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右美托咪啶通过抑制 NADPH氧化酶 2缓解氧化
应激小鼠模型神经元的毒性和认知障碍的机制 *
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摘要 目的：探讨右美托咪啶通过抑制 NADPH氧化酶 2缓解氧化应激小鼠模型神经元的毒性和认知障碍的机制。方法：10只野

生型以及 20只 Sod1KO雄性 BALB/c小鼠，12月龄，根据实验目的分为 3组：对照组（野生型小鼠），模型组（氧化应激小鼠模型）

和 DEX组（氧化应激小鼠模型 +50 滋g/kg DEX治疗），每组 10只。通过MWM测试检测小鼠的空间学习和记忆能力。通过免疫染

色检测海马中 Neu-N+细胞数和 PSD-95表达水平。通过蛋白质印迹检测海马中 Neu-N、PSD-95、TH、总 琢-突触核蛋白和 Ser129-

磷酸化 琢-突触核蛋白表达水平。通过 ROS、MDA和 SOD检测试剂盒分别检测 ROS、MDA和 SOD水平。通过 ELISA试剂盒检

测 NOX2水平。通过 RT-qPCR检测 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平。结果：对照小鼠表现出正常的空间学习功能，与对照组小鼠相比，
模型组小鼠逃避潜伏期和游泳距离增加（P<0.05），而 DEX治疗能够降低模型组小鼠逃避潜伏期和游泳距离（P<0.05）。三组小鼠
平均游泳速度没有统计性差异（P>0.05）。与对照组小鼠相比，模型组小鼠小鼠海马中 Neu-N+细胞数和 PSD-95表达水平降低

（P<0.05），而 DEX治疗能够增加小鼠海马中 Neu-N+细胞数和 PSD-95表达水平（P<0.05）。与对照组小鼠相比，模型组小鼠小鼠
海马中 Neu-N、PSD-95和 TH蛋白表达水平降低（P<0.05），总 琢-突触核蛋白和 Ser129-磷酸化 琢-突触核蛋白表达水平升高（P<0.
05），而 DEX治疗能够增加小鼠海马中 Neu-N、PSD-95和 TH蛋白表达水平（P<0.05），降低总 琢-突触核蛋白和 Ser129-磷酸化 琢-
突触核蛋白表达水平（P<0.05）。与对照组小鼠相比，模型组小鼠 ROS和MDA水平增加，SOD水平降低（P<0.05），而 DEX治疗能

够降低 ROS和MDA水平，增加 SOD水平（P<0.05）。与对照组小鼠相比，模型组小鼠 NOX2水平增加（P<0.05），而 DEX治疗能

够降低 NOX2水平（P<0.05）。与对照组小鼠相比，模型组小鼠 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平增加（P<0.05），而 DEX治疗能够降低

IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平（P<0.05）。结论：DEX对 NOX2的抑制可通过抑制小鼠模型中的氧化应激和神经炎症来阻断学习和记

忆障碍以及海马神经变性。
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DEXmedetomidine Alleviates the Toxicity and Cognitive Impairment of
Oxidative Stress Mouse Model Neurons by Inhibiting NADPH Oxidase 2*

To investigate the mechanism of DEXmedetomidine alleviating the toxicity and cognitive impairment of

oxidative stress mouse model neurons by inhibiting NADPH oxidase 2. 10 wild-type and 20 Sod1KO male BALB/c mice, 12

months old, according to the purpose of the experiment, they were divided into 3 groups: control group (wild-type mice), model group

(oxidative stress mouse model) and DEX group (oxidative stress mouse model + 50 滋g/kg DEX treatment), each with 10 mice. The

MWM test was used to test the spatial learning and memory abilities of mice. The number of Neu-N+ cells in the hippocampus and the

expression level of PSD-95 were detected by immunostaining. The expression levels of Neu-N, PSD-95, TH, total 琢-synuclein and

