorescenceintensityandCaNactivityweresignifi-
cantlyincreased,andFis1andDrp1proteincontentweresignificantlyincreased(P<0.05);Com-
paredwithHRgroup,themitochondrialultrastructuraldamageofgroupD1,groupD2andgroupD3
waslessened,Ca2+fluorescenceintensityandCaNactivityweresignificantlyattenuated,andFis1and
Drp1proteincontentweresignificantlydecreased(P<0.05).ComparedwithgroupD1andgroup
D3,themitochondrialultrastructuralofgroupD2wasmoreintact,Ca2+fluorescenceintensity,CaN
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activityweresignificantlydecreased,andFis1,Drp1proteincontentwassignificantlydecreased(P<
0.05).There werenostatisticallysignificantdifferencesbetweenthegroup C andgroup V.
Conclusion Dex0.1,1 and 10 μmol/L can reduce mitochondrialfission during hypoxia-
reoxygenationinjuryinrathippocampalneurons,and1μmol/Listhebestprotectiveconcentration.
Itsmechanismmayberelatedtoitsinhibitionofcalciumoverload.

【Keywords】  Ddexmedetomidine;Mitochondrialfission;Hippocampalneurons;Hypoxia/
reoxygenationinjury

  既往研究显示,右美托咪定(dexmedetomidine,

Dex)可以通过抗凋亡途径减轻肠、心肌、肾、肺、脑和

肝中 的 缺 血-再 灌 注(Ischemiareperfusion,IR)损
伤[1-3],但是右美托咪定在线粒体层面减轻脑损伤

的作用机制研究比较少,本实验通过体外大鼠海马

神经元氧糖剥夺(OGD)和复氧处理来模拟脑IR损

伤模型[4-5],目的就是为了探讨右美托咪定能否调

节大鼠海马神经元缺氧复氧损伤中线粒体的分裂,
也为研究药物防治脑IR提供新的思路。

材料与方法

实验方法与分组 青岛市药检所动物中心所

提供24h内出生的雄性SD大鼠,根据文献[6]的
方法碘伏浸泡乳鼠1~2min,然后酒精浸泡3
min,经过消毒后断头处死,小心取出大脑海马组

织,将其放入3~5ml含有10%血清的 DMEM-
F12培养基的培养皿中。移除培养基,然后加入2
~3ml的0.25%的胰酶,用眼科剪在胰酶消化液

中剪碎海马组织,之后将海马组织块放入25cm2

细胞培养瓶中,待胰酶消化20~25min后,海马组

织块逐渐变小、之后逐渐的成为棉絮状,如果絮状

物在吸管吹打后消失,说明基本消化完全,此时需

要加入DMEM-F12培养基来终止消化。收集用经

200目细胞网筛过滤后的悬液,把未消化的组织块

去除,再将1000r/min离心5min的细胞滤过液

弃上清,加入含10%血清DMEM-F12种植液于细

胞沉淀中,将吹打细胞最终变成悬液。将细胞以7
×105/ml的密度接种于提前1d用多聚赖氨酸包

被的细胞培养瓶和培养板中,放入37℃,95%O2,

5%CO2,相对湿度100%的细胞培养箱中进行培

养。24h之后用含2%B27、1%谷氨酰胺、1%丙酮

酸钠的 Neurabasal-A培养液替换细胞种植液,在

培养过程中,注意每隔3d更换一次细胞种植液,
更换时培养液更换一半保留一半。将原代培养的

海马神经元细胞培养至第8天,神经元已经基本上

发育成熟,对缺氧造成的损害敏感。将神经元细胞

随机分为六组:正常对照组(C组);赋形剂组(V
组);缺氧复氧组(HR组);缺氧复氧+右美托咪定

(D1、D2、D3组)。
建立细胞缺氧-复氧模型 当神经元细胞孵育

至第8天;模拟缺氧状态调节培养箱的温度和气体

条 件, 然 后 除 去 Neurabasal-A 培 养 液, 用

0.01mol/LPBS冲洗两遍后添加无糖Earle’液,6h
后恢复有氧状态,继续培养12h,完成OGD模型。

C组正常培养,不行缺氧复氧;V组不行缺氧复氧,
加入赋形剂二甲基亚砜培养6h,终浓度0.01%;

