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右美托咪定通过PI3K/Akt信号通路减轻梗阻性黄疸
大鼠肝细胞凋亡

（1.天津市北辰医院 麻醉科，天津 300400；2.内蒙古医科大学附属医院 麻醉科）

摘 要：目的：探究右美托咪定（dexmedetomidine，Dex）通过磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B(phosphoinosit-

ide-3-kinase/ protein kinase B，PI3K/Akt)信号通路减少梗阻性黄疸（obstructive jaundice，OJ）大鼠肝细胞凋亡的各

种作用。方法：选取40 只合格雄性清洁型Wistar 大鼠，7～9周龄，体重为 220～270g。按照随机数字表法分为4

组：LY294002+右美托咪定组(L组)、梗阻性黄疸组（OJ组）、右美托咪定组（D组）、假手术组（S组）。前三组需要制

作大鼠梗阻性黄疸模型，S组仅开腹胆总管探查、游离。D组完成造模72h后在腹腔注射右美托咪定注射液，剂量

为100μg/kg，S组和OJ组同时注射等容量0.9%无菌生理盐水，L组在给Dex10min前经尾静脉缓慢泵入PI3K抑制

剂 LY294002（10%DMSO 配置 10mmol/L）0.3mg/kg。注药 3h 后四组大鼠取肝右外叶 1.0cm ×1.0cm× 0.5cm 2

份，HE染色观察肝组织病理学变化；TUNEL法计算肝细胞凋亡指数（AI）；Western Blot 法测定肝组织 Akt、磷酸化

Akt(p-Akt)的表达水平；免疫组化法检测肝组织 Bcl-2及Bax 阳性细胞计数。结果：D组肝脏组织病理学损伤较L

和OJ组减轻；OJ组较S组大鼠肝细胞TUNEL检测值、p-Akt、Bcl-2降低，Bax升高；D组较OJ组大鼠肝细胞TU-

NEL检测值、p-Akt、Bax降低，Bcl-2升高；L与D组相比，其大鼠肝细胞TUNEL检测值、p-Akt、Bcl-2降低，Bax升

高。结论：右美托咪定可通过激活PI3K/Akt信号通路减少梗阻性黄疸时肝细胞凋亡。
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OJ是临床上比较常见的复杂疾病，内蒙各地区

由于地理条件和生活习惯等因素影响已经成为OJ

的高发地区。OJ可导致脏器损害更甚至导致多器

官功能衰竭，而肝脏是最早受累的器官，同时也是

其它器官损害的重要诱因。所以选对肝脏保护作

用的麻醉药物对OJ患者疾病的发展、并发症的预防

防治、以及疾病的预后康复具有重要的临床意义。

Dex可以调节细胞凋亡，并具有抗炎、镇静作用。

PI3K/Akt通路是细胞膜受体介导的直接作用于细

胞内的信号转导通路，调控凋亡特异性蛋白维持细

胞存活和增殖，抑制细胞凋亡[1]。有学者[2]研究表

明，Dex激活PI3K/Akt信号通路，上调Bcl-2的表达，

抑制下游caspase-3的活化，减少离体胎鼠海马神经

元的凋亡，具有神经保护作用。此次实验制作OJ大

鼠模型，模型造好后72h腹腔注射一定剂量的Dex

进行干预，同时设立 PI3K 特异性抑制剂 LY294002

的对照组，在给药后3h取肝右外叶组织，进行HE染

色观察肝组织病理学变化；Western Blot 法测定肝组

织 Akt、磷酸化Akt（p-Akt）的表达水平；TUNEL法

计算肝细胞凋亡指数（AI）；免疫组化法检测肝组织

Bcl-2及Bax 阳性细胞计数。通过此次研究得出的

结果，在进一步分析再论证Dex对OJ大鼠肝细胞凋

亡的影响，同时明确该影响是否与Dex激活 PI3K/

Akt信号通路有关，与调节凋亡相关基因Bax/Bcl-2

的表达相关，可为临床上OJ引起的肝损伤的防治和

在肝保护药物选择方面可以提供新的思路。

1 材料与方法

Wistar雄性清洁大鼠为40只，均为7～9周龄，

体重在220～270g，均来自内蒙古医科大学实验动

物中心，许可证号：SCXK（蒙）2015-0001。由动物

实验医学伦理委员会批准，规定适应喂养7天的标

准条件。大鼠随机分为4组，每组10只：梗阻性黄

疸组（OJ组）；LY294002+右美托咪定组（L组）；假手

术组（S组）；右美托咪定组（D组）。
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图1 四组大鼠肝脏病理结果

