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[摘要] 目的 探讨瑞马唑仑对脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑神经的保护作用及其机制。方法 将50只雄

性SD 大鼠随机分为5组,分别为假手术(Sham)组、脑缺血再灌注(I/R)组、I/R+瑞马唑仑(I/R+RE组)组、I/R+
RE+LY294002(I/R+RE+LY)组及I/R+LY组。采用神经功能缺损评分评估各组大鼠的神经功能障碍程度,随
后获取各组大鼠动脉血及脑组织病理切片,使用2,3,5-氯化三苯基四氮唑对脑组织切片染色并计算各组大鼠的脑

梗死体积比,采用酶联免疫吸附试验检测各组大鼠血清白细胞介素-6(IL-6)、白细胞介素-1β(IL-1β)和肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)水平,采用免疫印迹实验检测各组大鼠脑组织中蛋白激酶B(AKT)、磷酸化AKT(p-AKT)、核因子κ-
活化B细胞轻链增强子p65(NF-κBp65)和磷酸化NF-κBp65(p-NF-κBp65)的相对表达量,再使用免疫荧光法检

测各组大鼠脑组织细胞核内、外p-NF-κBp65的表达。结果 各组大鼠的脑梗死体积比、神经功能缺损评分,血清

IL-6、IL-1β、TNF-α水平,p-AKT、p-NF-κBp65相对表达量以及p-AKT/AKT、p-NF-κBp65/NF-κBp65比值比较,

差异均有显著性(F=72.41~654.90,P<0.05)。其中,与Sham组相比,I/R组大鼠的脑梗死体积比、神经功能缺

损评分,血清IL-6、IL-1β、TNF-α水平,脑组织p-NF-κBp65相对表达量及p-NF-κBp65/NF-κBp65比值均显著增

高(P<0.05);脑组织p-AKT相对表达量、p-AKT/AKT比值显著下降(P<0.05);免疫荧光法显示大鼠脑组织中

p-NF-κBp65细胞核易位增多。与I/R组、I/R+RE+LY组和I/R+LY组相比,I/R+RE组大鼠的脑梗死体积

比、神经功能缺损评分,血清IL-6、IL-1β、TNF-α水平,脑组织p-NF-κBp65相对表达量和p-NF-κBp65/NF-κBp65
比值均显著下降(P<0.05);脑组织p-AKT相对表达量和p-AKT/AKT比值显著增高(P<0.05);免疫荧光法显示

脑组织中p-NF-κBp65细胞核易位减少。结论 瑞马唑仑可减轻脑I/R损伤引起的炎症反应,发挥脑神经保护的

作用,其保护机制与其对AKT/NF-κB信号通路的调控有关。
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PROTECTIVEEFFECTOFREMIMAZOLAMONCEREBRALNERVESINARATMODELOFCEREBRALISCHEMIA/REPER-

FUSIONINJURYANDITSMECHANISM DUANMei,LIUJia,ZHANGJing,SUNXiaoli,WANGShilei (Departmentof

Anesthesiology,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266555,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheprotectiveeffectofremimazolamoncerebralnervesinaratmodelofcerebralis-

chemia/reperfusioninjuryanditsmechanism. Methods Atotalof50maleSprague-Dawleyratswererandomlydividedinto

sham-operationgroup(Shamgroup),cerebralischemia/reperfusiongroup(I/Rgroup),I/R+remimazolam (RE)group,I/R+

RE+LY294002(LY)group,andI/R+LYgroup.Neurologicaldeficitscorewasusedtoevaluatethedegreeofneurologicaldys-

function.Afterarterialbloodsamplesandbraintissuepathologicalsectionswerecollectedfromtheratsineachgroup,2,3,5-trip-

henyltetrazoliumchloridestainingwasperformedforthebraintissuesectionstocalculatecerebralinfarctvolumeratio;ELISAwas

usedtomeasuretheserumlevelsofinterleukin-6(IL-6),interleukin-1β(IL-1β),andtumornecrosisfactor-α(TNF-α);Western

blottingwasusedtomeasuretherelativeexpressionlevelsofproteinkinaseB(AKT),phosphorylatedAKT(p-AKT),nuclear

factor-kappaBp65(NF-κBp65),andphosphorylatedNF-κBp65(p-NF-κBp65)inbraintissue,andthenimmunofluorescenceas-

saywasusedtomeasuretheexpressionlevelofp-NF-κBp65insideandoutsidethenucleusofcellsinbraintissue. Results

