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基于内质网应激诱导的自噬探讨右美托咪定联合

瑞马唑仑延缓EAE模型小鼠疾病进程
印浩1  吴雯2*

(1凉山彝族自治州第一人民医院, 麻醉科, 西昌 615000; 2西昌市人民医院, 麻醉科, 西昌 615000)

摘要      该文探讨右美托咪定(Dex)联合瑞马唑仑(Rem)对脂多糖(LPS)诱导的BV2小胶质

细胞损伤及实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)模型小鼠的影响和机制。体外实验采用LPS刺激

BV2细胞构建炎症模型; 体内实验通过髓鞘MOG35-55免疫C57BL/6小鼠建立EAE模型。CCK8
检测细胞活力, 细胞划痕和Transwell实验评估迁移侵袭能力, 流式细胞术分析凋亡率, ELISA
检测炎症因子白细胞介素-1β(IL-1β)/白细胞介素-6(IL-6)/肿瘤坏死因子-α(TNF-α), 共聚焦显微

镜和Western blot检测内质网应激标志物免疫球蛋白重链结合蛋白(Bip)/CCAAT增强子结合蛋白

同源蛋白(CHOP)/磷酸化内质网应激传感器肌醇需求酶1α(IRE1α)与自噬蛋白微管相关蛋白1轻
链3II/I(LC3II/I)、PTEN诱导激酶1(PINK1)、帕金蛋白(Parkin)、隔离体蛋白1(p62)、贝林蛋白

1(Beclin1)表达情况, 并采用HE/LFB/TUNEL染色评估脊髓组织病理、脱髓鞘及凋亡情况。Dex
单药在 9 μmol/L显著提升细胞活力 (P<0.001), 而联合Rem(90 μg/mL)后细胞活力进一步升高

(P<0.01); Dex+Rem组细胞愈合(P<0.01)与侵袭能力较Dex和Rem组提升(P<0.05)。与LPS2组相比, 
Dex+Rem2组细胞凋亡率降低(P<0.001), 炎症因子(IL-1β/IL-6/TNF-α)释放减少(P<0.001), 内质网

应激蛋白 (Bip/CHOP/IRE1α)表达下调 (P<0.001), 自噬流激活 (LC3II/I、PINK1、Parkin、Beclin1
蛋白表达水平上升, p62蛋白表达水平下降)(P<0.001)。而Tun可逆转以上所有过程。体内实验中, 
Dex+Rem3组较Model组显著提高EAE小鼠神经功能评分(P<0.01), 减少脊髓神经元凋亡及减轻脱

髓鞘, 并同步抑制脊髓组织内质网应激蛋白Bip/CHOP/IRE1α的表达和促进自噬(LC3II/I、Beclin1
蛋白表达水平上升, p62蛋白表达水平下降)(P<0.001)。右美托咪定联合瑞马唑仑通过协同抑制内

质网应激、激活自噬及减轻炎症反应, 有效减轻了LPS诱导的细胞损伤和延缓了EAE模型神经病

理进程, 为多发性硬化症的临床治疗提供了新策略。
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Abstract       This study was to investigate the neuroprotective effects and mechanisms of Dex (dexmedeto-
midine) combined with Rem (remimazolam) on LPS (lipopolysaccharide)-induced BV2 microglial cell injury and 
EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) model mice. In vitro, LPS (1 μg/mL) was used to stimulate BV2 
cells to establish an inflammatory model. In vivo, an EAE model was established in C57BL/6 mice immunized with 
MOG35-55. Cell viability was detected by CCK8 assay; migration and invasion capabilities were evaluated by scratch 
wound healing and Transwell assays; apoptosis rate and inflammatory factors [IL-1β (interleukin-1β)/IL-6/TNF-α (tumor 
necrosis factor-α)] were analyzed by flow cytometry and ELISA; endoplasmic reticulum stress markers [Bip (immuno-
globulin heavy chain-binding protein)/CHOP (CCAAT enhancer binding protein homologous protein)/IRE1α (inositol-
requiring enzyme 1α)] and autophagy-related proteins [LC3II/I (microtubule-associated protein 1 light chain 3 II/I), 
PINK1 (PTEN-induced kinase 1), Parkin, p62 (sequestosome 1), Beclin1] were examined by confocal microscopy 
and Western blot; and spinal cord histopathology, demyelination, and apoptosis were assessed by HE (hematoxylin-
eosin), LFB, and TUNEL staining. Dex monotherapy at 9 μmol/L significantly increased cell viability (P<0.001), 
and combination with Rem (90 μg/mL) further enhanced viability (P<0.01). The Dex+Rem group showed im-
proved cell wound healing (P<0.01) and invasion capacity (P<0.05) compared with the Dex or Rem alone groups. 
Compared with the LPS group, the Dex+Rem group exhibited a reduced apoptosis rate (P<0.001), decreased re-
lease of inflammatory factors (IL-1β, IL-6, TNF-α; P<0.001), downregulated expression of endoplasmic reticulum 
stress proteins (Bip, CHOP, IRE1α; P<0.001), and activated autophagy flux (increased protein expression of LC3II/I, 
PINK1, Parkin, Beclin1, and decreased p62 expression; P<0.001). Tun (Tunicamycin) reversed all these processes. 
In vivo, compared with the Model group, the Dex+Rem group significantly improved the neurological function 
score in EAE mice (P<0.01), alleviated spinal cord neuronal apoptosis and demyelination, concurrently inhibited 
the expression of spinal cord endoplasmic reticulum stress proteins (Bip, CHOP, IRE1α), and promoted autophagy 
(increased LC3II/I and Beclin1 protein expression, decreased p62 expression; P<0.001).  The combination of dexme-
detomidine and remimazolam effectively mitigates LPS-induced cellular damage and delays the neuropathological 
progression in the EAE model by synergistically inhibiting endoplasmic reticulum stress, activating autophagy, and 
reducing inflammation. This combination provides a novel strategy for the clinical treatment of multiple sclerosis.

