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 · 论著 ·

咪达唑仑调节 PINK1/PARKIN信号通路对缺血性脑卒中大鼠神经元损伤
的影响

张俊丽，李媛媛，尹　静，杨鸿源，白耀武 （唐山市妇幼保健院麻醉科, 河北唐山 063000）

［摘要］  目的　探讨咪达唑仑对缺血性脑卒中（IS）大鼠神经元损伤的影响及其与 PTEN 诱导假定激酶 1（PINK1）
/E3 泛素连接酶（PARKIN）信号通路的调节作用。方法　通过动脉阻塞法建立 IS 大鼠模型，将造模成功的大鼠随机分为

IS 组、药物低、中、高剂量（药物-L、M、H，30、60、90 mg/kg 咪达唑仑）组、药物-H+自噬抑制剂-3-MA 组（90 mg/kg 咪达唑

仑+30 mg/kg 3-MA），并以仅分离血管的大鼠为假手术组，各组均进行相应剂量药物或生理盐水干预，随后进行神经功能评

分、脑组织病理学、神经元凋亡、超微结构以及线粒体中 PINK1、PARKIN、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）及 P62 蛋白表达检

测。结果　与 IS 组相比，药物-L 组、药物-M 组、药物-H 组病理损伤得到改善，自噬小体呈现增加趋势，PINK1、PARKIN、

LC3 蛋白表达增加，神经功能评分、神经元凋亡率、P62 蛋白显著降低，呈剂量依赖性（P<0.01 或 P<0.001）；与药物-H 组相

比，药物-H+3-MA 组病理损伤加重，自噬小体减少，PINK1、PARKIN、LC3 蛋白表达降低，神经功能评分、神经元凋亡率、

P62 蛋白显著增加（P<0.001）。结论　咪达唑仑通过激活 PINK1/PARKIN 信号通路诱导 IS 大鼠线粒体自噬，降低神经元凋

亡，改善 IS 大鼠神经元损伤。

［关键词］　咪达唑仑；PINK1/PARKIN 信号通路；缺血性脑卒中；神经元；自噬；凋亡
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Effect of midazolam on neuronal damage in ischemic stroke rats by regulating
the PINK1/PARKIN signaling pathway
ZHANG Junli, LI  Yuanyuan, YIN Jing, YANG Hongyuan, BAI  Yaowu（Department  of  Anesthesiology,  Tangshan  Maternal  and
Child Health Care Hospital, Tangshan 063000, China）

［Abstract］  Objective　  To  investigate  the  effect  of  midazolam on  neuronal  damage  in  ischemic  stroke （IS） rats  and  its
regulatory effect on PTEN-induced putative kinase 1 （PINK1）/E3 ubiquitin ligase （PARKIN） signaling pathway. Methods　 An
IS rat model was established using arterial occlusion method. The rats with successful model were randomly divided into IS group,
drug-low,  medium,  high-dose （drug-L,  M,  H,  30,  60,  90  mg/kg  midazolam） groups,  drug-H+autophagy  inhibitor  3-MA  group
（90 mg/kg midazolam+30 mg/kg 3-MA）, and rats with only isolated blood vessels were used as sham surgery groups. Each group
received  corresponding  doses  of  drugs  or  physiological  saline  intervention,  and  the  neurological  function  scoring,  brain
histopathology, neuronal apoptosis, ultrastructure, and expression of PINK1, PARKIN, microtubule-associated protein 1 light chain
3 （LC3）,  and P62 protein in mitochondria were detected. Results　Compared with the IS group, the pathological damage of the
drug-L group, drug-M group, and drug-H group was improved, and autophagosomes showed an increasing trend, the expression of
PINK1, PARKIN, and LC3 proteins increased, the neurological function score, neuronal apoptosis rate, and P62 protein obviously
decreased  in  a  dose-dependent  manner （P<0.01  or P<0.001）;  compared  with  the  drug-H  group,  the  pathological  damage  in  the
drug-H+3-MA group increased and autophagosomes decreased,  the expression of  PINK1, PARKIN, and LC3 proteins decreased,
the neurological function score, neuronal apoptosis rate, and P62 protein obviously increased （P<0.001）. Conclusion　Midazolam
induced mitochondrial autophagy in IS rats by activating the PINK1/PARKIN signaling pathway, neuronal apoptosis was reduced
and neuronal damage were improved in IS rats.

