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右美托咪定对癫痫大鼠海马神经元
凋亡及BDNF/TrκB信号通路的影响

赵 莉 1， 范翠翠 2

摘 要： 目的　探究右美托咪定对癫痫大鼠海马神经元凋亡及脑源性神经营养因子（BDNF）/酪氨酸激酶受
体B（Trκ狟）信号通路的影响。方法　腹腔注射氯化锂⁃硫酸阿托品⁃盐酸匹罗卡品构建癫痫大鼠模型。将建模成
功的 36只大鼠随机分为模型组、右美托咪定（50 μg/kg）组、右美托咪定（50 μg/kg）＋LM22B⁃10（BDNF/TrκB狟通路
激活剂，5 mg/kg）组，每组 12只，另取 12只大鼠作为对照组。建模结束后各组大鼠给予对应药物干预，每天 1次，连
续 1周。给药结束 24 h后，观察记录各组大鼠癫痫发作频率和持续时间；TUNEL染色观察海马神经元细胞凋亡情
况；免疫荧光染色检测海马CA1区脑组织中β⁃微管蛋白Ⅲ（Tuj1）阳性细胞情况；酶联免疫吸附法检测海马CA1区脑组
织中肿瘤坏死因子（TNF）⁃α、白介素（IL）⁃6水平；蛋白印迹法检测海马CA1区脑组织中BDNF、TrκB、B细胞淋巴瘤⁃2
相关X蛋白（Bax）、B细胞淋巴瘤⁃2（Bcl⁃2）蛋白表达。结果　与对照组相比，模型组大鼠癫痫发作频率、持续时间、
海马神经元凋亡细胞数目、海马CA1区脑组织TNF⁃α、IL⁃6水平、BDNF、TrκB、Bax蛋白表达水平显著升高（P<0. 05）；
海马CA1区脑组织Tuj1阳性细胞数目、Bcl⁃2蛋白表达水平显著降低（P<0. 05）；与模型组相比，右美托咪定组大鼠癫
痫发作频率、持续时间、海马神经元凋亡细胞数目、海马CA1区脑组织 TNF⁃α、IL⁃6水平、BDNF、TrκB、Bax蛋白表达
水平显著降低（P<0. 05）；海马CA1区脑组织 Tuj1阳性细胞数目、Bcl⁃2蛋白表达水平显著升高（P<0. 05）；LM22B⁃10
能部分逆转右美托咪定对癫痫大鼠各项指标的改善作用（P<0. 05）。结论　右美托咪定能降低癫痫大鼠的癫痫发
作以及抑制海马神经元的凋亡，减轻大鼠炎症反应，其机制可能与抑制BDNF/TrκB信号通路的激活有关。
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Effect of dexmedetomidine on hippocampal neuron apoptosis and the brain-derived neurotrophic factor/tyrosine 
kinase receptor B signaling pathway in epileptic rats ZHAO Li，FAN Cuicui.（Department of Anesthesiology， Wusong 
Hospital of Zhongshan Hospital，Fudan University， Shanghai 200443， China）

