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以缺血、缺氧脑损伤为病理基础发生发展形成的各

种脑血管疾病是非常严重的医疗和社会问题［1］。脑缺

血、缺氧时，谷氨酸大量释放并在突触间隙堆积，造成钙

超载［2-3］和和氧自由基增多［4-5］，最终导致神经元坏死、凋

亡，是脑损伤病理过程中的重要因素之一。PC12细胞

具有典型的神经内分泌细胞结构和功能特征，被广泛应

用于神经生理和药理学的研究［6］。右美托咪定（Dex）是

一种新型的高选择性、高特异性α2肾上腺素受体激动

剂，具有镇静、镇痛、抗交感等作用［7］，其独特的药理特点

使之可用作 ICU患者镇静和手术患者麻醉［8］。近期大

量临床和基础实验研究［9-11］表明，Dex具有一定的神经保

护作用，并已引起广泛关注。但目前Dex发挥神经保护

作用的具体机制尚不清楚，Dex能否保护神经元细胞拮

抗过量谷氨酸引起的损伤尚未见报道。因此，本实验应

用高浓度谷氨酸（Glu）处理PC12细胞，以建立神经元缺
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摘要：目的 研究右美托咪定（Dex）对谷氨酸所致PC12细胞损伤的保护作用及机制。方法 应用高浓度谷氨酸处理PC12细胞以

建立细胞缺氧损伤模型。应用MTT法测定细胞存活率，采用试剂盒分别测定细胞培养液中乳酸脱氢酶释放量，细胞丙二醛含

量和超氧化物歧化酶活力，DCFH-DA染色流式细胞仪检测细胞内活性氧水平，Fluo-8染色流式细胞仪检测细胞内钙离子含量，

JC-1染色流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位。结果 在0.01~100 μmol/L浓度范围内，Dex浓度依赖性地拮抗谷氨酸所致PC12

细胞损伤，至100 μmol/L时，细胞存活率达到正常组的（86.6±2.2）%，显著高于模型组（P<0.01），乳酸脱氢酶释放量为正常组的

1.4±0.1倍，显著低于模型组（P<0.01）。1 μmol/L Dex预处理谷氨酸损伤的PC12细胞，与模型组相比，能够显著降低丙二醛含量

（P<0.01），提高超氧化物歧化酶活力（P<0.01），抑制胞内活性氧过度生成（P<0.01），降低细胞内Ca2+浓度（P<0.01），稳定细胞线

粒体膜电位（P<0.01）。结论 Dex对谷氨酸所致PC12细胞损伤具有保护作用，其机制可能与Dex抗氧化和抑制细胞内钙超载，

保护线粒体功能相关。
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Abstract: Objective To investigate the protective effects of dexmedetomidine (Dex) against glutamate-induced cytotoxicity in
PC12 cells and its mechanism. Methods PC12 cells were treated with varying concentrations of dexmedetomidine 1 h before
exposure to a high concentration of glutamate. The cell viability was measured by MTT assay, and LDH release, MDA content
and SOD activity were measured. The level of ROS was tested by DCFH-DA staining and flow cytometry. The level of
intracellular Ca2+ was detected by Fluo-8 staining and flow cytometry, and the mitochondrial membrane potential (MMP) was
determined with JC-1 staining and flow cytometry. Results Within the concentration range of 0.01 to 100 μmol/L, Dex
dose-dependently protected PC12 cells against glutamate-induced cytotoxicity. Treatment with 100 μmol/L Dex significantly
increased the cell viability to (86.6±2.2)% of that of the control cells (P<0.01) and decreased LDH release to 1.4±0.1 folds of the
control level (P<0.01). In PC12 cells exposed to glutamate, Dex pretreatment significantly reduced MDA content (P<0.01),
enhanced SOD activity (P<0.01), inhibited ROS overproduction (P<0.01), reduced intracellular Ca2 + level (P<0.01) and
maintained a stable MMP (P<0.01). Conclusion Dexmedetomidine can protect PC12 cells against glutamate-induced injury
possibly in relation with its anti-oxidative activity, inhibitory effect on intracellular calcium overload and protective effect of
the mitochondria.
Keywords: dexmedetomidine; PC12 cells; glutamate
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氧损伤模型，探讨Dex对缺氧损伤神经细胞的保护作用