［Key words］　KER  WORDS  Midazolam； PINK1/PARKIN  signaling  pathway； Ischemic  stroke； Neuron； Autophagy；
Apoptosis

中风是人类死亡的主要原因之一，全世界范围

内中风的发病率、死亡率和致残率均较高。缺血性

脑卒中（IS）是常见的一种中风，也是导致人类死亡

和残疾的最常见因素[1]。目前溶栓是 IS 的首选治
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疗方法，其中药物溶栓最为有效，但往往具有黄金

治疗时间，可能约 3～8% 的患者才有资格使用药

物溶栓治疗[2-3]。因此，需要针对 IS 开发新的药物

以提高溶栓治疗的疗效。咪达唑仑是一种有效的

短效苯二氮卓类药物，具有抗焦虑、镇静和催眠作

用[4]。YU 等[5] 研究表明咪达唑仑通过抗凋亡机制

减少细胞毒性和凋亡，从而保护缺血环境下的神经

元，具有治疗中风的潜在能力，但其具体机制仍需

探索。线粒体是细胞的能量来源，在决定细胞死亡

中起着关键作用，PTEN 诱导假定激酶 1（PINK1）/
E3 泛素连接酶（PARKIN）信号通路在线粒体吞噬

和线粒体运动中起关键作用，已有研究显示 PINK1/
PARKIN 介导的线粒体自噬在中风后的神经元和

组织损伤中起主要作用，能够防止 IS 后神经元凋

亡[6-7]。动脉阻塞法建立 IS 动物模型是最接近模拟

人类 IS 的模型之一[8-10]。本研究通过动脉阻塞法

建立 IS 大鼠，探讨咪达唑仑是否通过调节 PINK1/
PARKIN 信号通路影响 IS 大鼠神经元损伤，从而

为咪达唑仑治疗脑中风提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料 

1.1.1    实验动物

健康无特定病原体级成年雄性 SD 大鼠（6 周

龄，200～230 g）在室温和光照/黑暗（12 h/12 h）交
替循环的条件下喂养，并自由获得食物和水。大鼠

由郑州大学（河南省实验动物中心）提供，许可证

号：SCXK（豫）2022−0001，本研究实验符合《中华

人民共和国实验动物指南》规定，并获得动物伦理

委员会批准。 

1.1.2    实验药品

咪达唑仑注射液（国药准字 H20031037，批号

20211120）。 

1.1.3    主要实验试剂

美国 Selleck Chemicals 公司提供自噬抑制剂

（3-MA）；上海天能科技有限公司提供 ECL 化学发

光试剂盒；Abcam 公司提供 PINK1、ARKIN、微管

相关蛋白 1 轻链 3（LC3）及 P62 一抗；上海生物工

程有限公司提供线粒体提取试剂盒、TUNEL 试剂

盒；北京 Solarbio 公司提供苏木精-伊红（HE）染色

液；美国 Bioteke 公司提供二辛可宁酸（BCA）蛋白

定量试剂盒。 

1.1.4    实验仪器

美国 Bio-Rad 公司提供凝胶电泳、转移装

置；日本 JEOL 电子公司提供透射电子显微镜

（1400PLUS 型）。 

1.2    实验方法 

1.2.1    IS 大鼠模型的制备及干预

大鼠适应性喂养一周后，通过中动脉阻塞法建

立 IS 大鼠模型[11]：将麻醉的大鼠置于立体定位框

架中，颈部正中央做一切口，手术分离右侧颈总动

脉、颈内动脉和颈外动脉，结扎颈外动脉，然后将线

栓穿过颈外动脉残端插入颈内动脉，在离插入点

约 18 至 22 mm 处闭塞大脑中动脉，固定 2 h 后，抽

出线栓并缝合伤口。当大鼠出现自主向左旋转的

行为，记为 IS 大鼠造模成功，术后死亡大鼠给予相

应补充。将造模成功的大鼠随机分为 IS 组、药物

低剂量（药物-L）、药物中剂量（药物-M）、药物高剂

量（药物-H）组、药物-H+3-MA 组，并以仅进行分离

血管的正常大鼠为假手术组，其中药物-L 组、药物-
M 组、药物-H 组根据参考文献[12] 和前期预实验结

果分别以 30、60、90 mg/kg 咪达唑仑进行腹腔注射

给药干预，同时给予生理盐水干预；药物-H+3-MA
组在给予 90 mg/kg 咪达唑仑腹腔注射给药的同

时，以 30 mg/kg 3-MA 灌胃给药干预[13]；其余各组

分别以等体积的生理盐水腹腔注射、灌胃干预，每

日一次，连续两周。 

1.2.2    神经功能评分

以有经验的测试者根据 Longa 方法采用双盲

设计评估神经功能缺损评分，神经功能缺损评分中

无神经功能缺损症状，活动正常，记为 0 分；大鼠左

前肢不能完全伸直，记为 1 分；大鼠爬行时转向对

侧，记为 2 分；自发的向左转圈或行走，记为 3 分；