Keywords       dexmedetomidine combined with remimazolam; autophagy; endoplasmic reticulum stress; ex-
perimental autoimmune encephalomyelitis

多发性硬化症是一种以中枢神经系统脱髓鞘和

神经炎症为特征的慢性自身免疫性疾病 , 全球约230
万患者面临复发与残疾风险 [1]。当前疾病药物如奥

扎莫德虽可通过调节鞘氨醇 -1-磷酸受体降低年复发

率48%并延缓脑萎缩 , 但仍无法完全阻断神经退行

性进程[2]。近年研究表明, 内质网应激在多发性硬化

症及其动物模型实验性自身免疫性脑脊髓炎 (experi-
mental autoimmune encephalomyelitis, EAE)中驱动神

经元损伤的核心机制日益明确 [3]。内质网应激主要

通过3个跨膜传感器[肌醇需求酶1α(inositol-requiring 
enzyme 1α, IRE1α)、PERK和ATF6]传递信号。其

中 , IRE1α通路因其能够直接调控炎症和免疫相关基

因的转录 , 并在小胶质细胞 /巨噬细胞激活中发挥关

键作用 , 而被认为是连接内质网应激与神经炎症的

核心枢纽 [4]。EAE模型中脊髓组织内质网应激标志

物免疫球蛋白重链结合蛋白 (immunoglobulin heavy 
chain-binding protein, Bip)、IRE1α及CCAAT增强子

结合蛋白同源蛋白(CCAAT enhancer binding protein 
homologous protein, CHOP)显著升高 , 通过激活未折

叠蛋白反应触发炎症信号通路, 最终导致线粒体途径

凋亡 [5]。而自噬作为细胞内清除异常蛋白和受损细

胞器的关键过程, 在多发性硬化症中通过自噬减弱硝

化PTEN诱导激酶1(PTEN-induced kinase 1, PINK1)/帕
金蛋白(Parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase, Parkin)
通路 , 加剧神经元线粒体清除障碍与氧化应激 , 加速

神经退行性变 [6]; 值得注意的是 , 内质网应激与自噬

交互失调形成恶性循环 , ERS抑制自噬流导致自噬衔

接蛋白p62累积及微管相关蛋白1轻链3II(microtubule-



3204 · 研究论文 ·

associated protein 1 light chain 3 II, LC3II)/LC3I值下降

或者无变化, 进一步加重未折叠蛋白负荷并促进小胶

质细胞介导的神经炎症级联反应[7]。

在药物干预策略上 , 右美托咪定 (dexmedeto-
midine, Dex)作为高选择性 α2-肾上腺素受体激动

剂 , 可通过激活腺苷酸活化蛋白激酶信号抑制核因

子κB磷酸化 , 减少肿瘤坏死因子 -α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)、白细胞介素 -1β(interleukin-1β, IL-
1β)、IL-6等促炎因子释放 [8]。而新型苯二氮䓬类药

