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右美托咪定对大鼠离体肺缺血-再灌注损伤时

ERK1/2和Akt激活的影响

李梦倩 李彬 董铁立

  【摘要】 目的 评价右美托咪定对大鼠离体肺缺血-再灌注损伤(lungischemia-reperfusionin-

jury,LIRI)时胞外信号调节激酶(ERK1/2)和丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(Akt)激活的影响。方法 成

年雄性SD大鼠45只,随机分为三组:对照组(C组)、缺血-再灌注组(IR组)和右美托咪定组(DEX
组),每组15只。C组大鼠离体肺在IL-2离体肺灌流系统内维持正常的生理活动,只通气和灌流150
min;IR组和DEX组大鼠离体肺在IL-2离体肺灌流系统中维持15min后,停止通气和灌流60min
后再通气和复灌75min;DEX组复灌开始时于离体灌流液中加入右美托咪定10nmol/L。C组和IR
组分别于灌流75min和复灌开始时在离体灌流液中加入等体积生理盐水。检测肺泡损伤率(IAR)。

采用逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)法测定肺组织ERK1/2、AktmRNA表达量,Westernblot
法测定磷酸化-ERK(p-ERK1/2)、磷酸化-Akt(p-Akt)蛋白含量。结果 与C组比较,IR组和DEX
组IAR、肺组织ERK1/2、AktmRNA表达量和p-ERK1/2及p-Akt蛋白含量均明显升高(P<
0.05);与IR组比较,DEX组IAR、肺组织ERK1/2、AktmRNA表达量和p-ERK1/2及p-Akt蛋白

含量均明显降低(P<0.05)。结论 右美托咪定可减轻大鼠离体LIRI,其机制可能与其抑制ERK
1/2和Akt的激活有关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofdexmedetomidineonactivationsof
pulmonaryextracellularsignal-regulatedkinase1/2(ERK1/2)andserine-threoninekinase(Akt)
duringisolatedlungischemia-reperfusioninjury(LIRI)inrats.Methods Forty-fiveadultmaleSpra-
gue-Dawleyratswererandomlydividedintothreegroups(n=15each):controlgroup(groupC),is-
chemia-reperfusiongroup(groupIR)anddexmedetomidinegroup(groupDEX).Isolatedratlungs
weremaintainedfornormalphysicalactivity,andonlyreceivedventilationandperfusionfor150min
intheIL-2ex-vivolungperfusionsystemingroupC.Isolatedratlungsweresubjectedto60minofis-
chemiaandapneafollowedby75minreperfusionandventilation15minafterperfusionintheIL-2ex-
vivolungperfusionsystemingroupsIRandDEX.Dexmedetomidinewithadoseof10nmol/Lwasad-
ministratedintoperfusionfluidattheonsetofreperfusioningroupDEX,andthesamevolumeofsalinewas
injectedwhenperfusionfor75minandattheonsetofreperfusioningroupsCandIR,respectively.Patho-
logicalchangesoflungswereexaminedandtheinjuredalveolusrate(IAR)wascountedunderlightmicro-
scope.TheexpressionlevelsofERK1/2orAktmRNAandphosphorylate-ERK1/2(p-ERK1/2)or
phosphorylate-Akt(p-Akt)proteinoflungtissueweretestedbyreversetranscription-polymerasechainre-
action(RT-PCR)andWesternblot,respectively.Results ComparedwithgroupC,theIARandtheex-
pressionlevelsofERK1/2andAktmRNAorp-ERK1/2andp-Aktproteininlungtissuewerehigh-
eringroupsIRandDEX(P<0.05).ComparedwithgroupIR,theIARandtheexpressionlevelsof
ERK1/2andAktmRNAorp-ERK1/2andp-AktproteininlungtissuewereloweringroupDEX
(P<0.05).Conclusion DexmedetomidinemayreduceLIRIinratisolatedlungsviainhibitingthe
expressionsofIL-6andIL-8,andthemechanismmayberelatedtosuppressingactivationsofERK1/
2andAkt.

【Keywords】  Dexmedetomidine;Extracellularsignal-regulatedkinase;Serine-threonineki-
nase;Ischemia-reperfusioninjury
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  肺缺血-再灌注损伤(lungischemia-reperfusion
injury,LIRI)多见于肺移植或心肺联合移植、心肺