Thereweresignificantdifferencesbetweenthesegroupsincerebralinfarctvolumeratio,neurologicaldeficitscore,theserumlevels

ofIL-6,IL-1β,andTNF-α,therelativeexpressionlevelsofp-AKTandp-NF-κBp65,p-AKT/AKTratio,andp-NF-κBp65/NF-

κBp65ratio(F=72.41-654.90,P<0.05).ComparedwiththeShamgroup,theI/Rgrouphadsignificantincreasesincerebralin-

farctvolumeratio,neurologicaldeficitscore,theserumlevelsofIL-6,IL-1β,andTNF-α,therelativeexpressionlevelofp-NF-κB

p65inbraintissue,andp-NF-κBp65/NF-κBp65ratio(P<0.05)andsignificantreductionsintherelativeexpressionlevelofp-

AKTinbraintissueandp-AKT/AKTratio(P<0.05),andimmunofluorescenceassayshowedasignificantincreaseinthenuclear

translocationofp-NF-κBp65inbraintissue.ComparedwiththeI/Rgroup,theI/R+RE+LYgroup,andtheI/R+LYgroup,

theI/R+REgrouphadsignificantreductionsincerebralinfarct
volumeratio,neurologicaldeficitscore,theserumlevelsofIL-6,

IL-1β,andTNF-α,therelativeexpressionlevelofp-NF-κBp65in
braintissue,andp-NF-κBp65/NF-κBp65ratio(P<0.05)andsig-
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nificantincreasesintherelativeexpressionlevelofp-AKTinbraintissueandp-AKT/AKTratio(P<0.05),andimmunofluores-

cenceassayshowedasignificantreductioninthenucleartranslocationofp-NF-κBp65inbraintissue. Conclusion Remimazolam

exertsaprotectiveeffectoncerebralnervesbyalleviatinginflammatoryresponsecausedbybrainI/Rinjury,possiblybyregulating

theAKT/NF-κBsignalingpathway.
[KEYWORDS] Benzodiazepines;Reperfusioninjury;Brainischemia;NF-kappaB;Proto-oncogeneproteinsc-akt;Signal

transduction;Cytokines;Inflammation

  缺血性脑卒中是全球人群残疾和死亡的主要原

因之一[1],早期恢复缺血性脑卒中患者脑血流供应

是其最有效治疗方法[2]。然而血流恢复过程会导致

进一步的再灌注损伤,称之为脑缺血再灌注(I/R)
损伤[3]。核因子κ-活化B细胞轻链增强子(NF-κB)
是一种关键的核转录因子,在脑I/R损伤中被激

活,通过增加促炎细胞因子白细胞介素-6(IL-6)、IL-
1β以及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的产生而放大炎症