表1 各组肝细胞凋亡指数（x±s，n＝10）

凋亡指数

S组

0.81±0.12

OJ组

22.53±
0.17*

DEX组

8.40±
0.18#

L组

19.31±
0.43**

注：与S组相比，*P＜0.05；与OJ组相比，#P＜0.05；与DEX组
相比，**P＜0.05。

图2 四组大鼠肝脏TUNEL染色结果

参考Assimakopoulos[3]方法建立大鼠梗阻性黄

疸模型，4组大鼠术前不禁水、均需禁食12h。L、OJ

及D组：称重后腹腔注射10％水合氯醛3mL/kg，麻

醉起效后将大鼠固定在动物解剖台上，备皮、碘伏

消毒，取上腹正中2.5cm切口进入腹腔，沿十二指肠

找到一条纤细、透亮、淡黄色的细管通向十二指肠，

即胆总管，然后用4-0丝线双重结扎。结扎完成术

野无出血后，逐层缝合切口关腹，放入笼内继续饲

养。S组：麻醉同前，仅行胆总管游离后缝合切口关

腹。给药剂量参照《实验动物学》[4]。

L和D组造模后3天腹腔注射100μg/kg右美托

咪定注射液（批号：20170802，江苏恩华药业股份有

限公司），S和OJ组注射同等量0.9%的无菌生理盐

水。并使 L 组在 Dex 给药的 10min 前尾静脉泵入

PI3K 特异性抑制剂 LY294002（10%DMSO 配置

10mmol/L）0.3mg/kg。均根据实验设定时间点在给

药后3h使用10％水合氯醛剂量为：3mL/kg腹腔内

注射麻醉，循缝合后原切口切开后进腹，在活体状

态下取大鼠肝右外叶1.0cm ×1.0cm× 0.5cm 2份，

一份放入-80℃冰箱保存，通过Western blot法（抗体

采购于Cell signaling）检测肝脏组织Akt、p-Akt的表

达，加入含PMSF裂解液中，离心后取上清液，用电

转移法将分离的蛋白转移到 PVDF 膜上，4℃温育

并过夜，再加入封闭液稀释后浓度为1:50000的二

抗（HRP标记羊抗小鼠）37℃摇床孵育2h，使用抗

β-actin兔多克隆抗体作为对照，进行曝光成像[5]。

使用BandScan分析胶片的灰度值，通过目标蛋白条

灰度值与内参 β-actin蛋白条带灰度值的比值，来

表示肝脏组织Akt、p-Akt的相对表达水平。

另一份标本放置于4%多聚甲醛中固定，进行

脱水、固定、石蜡切片、HE 染色，再光学显微镜

（Olympus公司，日本）下观察肝组织病理学变化。

将制好的石蜡切片烤片和脱蜡后，TUNEL法计算肝

细胞凋亡指数（AI），免疫组化法测定肝组织 Bcl-2

及Bax 阳性细胞计数[5]。

采用了SPSS 13.0软件包对其进行统计学分析，

使用 Shapiro-Wilk方法进行正态分布检验，并用定

量资料以x±s表示，而组间比较采用单因素方差分

析法，两两比较采用 t检验，检验水准 α=0.05，P＜
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Dex对OJ大鼠肝脏病理学改变

S组伴有少量炎症细胞浸润肝细胞；OJ组肝细

胞坏死伴大量炎性细胞浸润;L组肝细胞形态较D

组异常，肝窦淤血加重，炎性细胞浸润明显增多；D

组肝细胞形态较OJ组正常，肝窦充血及炎性细胞

浸润少，但门静脉及小叶静脉仍有增生（见图1）。

2.2 Dex对OJ大鼠肝细胞凋亡的影响

OJ 组较 S 组肝细胞 TUNEL 检测值升高（P <

0.05），L组大鼠肝细胞TUNEL检测水平高于D组

（P < 0.05），D组大鼠肝细胞TUNEL检测值明显低

于OJ组（P < 0.05）（见表1，图2）。

2.3 Dex对OJ大鼠肝组织Bax和Bcl-2表达的影响

与S组进，OJ组大鼠肝组织中Bcl-2和Bax的表

达均升高（P＜0.05）；D 组较 OJ 组大鼠肝组织中

Bcl-2表达上调，Bax表达下调，差异具有统计学意

义（P＜0.05）；相比于D组，L组大鼠肝组织中Bcl-2

表达下调，Bax表达上调（P＜0.05）（见表2）。
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Bc1-2