Abstract： Objective To investigate the effect of dexmedetomidine on hippocampal neuron apoptosis and the 
brain⁃derived neurotrophic factor（BDNF）/tyrosine kinase receptor B（TrκB） signaling pathway in epileptic rats. Methods 
A rat model of epilepsy was established by intraperitoneal injection of lithium chloride，atropine sulfate，and pilocarpine hydro⁃
chloride.  After successful modeling，36 rats were randomly divided into model group，dexmedetomidine（50 μg/kg） group，
and dexmedetomidine（50 μg/kg）+LM22B-10（a BDNF/TrκB pathway activator，5 mg/kg） group，with 12 rats in each group，
and another 12 rats were selected as control group.  After modeling ended，the rats in each group were given corresponding 
drug intervention once a day for 1 week.  At 24 hours after the end of administration，seizure frequency and duration were re⁃
corded for each group；TUNEL staining was used to observe hippocampal neuron apoptosis；immunofluorescent staining was 
used to observe β⁃tubulin Ⅲ（Tuj1）⁃positive cells in brain tissue of the hippocampal CA1 region；ELISA was used to measure 
the levels of tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α） and interleukin⁃6（IL⁃6） in brain tissue of the hippocampal CA1 region；Western 
blot was used to measure the protein expression levels of BDNF，TrκB，B⁃cell lymphoma⁃2 associated X protein（Bax），and B 
cell lymphoma⁃2（Bcl⁃2） in brain tissue of the hippocampal CA1 region. Results Compared with the control group，the 
model group had significant increases in seizure frequency and duration，the number of apoptotic hippocampal neurons，the 
levels of TNF⁃α and IL⁃6 in the hippocampal CA1 region，and the protein expression levels of BDNF，TrκB，and Bax in the 
hippocampal CA1 region（P<0. 05） and significant reductions in the number of Tuj1⁃positive cells and the protein expression 
level of Bcl-2 in the hippocampal CA1 region（P<0. 05）.  Compared with the model group，the dexmedetomidine group had sig⁃
nificant reductions in seizure frequency and duration，the number of apoptotic hippocampal neurons，the levels of TNF-α and 
IL⁃6 in the hippocampal CA1 region，and the protein expression levels of BDNF，TrκB，and Bax in the hippocampal CA1 region
（P<0. 05） and significant increases in the number of Tuj1⁃positive cells and the protein expression level of Bcl⁃2 in the hippo⁃
campal CA1 region（P<0. 05）.  LM22B⁃10 could partially reverse the role of dexmedetomidine in improving various indicators 
of epileptic rats（P<0. 05）. Conclusion Dexmedetomi⁃
dine can reduce seizure in epileptic rats，inhibit the apop⁃
tosis of hippocampal neurons，and alleviate inflammatory 
response in rats，possibly by inhibiting the activation of the 
BDNF/TkB signal pathway.
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Neuronal apoptosis； Inflammatory response
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癫痫是一种脑功能障碍的慢性综合征，神经元

突发性异常放电是其主要原因［1］。在癫痫发作过程

中，机体神经化学和生理学功能异常，可造成脑水

肿、心律失常、体温失调、电解质和葡萄糖的紊乱、横

纹肌溶解综合征以及认知功能受损等，甚至猝死［2］。

神经元凋亡是癫痫发作后大脑损伤的重要形式［3］。

因此，防治癫痫发作后神经元凋亡具有重要意义。

研究显示，脑源性神经营养因子（BDNF）以及介导其

生物学效应的受体⁃酪氨酸激酶受体B（TrκB）与多种

神经系统疾病的发生发展都有关［4］。研究显示，激

活BDNF/TrκB信号通路可以改善阿尔茨海默病大鼠

的记忆障碍［5］。作为一种α2⁃肾上腺素受体激动剂，

右美托咪定具有抗交感、镇静及镇痛等作用［6］。右

美托咪定对脑血管病也具有治疗效果，杨永红等［7］

研究发现，右美托咪定在改善脑缺血再灌注大鼠神

经损伤方面疗效显著。但其在抗癫痫方面的作用以

及机制尚不清楚。本研究拟基于BDNF/TrκB信号通

路，探讨右美托咪定对癫痫发作后海马神经元凋亡

的影响及其作用机制。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1 .1　动物　SPF 级别雄性 SD 大鼠，8~10 周

龄，体质量 244~274 g，购自南京伟沃生物科技有限

公司，生产许可证号：SCXK（苏）2021⁃0012，大鼠饲

养于温度为（21~24）℃，相对湿度为（57~62）%，12 h
光暗循环的环境中，本研究经复旦大学附属中山医

院吴淞医院伦理委员会批准（批准编号：JCLS⁃2022⁃
11⁃02）。

1.1 .2　主要药物与试剂　盐酸右美托咪定注

射液、氯化锂、肿瘤坏死因子（TNF⁃α）、白介素（IL⁃6） 
ELISA 试剂盒、盐酸匹罗卡品、BCA 试剂盒（批号分

别 为 DS29050、 DS14681、 DS58930、 DS23582、
DS28442、DS53821）均购自江西中洪博元生物技术

有限公司；BDNF/TrκB通路激活剂（LM22B⁃10，纯度

>99%）、TUNEL 凋亡检测试剂盒、硫酸阿托品、ECL
试剂、蛋白裂解液（批号分别为 BS25011、BS49142、
BS52855、BS27589、BS59202）均购自杭州铂赛生物