Ser129-phosphorylated 琢-synuclein in the hippocampus were detected by Western blot. ROS, MDA and SOD detection kits were used to

detect ROS, MDA and SOD levels respectively. The NOX2 level was detected by ELISA kit. The levels of IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 were

detected by RT-qPCR. The control mice showed normal spatial learning function. Compared with the control mice, the escape

latency and swimming distance of the model group increased (P<0.05), while DEX treatment could reduce the escape latency and

swimming distance of the model group. Distance (P<0.05). There was no statistical difference in the average swimming speed of the three
groups of mice (P>0.05). Compared with control mice, the number of Neu-N+ cells and PSD-95 expression in the hippocampus of the

model group decreased (P<0.05), while DEX treatment can increase the number of Neu-N+ cells and PSD in the hippocampus of mice
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前言

Cu/Zn-超氧化物歧化酶（Cu/Zn SOD）是一种主要的抗氧

化酶，可将超氧自由基转化为过氧化氢，存在于细胞质和线粒

体的膜间隙中 [1，2]。研究显示：Cu/ZnSOD 在 Sod1 敲除

（Sod1KO）小鼠组织和血浆中水平降低，因而表现出高水平的

氧化应激，且出现加速衰老[3，4]。此外，Sod1KO小鼠也会出现加

速的肌肉减少症，并随着年龄增长肌肉量减少[5，6]。右美托咪定

（Dexmedetomidine，DEX）是一种中枢肾上腺素能受体 琢-2A激
动剂，被广泛用作镇静剂、镇痛和交感神经功能，DEX减轻缺

血再灌注和呼吸机引起的肺损伤[7-9]。此外，DEX抑制全身炎症

和氧化应激，表明它具有抗炎和抗凋亡作用，并可促进脑损伤

的恢复[10，11]。NADPH氧化酶 2（NADPH Oxidase 2，NOX2）是一

种产生超氧化物的酶，在介导慢性神经炎症反应和相关神经元

损伤中起重要作用，研究表明，其在帕金森病（Parkinson's dis-

ease，PD）患者脑中表达上调[12，13]。氧化应激源于促氧化剂和抗

氧化剂的失衡，被认为是脑损伤的关键致病因素[14，15]。然而，关

于 DEX在脑氧化应激损伤期间保护神经元和认知障碍的机制

知之甚少。本研究旨在探讨 DEX通过抑制 NOX2缓解氧化应

激小鼠模型神经元的毒性和认知障碍的机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验大鼠 从医科大学实验动物中心获得 10只野生型