Bax

S组

0.6±0.52

4.2±2.66

OJ组

8.64±0.51*

42.64±0.75*

DEX组

34.75±3.53#

20.91±1.14#

L组

15.99±1.50**

31.75±0.39**

表2 各组Bcx/Bc1-2阳性细胞计数（x±s，n＝10）

注：与S组相比，*P＜0.05；与OJ组相比，#P＜0.05；与DEX组相
比，**P＜0.05。

Akt

P-Akt

S组

0.6±0.01

0.14±0.03

OJ组

0.59±0.03

0.28±0.02*

DEX组

0.57±0.06

0.47±0.02#

L组

0.59±0.05

0.31±0.01**

表3 各组Akt/P-Akt表达情况（x±s，n＝10）

注：与S组相比，*P＜0.05；与OJ组相比，#P＜0.05；与DEX组相
比，**P＜0.05。

图3 各组大鼠Akt/p-Akt表达水平

注: 图中-actin为标准参照物，1为D组，2为S组，3为OJ组，
4为L组

2.4 Dex 对OJ 大鼠肝组织 Akt 和p-Akt 表达水平

的影响

各组p-Akt均有不同程度的变化，但总Akt蛋白

变化含量不大。S组较OJ组大鼠肝组织中p-Akt 蛋

白表达下调（P＜0.05）；相比于OJ组，D组大鼠肝组织

中p-Akt 显著上调（P＜0.05）；与D组相比，L组大鼠肝

组织中p-Akt表达降低（P＜0.05）。（见表3，图3）。

3 讨论

本实验大鼠梗阻性黄疸模型中行双重结扎胆

总管的手术方式，3天后观察到大鼠一般身体状态

下降明显，伴随食欲明显下降，尿液颜色呈现深黄，

尾部、耳廓等区域毛发覆盖少处皮肤颜色变黄，红

色巩膜处变浅，大便变成白陶土色，各种现象表明

模型制备成功。

此次应用了TUNEL染色法观察到以下几点：

（1）OJ组大鼠有出现肝细胞凋亡现象；（2）与S组相

比，OJ组、D组和L组大鼠肝细胞凋亡明显增多，肝

小叶结构破坏比较明显，这表明OJ会直接导致肝细

胞的凋亡，从而引起肝功能受损。通过以往研究表

明，OJ时肝细胞发生凋亡的情形可能有：（1）胆盐排

泄障碍[6]；（2）线粒体功能障碍以及肝脏能荷的消

耗 [7]；（3）氧自由基生成增加[8]；（4）钙超载[9]；（5）释放

大量细胞因子[10，11]等，但其具体分子机制仍未阐明。

PI3K/Akt通路是细胞膜受体介导的信号转导通

路，通过调控凋亡特异性蛋白维持细胞存活和增

殖，抑制细胞凋亡[12] 。同时，Tüfek A等发现，抗凋

亡蛋白Bcl-2 表达于OJ大鼠肝组织中，并且其表达

水平随OJ时间的延长、肝细胞凋亡的增加而增加，

说明OJ时PI3K/Akt信号通路参与肝细胞凋亡的过

程[13]。故我们选择大鼠肝脏组织p-Akt和凋亡相关

基因Bcl-2/Bax的表达水平作为大鼠OJ时肝细胞凋

亡的检测指标。

Dex是一种新型的高选择性的α2-肾上腺素受

体激动剂，广泛应用于临床，具有镇静、催眠、镇痛、

抗交感神经等作用，可用于麻醉和重症监护[14]。近

年在基础实验研究中发现，Dex所发挥作用的机理

一般主要包括中枢机制以及外周机制，并通过下调

因创伤所导致的脂质过氧化而应激反应[15]，从而有

效降低伤害性刺激所引起的免疫性炎症反应介导

促炎性细胞因子的过度生成，从而有效保护脆弱的

中枢神经系统，减弱由于脏器缺血再次灌注损伤中

产生的细胞凋亡结局，对脑、肺、心、肾等多种脏器

具有正向作用。

在此次实验中，我们详细分析了OJ时肝组织

Bax/Bcl-2阳性细胞计数及p-Akt的表达水平，D组

中Bax/Bcl-2阳性细胞计数有所增加，但OJ组Bax

表达D组弱，Bcl-2表达D组强，OJ组和D组p-Akt

表达均有所增加，D组比OJ组p-Akt表达增加，给予

PI3K 特异性抑制剂 LY294002后OJ组肝细胞凋亡

程度又明显加重，提示Dex通过激活PI3K/Akt信号

通路，来调节大鼠肝脏组织中Bax和Bcl-2的表达

水准来抑制肝细胞凋亡。

综上所述，本实验探讨了Dex对梗阻性黄疸大

鼠肝细胞凋亡的影响，结果表明Dex可明显改善梗

阻性黄疸引起的肝组织结构损伤，减少肝细胞凋亡，

肝组织中p-Akt表达上升，上调抵抗凋亡基因Bcl-2

的表达水平，下调促进凋亡基因Bax的表达水平。这

表示，PI3K/Akt信号通路的激活可能是右美托咪定

对梗阻性黄疸患者肝脏发挥保护作用的机制之一。
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