科技有限公司；鼠源β⁃微管蛋白Ⅲ（Tuj1）一抗、羊抗

鼠二抗、兔源BDNF、TrκB、B细胞淋巴瘤⁃2相关X蛋

白（Bax）、B 细胞淋巴瘤⁃2（Bcl⁃2）、β⁃actin、羊抗兔二

抗（ 批 号 分 别 为 KJ10940、KJ52015、KJ58292、
KJ25829、KJ57193、KJ53820、KJ25810、KJ41847）均

购自江苏凯基生物技术有限公司。

1.1 .3　主要仪器　LW3000T 型显微镜、Spec⁃
traMax M2型酶标仪、Quantum CX5型凝胶成像仪均

购自武汉天德生物科技有限公司。

1.2　方法　

1.2 .1　癫痫模型的建立及分组给药　构建癫

痫大鼠模型［8，9］：大鼠腹腔注射 127 mg/kg 的氯化锂

溶液，24 h后腹腔注射 1 mg/kg的硫酸阿托品，30 min
后注射 30 mg/kg的盐酸匹罗卡品。根据Racine分级

进行癫痫发作评定［10］，Ⅰ：嘴和面部抽动；Ⅱ：肌阵挛性

运动，但无直立；Ⅲ：肌阵挛，伴直立；Ⅳ：全身阵挛性

直立；Ⅴ：全身强直阵挛，姿势控制丧失（摔倒）。造

模成功的标准是达 Racine 分级Ⅳ以上，并持续

15 min以上［8］。将造模成功的36只大鼠随机分为模型

组、右美托咪定组（50 μg/kg）［11］、右美托咪定+LM22B⁃
10 组（50 μg/kg+5 mg/kg）［12］，每组 12 只。另取 12 只

健康大鼠按照上述造模方法注射等量生理盐水作为

对照组。

建模结束后，右美托咪定组根据参考文献［11］给

予大鼠 50 μg/kg 右美托咪定腹腔注射（将右美托咪

定和生理盐水混溶成浓度为 5 μg/ml的溶液，注射体

积 10 ml/kg）；右美托咪定+LM22B⁃10 组大鼠给予

50 μg/kg 右美托咪定腹腔注射和 5 mg/kg LM22B⁃10
侧脑室注射［12］（将右美托咪定、LM22B⁃10 分别和生

理盐水混溶成浓度分别为 5 μg/ml、0. 5 mg/ml 的溶

液，注射体积 10 ml/kg）；对照组和模型组大鼠腹腔注

射等体积生理盐水。各组每天注射1次，连续1周。

1.2 .2　大鼠癫痫发作频率和持续时间观察　

　给药结束 24 h后，于上午 9：00~12：00，下午 3：00~
6：00，记录大鼠癫痫发作频率和持续时间。

1.2 .3　TUNEL染色观察大鼠海马神经元细胞

凋亡情况　行为学观察结束后，处死大鼠，收集海马

CA1区处脑组织，分为两部分，一部分置于−70 ℃冰

箱保存，另一部分用 4%多聚甲醛固定，制作石蜡切

片，厚度为 4 μm。取部分切片，脱蜡、复水，蛋白酶K
工作液进行细胞通透操作，加入TUNEL试剂常温避

光孵育 1 h，含 HRP 的抗荧光素抗体室温避光孵育

0. 5 h，DAB 试剂显色 7 min，每一步骤间用 PBS漂洗

3次（每次 5 min），细胞核采用苏木素复染，显微镜下

观察。每张切片随机选取 5 个视野，记录视野内棕

褐色的阳性染色细胞数，即为凋亡细胞数，计算平

均值。
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1. 2. 4　免疫荧光染色检测大鼠海马 CA1区脑

