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右美托咪定对脂多糖诱导的脓毒症大鼠全身
炎症反应和肺损伤的影响

邓娟 李亚春 朱涛

  【摘要】 目的 观察脂多糖(LPS)对大鼠血浆和肺组织中的炎性因子和Toll样受体4(TLR4)

表达的影响及右美托咪定的干预作用。方法 雄性SD大鼠40只,250~300g,随机分为四组。

Control组(n=10)生理盐水1ml·kg-1·h-1大鼠尾静脉泵注6h;DEX组(n=10)右美托咪定(负荷

量6.5μg·kg-1·h-1,10min;5μg·kg-1·h-1维持)大鼠尾静脉泵注6h;LPS组(n=10)经大鼠尾静

脉注射7.5mg/kg的LPS后继续生理盐水泵注6h;LPS+DEX组(n=10)经大鼠尾静脉注射7.5
mg/kg的LPS后泵注右美托咪定6h。以6h为实验终结点,并于此时行右心室取血和肺组织标本

的制备。采用ELISA法检测血浆IL-1、IL-6、TNF-α浓度,Westernblot法检测肺组织TLR4、髓样分

化因子88(MyD88)、NF-κB蛋白含量;检测大鼠肺组织湿/干比(W/D);并用 Murakami法评测肺损

伤程度。结果 与Control组比较,LPS组大鼠血浆IL-1、IL-6和TNF-α浓度明显升高,肺组织中的

TLR4、MyD88、NF-κB蛋白含量明显升高(P<0.01),肺 W/D明显升高;LPS+DEX组上述指标差

异均无统计学意义。Control组和DEX组未见明显肺损伤,LPS组肺间质水肿、炎性细胞浸润明显,

LPS+DEX组肺损伤程度明显减轻(P<0.01)。结论 LPS的刺激可以明显升高大鼠血浆中炎性

因子以及肺组织中TLR4的表达水平,右美托咪定的干预可以减轻这一趋势,缓解大鼠的全身炎症

和肺水肿的程度。
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【Abstract】 Objective Toassesstheroleofinterventionofdexmedetomidineinlungtissueand
plasmaofsepticratsinducedbylipolysaccharide.Methods FortySDratsweighing250-300gwere
dividedinto4groups:controlgroup(n=10)withsaline(1ml·kg-1·h-1)infusedthroughthetail
veinsofratsfor6h;dexmedetomidine(DEX)group(n=10)withdexmedetomidine,injected6.5μg
·kg-1·h-1for10minfollowedby5μg·kg-1·h-1,continuouslyinfusedthroughtailveinsfor6h;li-
polysaccharide(LPS)group(n=10)withlipolysaccharide(7.5mg/kg)infusedthroughthetail
veinsofrats;LPS+DEXgroup(n=10),afterinfusionofLPS,ratsweretreatedwithdexmedeto-
midine(bolus6.5μg·kg-1·h-1,10min;5μg·kg-1·h-1,continuousinfusion)throughthetailveins
for6h.ELISAandWesternblotwereperformedtoassesstheproteinexpressionofIL-1,IL-6,
TNF-αandTLR4;thewet/dryratio(W/D)oflungtissueineachgroupwasmeasuredandtheinjury
scoreswererecordedthroughtheMurakamimethod.Results Therewasnostatisticalsignificance
betweenthecontrolgroupandDEXgroupinplasmalevelofinflammatoryfactors,pulmonaryTLR4
expression,wet/dryratioandinjuryscoreoflungtissues,however,comparedtothecontrolgroup,
therewasasignificantelevationintheabove-mentionedbiomarkers,W/Dandinjuryscoreoflungtis-
sue(P<0.01).Comparedtothecontrolgroup,therewasnostatisticalsignificanceintheLPS+
DEXgroup.ComparedtotheLPS+DEXgroup,thebiomarkersmentionedabove,W/Dandinjury
scoreoflungtissuesweresignificantlyelevatedintheLPSgroup(P<0.01).Conclusion Theirrita-
tionofLPScantriggertheelevationofinflammatoryfactorsinplasma,TLR4expressioninlungtis-
suesinrats,whiletheinterventionofdexmedetomidinecansignificantlyalleviatethistendency.
Dexmedetomidinecansuppresstheinflammatoryreactionandpulmonaryedemainsepticrats.
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  脓毒症是指由感染等因素诱发的全身炎症反