反应[4]。NF-κBp65是NF-κB家族的主要成员[5],
其磷酸化以及核易位是 NF-κB途径激活的最直接

的证据[6]。蛋白激酶B(PKB,也称AKT)是磷脂酰

肌醇3-激酶(PI3K)的主要的下游靶标,磷酸化的

AKT(p-AKT)是AKT的活性形式。研究表明,甘
氨酸通过激活 AKT抑制 NF-κBp65/Hif-1α信号

通路,从而减轻脑缺血诱导的炎症反应[7]。瑞马唑

仑是一种新型苯二氮 类γ-氨基丁酸 A受体激动

剂,适用于诱导和维持成人的程序性镇静。研究表

明在神经性疼痛的发作过程中,瑞马唑仑可以抑制

NF-κB核易位,并减少促炎细胞因子的表达[8]。此

外,瑞马唑仑可抑制 NOD样受体热蛋白结构域相

关蛋白3炎性小体介导的炎症级联反应,减少神经

元损伤,从而减轻脑I/R损伤[9]。然而,瑞马唑仑对

脑I/R损伤的保护机制十分复杂且有待深入研究。
本研究旨在观察瑞马唑仑对脑I/R损伤的保护作

用,并探究 AKT/NF-κB信号通路是否参与该过

程。现将结果报告如下。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂

雄性SD 大鼠(体质量230~260g)购自济南朋

悦实验动物繁育有限公司,PI3K抑制剂LY294002
购买于美国 MedChemExpress公司,AKT、p-AKT、

NF-κBp65及磷酸化 NF-κBp65(p-NF-κBp65)抗
体均购买于美国CellSignalingTechnology公司,

IL-6、IL-1β和TNF-α酶联免疫吸附试验(ELISA)
试剂盒均购自上海劲马生物科技有限公司。

1.2 分组及处理

所有大鼠在恒温25℃室内,12-12h昼夜条件

下适应性饲养1周。将大鼠随机分为5组(每组10
只),分别为①假手术(Sham)组:使用异氟烷麻醉大

鼠,但不阻塞其大脑中动脉;②I/R组:使用异氟烷

麻醉大鼠,阻塞其大脑中动脉2h致脑缺血后再恢

复大脑中动脉血流灌注24h,完成大鼠脑I/R损伤

模型制备;③I/R+瑞马唑仑(I/R+RE)组:经大鼠

腹腔注射16mg/kg瑞马唑仑以后,立即制备大鼠

脑I/R损伤模型;④I/R+RE+LY294002(LY)组:
经大鼠侧脑室注射50mmol/LLY29400210μL,

30min后经腹腔注射16mg/kg瑞马唑仑,立即制

备大鼠脑I/R损伤模型;⑤I/R+LY组:经大鼠侧

脑室注射50mmol/LLY29400210μL,于30min
后制备大鼠脑I/R损伤模型。

1.3 各组大鼠血清IL-6、IL-1β和TNF-α水平分析

在大鼠脑I/R损伤模型制备完成以后,从各组

大鼠当中分别取3只,每只于心脏左心室采血5~
10mL,将血液室温静置2h以后离心取上清液,使
用ELISA试剂盒测定各组大鼠血清中IL-6、IL-1β
和TNF-α水平。

1.4 各组大鼠神经功能缺损评分及脑梗死体积比

的计算

从每组大鼠中随机选取3只大鼠,使用神经功

能缺损评分量表[10]评估神经功能缺损情况。继而

使用异氟烷麻醉大鼠,并迅速取出其大脑置于直径

6cm小皿中,-20℃冰箱冷冻30min。再将大脑

组织行2mm厚冠状切片,共切割5片,使用20g/L
的2,3,5-三苯基四氮唑氯化物溶液染色。染色组

织拍照后使用ImageJ软件分析缺血(白色)和正常

(红色)区域,然后计算脑梗死体积比。脑梗死体积

比=脑梗死总体积/脑组织总体积×100%。

1.5 免疫印迹实验检测各组大鼠脑组织中 AKT、

p-AKT、NF-κBp65、p-NF-κBp65相对表达量

从每组大鼠中随机选取3只大鼠,使用含磷酸

酶抑制剂和蛋白酶抑制剂的组织裂解液裂解其梗死

脑组织,提取脑组织梗死区域总蛋白,测定总蛋白浓

度。然后上样30μg蛋白到100g/L的聚丙烯酰胺

凝胶上进行电泳分离,通过湿法转移到PVDF膜

上,并在室温下使用50g/L的脱脂奶粉密封PVDF
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膜1.5h。之后向PVDF膜分别添加NF-κBp65、p-
NF-κBp65、AKT一抗(1∶1000)和p-AKT一抗