物瑞马唑仑 (remimazolam, Rem)作为 γ-氨基丁酸A
型受体调节剂 [9], 其在多发性硬化症 /EAE模型中调

控内质网应激 –自噬轴的作用尚未明确。鉴于Dex
与Rem分别通过不同受体与信号通路发挥抗炎与细

胞保护作用, 二者在作用机制上具有互补潜力: Dex
侧重于抑制炎症信号转导 , 而Rem则可能通过调节

神经递质受体影响内质网应激及自噬过程。因此 , 
我们推测联合应用Dex与Rem可能通过协同调控内

质网 -PINK1/Parkin介导的自噬 , 调节脂多糖 (lipo-
polysaccharide, LPS)刺激的小胶质细胞内质网应

激 –自噬失衡 , 从而更有效地减轻神经炎症与减少

细胞凋亡。鉴于此, 本研究首次提出Dex与Rem联合

应用可通过协同调控内质网-PINK1/Parkin介导的自

噬和减轻LPS诱导的小胶质细胞的内质网应激 –自
噬失衡 , 从而减轻神经炎症与减少细胞凋亡 , 为缓

解EAE模型脱髓鞘病变及神经功能缺损提供新型

联合治疗策略 , 同时为多发性硬化症的临床药物开

发提供实验性依据。

1   材料和方法
1.1   实验材料

CCK8试剂 (货号 : CK04)购自日本Dojindo Mo-
lecular Technologies公司; 右美托咪定(货号: D217)、
瑞马唑仑 (货号 : SML2328)、脂多糖 (货号 : L2880)、
衣霉素(货号: T7765)、弗氏完全佐剂(货号: F5881)、
曲拉通 -100(货号 : T9284)购自美国Sigma-Aldrich
公司 ; Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒 (货
号 : 556547)、结核菌素 (货号 : 231141)购自美国BD 
Biosciences公司; 一抗Bip(货号: 3177)、CHOP(货号: 
2895)、IRE1α(货号: 3294)、LC3II(货号: 2775)及Se-
questosome-1/p62(货号 : 5114)、Beclin1(货号 : 3495)
均购自美国Cell Signaling Technology公司 ; 一抗

PINK1(货号: BC100-494)及Parkin(货号: ab77924)购

自英国Abcam公司; 小鼠IL-1β ELISA检测试剂盒(货
号: 900-K91)及TNF-α ELISA检测试剂盒(货号: 900-
K25)购自美国PeproTech公司 ; IL-6 ELISA检测试剂

盒 (货号 : ELSHIL06)购自武汉弗尔博生物科技有限

公司 ; MOG35-55（货号 : M407296)购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司 ; 百日咳毒素 (货号 : 180)购
自上海懋康生物科技有限公司。

1.2   细胞来源

小鼠小胶质细胞BV2(货号 : CL-0493)购自武汉

普诺赛生物技术有限公司。BV2细胞在补充有10%
胎牛血清的高糖DMEM培养基中培养。所有细胞类

型均在5% CO2、37 °C的培养箱中培养, 并定期传代

以确保最佳生长和活力。

1.3   CCK8
将BV2细胞置于96孔板中 , 细胞密度为1×106/孔。

根据实验目的将这部分实验分为Control-0、LPS-
0(1 μg/mL)、LPS+Dex(1 μmol/L、3 μmol/L、6 μmol/L、
9 μmol/L、12 μmol/L[10]), 待确定右美托咪定剂量后 , 
再探讨瑞马唑仑剂量。根据实验目的将这部分实验

分为Control-0、LPS-0、LPS+Dex(9 μmol/L)+Rem(30 
μg/mL、60 μg/mL、90 μg/mL、120 μg/mL[11])设置

复孔每组6个 , 使用移液器将细胞均匀铺入孔中 , 每
孔含细胞100 μL。在将Dex和Rem加入培养基之后

继续于37 °C培养箱中孵育持续24 h, 实验结束; 待实

验结束后, 每孔加入10 μL CCK8试剂, 孵育1~4 h, 使
用酶标仪检测各孔在450 nm波长处的吸光度(D)值。

1.4   细胞实验分组

根据CCK8实验确定剂量 , 分为细胞实验一 : 
Control(无任何处理 )、LPS(1 μg/mL, 细胞贴壁后

加入药物持续刺激12 h进行造模 )、LPS+Dex(1 μg/
mL+9 μmol/L, 造模结束后加入Dex持续孵育24 h)、
LPS+Rem(1 μg/mL+90 μg/mL, 造模结束后加入Rem持续

孵育24 h)、LPS+Dex+Rem(1 μg/mL+9 μmol/L+90 μg/mL, 
造模结束后加入Dex+Rem持续孵育24 h)。以上均

在37 °C培养箱中持续孵育。 
细胞实验二 :  C o n t r o l 2 ( 无任何处理 ) 、

LPS2(1 μg/mL, 细胞贴壁后加入持续刺激 12 h)、
LPS+Dex+Rem2(1 μg/mL+9 μmol/L+90 μg/mL, 造模结

束后加入Dex+Rem在37 °C培养箱孵育24 h)、Tun(细
胞不做任何处理 , 待贴壁后加入0.5 μg/mL内质网应激

激活剂衣霉素 (Tunicamycin)[12])、Dex+Rem+Tun(细胞

贴壁后加入Tunicamycin持续12 h刺激, 再加入9 μmol/L 



3205印浩等: 基于内质网应激诱导的自噬探讨右美托咪定联合瑞马唑仑延缓EAE模型小鼠疾病进程 

Dex+90 μg/mL Rem持续刺激24 h)。
1.5   流式细胞术

待实验结束后, 将细胞实验二中各组细胞使用不

含EDTA的胰酶在37 °C培养箱中消化3 min, 采用An-
nexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡, 每管取100 μL细
胞悬液, 加入5 μL Annexin V-FITC室温避光孵育15 min
后, 再加入10 μL PI染液孵育5 min, 上机检测。