转流、肺切除、肺栓塞、复张性肺水肿、休克以及心

肺复苏等。LIRI是影响器官移植长期存活率的重

要因素之一[1],如何减轻LIRI一直是国内外研究

的重点领域。在LIRI的众多可能机制中,胞外信

号调节激酶(ERK1/2)和丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

(Akt)激活得到了部分证实[2]。右美托咪定是高选

择性α2 肾上腺素能受体激动药,对多种器官如肺脏

等的缺血-再灌注损伤有保护作用。在肺缺血-再灌

注模型中,右美托咪定预处理对炎症反应具有抑制

作用[3],但其作用机制尚需进一步研究。本研究通

过建立大鼠离体LIRI模型,探讨右美托咪定对离

体LILI大鼠肺组织ERK1/2和Akt激活的影响。

材料与方法

实验仪器与试剂 IL-2离体肺灌流系统,101-
1A电热恒温鼓风干燥箱,HT7700型电子透射电

镜,mini-p4 型 电 泳 仪、电 转 仪。Krebs-Henseleit
(K-H)液各组份,大鼠白细胞介素-6(IL-6)和白细

胞介素-8(IL-8)ELISA试剂盒,二辛可酸(BCA)蛋
白浓度测定试剂盒,逆转录试剂盒和PCR试剂盒,

ERK、磷酸化-ERK1/2(p-ERK1/2)、Akt、磷酸化

Akt(p-Akt)及β-actin一抗,二抗工作液,余均为市

售分析纯。
实验动物与分组 成年健康SPF级雄性SD大

鼠45只,3月龄,体重250~320g,由上海斯莱克有

限公司提供,饲养温度22~25℃,相对湿度55%~
60%,自由饮水摄食。采用随机数字表法将大鼠随

机分为三组:对照组(C组)、缺血-再灌注组(IR组)
和右美托咪定组(DEX组),每组15只。

模型制备 参照文献[4,5]介绍的方法并进行

改良后制备大鼠离体LIRI模型。腹腔注射3%戊

巴比妥钠溶液50mg/kg,颈部正中切口,气管内插

管,连接小动物呼吸机,机械通气。前正中切口开

胸后,分离肺动脉干,暂不结扎,向左心室注射肝素

钠1000U/kg,右心室横向切口,经右心室向肺动脉

干插入导管,结扎固定,左心室靠近心尖位置,纵向

切口,导管经左心室开口,插入至左心房,用1号丝

线,在左心室开口处,连同导管一起结扎,形成闭合

回路,向肺动脉灌注灌流液。迅速游离肺组织,置
入IL-2离体肺灌流系统的负压室,切换通气模式,
以负压通气。IL-2离体肺灌流系统内灌流液温度

为37℃,pH7.35~7.45,并以10cm H2O的恒压

进行灌流,输入气体为空气。C组大鼠离体肺在IL-
2离体肺灌流系统内维持正常的生理活动,只通气

和灌流150min;IR组和DEX组大鼠离体肺在IL-2
离体肺灌流系统中维持15min后,停止通气和灌流

60min后再通气和复灌75min。DEX组复灌开始

时于离体灌流液中加入右美托咪定10nmol/L[7],C
组和IR组分别于灌流75min和复灌开始时在离体

灌流液中加入等体积生理盐水。实验结束后留取

肺组织以备用。
离体肺功能的监测 在IL-2离体肺灌流系统

中记录初灌10min、复灌后15、45和75min时的肺

顺应性、气道压力、灌注流量和PaO2。
肺组织湿/干重比(W/D)的测定 取大鼠左肺

上叶组织,生理盐水冲洗片刻后用滤纸吸去多余水

分后称重,即为湿重(W);60℃下经48h烘干后称

重,即为干重(D)。
肺组织形态学观察及肺泡损伤率(IAR)的检测

10%甲醛溶液将左肺下叶固定。常规行石蜡包埋,
切片,HE染色,光学显微镜下进行观察。参照文献

[6]的方法测定IAR。
肺组织超微结构的观察 取2.5%戊二醛溶液

固定的左肺上叶组织约1mm×1mm×1mm,再
行1%锇酸后固定,1%醋酸铀块染,乙醇梯度脱水,
丙酮浸透,包埋聚合,半薄和超薄切片,醋酸铀和硝

酸铅双重染色,透射电镜下观察。

ELISA法测定灌流液中IL-6和IL-8浓度 提

取灌流液5ml,于4℃下3000r/min离心20min。
留取上清液,-80℃下保存。按照ELISA试剂盒说

明书测定IL-6和IL-8浓度。
逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)法测定肺组

织ERK1/2、AktmRNA表达量 称取100mg大

鼠右肺下叶组织,采用Trizol法抽提肺组织总RNA
并测定其浓度。按照说明书逆转录合成并扩增cD-
NA。将PCR扩增产物进行1%琼脂糖凝胶电泳,
拍照,用QuantityOne图像分析软件进行半定量分

析。ERK1/2引物序列:正义链5'-GGTAGACG-
GTTCTGGAATGGAAGG-3',反 义 链 5'-GT-
CAGGGAAAATGGGGTGGG-3',扩 增 片 段 长 度