(1∶2000)、内参β-actin(1∶1000),4℃下孵育过

夜,再添加二抗室温孵育1h,滴加增强化学发光试

剂,显影仪曝光各蛋白条带。以β-actin蛋白为内参

照,并使用ImageJ软件分析AKT、p-AKT、NF-κB
p65、p-NF-κBp65相对表达量;同时计算p-AKT/

AKT和p-NF-κBp65/NF-κBp65比值,分别表示

AKT和NF-κBp65蛋白的活化程度。

1.6 免疫荧光法检测各组大鼠脑组织细胞核内、外

p-NF-κBp65表达

从每组大鼠中随机选取3只大鼠,常规麻醉后

处死,取整个脑组织以40g/L多聚甲醛固定,切下

纹状体切面脑组织,并以石蜡包埋制成25μm厚冠

状切片。切片以体积分数0.005曲拉通X-100渗透

10min,再用体积分数0.05的山羊血清封闭1h,

4℃下以稀释的一抗p-NF-κBp65(1∶50)孵育过

夜。随后使用磷酸盐溶液洗涤并添加二抗,室温下

避光孵育2h,以4',6-二脒基-2-苯基吲哚染色细胞

核并封片,最后使用共聚焦激光显微镜观察并拍照。

1.7 统计学方法

采用GraphPadPrism8.0软件进行统计学分

析,采用Shapiro-Wilk法检验数据是否正态分布,
符合正态分布的计量资料以􀭺x±s表示,多组间比

较采用单因素方差分析,两两比较采用 Tukey检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 5组大鼠脑梗死体积比及神经功能缺损评分

比较

5组大鼠的脑梗死体积比分别为0、(24.58±
0.52)%、(6.22±0.70)%、(22.23±1.52)%和(26.28±
0.96)%,各组间比较差异具有显著性(F=537.30,

P<0.05);5组大鼠的神经功能缺损评分则分别为

0、(3.73±0.25)、(1.77±0.25)、(3.37±0.15)以及

(4.10±0.10)分,各组间比较差异具有显著性(F=
271.30,P<0.05)。其中与Sham组相比,I/R组大

鼠的脑梗死体积比及神经功能缺损评分显著增高

(P<0.05);与I/R组相比,I/R+RE组大鼠脑梗死

体积比和神经功能缺损评分显著下降(P<0.05);
与I/R+RE组相比,I/R+RE+LY组和I/R+LY
组大鼠脑梗死体积比和神经功能缺损评分均显著增

高(P<0.05)。

2.2 5组大鼠血清促炎细胞因子IL-6、IL-1β、TNF-

α水平比较

ELISA检测结果显示,5组大鼠血清IL-6、IL-
1β、TNF-α水平比较差异均有显著性(F=72.41~
209.30,P<0.05),其中与Sham 组比较,I/R组大

鼠血清IL-6、IL-1β、TNF-α的水平均显著增高(P<
0.05);与I/R组比较,I/R+RE组大鼠血清IL-6、

IL-1β、TNF-α水平均显著下降(P<0.05);与I/R+
RE组比较,I/R+RE+LY组、I/R+LY组大鼠血

清IL-6、IL-1β、TNF-α水平均显著增高(P<0.05)。
见表1。

表1 各组大鼠的血清中IL-6、IL-1β、TNF-α水平比较

(ρ/ng·L-1,n=3,􀭵x±s)

组别 IL-6 IL-1β TNF-α

Sham组 79.22±11.96 93.79±3.60 65.96±2.50
I/R组 143.70± 2.92 160.50±5.39 121.20±1.70
I/R+RE组 101.40± 4.55 112.60±4.90 81.27±4.54
I/R+RE+LY组 135.40± 4.74 146.20±6.36 110.70±1.58
I/R+LY组 151.90± 1.38 171.50±8.66 130.50±4.61