应综合征,肺炎、急性胰腺炎、急性胆管炎等都可诱

发脓毒症。研究表明脓毒症的病死率近年来已经

超越心肌梗死成为重症监护病房的头号杀手[1]。目

前脓毒症的研究主要涉及炎性反应的失衡、凝血功

能紊乱、免疫功能抑制以及细胞凋亡四个方面。肺

脏是脓毒症时最先受到攻击的器官,脓毒症时肺损

伤的发生率非常高,可达到80%~100%,部分患者

会出现急性肺损伤甚至多器官功能障碍[2]。
在脓毒症急性肺损伤患者呼吸机支持治疗时,

右美托咪定由于其镇静、镇痛、不抑制呼吸等独特

的临床优势而得到广泛的应用[3]。随着研究的深

入,研究者发现右美托咪定除了镇静、镇痛作用外,
还具有独特的抗炎作用,能降低呼吸机相关肺损

伤,具有一定的肺保护作用[4],但具体作用机制还不

甚明了。本实验旨在研究右美托咪定在脂多糖诱

导的脓毒症大鼠模型中的肺保护作用,并探索相关

信号通路的蛋白含量,为右美托咪定在脓毒症治疗

中的抗炎作用提供理论参考。

材料与方法

实验试剂 右美托咪定、IL-6、TNF-α、Toll样

受体4(TLR4)、髓样分化因子88(MyD88)、NF-κB
抗体(Santa-Cruz公司,美国),内毒素脂多糖(LPS,

Santa-Cruz公 司,美 国),ELISA 试 剂 盒 (R&D
system公司,美国),β-actin抗体、胰酶购(Sigma公

司)。
实验动物与分组 SD雄性大鼠40只(上海市

交通大学附属第一人民医院实验动物中心提供,清
洁级),体重250~300g,按随机数字法随机分为四

组:Control组,DEX组,LPS组和DEX+LPS组。
脓毒症大鼠模型构建 根据文献采取大鼠尾

静脉置管注射LPS的方法建立脓毒症模型[5],大鼠

分组分笼适应性喂养,每笼3~4只,模拟昼夜均分

环境喂养4d后开始建模,术前6h禁食不禁饮,30
mg/kg戊巴比妥钠腹腔注射,大鼠麻醉后行尾静脉

置管,肝素帽封管。研究表明,一定剂量的右美托

咪定的干预对脓毒症大鼠的重要脏器有着相应的

保护作用[6],预实验中采用文献中的剂量也印证了

这一点,在随后的实验中选定6.5μg·kg-1·h-1负
荷量,5μg·kg-1·h-1维持量作为实验的干预剂量。
置管后,Control组按照生理需要量1ml·kg-1·h-1

持续泵注生理盐水;DEX组于10min内给予6.5

μg·kg-1·h-1 右 美 托 咪 定 的 负 荷 量 后 再 以 5

μg·kg-1·h-1的速率持续泵注;LPS组于5min内

泵注7.5mg/kg的LPS;DEX+LPS组在按照LPS
组泵注完LPS后,再依据DEX组的剂量泵注右美

托咪定。根据文献[7]和预实验结果,大鼠在尾静

脉注射如上剂量的LPS6h后体内早期炎症达到高

峰,因此选择6h为实验终结点,并于此时行右心室

取血和肺组织标本的制备。
肺组织标本制备 建模6h后,将胸部备皮后

的大鼠除头部以外浸没于75%的酒精中2~3min,
消毒后置于无菌操作台上,依次切开胸部皮肤,胸
骨和胸膜,充分暴露大鼠的心脏,经右心室抽取8~
10ml血液,4500r/min离心15min后,取上清液