1.6   划痕实验

按照细胞实验一, 实验前将细胞以密度6×10⁵/孔
接种于6孔板中, 待细胞融合度达到90%以上时, 于6
孔板底部划出均匀的直线划痕。更换为无血清或低

血清培养基以减少细胞增殖对迁移的影响。将培养

皿置于37 °C、5% CO2培养箱中培养, 于0 h和24 h等
时间点在倒置显微镜下相同位置拍照记录 , 数据分

析时计算划痕愈合率 (%)=[(初始划痕面积 –某时间

点划痕面积 )/初始划痕面积 ]×100%, 实验需设置至

少3个复孔并重复3次以保证结果可靠性。

1.7   Transwell实验

按照细胞实验一 , 实验前将Transwell小室置于

24孔板中 , 上室加入200 μL无血清培养基重悬的细胞

悬液 , 下室加入600 μL含10%胎牛血清的培养基作为

化学引诱剂。将接种细胞的Transwell板置于37 °C、5% 
CO₂培养箱中培养24 h后, 取出小室用PBS轻柔漂洗, 
棉签擦拭上室膜表面未迁移细胞 , 4%多聚甲醛室温

固定30 min, 0.1%结晶紫染色20 min。于倒置显微

镜下随机选取5个视野计数膜下表面迁移细胞数, 实
验需设置3个复孔并重复3次独立实验。

1.8   ELISA实验

按照细胞实验二, 收集细胞上清。按照试剂盒说

明书进行操作, 使用酶联检测仪测定吸光度(D)值。

1.9   内质网应激测量

按照细胞实验二分组, 当达到80%汇合时, 将细

胞与Mito-Tracker Green和ER-Tracker Red在37 °C下
孵育35 min。所有程序均按照说明书进行。为了评

估ER复合物, 使用共聚焦显微镜捕获细胞。

1.10   动物来源和分组

1.10.1   动物来源和饲养      使用 50只 6~8周龄的

C57BL/6J小鼠进行动物实验进行研究。所有小鼠均

购买自南方模式生物科技技术股份有限公司 , 生产

许可证号 : C57BL/6J-A-008。所有动物饲养于SPF
级屏障环境内 , 湿度为50%~60%, 室温为 (22±1) °C, 
12 h/12 h, 明暗间断照明, 自由饮水和摄食。本研究

所有动物实验经西昌市人民医院伦理委员会审核并

批准(批准号: 2023-007)。
1.10.2   实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)模型建立      
将MOG35-55溶解在盐水中至终浓度为1 mg/mL, 结
核菌素溶解在弗氏完全佐剂中 , 形成1 mg/mL溶液。

在脊柱的4个部位皮下注射0.1 mL这种溶液, 将免疫

日标记为第0天。在免疫当天腹腔注射300 ng百日

咳毒素(溶解在无菌PBS中), 待48 h后再次增强免疫

反应。通过CO2窒息法处死小鼠 , 并收集腰椎第5脊
髓进行后续实验分析[13]。

1.10.3   建模成功的标准      每只小鼠继续被饲养在

无病原体的单笼环境中 , 并随意饮食。第二次百日

咳毒素注射后的第4天开始监测疾病症状, 根据疾病

严重程度对小鼠进行评分 , 从0(无症状 )到5(死亡 ), 
如下所示: 1级, 尾部无力或蹒跚步态; 2级, 尾部无力

或蹒跚步态伴尾部无力(共济失调); 2.5级: 共济失调

伴单肢部分瘫痪; 3级: 单肢完全瘫痪; 3.5级: 单边肢

体完全瘫痪 , 另一肢部分瘫痪 ; 4级 : 双肢完全瘫痪 ; 
4.5级: 四肢瘫痪; 5级: 死亡。如果条件不包括死亡 , 
则成功建模[13]。

1.10.4   分组      共50只小鼠, 使用12只作为Control3
组 : 不做任何处理 , 此外使用剩余38只小鼠进行造

模 , 其中造模成功36只 , 将造模成功小鼠分为Model
组 : 按照以上进行造模 ; Dex+Rem3组 : 造模后灌胃

给药 24天 , 剂量 50 μg/kg Dex[14]+15mg/kg Rem[15]; 
Ame组 : 阳性药组 , 造模后灌胃给药1.5 mg/kg Am-
ethopterin 24天[16]。