HR组Neurabasal-A培养液换成无糖Earle’s平衡

盐溶液,采用氧糖剥夺法缺氧6h,复氧12h建立

大鼠海马神经元OGD模型;D1、D2、D3组在缺氧6
h时分别加入0.1、1、10μmol/L右美托咪定(批
号:15031442),然后继续复氧12h。

检测线粒体结构 将培养瓶内的培养基吸净,

PBS冲洗2遍后加入1ml的PBS,用细胞刮沿瓶

壁轻轻将细胞刮下,用吸管将含有细胞的液体转移

至离心管,1000r/min,离心10min,吸净上清

液,加入5ml的浓度为2.5%的戊二醛固定,PBS
洗2次,每次10min,然后用浓度为1%四氧化锇

4℃下固定30min;PBS冲洗3次,每次10min;2%
醋酸铀水溶液染色30min;采用乙醇梯度脱水法,
吸去脱水剂,加入3ml的纯丙酮-EPON812包埋

剂,37℃烘箱内过夜,然后依次45℃烘箱内烘烤12
h,60℃烘箱内烘烤24h,使包埋块固化,将包埋块

制作1μm半薄切片,苏木素-伊红染色后超薄切片

机制作50nm左右的超薄切片,醋酸双氧铀两面分

别染色;用透射电镜观察线粒体超微结构。
检测Ca2+荧光强度 分组处理完毕后,吸除

Neurabasal-A培养液,并将细胞用 Hank’s液冲洗

3遍;每个孔中间加入 Fluo3-AM(5μmol/L)与
PluronicF127(0.05%W/V)工作液100μl,避光,

37℃孵育45min;将Fluo3-AM 工作液移除,并用

Hank’s液再次冲洗细胞3次之后,于每孔中加入

Hank’s液100μl,继续避光,37℃孵育30min。
孵育完毕之后,移除 Hank’s液,4%多聚甲醛固定

之后,将细胞爬片盖到滴有10μl甘油的载玻片,并

用指甲油封片。在激发波长为488nm,发射波长

为525nm下,用激光共聚焦显微镜的油镜,观察
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Ca2+荧光强度。结果图片用ImageJ软件进行分

析,取各组Ca2+荧光的平均值进行分析。
检测CaN活性 分组进行缺氧复氧及右美托

咪定干预之后,移除培养液,PBS冲洗3遍之后,
每个培养瓶内加入1mlPBS,用细胞刮刮取神经元

细胞,收集细胞悬液并离心得到神经元,于冰上裂

解细胞,提取细胞蛋白质之后,并用BCA法检各

组蛋白质浓度。根据CaNdetectionkit试剂盒说明

测定各组蛋白中钙调神经磷酸酶活性,最终用酶标

仪测得的吸光度表示酶活性的大小,结构用均值

表示。

图1 六组神经元细胞线粒体超微结构的比较(×400倍)

测定Drp1、Fis1蛋白含量 根据蛋白质分子

量,分别配制8%及15%的分离胶及浓缩胶,加入

彩色预染蛋白质marker3μl,并根据所测蛋白质浓

度,每组加入20μg蛋白质样品,80V电泳30min
左右,将电压调为120V继续电泳900min。PVDF
膜甲醇浸泡之后,覆盖蛋白质条带进行转膜90
min,结束后将PVDF膜标记正反面,加入用5%
脱脂奶粉(PBS溶解)溶液配制的兔抗鼠单克隆一

抗Drp1(1∶400)、小鼠抗大鼠单克隆一抗Fis1(1∶
1000),PVDF膜蛋白质面朝上,放于4℃冰箱孵

育过夜。回收一抗之后,TBST洗膜3次,每次10
min,分别加入山羊抗兔、山羊抗鼠IgG二抗(1∶
5000)于摇床之上孵育1.5h回收二抗,TBST洗

膜4次,每次5min,上机显影。使用ImagePro软

件分析结果。
统计分析 采用SPSS18.0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

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

线粒体的超微结构 C组和 V组线粒体结构

完整、嵴结构清晰。HR组线粒体肿胀、嵴结构连续

性遭到破坏且模糊。与 HR组比较,D1组、D2组

和D3组线粒体损伤减轻,D2组线粒体结构更加完

整(图1)。

Ca2+荧光强度 HR组Ca2+ 荧光强度明显强

于C组(P<0.05)。D1、D2和D3组Ca2+荧光强度

明显强于C组、弱于 HR组,且D2组明显弱于D1
和D3组(P<0.05)。C组和V组Ca2+荧光强度差

异无统计学意义(图2、3)。

CaN活性 HR组CaN活性明显强于C组(P
<0.05)。D1、D2、D3组CaN活性明显强于C组、
弱于HR组,且D2组的CaN活性明显弱于D1和

D3组(P<0.05)。C组和V组CaN活性差异无统

计学意义(图4)。
线粒体分裂相关蛋白Fis1、Drp1含量 HR组

Fis1蛋白含量明显高于C组(P<0.05)。D1、D2
和D3组Fis1蛋白含量明显高于 C组、低于 HR
组,且D2组明显低于D1和D3组(P<0.05)。C
组和V组Fis1蛋白含量差异无统计学意义(图5)。