及其可能机制。

l 材料和方法

1.1 主要药品、试剂与实验仪器

盐酸右美托咪定（上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，E1521017）；谷氨酸（国药集团化学试剂有限公司，

20150422）；MTT（Amresco 公司，0905C424）；DMEM

培养基（Gibco公司，8116395）；乳酸脱氢酶（LDH）活力

定量测定试剂盒（普利莱基因技术有限公司，201303）；

细胞丙二醛（MDA）测试盒（南京建成生物工程研究所，

20160711）、超氧化物歧化酶（SOD）测定试剂盒（南京建

成生物工程研究所，2160714）；活性氧检测试剂盒（碧云

天生物技术有限公司，040116160612）、线粒体膜电位

检测试剂盒（JC-1）（碧云天生物技术有限公司，

052716160614）；Fluo-8® Calcium Reagents and Screen

Quest™ Fluo-8 NW Calcium Assay Kits（AAT Bioquest,

133091）；酶标仪（美国Molecular Devices, FlexStation

3）；流式细胞仪（美国B-D）。

1.2 细胞培养

PC12细胞（大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤细胞株）由

南京医科大学胡刚教授惠赠。采用传统方法复苏并培

养PC12细胞，细胞培养液为含10%胎牛血清，105 U/L

青霉素，100 mg/L链霉素，pH7.4的DMEM培养基。细

胞长到约 80%皿底时，弃去原培养液，PBS 洗两次，

0.25%的胰酶消化后加新鲜培养液，用吸管轻轻吹打数

次，使细胞完全分散，进行传代。

1.3 细胞缺氧模型的建立

参考《药理实验新方法和技术》缺氧细胞模型，采用

不同浓度Glu（5、10、20、30、40 mmol/L）处理PC12细胞

24 h，用细胞活力进行评价，结果表明，20 mmol/L Glu

使细胞存活率下降为正常组的（73.5±1.1）%，细胞损伤

程度适中，以此建立模型进行实验。

1.4 实验分组

（1）对照组：生理盐水预处理1 h后，弃去原培养液，

加入等体积无血清的DMEM培养液；（2）Dex组：1 μmol/L

Dex预处理1 h后，弃去原培养液，加入等体积含Dex

（1 μmol/L）的DMEM培养液；（3）模型组：生理盐水预

处理1 h后，弃去原培养液，加入等体积含20 mmol/L

Glu 的无血清 DMEM 培养液；（4）处理组：1 μmol/L

Dex预处理1 h后，弃去原培养液，加入等体积含Dex

（1 μmol/L）和Glu（20 mmol/L）的无血清DMEM培养液。

1.5 细胞存活率测定

将PC12细胞以l×105/mL的密度接种于96孔板中，

每孔100 μL，置于37 ℃，5% CO2培养箱，24 h后换以无

血清DMEM培养基继续培养24 h后用于实验。各组分

别处理后，每孔加入10 μL含MTT（5 mg/mL）的无血清

DMEM培养基，外源性的MTT可被活细胞线粒体中的

琥珀酸脱氢酶还原为蓝紫色结晶甲瓒并沉积在细胞

中。继续培养4 h后，弃去培养液，每孔加入100 μL二甲

基亚砜（DMSO），待蓝紫色甲瓒完全溶解（震荡10 min），

用酶标仪测定570 nm波长处的吸光度，计算细胞存活率。

1.6 LDH含量测定

将PC12细胞以5×105/mL的密度接种于6孔板中，

每孔2 mL，置于37 ℃，5% CO2培养箱，24 h后用于实验。

各组分别处理后，收集上清液，3000 r/min 离心5 min，

4 ℃，取离心后上清10 μL加入96孔板中，按试剂盒说明

加入反应液，酶标仪读取570 nm波长A值，计算可得

LDH含量。

1.7 细胞样本收集

将PC12细胞以5×105/mL的密度接种于6孔板中，

每孔2 mL，置于37 ℃，5% CO2培养箱，24 h后用于实