1.11   苏木精–伊红染色(HE staining)
将小鼠腰椎5脊髓组织使用石蜡包埋组织切片

脱蜡至水 , 依次置于二甲苯 Ⅰ、Ⅱ中、梯度酒精水化 , 
蒸馏水冲洗 ; 苏木精染色 , 流水冲洗返蓝 , 再次流水

冲洗返蓝 ; 0.5%伊红染色 , 梯度乙醇脱水 , 二甲苯透

明, 中性树胶封片。最后置于显微镜下观察拍照。

1.12   LFB(luxol fast blue)实验

对于LFB染色 , 使用0.1% LFB溶液对切片进行

染色, 并在60 °C下孵育3 h, 在室温下用0.1%甲酚紫

溶液复染10 min, 并用蒸馏水彻底洗涤。在通过分

级酒精系列脱水并在二甲苯中清除后 , 使用Entellan
安装切片以评估脱髓鞘程度。

1.13   Tunel染色

取经4%多聚甲醛室温固定30 min后的样本, PBS
洗涤3次 (每次5 min), 曲拉通 -100通透处理10 min; 
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PBS冲洗后滴加Tunel反应混合液(含TdT酶与荧光标

记dUTP), 37 °C避光孵育60 min; PBS充分洗涤3次 , 
DAPI染核5 min(避光), 抗荧光淬灭封片剂封片。激

光共聚焦显微镜双通道采集图像。

1.14   Western blot实验

取样本 , 使用RIPA解液提取蛋白。将提取好的

蛋白使用BCA法进行蛋白定量、变性。电泳、切

胶 , 转模。待转模结束后 , 室温封闭2 h。加入一抗

内质网应激相关蛋白Bip(1500 1׃)、CHOP(1500 1׃)、
IRE1α(1500 1׃)和自噬相关蛋白LC3II/LC3I(1:1 000)、
PINK1(1000 1׃)、Parkin(1000 1׃)、p62(1000 1׃)、
Beclin1(1000 1׃), 4 °C冰箱摇床过夜。待第2天, 回收

抗体 , 将条带使用PBST清洗3次每次10 min。加入

二抗 室温孵育2 h。孵育结束 ,(000 5׃1) , 使用PBST
清洗3次 , 每次10 min。清洗结束后 , 滴加超敏ECL
发光液, 使用曝光机进行曝光。

1.15   透射电子显微镜

收集小鼠腰椎5脊髓组织在4 °C切成约1 mm×1 
mm×1 mm的小块后立即用2.5%戊二醛室温固定2 h, 
洗涤30 min, 重固定2 h, 用磷酸盐缓冲液重洗10 min, 
在乙醇中梯度脱水 , 用乙酸铀酰染色2 h或过夜 , 脱
水 , 用环氧丙烷置换10 min, 包埋在环氧树脂中 , 切
成1~2 μm的切片, 最后用亚甲基染色。接下来, 使用

瑞典LKB-V超微切片机将样品切成50~70 nm的超薄

切片, 并用乙酸铀酰和柠檬酸铅染色, 以便使用电子

透射显微镜进行观察和拍摄。

1.16   统计与分析

使用SPSS26.0进行数据分析。所有数据经正

态性和方差齐性检验后若 P>0.05, 则满足以上条

件。使用单因素方差分析分析三组及以上的数据 , 
若P<0.05, 则数据具有显著性, 可以进行事后两两比

较, 使用Turkey HSD进行该检验, 若P<0.05, 则数据

具有显著性。对于两组数据 , 则使用独立 t检验进行

数据分析。

2   结果
2.1   右美托咪定联合瑞马唑仑促进细胞增殖

首先, 使用CCK8实验研究右美托咪定在LPS处理

下对BV2细胞活力的影响(图1A)。实验结果表明 , 与
Control-0组相比 , LPS-0显著抑制细胞增殖 (P<0.001); 
与LPS-0组相比 , LPS+Dex(6 μmol/L、9 μmol/L)时细胞

活力显著上升(P<0.01, P<0.001), 而在12 μmol/L Dex时

细胞活力下降。故而 , 对于右美托咪定使用9 μmol/L
进行后续实验。继续使用CCK8研究右美托咪定和

瑞马唑仑联合应用对细胞活力的影响 , 实验结果表

明 , 与Control-0组相比 , LPS-0组细胞活力显著下降

(P<0.001); 与LPS-0组相比 , Dex在LPS+9 μmol/L组
时细胞活力显著上升(P<0.001); 当加入瑞马唑仑后, 
与LPS-0组相比 , Dex+Rem在9 μmol/L+30 μg/mL、
9 μmo/L+30 μg/mL、9 μmol/L+60 μg/mL、9 μmol/
L+90 μg/mL、9 μmol/L+120 μg/mL时细胞活力均

显著上升 (P<0.001)(图1B)。与LPS+9 μmol/L组相比 , 
LPS+9 μmol/L+90 μg/mL细胞活力显著上升(P<0.01)
(图1B), 表明右美托咪定联合瑞马唑仑相比右美托