以及 20只 Sod1KO雄性 BALB/c小鼠，12个月大。实验前将动

物在实验室标准条件下（温度 22~24℃，湿度 50~60 %，12 h光

/暗循环）饲养 10 d。

1.1.2 实验分组 实验分为 3组：对照组（野生型小鼠，n=10），

模型组（氧化应激小鼠模型，n=10）和 DEX组（氧化应激小鼠模

型 +50 滋g/kg DEX治疗）。
1.2 实验方法

1.2.1 MWM测试 使用 MWM测试小鼠的空间学习和记忆

能力。将其分为四个相同大小的象限（N、S、E和W）。将一圆形

逃生平台隐藏在水面以下约 1 cm处，放置在一个象限的中间

保持不动。测试前每天对小鼠进行 4次训练，持续 4 d。在四个

象限起始位置，将小鼠头随机指向池壁放回水中，让其从水中

逃出并到达隐藏在水面下的平台上。通过摄像头记录小鼠的游

泳路径，并通过跟踪软件在计算机上进行分析。若小鼠 90 s内

未找到平台，需将其引导到平台上，此时记录时间为 90 s。第五

天，小鼠进行空间探测试验，将平台拿走，每只小鼠在水池中自

由导航 60 s。记录在目标象限中花费的时间百分比和第一次穿

越平台先前所在位置的延迟。使用智能视频跟踪系统记录和分

析小鼠的游泳时间和运动路径。

1.2.2 免疫组化 大脑样本固定在 4 %多聚甲醛中，并进行免

疫染色处理，使用抗体为 Neu-N抗体和 PSD-95。使用 3,3'-二

氨基联苯胺（DAB）使免疫染色可视化，ImageJ 软件对免疫染

色密度和 Neu-N+神经元数量进行量化。

1.2.3 蛋白质印迹分析 将小鼠海马组织制备为组织匀浆，然

后提取总蛋白并定量，然后通过 10%或 12% SDS-PAGE解析

等量的蛋白质，并将解析的蛋白质转移到聚偏二氟乙烯膜上。

将膜 5 %脱脂牛奶中的 Tris缓冲盐水中在 37℃下封闭 2 h，并

在 4℃下与 Neu-N、PSD-95、TH、总 琢-突触核蛋白和 Ser129-

磷酸化 琢-突触核蛋白和 茁-肌动蛋白（1:5000）在封闭缓冲液
中。将膜用 TBST洗涤 15 min，并与山羊二抗（1:5000）一起孵育

2 h。用 TBST洗涤 3次，每次 5 min后，通过 ECL显色并观察。

1.2.4 ROS、MDA和 SOD测量 使用 ROS检测试剂盒测定

ROS的含量。在 DEX处理后 48 h，将小鼠的整个大脑均质化，

并在 37℃下与 2', 7'-二氯荧光素二乙酸酯孵育 30分钟。洗涤

后，使用流式细胞术测定 ROS的含量。使用MDA检测试剂盒

按照制造商的规格检测MDA的水平。使用分光光度计按照制

造商的说明测量 SOD活性（U/mg蛋白质）的水平。

1.2.5 酶联免疫吸附试验（ELISA） 根据制造商的说明，通过

对应 ELISA 试剂盒（Beyotime）测量 OX2 以及炎症因子的

IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平水平。
1.3 统计分析

所有值均表示为平均值依标准差。通过 SPSS 16.0软件进

行统计分析。使用单向方差分析（ANOVA）和 t检验来检测组

之间的显著差异。统计显著性设置为 P值 <0.05。

2 结果

2.1 DEX恢复氧化应激小鼠的空间学习和记忆能力

对照小鼠表现出正常的空间学习功能，与对照组小鼠相

-95 expression level (P<0.05). Compared with the control mice, the expression levels of Neu-N, PSD-95 and TH protein in the

hippocampus of the model group mice decreased (P<0.05), and the total 琢-synuclein and Ser129-phosphorylated 琢-synonym The

expression level of nucleoprotein increased (P<0.05), and DEX treatment can increase the expression level of Neu-N, PSD-95 and TH

protein in the hippocampus of mice (P<0.05), and reduce the total 琢-synuclein and Ser129 -Phosphorylated 琢-synuclein expression level
(P<0.05). Compared with mice in the control group, the level of ROS and MDA in the model group increased, and the level of SOD

decreased (P<0.05), while DEX treatment could reduce the level of ROS and MDA, and increase the level of SOD (P<0.05). Compared
with the control group, the NOX2 level of the model group increased (P<0.05), and DEX treatment can reduce the NOX2 level (P<0.05).
Compared with the control group, the level of IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 in the model group increased (P<0.05), and DEX treatment can

reduce IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 level (P<0.05). The inhibition of NOX2 by DEX can block learning and memory impairment

and hippocampal neurodegeneration by inhibiting oxidative stress and neuroinflammation in the mouse model.

Dexmedetomidine; NADPH oxidase 2; Oxidative stress; Neurons; Cognitive impairment
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图 1蛋白质印迹检测（注：A-对照组；B-模型组；C-DEX组）

Fig. 1 Protein imprint detection(Note: A-control group; B-model group;

C-DEX group)

Groups Escape latency Swimming distance Swimming speed

Control group 21.33依2.14 362.75依28.46 17.01依1.54

Model group 52.46依3.28 864.33依35.48 16.48依1.49

The DEX group 27.34依2.87 468.55依12.48 17.13依1.14

F 15.326 13.264 1.335

P <0.001 <0.001 0.267

表 1小鼠的空间学习和记忆能力

Table 1 The spatial learning and memory capabilities of the mice

表 3海马中 Neu-N、PSD-95、TH、总 琢-突触核蛋白和 Ser129-磷酸化 琢-突触核蛋白
Table 3 Total Neu-N, PSD-95, TH, 琢-synaptic nuclear protein and Ser129-phosphorylated 琢-nuclear protein in the hippocampus