验。各组分别处理后，弃去上清，用细胞刮将细胞直接

刮下，收集到1.5 mL EP管中。2000 r/min离心5 min，弃

上清，加入1% Triton 200 μL，冰浴裂解20 min，12 000 g
离心10 min，4 ℃，将上清转移到新的离心管中用于测定。

1.8 MDA含量测定

MDA是过氧化脂质降解产物，其高低间接反应了

机体细胞受自由基攻击的严重程度。收集样本后，加入

300 μL试剂五提取液，混匀2 min，取样0.1 mL于1.5 mL

EP管中，按试剂盒说明加入各试剂后，吸取0.25 mL反

应液于96孔板中，酶标仪读取530 nm波长A值。上述

样本准备好后，同时用BCA试剂盒测定蛋白浓度。根

据公式计算可得MDA含量。

1.9 SOD活力测定

SOD活力的高低间接反应了机体清除氧自由基的

能力。收集样本后，按试剂盒说明加入各试剂，酶标仪

读取450 nm波长A值。同时用BCA试剂盒测定蛋白浓

度。根据公式计算可得SOD活力。

1.10 ROS含量测定

探针DCFH-DA本身没有荧光，可自由穿过细胞

膜，被细胞内的酯酶水解生成DCFH，而DCFH不能通

透细胞膜。细胞内的活性氧可以氧化无荧光的DCFH

生成有荧光的DCF。检测DCF的荧光就可以知道细胞

内活性氧的水平。收集样本后，按试剂盒说明，

DCF-DA染色，采用流式细胞仪检测。

1.11 细胞内Ca2+含量测定

收集样本后，按试剂盒说明，Fluo8染色，采用流式

细胞仪检测。

1.12 线粒体膜电位含量测定

线粒体膜电位较高时，JC-1形成聚合物，产生红色

荧光；线粒体膜电位较低时，JC-1为单体，产生绿色荧
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光。常用红绿荧光的相对比例来衡量线粒体膜电位的

变化。收集样本后，按试剂盒说明，JC-1染色，采用流式

细胞仪检测。

1.13 数据处理

实验数据处理采用SPSS 17.0软件，结果以均数±

标准差表示，组间比较采用单因素方差分析和双因素方

差分析，P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 谷氨酸对PC12细胞的损伤作用

采用不同浓度Glu处理PC12细胞，观察细胞存活率

和LDH释放。图1结果显示，Glu 5、10、20、30、40 mmol/L

浓度时分别使细胞存活率下降为对照组的（90.2±1.1）%、

（84.1±1.5）%、（73.5±1.1）%、（53.6±2.0）%、（13.2±0.7）%，

LDH释放分别为对照组的1.6±0.1、1.8±0.1、2.2±0.1、

2.7±0.1、3.7±0.2倍。因此，本实验采用20 mmol/L的

Glu作用于PC12细胞24 h作为细胞缺氧损伤模型，进

一步探究Dex的保护作用。

Glu (mmol/L) Glu (mmol/L)

图1 不同浓度谷氨酸对PC12细胞存活率和LDH释放的影响
Fig.1 Effects of glutamate (Glu) on cell viability (A) and LDH release (B) in PC12 cells. *P<0.01 vs control group.
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2.2 Dex对Glu所致PC12细胞损伤的保护作用

加入不同浓度的 Dex（0.01~100 μmol/L）预处理

1 h后行Glu造模，观察细胞存活率和LDH释放量。

图 2结果表明，Dex预处理Glu损伤的PC12细胞，在

0.01 μmol/L即表现出保护作用，浓度越高，保护作用

越强，至 100 μmol/L 时，细胞存活率达到对照组的

（86.6±2.2）%，显著高于模型组（P<0.01），LDH释放量为

对照组的1.4±0.1倍，显著低于模型组（P<0.01）。

Dex (μmol/L) Dex (μmol/L)