HR组 Drp1蛋白含量明显高于 C 组(P<
0.05)。D1、D2和D3组Drp1蛋白含量明显高于C
组、低于HR组,且D2组明显低于D1和D3组(P
<0.05)。C组和 V组Drp1蛋白含量差异无统计

学意义(图6)。

讨  论

参照文献[7-8]结合预实验结果,本研究选择
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图2 六组神经元细胞Ca2+ 荧光强度的比较(×400)

  注:与C组比较,aP<0.05;与 HR组比较,bP<0.05;与

D2组比较,cP<0.05

图3 六组神经元细胞Ca2+ 荧光强度的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与 HR组比较,bP<0.05;与

D2组比较,cP<0.05

图4 六组神经元细胞CaN活性的比较

24h内出生的雄性SD大鼠海马神经元作为研究对

象,选用0.1、1、10μmol/L不同右美托咪定浓度进

行处理[9],采用氧糖剥夺法缺氧6h,复氧12h建

立大鼠海马神经元OGD模型。
脑IR损伤与细胞内的钙超载有着密切的联

系[10],钙超载的机制和细胞内凋亡是集中研究的

一个领域,细胞内钙离子的超载,又会引起线粒体

  注:与C组比较,aP<0.05;与 HR组比较,bP<0.05;与

D2组比较,cP<0.05

图5 六组神经元细胞线粒体分裂相关蛋白

Fis1含量的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与 HR组比较,bP<0.05;与

D2组比较,cP<0.05

图6 六组神经元细胞线粒体分裂相关蛋白

Drp1含量的比较
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的分裂,进一步加重细胞的凋亡。线粒体分裂蛋白

Drp1和Fis1在线粒体的分裂和融合当中起到重要

作用[11]。Drp1在线粒体表面组装和寡聚化以诱导

分裂,而Fis1的作用是通过结合并募集Drp1到线

粒体表面促进线粒体的分裂,它可以调节线粒体的

数量和位置、细胞能量的变化和及时处置受损的线

粒体。有研究表明线粒体的分裂过程中,钙信号可

以对线粒体分裂相关蛋白Drpl的磷酸化与去磷酸

化产生影响[12-13],钙离子进入细胞后,激活CaN,
后者引起 Drp1去磷酸化,其位点主要为丝氨酸

637或丝氦酸656位点,去磷酸化的Drp1在线粒

体表面定位聚集,加速线粒体分裂[14];因此如果减

少线粒体摄取钙离子的量,就可以降低线粒体的分

裂能力,减少分裂线粒体的分裂次数。
本实验分别选用0.1、1、10μmol/L浓度的右

美托咪定,继而通过BCA、Westernblot法等方法

观察 OGD诱导神经元细胞的线粒体分裂的情况,
通过透射电镜观察线粒体的超微结构。实验结果

显示,在大鼠海马神经元 OGD模型中,各种浓度

的右美托咪定都可以降低细胞质Ca2+ 浓度,减少

线粒体分裂蛋白Drp1、Fis1的表达,减少线粒体超

微结构的破坏,其中1μmol/L浓度的右美托咪定

对线粒体的保护作用更为明显,结果与已经证明的

1μmol/L浓度的右美托咪定在体外缺血模型可以

作为最佳保护浓度[15]相吻合。其机制可能是右美

托咪定能降低钙超载从而抑制钙调神经磷酸酶的

活性,减少其对Drp1-ser637的磷酸化,进而抑制

Drp1的转位,减少与线粒体外膜蛋白Fis1的结合

有关系;此外,右美托咪定还可以抑制Drp1-ser637
与Fis1的表达,减少它们在线粒体外膜的共定位

结合,从而抑制线粒体分裂。
综上所述,右美托咪定0.1、1、10μmol/L可以

减轻大鼠海马神经元缺氧复氧损伤中的线粒体分

裂,其中1μmol/L能够提供最佳的浓度。
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