2.3 5组大鼠脑组织AKT、p-AKT、NF-κBp65和

p-NF-κBp65相对表达量比较

免疫印迹实验的结果表明,各组大鼠脑组织中

p-AKT、p-NF-κBp65相对表达量和p-AKT/AKT、

p-NF-κBp65/NF-κBp65比值均有显著差异(F=
313.30~654.90,P<0.05),其中与Sham 组相比

较,I/R组大鼠p-AKT相对表达量和p-AKT/AKT
比值显著降低(P<0.05),p-NF-κBp65相对表达量

以及p-NF-κBp65/NF-κBp65比值则显著性增高

(P<0.05)。与I/R组、I/R+RE+LY组和I/R+
LY组相比,I/R+RE组大鼠p-AKT相对表达量和

p-AKT/AKT比值均显著增高(P<0.05),p-NF-κB
p65相对表达量和p-NF-κBp65/NF-κBp65比值均

显著降低(P<0.05)。见图1、表2。

A~E依次为Sham组、I/R组、I/R+RE组、I/R+RE+LY组、

I/R+LY组

图1 各组大鼠脑组织 AKT、p-AKT、NF-κBp65、p-NF-κBp65
免疫印迹实验结果
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2.4 5组大鼠脑组织细胞核内、外p-NF-κBp65的

表达比较

免疫荧光实验结果显示,Sham 组大鼠p-NF-
κBp65主要表达于细胞质,并且荧光强度较低。与

Sham组相比,I/R组大鼠p-NF-κBp65从细胞质转

移到细胞核,荧光强度增高;与I/R组相比,I/R+
RE组大鼠p-NF-κBp65从细胞核转移到细胞质,
荧光强度降低;与I/R+RE组相比,I/R+RE+LY
组、I/R+LY组大鼠p-NF-κBp65均主要表达于细

胞核,且荧光强度增高。见图2。

表2 各组大鼠脑组织AKT、p-AKT、NF-κBp65、p-NF-κBp65相对表达量及p-AKT/AKT、p-NF-κBp65/NF-κBp65比值

比较(n=3,􀭵x±s)

组别 ATK p-AKT NF-κBp65 p-NF-κBp65 p-AKT/AKT p-NF-κBp65/NF-κBp65

Sham组 0.87±0.01 0.80±0.02 1.14±0.01 0.26±0.01 0.92±0.03 0.23±0.01
I/R组 0.85±0.01 0.28±0.01 1.12±0.01 0.82±0.02 0.32±0.02 0.74±0.02
I/R+RE组 0.89±0.06 0.62±0.02 1.15±0.02 0.50±0.01 0.69±0.04 0.43±0.01
I/R+RE+LY组 0.88±0.03 0.32±0.02 1.12±0.01 0.81±0.03 0.36±0.03 0.72±0.03
I/R+LY组 0.87±0.02 0.22±0.02 1.12±0.04 0.89±0.01 0.25±0.02 0.79±0.03