大鼠无法行走，失去知觉，记为 4 分。 

1.2.3    HE 检测脑组织病理学变化

神经功能评分结束后，随机取 5 只大鼠麻醉，

用 0.9% 生理盐水经心脏灌注，然后用 4% 多聚甲

醛灌注，直到四肢僵硬，立即取出大脑，并在 4 ℃
下经固定剂固定部分脑组织 24 h。将脑组织包埋

在石蜡中，并切成连续的冠状切片，然后将切片脱

蜡、再水合并用苏木精伊红染色，于显微镜下观察

并拍照。 

1.2.4    TUNEL 法检测大鼠脑组织神经元凋亡

取 1.2.3 中脑组织石蜡片，脱蜡后按照试剂盒

要求检测 TUNEL 阳性细胞，并计算凋亡率，其中

棕黄色或棕褐色颗粒为阳性细胞。 

1.2.5    透射电镜观察脑组织超微结构

取部分脑组织皮质区，并以戊二醛、四氧化锇

固定，经浸透、包埋、聚合后制备超薄切片，透射电

镜下观察皮质区自噬小体的变化。 
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1.2.6    Western blot 检测脑组织线粒体中 PINK1、
PARKIN、LC3 及 P62 蛋白表达

利用线粒体分离试剂盒提取剩余 8 只大鼠脑

组织线粒体，在含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

的 RIPA 缓冲液中，在玻璃匀浆器中将脑组织匀浆

并定量，将蛋白质经过常规十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离、电转移、抗体

反应（PINK1、PARKIN、LC3 及 P62 一抗）后，利用

增强化学发光（ECL）试剂盒进行可视化，用荧光成

像仪拍摄图像，随后用 Image J 软件定量分析。 

1.3    统计学分析

± x̄± s

采用 SPSS 27.0 软件分析数据，计量资料以均

数 标准差（ ）表示，P<0.05 时，差异有统计学意

义。单因素方差分析用于多组间比较，以 snk-q 检

验进一步两两比较。 

2    结果
 

2.1    咪达唑仑对各组大鼠神经功能评分的影响

与假手术组相比，IS 组神经功能评分显著增加

（P<0.001）；但经药物-L 组、药物-M 组、药物-H 组

干预后，神经功能评分逐渐降低，呈剂量依赖性

（P<0.001）；与药物-H 组相比，药物-H+3-MA 组神

经功能评分显著增加（P<0.001），见图 1。
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x̄± s图 1    各组大鼠神经功能评分的比较 ( ，n=13)
***P<0.001，与假手术组比较； ###P<0.001，与 IS 组比较；

△△△P<0.001，与药物-H 组比较。
  

2.2    咪达唑仑对各组大鼠脑组织病理学的影响

假手术组脑组织皮质区结构完整，未见细胞变

性，神经元形态饱满，数量较多；而 IS 组皮质区结

构间隙较大，结构疏松，神经元数量明显减少；药

物-L 组、药物-M 组、药物-H 组病理状况有所改

善，神经元形态逐渐改善，数量逐渐增加；但药物-
H+3-MA 组较药物-H 组皮质区结构呈筛网状，神

经元存在坏死现象，见图 2。
 
 

假手术组 IS组 药物-L组

药物-M组 药物-H组 药物-H+3-MA组

图 2    HE染色监测脑组织病理学变化 (×200)
 
 

2.3    咪达唑仑对各组大鼠脑组织神经元凋亡的影响

与假手术组相比，IS 组神经元凋亡率显著增加

（P<0.001）；但经药物-L 组、药物-M 组、药物-H 组

干预后，神经元凋亡率逐渐降低，呈剂量依赖性

（P<0.001）；与药物-H 组相比，药物-H+3-MA 组神

经元凋亡率显著增加（P<0.001），见图 3、表 1。
 

2.4    咪达唑仑对各组大鼠脑组织超微结构的影响

与假手术组相比，IS 组脑组织皮质区自噬小体

的数目增加；经药物-L 组、药物-M 组、药物-H 组

干预后，皮质区自噬小体的数目也呈现增加趋势，

以药物-H 组最为显著；但药物-H+3-MA 组较药物-
H 组自噬小体的数目逐渐减少，见图 4。
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2.5    咪达唑仑对各组大鼠 PINK1、PARKIN、LC3
及 P62 蛋白的表达水平的影响

与假手术组相比，IS 组脑组织线粒体 PINK1、

ARKIN、LC3 及 P62 蛋白显著增加（P<0.001）；与 IS
组相比，药物-L 组、药物-M 组、药物-H 组 PINK1、
PARKIN、LC3 蛋白表达增加，P62 蛋白显著降低，