组织 Tuj1 阳性细胞情况　取 1. 2. 3 中石蜡切片，脱

蜡洗涤后，进行抗原修复，室温封闭 1 h，加入稀释好

的鼠源Tuj1（1∶1 500）一抗，4 ℃孵育过夜，加入羊抗

鼠二抗（1∶2 500），室温孵育 2 h，对细胞核进行DAPI
染色后，荧光显微镜下观察，红色荧光即为Tuj1阳性

细胞。用 Image J处理图像，结果以Tuj1阳性细胞数

目 /mm2 表示。

1.2 .5　大鼠海马CA 1区脑组织中TNF⁃α、IL⁃6
水平的测定　取 1. 2. 3中海马CA1区脑组织，研磨匀

浆，4 ℃下 11 200 r/min 离心 15 min，取上清，ELISA
法检测上清液中TNF⁃α、IL⁃6水平。

1.2 .6　 大 鼠 海 马 CA 1 区 脑 组 织 中 BDNF、
TrκB、Bax、Bcl⁃2 的蛋白表达水平的测定　取

1. 2. 3 中大鼠海马 CA1区脑组织，研磨匀浆，蛋白裂

解液裂解，定量总蛋白浓度，取蛋白样品 85 μg，电泳

分离，转膜，用 5%的脱脂奶粉室温下孵育 1. 5 h。加

入稀释好的兔源 BDNF（1∶1 200）、TrκB（1∶1 450）、

Bax（1∶1 500）、Bcl⁃2（1∶1 500）、β⁃actin（1∶2 000）一

抗，4 ℃孵育过夜，加入羊抗兔二抗（1∶2 400），室温

下孵育 2 h，ECL试剂显影，以β⁃actin为内参，Image J
软件分析定量各组蛋白的灰度值。

1.3　统计学分析　

使用 SPSS 26. 0软件进行统计分析，计量资料以
-x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较行SNK⁃q检验，P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1　右美托咪定对癫痫大鼠癫痫行为的影

响　与对照组相比，模型组大鼠癫痫发作频率、持续

时间显著升高（P<0. 05）；与模型组相比，右美托咪

定组、右美托咪定＋LM22B⁃10 组大鼠癫痫发作频

率、持续时间显著降低（P<0. 05）；与右美托咪定组

相比，右美托咪定＋LM22B⁃10 组大鼠癫痫发作频

率、持续时间显著升高（P<0. 05）（见表1）。

2.2　右美托咪定对癫痫大鼠海马神经元细胞

凋亡和海马 CA1 区脑组织 Tuj1 阳性细胞的影响　　

　与对照组相比，模型组大鼠海马神经元凋亡细胞

数目显著升高，海马 CA1区脑组织 Tuj1 阳性细胞数

目显著降低（P<0. 05）；与模型组相比，右美托咪定

组、右美托咪定＋LM22B⁃10 组大鼠海马神经元凋

亡细胞数目显著降低，海马 CA1区脑组织 Tuj1 阳性

细胞数目显著升高（P<0. 05）；与右美托咪定组相

比，右美托咪定＋LM22B⁃10 组大鼠海马神经元凋

亡细胞数目显著升高，海马 CA1区脑组织 Tuj1 阳性

细胞数目显著降低（P<0. 05）（见表 2、图 1、图 2）。

表 2　各组大鼠海马神经元凋亡细胞数目和海马CA1区脑组

织Tuj1阳性细胞数目的比较（x̄±s，n=12）
组别

对照组

模型组

右美托咪定组

右美托咪定+LM22B⁃10组

海马神经元凋亡

细胞数目（个）
3. 24±0. 41

40. 81±5. 60a

11. 40±1. 16b

24. 16±2. 34bc

Tuj1阳性细胞

数目（个/mm2）
410. 36±51. 29
52. 81±6. 61a

213. 85±26. 73b

99. 74±11. 22bc

与对照组相比 aP<0. 05；与模型组相比 bP<0. 05；与右美托咪定

组相比 cP<0. 05。

表1　各组大鼠癫痫发作频率、持续时间的比较（x̄±s，n=12）
组别

对照组

模型组

右美托咪定组

右美托咪定+LM22B-10组

发作频率（次）
0. 00±0. 00
3. 51±0. 44a

1. 42±0. 16b

2. 60±0. 34bc

持续时间（s）
0. 00±0. 00

67. 41±8. 43a

36. 74±4. 59b

52. 26±6. 53bc

与对照组相比 aP<0. 05；与模型组相比 bP<0. 05；与右美托咪定

组相比 cP<0. 05。

A:对照组;B:模型组;C:美托咪定组;D:右美托咪定＋LM22B⁃10组。
图1　各组大鼠海马神经元TUNEL染色图（400×）
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2 .3　右美托咪定对癫痫大鼠海马 CA 1区脑组