表 2海马中 Neu-N+细胞的数量和 PSD-95免疫染色的密度

Table 2 Number of Neu-N + cells and the density of PSD-95 immune staining in the hippocampus

Groups Neu-N+ cell PSD-95

Control group 100.25依2.21 100.17依2.33

Model group 53.64依1.58 51.43依3.17

The DEX group 87.33依2.64 92.56依4.48

F 26.548 29.654

P <0.001 <0.001

Groups PSD-95 Neu-N TH 琢-syn Ser129-琢-syn

Control group 1.03依0.26 1.16依0.22 1.28依0.14 0.25依0.07 0.64依0.15

Model group 0.34依0.12 0.28依0.09 0.13依0.06 1.53依0.12 1.32依0.13

The DEX group 0.86依0.17 1.05依0.11 1.02依0.27 0.56依0.23 0.86依0.11

F 12.354 16.237 15.867 18.279 15.624

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

比，模型组小鼠逃避潜伏期和游泳距离增加（P<0.05），而 DEX

治疗能够降低模型组小鼠逃避潜伏期和游泳距离（P<0.05）。三
组小鼠平均游泳速度没有统计性差异（P>0.05）。（表 1）。

2.2 DEX恢复海马神经变性

与对照组小鼠相比，模型组小鼠小鼠海马中 Neu-N+细胞

数和 PSD-95表达水平降低，而 DEX治疗能够增加小鼠海马中

Neu-N+细胞数和 PSD-95表达水平（P<0.05）。（表 2）

2.3 DEX对海马多巴胺能系统的神经保护作用

与对照组小鼠相比，模型组小鼠小鼠海马中 Neu-N、

PSD-95和 TH蛋白表达水平降低，总 琢-突触核蛋白和 Ser129-

磷酸化 琢-突触核蛋白表达水平升高（P<0.05），而 DEX治疗能

够增加小鼠海马中 Neu-N、PSD-95和 TH蛋白表达水平，降低

总 琢-突触核蛋白和 Ser129-磷酸化 琢-突触核蛋白表达水平
（P<0.05），见图 1，表 3。

2.4 DEX降低模型小鼠氧化应激

与对照组小鼠相比，模型组小鼠 ROS和 MDA水平增加，

SOD水平降低（P<0.05），而 DEX治疗能够降低 ROS和 MDA

水平，增加 SOD水平（P<0.05）。（表 4）。

2.5 DEX抑制 NOX2表达

与对照组（324.56依16.32 pg/mL）小鼠相比，模型组

（689.56依28.54 pg/mL）小鼠 NOX2水平增加（P<0.05），而 DEX

治疗能够降低 NOX2水平（378.96依47.22 pg/mL）（P<0.05）。
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2.6 DEX降低模型小鼠炎症反应

与对照组小鼠相比，模型组小鼠 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水
平增加（P<0.05），而 DEX治疗能够降低 IL-1茁、IL-6 和 TNF-琢
水平（P<0.05）。（表 5）。