咪定单独使用可以有效促进细胞增殖。

2.2   右美托咪定联合瑞马唑仑对细胞愈合能力和

侵袭的影响

使用细胞划痕实验验证右美托咪定、瑞马

唑仑、右美托咪定联合瑞马唑仑对细胞愈合能力

的影响 (图2A)。实验证明 , 与Control组相比 , LPS
组细胞愈合能力显著下降 (P<0.001); 与LPS组相

比 ,  LPS+Dex和 LPS+Rem组细胞愈合能力显著

上升 (P<0.001); 与LPS+Dex和LPS+Rem组相比 , 
LPS+Dex+Rem组细胞愈合能力显著上升 (P<0.01)。
使用Tranwell实验验证右美托咪定、瑞马唑仑、右

美托咪定联合瑞马唑仑对细胞愈合能力的影响 (图
2B)。实验证明 , 与Control组相比 , LPS组细胞侵袭

能力显著下降 (P<0.001); 与LPS组相比 , LPS+Dex
和LPS+Rem组细胞侵袭能力显著上升(P<0.001); 与
LPS+Dex和LPS+Rem组相比, LPS+Dex+Rem组细胞

侵袭能力显著上升(P<0.05)。
2.3   右美托咪定联合瑞马唑仑通过抑制内质网应

激抑制炎症因子产生发挥BV2细胞保护作用

使用流式细胞术检测右美托咪定联合瑞马唑

仑对细胞凋亡的影响(图3A)。结果表明 , 与Control2
组相比 , LPS2组细胞凋亡率显著上升 (P<0.001); 与
LPS2组相比 , LPS+Dex+Rem组细胞凋亡率显著下

降 (P<0.001); 与Tun组相比 , Tun+Dex+Rem组细胞

凋亡率显著下降 (P<0.001)。使用ELISA验证右美

托咪定联合瑞马唑仑对炎症因子的影响 (图3B)。结

果表明 , 与Control2组相比 , LPS2组 IL-1β、IL-6、
TNF-α炎症因子显著上升 (P均<0.001); 与LPS2组相

比 , LPS+Dex+Rem组 IL-1β、IL-6、TNF-α炎症因子

显著下降(P均<0.001); 与Tun组相比 , Tun+Dex+Rem
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组 IL-1β、IL-6、TNF-α炎症因子水平显著下降 (P均
<0.001)。
2.5   右美托咪定联合瑞马唑仑通过抑制内质网应

激促进自噬发挥细胞保护作用

使用共聚焦显微镜观察右美托咪定联合瑞马

唑仑对内质网应激的影响 (图 4A)。结果表明 , 与
Control2组相比, LPS2组荧光强度显著增强; 与LPS2
组相比, LPS+Dex+Rem组荧光强度降低; 与Tun组相

比 , Tun+Dex+Rem荧光强度降低。使用Western blot检
测内质网应激相关蛋白 (Bip、CHOP、IRE1α)和自噬
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图1   右美托咪定联合瑞马唑仑促进BV2细胞增殖 
Fig.1   Dexmedetomidine combined with remimazolam promotes proliferation of BV2 cells 

A: 细胞愈合能力和统计图; B: Transwell实验和统计图; ***P<0.001, 与Control组比较; ###P<0.001, 与LPS组比较; +P<0.05, ++P<0.01, 与LPS+Dex
或LPS+Rem组比较。

A: cell migration ability and statistical graph; B: Transwell assay and statistical graph. ***P<0.001 compared with Control group; ###P<0.001 compared 
with LPS group; +P<0.05, ++P<0.01 compared with LPS+Dex or LPS+Rem groups.

图2   右美托咪定联合瑞马唑仑对BV2细胞愈合能力和侵袭的影响

Fig.2   Effects of dexmedetomidine combined with remimazolam on migration and invasion capabilities of BV2 cells
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相关蛋白(LC3II/LC3I、PINK1、Parkin、p62、Beclin1)
表达情况。结果表明 , 与Control2相比 , LPS2组内质网

应激相关蛋白Bip、CHOP、IRE1α表达水平均显著上

升(P<0.001), 自噬相关蛋白LC3II/LC3I、PINK1、Par-
kin、Beclin1无变化, p62表达水平显著上升(P<0.001); 
与 LPS2组相比 , LPS+Dex+Rem组内质网应激相