A~E依次为Sham组、I/R组、I/R+RE组、I/R+RE+LY组、I/R+LY组,60倍

图2 各组大鼠脑组织细胞p-NF-κBp65免疫荧光染色结果

3 讨  论

脑I/R损伤涉及机体一系列复杂的病理生理

变化,如兴奋毒性、氧化应激、能量代谢紊乱、炎症反

应和细胞凋亡等[11]。其中炎症反应在脑I/R损伤

过程中起重要作用[12]。因此,抑制炎症反应是开发

新的脑I/R损伤治疗方法的关键[13]。瑞马唑仑是

一种新型苯二氮 类短效镇静剂,已经被证明在脑

I/R损伤中具有抗炎作用[9],但其确切的抗炎机制

尚未完全明了。本研究使用脑I/R损伤大鼠模型

研究瑞马唑仑产生脑神经保护作用的机制,结果表

明瑞马唑仑通过减轻炎症反应保护脑I/R损伤,其

抗炎作用很大程度上是由 AKT/NF-κB信号通路

介导的。
本研究首先评估了瑞马唑仑的脑神经保护作

用。在实验动物的脑I/R损伤模型中,脑梗死体积

比和神经功能缺损评分是评估脑I/R损伤进展的

主要参数,且神经功能缺损评分与脑梗死体积比相

关[14]。因此,本研究通过测量脑梗死体积比和神经

功能缺损评分评估瑞马唑仑的体内疗效,结果表明

瑞马唑仑能够显著降低脑梗死体积比和神经功能缺

损评分,对脑I/R损伤具有保护作用。
其次,本研究观察到瑞马唑仑在脑I/R损伤中

具有抗炎作用。炎症细胞因子是脑I/R损伤后炎
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症反应和神经元损伤的关键驱动因素[15]。在I/R
损伤期间,大脑皮质免疫细胞激活,产生并释放过量

促炎细胞因子TNF-α、IL-1β和IL-6[16]。I/R中各

种复杂因素导致血脑屏障被破坏,上述促炎细胞因

子进入血液循环,血清和脑脊液中TNF-α和IL-1β
水平升高,使得小胶质细胞活化,促进巨噬细胞和中

性粒细胞聚集并向大脑缺血区域浸润,从而进一步

破坏脑组织和加速神经元丢失[17]。据报道,血清及

脑脊液中IL-6水平升高与I/R损伤所致的神经系

统恶化相关[18-19]。本研究使用ELISA试剂盒,测定

各组大鼠血清促炎细胞因子TNF-α、IL-1β和IL-6
水平,结果显示与I/R组相比,I/R+RE组促炎细

胞因子水平显著降低,表明瑞马唑仑通过减轻脑I/

R时炎症反应发挥脑神经保护作用。
最后,本研究探讨了瑞马唑仑在脑I/R损伤中

的抗炎机制。NF-κB是炎症中重要的二聚转录因

子家族,p65-p50异二聚体是NF-κB最常见的种类,
而具有多功能结构域的p65是 NF-κB最重要的亚

基[20]。脑I/R期间,缺氧、过量活性氧和炎症介质

诱导p65磷酸化,使其从细胞质易位进入细胞核,并
特异性结合炎性细胞因子的启动子,从而诱导IL-
1β、IL-6和TNF-α的表达,导致神经元死亡[21]。既

往研究表明,PI3K/AKT的激活对脑I/R具有脑神

经保护作用,且PI3K/AKT激活可抑制 NF-κB通

路活化[22]。根据报道,咪达唑仑(化合物结构与瑞

马唑仑类似)能够上调神经元细胞中P-AKT的表

达[23],瑞马唑仑能够下调神经性疼痛和胶质瘤中

NF-κB的表达[8,24]。本研究通过免疫印迹检测了各

组大鼠脑组织中 AKT、p-AKT、NF-κBp65和p-
NF-κBp65的表达水平,并使用免疫荧光法检测了

各组大鼠脑组织细胞核内、外p-NF-κBp65的表达,
结果表明,脑I/R损伤以后,瑞马唑仑上调了脑组

织中p-AKT表达水平,下调了p-NF-κBp65表达水

平,并使得p-NF-κBp65从细胞核转移到细胞质,减
少了其细胞核内的表达。为了阐明 AKT/NF-κB
信号通路是否参与瑞马唑仑在脑I/R损伤中的抗

炎作用,本研究使用LY294002抑制PI3K/AKT的

功能,结果显示,LY294002能够下调脑组织中p-
AKT表达水平,上调p-NF-κBp65表达水平,增加

了p-NF-κBp65的细核内表达,并逆转了瑞马唑仑

的脑神经保护作用和抗炎作用。这些结果表明,

AKT/NF-κB信号通路在瑞马唑仑对脑I/R损伤的

脑神经保护和抗炎作用中起着重要作用。
综上所述,瑞马唑仑对脑I/R损伤具有保护作

用,其保护机制可能与AKT/NF-κB信号通路介导

的抗炎作用相关。
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