图2 右美托咪定对谷氨酸损伤PC12细胞存活率和LDH释放的影响
Fig.2 Effect of DEX on cell viability (A) and LDH release (B) in Glu-exposed PC12 cells. *P<0.01 vs control group; #P<0.05, ##P<
0.01 vs model group.
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2.3 Dex对Glu损伤细胞MDA和SOD的作用

为观察Dex对Glu损伤细胞氧化应激的影响，检测

细胞MDA含量和SOD活力。图3结果显示，与对照组相

比，模型组MDA含量增加到2.6±0.1 mmol/L（P<0.01），

SOD活力降低到19.2±0.8 U/mg（P<0.01）。而与模型

组相比，1 μmol/L Dex预处理使细胞MDA含量降为

2.0±0.1 mmol/L，显著低于模型组（P<0.01）；SOD增加

到22.7±0.6 U/L，显著高于模型组（P<0.01）。
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2.4 Dex对Glu损伤细胞胞内ROS的作用

采用DCF的平均荧光强度（MFI）反映细胞内活性

氧的水平。图4结果显示，与对照组相比，模型组MFI

从170.1±14.4增加到516.7±19.0（P<0.01）。与模型组

相比，Dex预处理使MFI 降为310.4±19.5，显著低于模

型组（P<0.01）。

图 4 右美托咪定对谷氨酸损伤PC12细胞
ROS水平的影响
Fig.4 Effect of DEX on ROS level measured
by mean fluorescence intensity (MFI) of DCF
in Glu-exposed PC12 cells. *P<0.01; #P<0.01.
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2.5 Dex对Glu损伤细胞胞内Ca2+的作用

采用Fluo8的平均荧光强度反映细胞内钙离子的

水平。图 5结果显示，与对照组相比，模型组MFI从

103.1±7.8增加到160.0±8.0（P<0.01）。与模型组相比，Dex

预处理使MFI降为129.9±5.6，显著低于模型组（P<0.01）。

2.6 Dex对Glu损伤细胞线粒体膜电位的作用

常用红绿荧光的相对比例来衡量线粒体膜电位的

变化。图6结果显示，与对照组相比，模型组MFI比值

从 3.4±0.1降低到 2.2±0.2（P<0.01）。与模型组相比，

Dex 1 μmol/L使MFI增加到2.9±0.2，显著高于模型组

图3 右美托咪定对谷氨酸损伤PC12细胞MDA含量和SOD活力的影响
Fig.3 Effect of DEX on MDA content (A) and SOD activity (B) in Glu-exposed PC12 cells. *P<0.01; #P<0.01.
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图5 右美托咪定对谷氨酸损伤PC12细胞胞内钙
离子水平的影响
Fig.5 Effect of DEX on intracellular Ca2 + level
measured by MFI of Fluo8 in Glu-exposed PC12
cells. *P<0.01; #P<0.01.
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图6 右美托咪定对谷氨酸损伤PC12细胞线
粒体膜电位的影响
Fig.6 Effect of DEX on mitochondrial
membrane potential (MMP) measured by
MFI of J-aggregates to JC-1 ratio in Glu-
exposed PC12 cells. *P<0.01; #P<0.01.
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3 讨论

脑血管疾病是威胁人类健康的重大疾病之一，其中

约70%为缺血性脑血管疾病［12］。然而，目前临床上神经

保护药物疗效有限，此类药物的研究具有重要的临床价

值和社会意义。Dex是一种新型的α2肾上腺素受体激

动剂，作为一种崭新的麻醉辅助用药而广泛应用于临
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床。研究［13-16］发现，Dex对缺血缺氧脑损伤具有保护作