关蛋白Bip、CHOP、IRE1α表达水平均显著下降

(P<0.001), 自噬相关蛋白LC3II/LC3I、PINK1、Par-
kin、Beclin1表达水平显著上升(P<0.001), p62水平显

著下降(P<0.001); 与Tun组相比, Tun+Dex+Rem组内

质网应激相关蛋白Bip(P<0.01)、CHOP(P<0.001)、
IRE1α(P<0.001)表达水平均显著下降 , 自噬相关

蛋白 LC3II/LC3I(P<0.001)、PINK1(P<0.001)、
Parkin(P<0.001)、Beclin1(P<0.01)水平显著上升

(P<0.001), p62水平显著下降(P<0.001)。
2.6   右美托咪定联合瑞马唑仑延缓实验性自身免

疫性脑脊髓炎模型小鼠疾病进程

使用HE染色、LFB、Tunel染色检测脊髓组织

病理损伤、细胞凋亡和脱髓鞘情况 (图 5A~图 5C)。
结果表明 , Model组的脊髓组织有许多神经元 , 细胞

核染色较深 , TUNEL阳性细胞数量增加 , LFB染色

表现出更少的脱髓鞘。而Control3组、Dex+Rem3
组、Ame组的脊髓组织则表现出更健康的神经细

胞 , 萎缩或深度染色的细胞核更少 , TUNEL阳性细

胞的计数显著降低。LFB染色突出了更广泛的脱髓

鞘。EAE小鼠行为症状评分显示, 与Control3组相比, 
Model组病理评分显著升高(P<0.001); 与Model组相

比, Dex+Rem3组病理评分显著降低(P<0.01)。
2.7   右美托咪定联合瑞马唑仑通过抑制内质网应

激促进自噬延缓实验性自身免疫性脑脊髓炎模型

小鼠疾病进展

使用 Western blot检测内质网应激相关蛋白

(Bip、CHOP、IRE1α)和自噬相关蛋白(LC3II/LC3I、
PINK1、Parkin、p62、Beclin1)表达情况。结果表明, 
与Control3相比 , Model组内质网应激相关蛋白Bip、
CHOP、IRE1α表达水平均显著上升(P<0.001), 自噬
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A: 流式细胞术和统计图 ; B: ELISA检测 IL-1β、IL-6、TNF-α炎症因子统计图 ; ***P<0.001, 与Control2组比较 ; ###P<0.001, 与LPS2组比较 ; 
+++P<0.001, 与Tun组比较。

A: flow cytometry results and statistical graph; B: statistical graphs of IL-1β, IL-6, and TNF-α inflammatory factors measured by ELISA. ***P<0.001 
compared with Control2 group; ###P<0.001compared with LPS2 group; +++P<0.001 compared with Tun group.

图3   右美托咪定联合瑞马唑仑通过抑制内质网应激抑制炎症因子产生发挥细胞保护作用

Fig.3   Dexmedetomidine combined with remimazolam exerts cytoprotective effects by suppressing endoplasmic reticulum 
stress and inhibiting inflammatory factor production
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相关蛋白LC3II/LC3I、PINK1、Parkin、Beclin1无
变化 , p62表达水平显著上升 (P<0.001); 与Model组
相比 , Dex+Rem3组和Ame组内质网应激相关蛋白

Bip、CHOP、IRE1α表达水平均显著下降(P<0.001), 
自噬相关蛋白LC3II/LC3I、PINK1、Parkin、Be-
clin1表达水平显著上升 (P<0.001), p62水平显著下降

(P<0.001)。

3   讨论
本研究通过体内外实验证实 , 右美托咪定联合

瑞马唑仑可显著减轻脂多糖LPS诱导的小胶质细胞

损伤和延缓EAE模型的多发性硬化症病理进展 [1]。

多发性硬化症作为一种中枢神经系统脱髓鞘疾病 , 
其核心病理特征包括免疫介导的髓鞘破坏、少突胶

质细胞凋亡及轴突损伤 , 最终导致不可逆的神经功

A: 内质网应激荧光图; B: 内质网应激和自噬蛋白条带图; C: 内质网应激和自噬蛋白统计图; ***P<0.001, 与Control2组比较; ###P<0.001, 与LPS2
组比较; ++P<0.01, +++P<0.001, 与Tun组比较。

A: fluorescence images of endoplasmic reticulum stress; B: Western blot bands of endoplasmic reticulum stress and autophagy-related proteins; C: sta-
tistical graphs of endoplasmic reticulum stress and autophagy-related proteins. ***P<0.001 compared with Control2 group; ###P<0.001 compared with 
LPS2 group; ++P<0.01, +++P<0.001 compared with Tun group.

图4   右美托咪定联合瑞马唑仑通过抑制内质网应激促进自噬发挥细胞保护作用 
Fig.4   Dexmedetomidine combined with remimazolam exerts cytoprotective effects by suppressing endoplasmic reticulum 

stress and promoting autophagy
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能障碍 [17]。近年来研究表明 , 内质网应激驱动的未

折叠蛋白反应过度激活是多发性硬化症中少突胶质

细胞死亡和炎症级联放大的关键机制 [18]。本研究聚

焦于 IRE1α分支 , 是因为大量前期证据表明 , 在多发

性硬化症 /EAE的神经炎症环境中 , IRE1α信号轴是

连接内质网应激与炎症小体激活以及促炎细胞因子

(如 IL-1β、IL-6、TNF-α)产生的关键通路 [4]。本研究

发现LPS刺激显著上调BV2细胞内质网应激标志蛋白

Bip、CHOP和IRE1α表达, 这与BRAVO团队[19]观点一

致 , 即内质网应激通过激活蛋白激酶R样内质网激

酶–真核翻译起始因子2α-激活转录因子4/CHOP轴
触发少突胶质细胞凋亡 , 并促进小胶质细胞向促炎

表型极化。

值得注意的是 , 本研究中Dex单药 (9 μmol/L)
已显著抑制内质网应激蛋白表达 (Bip、CHOP、
IRE1α)及促炎因子(IL-1β、IL-6、TNF-α)释放, 这与