放入-80℃冰箱备用,再行PBS右心室灌洗后,取
双侧肺组织置于冰上,并于右肺上叶相同部位剪取

1cm3 肺 组 织 加 入 裂 解 液 放 置 于 冰 上15 min,

12000r/min 离 心 15 min 后 收 集 上 清 液 置 于

-80℃冰箱备用。剩余右肺统一称量重量后放入

锡纸入65℃烤箱,24h后取出再次称重,计算肺湿/
干比(W/D)。左 肺 浸 入 戊 二 醛,制 备 HE 染 色

切片。
采用ELISA双抗体夹心法检测大鼠血浆中IL-

1、IL-6和TNF-α的浓度。
采用 Westenblot检 测 肺 组 织 中 的 TLR4、

MyD88和NF-κB蛋白含量。
大鼠肺 W/D检测 将大鼠右肺统一称量重量

后放入锡纸入65℃烤箱,24h后取出再次称重,计
算 W/D值。

肺组 织 病 理 染 色  用 4% 多 聚 甲 醛 以 30
cmH2O压力灌注支气管,结扎后投入4%的多聚甲

醛溶液中固定2~3h。固定完全后制作HE染色切

片,按照 Murakami法[8]评测肺损伤的程度。
统计分析 采用SPSS22.0软件进行统计学

分析。正态分布计量资料以均值±标准差(􀭺x±s)
表示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较采

用SNK法;计数资料比较采用χ2 检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

结  果

大鼠 血 浆 中IL-1、IL-6和 TNF-α浓 度 与

Control组比较,LPS组血浆IL-1、IL-6、TNF-α浓

度明显增加(P<0.01);与LPS组比较,LPS+DEX
组IL-1、IL-6、TNF-α浓度明显降低(P<0.01)(图
1~3)。

大鼠肺组织中TLR4、MyD88和NF-κB蛋白含
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  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图1 四组大鼠血浆中IL-1浓度的比较

  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图2 四组大鼠血浆中IL-6浓度的比较

  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图3 四组大鼠血浆中TNF-α浓度的比较

量 与 Control组 比 较,LPS 组 肺 组 织 TLR4、

MyD88、NF-κB蛋白含量明显增加(P<0.01);与
LPS组比较,LPS+DEX组 TLR4、MyD88、NF-κB
蛋白含量明显下降(P<0.01)(图4~6)。

肺 W/D 与Control组比较,LPS组肺W/D明

显升高(P<0.01);与LPS组比较,LPS+DEX组

肺 W/D明显降低(P<0.01)(图7)。
肺组织学观察 Control组未见明显的损伤表

现,DEX组与Control组差异无统计学意义;LPS

  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图4 四组大鼠肺组织中TLR4蛋白含量的比较

  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图5 四组大鼠肺组织中 MyD88蛋白含量的比较

  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图6 四组大鼠肺组织中NF-κB蛋白含量的比较

组的肺间质水肿、炎性细胞浸润明显(P<0.01);
LPS+DEX组的肺损伤程度明显低于LPS组(P<
0.01)(图8)。
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  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图7 四组大鼠肺 W/D的比较