用，其可能机制包括抑制儿茶酚胺释放、抑制神经元凋

亡、抑制神经炎症反应等，但其具体机制仍不清楚。本

实验采用高浓度Glu处理PC12细胞作为神经元缺氧损伤

模型，进一步探讨Dex发挥神经保护作用的机制。

在本实验中，高浓度Glu处理PC12细胞，使细胞存

活率显著下降，LDH释放显著增加，提示这可以作为神经

元缺氧模型，这也与文献报道［2-5］相符。在0.01~100 μmol/L

浓度范围内，Dex预处理能浓度依赖性地拮抗Glu所致

PC12细胞损伤，使细胞存活率显著提高，LDH释放显著

减少。最近Wei等［17］报道，应用Dex预处理大鼠原代培

养神经元，能减弱丙泊酚诱导的神经毒性，这与本实验

结果一致，表明在不同的细胞实验模型中，Dex均可发

挥神经保护作用。

脑损伤时谷氨酸堆积可诱发氧化应激反应［18］，引起

氧自由基增多，ROS过度生成［19］。通过检测细胞ROS、

MDA含量和SOD活力来评价细胞氧化应激损伤的程

度。本实验结果显示，1 μmol/L Dex能降低Glu损伤

PC12细胞MDA含量，提高SOD活力，抑制ROS过度生

成，这提示Dex具有抗氧化应激作用。近年，在多种基

础实验模型和临床研究中都观察到Dex具有抗氧化作

用。Eser等［20］报道，在缺血再灌注损伤的大鼠，DEX具

有抗氧化作用，使MDA水平降低，SOD活力增加，从而

发挥神经保护作用。Rodríguez-González等［21］也发现，

Dex能够通过降低细胞内ROS水平，抑制氧化应激，拮

抗 糖 氧 剥 夺 所 致 大 鼠 原 代 培 养 神 经 元 损 伤。

Yagmurdur等［22］指出，Dex可以通过抑制氧化应激来减

轻止血带所致上肢手术患者损伤。而本实验在Glu损

伤PC12细胞模型上，进一步揭示了Dex的神经保护作

用可能与其增加细胞氧自由基清除能力，抑制活性氧类

物质过度产生，减轻氧化应激反应有关，这也与上述研

究结论相互印证。

脑损伤时过量释放的Glu还促进Ca2+内流，造成胞

内钙超载，导致神经元凋亡、坏死［23］。有文献报道［24］，钙

通道的激活是Dex发挥镇静催眠作用的机制之一。还

有文献证实［25］，Dex预处理可以抑制Ca2+内流，降低心肌

细胞内钙浓度，发挥抗心律失常的作用。而本实验观察

了Dex预处理对Glu损伤PC12细胞胞内Ca2+水平的影

响，结果发现，Dex能够拮抗谷氨酸引起的胞内Ca2+浓度

升高，这可能与Dex抑制Glu和其受体相结合，从而减

少Ca2+进入细胞内，降低细胞内游离钙浓度有关，而其

具体机制尚需进一步的研究。该实验结果提示，Dex的神

经保护作用可能与其抑制钙超载有关，这为深入阐明Dex

的神经保护作用机制提供了新的有意义的实验依据。

Glu对神经元细胞的毒性作用包括氧化应激和钙

超载。氧化应激造成ROS生成过多，可通过线粒体通

透性转换孔等途径损伤线粒体功能［26］；钙超载可触发线

粒体摄取Ca2+，累积形成不溶性磷酸钙，损伤线粒体功

能。线粒体介导的凋亡途径是细胞凋亡的主要途径之

一。Gerhart-Hines等［27］研究发现，Dex预处理能减轻心

肌细胞粒体结构和功能损伤，从而改善心肌功能。

Katare 等［28］进一步证实，Dex 预处理可能抑制心肌

mPTP开放，维持线粒体结构的完整，减少线粒体介导

细胞凋亡的发生。上述研究证实了Dex能减轻缺氧心

肌线粒体功能受损，改善心肌功能，而本实验在Glu损

伤PC12细胞缺氧模型上发现Dex能逆转Glu引起的线

粒体膜电位丢失，稳定线粒体膜电位，从而保护线粒体

功能，发挥神经保护作用，提示这可能是Dex发挥神经

保护作用的另一机制。

综上所述，本实验发现右美托咪定可能通过抗氧化

与抑制胞内钙超载，保护线粒体功能，从而对谷氨酸所

致PC12损伤发挥保护作用，这为右美托咪定发挥神经

保护作用的机制研究提供了新的实验证据，为其临床应

用提供了理论依据。
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