织中 TNF⁃α、IL⁃6 水平的影响　与对照组相比，模

型组大鼠海马CA1区脑组织中TNF⁃α、IL⁃6水平显著

升高（P<0. 05）；与模型组相比，右美托咪定组、右美

托咪定＋LM22B⁃10 组大鼠海马 CA1 区脑组织中

TNF⁃α、IL⁃6水平显著降低（P<0. 05）；与右美托咪定

组相比，右美托咪定＋LM22B⁃10组大鼠海马 CA1区

脑 组 织 中 TNF⁃α、IL⁃6 水 平 显 著 升 高（P<0. 05）
（见表3）。

2.4　右美托咪定对癫痫大鼠海马 CA 1区脑组

织中 BDNF、TrκB、Bax、Bcl⁃2 蛋白表达水平的影

响　与对照组相比，模型组海马 CA1 区脑组织中

BDNF、TrκB、Bax蛋白表达水平显著升高（P<0. 05），

Bcl⁃2蛋白表达水平显著降低（P<0. 05）；与模型组相

比，右美托咪定组、右美托咪定＋LM22B⁃10 组大鼠

海马CA1区脑组织中BDNF、TrκB、Bax蛋白表达水平

显著降低（P<0. 05），Bcl⁃2 蛋白表达水平显著升高

（P<0. 05）；与右美托咪定组相比，右美托咪定＋

LM22B⁃10组大鼠海马 CA1区脑组织中 BDNF、TrκB、

Bax 蛋白表达水平显著升高（P<0. 05），Bcl⁃2 蛋白表

达水平显著降低（P<0. 05）（见图3、表4）。

A:对照组;B:模型组;C:右美托咪定组;D:右美托咪定+LM22B⁃10组。
图3　各组大鼠海马 CA1区脑组织中 BDNF、TrκB、Bax、Bcl⁃2 蛋白印

迹图

图2　各组大鼠海马CA1区脑组织Tuj1阳性细胞免疫荧光染色图（200×）

表 3　各组大鼠海马CA1区脑组织中TNF⁃α、IL⁃6水平的比较

（x̄±s，n=12，pg/mg）
组别

对照组

模型组

右美托咪定组

右美托咪定＋LM22B⁃10组

TNF⁃α
278. 59±41. 59

714. 51±106. 48a

428. 69±55. 68b

579. 48±64. 79bc

IL⁃6
149. 69±27. 70
482. 68±58. 25a

258. 20±26. 79b

351. 59±40. 28bc

注：与对照组相比 aP<0. 05；与模型组相比bP<0. 05；与右美托咪

定组相比 cP<0. 05。
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海马神经元凋亡是癫痫持续状态后神经细胞丢