  注:与 Control组 比 较,aP<0.01;与 LPS组 比 较,bP

<0.01

图8 四组大鼠 Murakami肺损伤评分的比较

讨  论

在生理状态下,机体的内环境处于稳态,抗炎

和促炎反应处于动态平衡。脓毒症发生时机体内

这种平衡被打破,抗炎反应占据优势,并朝向失控

的趋势发展,由此引起迅速而难以控制的继发性感

染[9]。在脓毒症发生发展的过程中,肺组织是其攻

击的首要器官,患者出现继发的急性肺损伤,甚至

多器官功能衰竭。因此抑制过度的炎性反应成为

治疗脓毒症急性肺损伤的重要靶点。在本实验中,
我们通过尾静脉注射LPS成功复制了大鼠脓毒症

模型。
在格兰阴性杆菌感染引起的脓毒症发病过程

中,细菌细胞壁上的脂多糖内毒素LPS扮演了重要

的角色,LPS构象的变化与激活宿主细胞膜的活性

有着相当程度的关联[10]。LPS结合蛋白(LBP)与

LPS结合后再与胞膜上的CD14形成复合体而使得

NF-κB激酶激活,但是由于CD14缺乏相应的胞浆

区段,不能直接向细胞内传递LPS的相关信号,研
究发现Toll样受体(Toll-likereceptors)是LPS信

号向细胞内转导的门户蛋白[11]。Toll样受体是近

年来发现的一种具有信号转导作用的跨膜蛋白家

族,其在分子结构上有一细胞内区域与IL-1的受体

有同源性,细胞内的接头蛋白更易结合到IL-1受体

相关激酶上。TLR4是Toll样受体家族中的一种,
它是LPS的受体,主要参与LPS的应答。研究表

明,LPS、LPB、CD14形成的复合体与TLR4结合后

可以通过 MyD88途径激活 NF-κB,其最终结果是

细胞核内促炎因子编码的增加,而这其中就包括

IL-1、IL-6、TNF-α[12]。在本实验中发现,LPS诱导

的大 鼠 脓 毒 症 模 型 中,其 肺 组 织 中 的 TLR4和

MyD88的 蛋 白 含 量 是 增 加 的,这 表 明 TLR4-
MyD88-NF-κB通路可能参与了LPS诱导的脓毒症

的发生和发展。
右美托咪定是一种高选择性α2 受体激动药,与

α2 受体结合后具有镇静、镇痛、抗交感、不抑制呼吸

等优点,在手术麻醉以及重症监护中得到了广泛的

使用。随着临床研究的深入,右美托咪定的器官保

护尤其是肺保护的作用逐渐进入研究者的视野[13]。
在盲肠结扎穿孔的大鼠脓毒症模型中,右美托咪定

的干预可以减少肺泡灌洗液中的TNF-α和IL-6,减
轻肺部炎症和肺泡壁的水肿,降低大鼠24h的死亡

率[14]。Taniguchi等[7]研究发现,右美托咪定的干

预可以减轻脓毒症大鼠血液中炎性因子的释放,降
低脓毒症大鼠的死亡率,有一定的器官保护作用。
本实验发现,右美托咪定的干预可以显著降低LPS
脓毒症大鼠血浆中的IL-1等炎性因子的浓度,最易

受累的肺组织在右美托咪定干预后炎性细胞的浸

润较LPS模型有着显著的改善,表明右美托咪定的

干预可以抑制LPS脓毒症大鼠的炎性因子的释放,
降低肺水肿的程度和炎性细胞浸润,具有一定的肺

保护作用。
右美托咪定与α2 受体结合后产生抗炎作用可

能存在下列机制:(1)右美托咪定与α2 受体结合后

可抑制肾素的分泌,从而减少RAS系统过度激活,
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间接使得肺组织中的TLR4下调,从而减少下游炎

性因子的蛋白合成;(2)右美托咪定激活α2 受体后,
通过一系列复杂的细胞内信号通路直接影响TLR4
的表达[15]。临床研究[16]和动物实验[17]都发现,

NF-κB信号通路的激活会出现各级水平的炎性信

号的放大,NF-κB在脓毒症的发生、发展和转归中

扮演了非常重要的角色,包括右美托咪定在内的α2
受体激动剂下调 NF-κB结合活性可能是其发挥抗

炎和器官保护作用的一个重要机制。本研究结果

表明,右美托咪定可能通过对TLR4-MyD88-NF-κB
通路的调控抑制大鼠脓毒症模型的炎性反应进一

步失控。近期有研究表明,在小鼠脓毒症模型中,
右美托咪定对小鼠巨噬细胞炎性蛋白的调控可能

是通过TLR4/NF-κB/MAPK通路发挥其抗炎作用

的[18],这一结果在其他实验模型中是否可以重现还

需进一步研究。
综上所 述,右 美 托 咪 定 可 能 通 过 参 与 调 节

TLR4-MyD88-NF-κB通路降低小鼠LPS诱导的脓

毒症模型大鼠体内炎性因子的释放,从而减轻肺组

织的炎症和水肿,具有一定的肺保护作用。这种保

护作用是α2 受体激动后直接通过复杂的细胞内信

号转导调控TLR4的表达抑或是通过胞外因子的

间接调控还有待进一步研究。
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