 

假手术组 IS组 药物-L组

药物-M组 药物-H组 药物-H+3-MA组

图 3    TUNEL法脑组织细胞凋亡变化 (×200)
 

 

x̄± s表 1    各组大鼠细胞凋亡变化比较 ( ，n=5) 
组别 凋亡率（%）

假手术组 6.22±0.63

IS组 21.28±2.13***

药物-L组 16.11±1.63###

药物-M组 11.32±1.14###

药物-H组 8.02±0.81###

药物-H+3-MA组 17.11±1.72△△△

***P<0.001，与假手术组比较； ###P<0.001，与IS组比较；△△△P<0.001，与药物-H组比较。
 

假手术组 IS组 药物-L组

药物-M组 药物-H组 药物-H+3-MA组

图 4    透射电镜检测脑组织超微结构变化 (×10 000)
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呈剂量依赖性（P<0.01 或 P<0.001）；与药物-H 组相

比，药物-H+3-MA 组 PINK1、PARKIN、LC3 蛋白

表达降低，P62 蛋白显著增加（P<0.001），见图 5、
表 2。
  

假
手
术
组

IS
组

药
物

-L
 组

药
物

-M
 组

药
物

-H
 组

药
物

-H
+
3-

M
A
 组

PINK1

PARKIN

LC3I

LC3Ⅱ

P62

β-actin

图 5    Western blot检测脑组织线粒体中 PINK1、PARKIN、

LC3及 P62表达
  

3    讨论

咪达唑仑是一种 γ-氨基丁酸 A 苯二氮卓类受

体激动剂，是诱导镇静的常用麻醉剂，咪达唑仑处

理可维持树突结构，并且不影响麻醉期间的神经元

发育，研究表明咪达唑仑可以保护大脑中动脉闭塞

诱导的神经元变性和神经细胞凋亡[14]。本研究发

现 IS 大鼠神经功能评分、神经元凋亡率显著增加，

HE 结果显示皮质区病理损伤严重，皮质区结构疏

松、间隙较大，提示 IS 大鼠的构建伴随着严重的神

经元损伤，与杨秋怡等[15] 结果相吻合。但经不同

剂量的咪达唑仑治疗后，病理损伤得到改善，神经

功能评分、神经元凋亡率显著降低，呈剂量依赖性，

提示咪达唑仑尤其是高剂量咪达唑仑可保护 IS 大

鼠神经元损伤，但其机制仍未阐明。

自噬是一种基因程序化的过程，选择性自噬最

典型的类型是线粒体自噬，即针对受损的线粒体进

行降解，促进线粒体的更新，防止功能障碍的细胞

器积累[16-17]。在自噬过程中，LC3 羧基端经剪切后

形成 LC3I，LC3I 泛素化后形成 LC3II，在自噬体膜

表面附着，LC3II 与 LC3I 比值是判断自噬体形成

的标志。LC3 与 P62 结合形成自噬小体，P62 会随

溶酶体的降解而降解，P62 与自噬强弱呈反比[10]。

PINK1-PARKIN 介导的线粒体自噬在线粒体质量

控制中起关键作用，并与多种疾病相关，包括神经

退行性疾病、心血管疾病以及脑缺血损伤[18-19]。在

脑缺血再灌注大鼠中，活血荣络方在一定程度上通

过激活 PINK1/Parkin 介导的自噬抑制神经元损伤，

保护大鼠受损脑组织[20]。本研究结果发现 IS 大鼠

自噬小体较多，线粒体中 PINK1、PARKIN、LC3
及 P62 蛋白显著增加，提示 IS 大鼠脑组织中自噬

体增加，但并未得到及时降解；经咪达唑仑干预后，

IS 大鼠自噬小体逐渐增多 ，线粒体中 PINK1、
PARKIN、LC3 蛋白显著增加，P62 蛋白表达降低，

提示咪达唑仑可通过激活 PINK1/PARKIN 信号通

路激活线粒体自噬，并加快自噬体降解，减轻 IS 大

鼠神经元损伤。为进一步验证实验结论，以自噬抑

制剂 3-MA 进行回复验证，结果发现 3-MA 逆转了

咪达唑仑对 IS 大鼠神经元损伤的保护作用，表明

咪达唑仑改善 IS 大鼠神经元损伤，与激活 PINK1/
PARKIN 信号通路有关。

综上所述，咪达唑仑通过激活 PINK1/PARKIN
信号通路诱导 IS 大鼠线粒体自噬，降低神经元凋

亡，改善 IS 大鼠神经元损伤，为咪达唑仑治疗脑中

风提供理论依据。
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