表 4氧化应激水平

Table 4 Oxidative stress levels

Groups ROS MDA（nmol/mg） SOD（U/mg）

Control group 1.02依0.05 11.13依1.14 188.23依13.26

Model group 1.89依0.13 26.87依1.33 56.23依4.78

The DEX group 1.22依0.14 14.32依1.87 163.25依1.42

F 16.324 18.234 15.628

P <0.001 <0.001 <0.001

表 5炎症因子水平

Table 5 Inflammatory factor levels

Groups IL-1茁 IL-6 TNF-琢

Control group 1.33依0.12 1.08依0.14 1.22依0.17

Model group 8.64依0.59 7.32依0.15 8.33依0.67

The DEX group 2.13依0.67 2.84依0.13 2.21依0.29

F 13.568 15.658 18.326

P <0.001 <0.001 <0.001

3 讨论

随着人类年龄的增长，特定认知领域（例如注意力、记忆

力、执行认知功能、语言和视觉空间能力）均出现可测量的下

降[16]。空间导航测试莫里斯水迷宫的模拟实验结果表明：与 18

至 26岁的年轻人相比，老年人（71-84岁的男性和女性）在空间

导航方面存在缺陷[17，18]。认知障碍是 PD患者最常见的具破坏

性的非运动症状之一，PD中的痴呆症可能继发于超出多巴胺

能系统的更广泛的神经变性，且认知障碍的风险随着 PD的进

展而增加[19，20]。临床研究表明，海马和皮质神经变性和路易病理

学与 PD患者的认知障碍或痴呆有关，而 NOX激活和相关的

ROS产生与更年期相关的学习和记忆障碍有关[21，22]。在反复接

触氯胺酮后，NOX的激活会导致大鼠的长期认知障碍，而在

A茁1-42诱导的阿尔茨海默病大鼠模型中，电针抑制 NOX可改

善空间学习和记忆能力以及海马神经元存活率[23]。这些发现表

明 NOX的激活对于学习和记忆障碍至关重要。

DEX的作用之一是突触前抑制大脑中去甲肾上腺素的释

放和细胞放电。在本研究中，用氧化应激模型小鼠表现出空间

学习和记忆障碍以及海马中的神经变性、突触丢失、琢-突触核
蛋白表达和 Ser129-磷酸化，而 DEX对 NOX2的抑制可改善

氧化应激诱导的海马中的神经变性、突触破坏和 琢-突触核蛋
白病理，这与改善小鼠的学习和记忆能力有关，与上述 Kuntic

M[21]和 Ye JS[23]的研究结论类似。氧化应激和慢性神经炎症是多

种神经退行性疾病共有的常见机制，由过量 ROS产生和小胶

质细胞激活引起的氧化损伤可能与 PD患者或老年人群的认

知障碍相关[24，25]。据报道，PD斑块的主要成分 A茁诱导的 H2O2

能够诱导突触蛋白减少和突触丢失，这与 A茁诱导的认知缺陷

有关[26]。在本研究中，DEX降低 ROS和MDA水平，增加 SOD

水平，表明右美托咪啶可显著增强机体抗氧化能力，减轻氧化

应激损伤，与徐尤年[27]等研究结果一致。

NOX是一个酶家族，包括 NOX1、NOX2、NOX3、NOX4、

NOX5、双氧化酶 1和双氧化酶 2，是小胶质细胞中产生超氧化

物的酶[28]。已有证据表明：NOX在 PD的氧化应激和神经炎症

中都起着重要作用，一旦被激活，NOX会产生神经毒性的细胞

外和细胞内 ROS，导致氧化损伤[29]。在 PD动物模型的大脑中

观察到 NADPH氧化酶的上调表达和激活，NOX2的药理学抑

制或基因缺失可减轻炎症小鼠 PD模型中的氧化应激和小胶

质细胞介导的神经炎症[30]。在本研究中，DEX对 NOX2的抑制

也显著降低了氧化应激诱导的海马氧化应激，而 DEX治疗能

够显著降低 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平（P＜0.05），分析其原因

在于：IL-1茁会影响海马依赖性学习，因此在大鼠脑室内注射
IL-1茁导致在Morris水迷宫中的表现不佳，而腹膜内或海马内

注射 IL-1茁后海马 IL-1茁浓度的增加进一步损害了大鼠海马组
织功能，因此 IL-1茁在海马中的慢性过度表达损害了小鼠空间
记忆中的长期上下文和空间记忆。重要的是，IL-1茁是雄性和雌
性 Sod1KO小鼠中唯一增加的细胞因子，这表明其在响应氧化

应激增加的认知功能障碍中具有重要作用。

综上所述，这项研究表明，DEX对 NOX2的抑制可通过

抑制小鼠模型中的氧化应激和神经炎症来阻断学习和记忆障

碍以及海马神经变性，说明 NOX2是驱动认知功能障碍的关

键因子。我们的研究结果揭示了认知功能障碍发病机制的新

机制，并可能为神经退行性疾病提供一种有前景的疾病改善治

疗策略。
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