失的重要形式［13］。研究显示，癫痫发作后还伴随着

神经炎症反应，会引起脑组织细胞神经炎性损伤［14］。

本研究构建癫痫大鼠模型，其病理学表现类似于颞

叶癫痫，其行为表现遵循Racine标准。同时，模型组

大鼠癫痫发作频率、持续时间、海马神经元凋亡细胞

数目、海马 CA1区脑组织 TNF⁃α、IL⁃6 水平较对照组

显著升高，表明癫痫大鼠神经元凋亡情况加重，存活

神经元减少，同时伴随炎症反应。

右美托咪定可与不同的 α2 受体亚型结合后产

生相应的镇静、镇痛、抗焦虑、血压升高等作用。研

究发现，右美托咪定能减轻脑缺血再灌注损伤大鼠

神经炎症和神经元损害，改善脑细胞凋亡，是一种神

经保护剂［15］，其在临床治疗老年精神病患者无抽搐

电休克方面效果显著［16］。Bax和Bcl⁃2是凋亡调控蛋

白，Bax促进细胞凋亡，而 Bcl⁃2作为抗凋亡蛋白，功

能与之相反［17，18］。Tuj1 是一种微管蛋白，也是神经

元的标志物之一，其表达越高表示神经元存活数越

多［19］。本研究结果发现，相比于模型组，右美托咪定

组大鼠癫痫发作频率、持续时间、海马神经元凋亡细

胞数目、海马 CA1区脑组织 TNF⁃α、IL⁃6 水平、Bax 蛋

白表达水平显著降低，海马 CA1区脑组织 Tuj1 阳性

细胞数目、Bcl⁃2 蛋白表达水平显著升高，提示右美

托咪定干预可以显著降低癫痫大鼠的发作频率和持

续时间以及神经元凋亡数量，增加神经元存活数目，

抑制炎症反应。

BDNF 能影响神经元的存活、分化和维持，还

在成熟海马的兴奋性和神经递质合成方面具有重

要调控作用［20］。作为 BDNF 的受体 TrκB，与 BDNF
结合时，引发酪氨酸磷酸化，进而触发一系列级联

信号转导，参与多种生理反应［21］。Javaid 等［22］研究

报道，癫痫小鼠脑组织中 BDNF/TrκB 信号传导被

激活，使得脑组织促炎细胞因子活性升高，而经噻

加宾治疗后癫痫小鼠脑组织氧化应激、BDNF/TrκB
信号传导和促炎细胞因子活性受到抑制，癫痫症状

得到显著改善［23］。除此之外，BDNF/TrκB 信号通

路的激活还可引起海马兴奋环路的建立，导致细胞

内钙离子内流，增强兴奋性突触后电位［24］。本研

究结果显示，癫痫大鼠海马 CA1区脑组织中 BDNF、
TrκB 蛋白表达水平显著升高，而右美托咪定干预

后 BDNF、TrκB 蛋白表达水平显著降低。在右美托

咪定基础上添加 BDNF/TrκB 通路激活剂 LM22B⁃10
后，癫痫大鼠发作频率、持续时间以及海马神经元凋

亡细胞数目、海马 CA1 区脑组织 TNF⁃α、IL⁃6 水平、

BDNF、TrκB、Bax蛋白表达水平较右美托咪定组显著

升高，海马CA1区脑组织Tuj1阳性细胞数目、Bcl⁃2蛋

白表达水平较右美托咪定组显著降低，提示右美托咪

定引起的减弱癫痫大鼠神经元细胞凋亡能力被

LM22B⁃10抑制，进一步提示右美托咪定可能通过阻

断 BDNF/TrκB 通路的激活发挥改善大鼠癫痫发作、

抑制海马神经元凋亡及炎症反应的目的。

综上所述，右美托咪定能降低癫痫大鼠的癫痫

发作以及抑制海马神经元的凋亡，减轻大鼠炎症反

应，其机制可能与抑制 BDNF/TrκB 信号通路的激活

有关。但本研究仅探究了右美托咪定通过 BDNF/
TrκB信号通路对癫痫大鼠的作用，右美托咪定能否

通过其他信号通路发挥抗癫痫作用，有待后续

研究。

伦理学声明：本研究方案经复旦大学附属中山

医院吴淞医院伦理委员会批准（批准编号：JCLS-

2022-11-02）。

表4　各组大鼠海马CA1区脑组织中BDNF、TrκB、Bax、Bcl⁃2蛋白表达水平的比较（x̄±s，n=12）
组别

对照组

模型组

右美托咪定组

右美托咪定＋LM22B⁃10组

BDNF/（β⁃actin）

0. 32±0. 04
1. 02±0. 11a

0. 47±0. 06b

0. 73±0. 09bc

TrκB/（β⁃actin）

0. 22±0. 04
0. 96±0. 12a

0. 54±0. 07b

0. 80±0. 11bc

Bax/（β⁃actin）

0. 27±0. 03
0. 78±0. 12a

0. 34±0. 04b

0. 51±0. 07bc

Bcl⁃2/（β⁃actin）

0. 98±0. 12
0. 36±0. 06a

0. 65±0. 08b

0. 49±0. 10bc

注：与对照组相比 aP<0. 05；与模型组相比bP<0. 05；与右美托咪定组相比 cP<0. 05。
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