张小宝 [20]观察到Dex通过抑制应激活化蛋白激酶/细
胞外信号调节激酶 –丝裂原活化蛋白激酶通路减轻

胶质细胞炎症的结果形成互补。而联合Rem后 , 细
胞保护作用进一步增强 , 暗示瑞马唑仑可能通过未

知通路协同调控内质网应激。这一现象与近期报道

的瑞马唑仑抑制下丘脑–垂体–肾上腺轴降低皮质醇

的机制存在潜在关联 [21], 但本研究发现其协同作用

更可能源于对自噬 –内质网应激交互网络的深度调

节。

本研究首次揭示Dex+Rem通过激活自噬流抑

制内质网应激, 而SANADGOL团队[23]提出线粒体自

噬缺陷是多发性硬化症中少突胶质细胞死亡的核心

因素 [22]。本团队发现联合用药显著提升自噬关键蛋

白Beclin1和线粒体自噬调控蛋白PINK1/Parkin, 证
实其通过修复自噬溶酶体途径清除错误折叠蛋白 , 
阻断内质网应激向凋亡转化。该机制拓展了Dex神
经保护的传统认知—既往研究多聚焦其抑制凋亡

或焦亡的作用。本研究中Dex+Rem显著降低促炎因

子 (TNF-α、IL-6、IL-1β)的表达水平 , 这与杨举等 [24]

报道的右美托咪定通过热休克蛋白60/Toll样受体4-

A: HE染色图; B: Tunel染色图; C: LFB染色图; D: EAE模型小鼠病理评分; E: 透射电子显微镜图。 ***P<0.001, 与Control3组比较; ##P<0.02, 与
Model组比较。

A: HE staining images; B: TUNEL staining images; C: LFB staining images; D: pathological scores of EAE model mice; E: transmission electron mi-
croscopy images. ***P<0.001 compared with Control3 group; ##P<0.01 compared with Model group.

图5   右美托咪定联合瑞马唑仑延缓实验性自身免疫性脑脊髓炎模型小鼠疾病进展

Fig.5   Dexmedetomidine combined with remimazolam alleviates disease progression 
in experimental autoimmune encephalomyelitis model mice
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核因子κB通路抑制小胶质细胞活化的结果一致。但

联合用药还同步提升细胞愈合与侵袭能力 , 提示其

可能促进小胶质细胞向抗炎M2表型转化。这一假

设得到支持 , 即Dex单药即可增加小胶质细胞M2型
标记物表达水平 , 且这依赖蛋白激酶K信号通路 [25]。

此外 , 在EAE模型中观察到联合用药减轻脊髓脱髓

鞘和减少神经元凋亡 , 这与心肌细胞缺氧模型中发

现右美托咪定通过抑制内质网应激维持线粒体功能

的保护作用高度相似[26]。这表明Dex+Rem的内质网

应激调控具有跨器官普适性 , 为多发性硬化症等神

经退行性疾病的治疗提供了新思路。
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A: 内质网应激和自噬蛋白条带图; B: 内质网应激和自噬蛋白统计图; ***P<0.001, 与Control3组比较; ###P<0.001, 与Model组比较。

A: Western blot bands of endoplasmic reticulum stress-related and autophagy-related proteins; B: statistical graphs of endoplasmic reticulum stress-
related and autophagy-related proteins. ***P<0.001 compared with Control3 group; ###P<0.001 compared with Model group.

图6   右美托咪定联合瑞马唑仑通过抑制内质网应激促进自噬减轻实验性自身免疫性脑脊髓炎模型小鼠疾病进展

Fig.6   Dexmedetomidine combined with remimazolam alleviates disease progression in experimental autoimmune encephalomyelitis 
model mice by suppressing endoplasmic reticulum stress and promoting autophagy

但本文同时还存在以下局限性 , 虽明确自噬–内
质网应激轴参与联合用药的保护作用, 但Dex与Rem
的具体作用靶点尚未解析 , 需通过基因敲除或抑制

剂实验验证。EAE模型主要模拟多发性硬化症急性

炎症期, 但无法体现慢性神经退行进程。因此, 需在

渐进展多发性硬化症模型中评估长期用药风险。本

研究表明Dex+Rem通过协同抑制内质网应激并激活

自噬, 在多发性硬化症模型中实现多层面神经保护。

这一机制不仅深化了对镇静药物免疫调节功能的理

解, 也为开发靶向内质网应激–自噬轴的多发性硬化

症联合疗法提供了实验依据。未来研究可结合单细
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胞测序技术解析少突胶质细胞特异性内质网应激信

号图谱, 并探索非编码RNA与药物作用的互作网络, 
以推动精准化治疗策略的发展
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