228bp。Akt引物序列:正义链5'-AATACCTG-
GTGTCGGTCTCA-3',反 义 链 5'-TCGAGCT-
CATCCTAATGGAG-3',扩增片段长度121bp。β-
actin引物 序 列:正 义 链5'-GAAGTACCCCATT-
GAACACG-3',反 义 链 5'-CAGGTCCAGACG-
CAGGATGG-3',扩增片段长度432bp。
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Westernblot法测定肺组织p-ERK1/2、p-Akt
蛋白含量 称取100mg大鼠右肺上叶组织加入

400μl单去污剂裂解液裂,冰块上反复研磨,组织匀

浆,于4℃下13000r/min离心10min,取上清液,

BCA法测定蛋白含量。采用QuantityOne图像分

析软件进行半定量分析。
统计分析 采用SPSS17.0统计学软件进行

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

点比较采用重复测量数据方差分析。P<0.05为

差异有统计学意义。

表1 三组大鼠不同时点肺功能的比较(􀭵x±s)

指标 组别 只数 初灌10min 复灌后15min 复灌后45min 复灌后75min

气道压力

(cmH2O·ml-1·s-1)

C组 15 0.27±0.04 0.26±0.03a 0.33±0.04a 0.34±0.05a

IR组 15 0.26±0.03 0.36±0.04ab 0.45±0.06ab 0.57±0.08ab

DEX组 15 0.27±0.03 0.31±0.03abc 0.39±0.05abc 0.40±0.04abc

肺顺应性

(ml/cmH2O)

C组 15 0.55±0.07 0.47±0.06a 0.43±0.05a 0.38±0.07a

IR组 15 0.53±0.04 0.27±0.04ab 0.24±0.04ab 0.14±0.03ab

DEX组 15 0.54±0.05 0.40±0.05abc 0.36±0.05abc 0.31±0.05abc

灌注流量

(ml/min)

C组 15 11.3±1.1 9.3±0.8a 8.2±0.9a 6.6±0.8a

IR组 15 11.0±0.9 5.3±0.5b 4.7±0.6ab 3.3±0.5ab

DEX组 15 10.9±1.9 8.1±0.7abc 7.4±0.8abc 5.8±0.6abc

PaO2
(mmHg)

C组 15 117.7±6.6 94.6±6.3a 84.7±7.4a 74.7±8.5a

IR组 15 119.7±8.3 66.5±5.5ab 58.5±5.7ab 47.6±6.7ab

DEX组 15 116.8±7.4 85.2±6.5abc 75.4±7.2abc 67.4±7.8abc

  注:与初灌10min比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与IR组比较,cP<0.05

结  果

肺功能 与初灌10min比较,复灌后15、45和

75min三组气道压力明显增高,肺顺应性、灌注流量

和PaO2 明显下降(P<0.05)。与C组比较,复灌后

15、45和75minIR组和DEX组气道压力明显增高,
肺顺应性、灌注流量和PaO2 明显降低(P<0.05)。
与IR组比较,复灌后15、45和75minDEX组气道压

力明显降低(P<0.05),肺顺应性、灌注流量和PaO2
明显增高(P<0.05)(表1)。

肺组织形态学 光镜下,C组肺组织结构清晰,
未见明显损伤;IR组肺组织结构明显破坏,肺间质

水肿,伴炎性细胞浸润,肺泡壁有破裂,其内可见红

细胞漏出及水肿液渗出;DEX组肺组织较IR组损

伤明显减轻,肺泡结构相对完整,肺间质水肿减轻,

炎性细胞浸润减少,肺泡内水肿液渗出及红细胞漏

出均减少(图1)。
肺组织超微结构 C组肺组织超微结构无明显

损伤改变;IR组肺泡Ⅱ型上皮细胞肿胀明显,表面

微绒毛明显减少甚至消失,线粒体肿胀,板层小体

出现空泡或减少甚或消失,胞核碎裂较多,染色质

分布不均;DEX组肺泡Ⅱ型上皮细胞轮廓较清晰,
细胞肿胀减轻,表面微绒毛明显增多,线粒体趋向

正常,板层小体增多,胞核边界较完整,染色质相对

均匀(图2)。
肺组织 W/D、IAR及灌流液中IL-6、IL-8浓度

与C组比较,IR组和DEX组肺组织 W/D、IAR及

灌流液中IL-6、IL-8浓度明显升高(P<0.05);与
IR组比较,DEX组肺组织 W/D、IAR及灌流液中

IL-6、IL-8浓度明显降低(P<0.05)(表2)。
肺组织ERK1/2和 AktmRNA表达量及p-

ERK1/2和p-Akt蛋白含量 与C组比较,IR组

肺组织 ERK1/2和 AktmRNA 表达量、p-ERK
1/2和p-Akt蛋白含量明显升高(P<0.05)。与IR
组比较,DEX组肺组织ERK1/2和AktmRNA表

达量、p-ERK1/2和p-Akt蛋白含量明显降低(P<
0.05)(图3~6)。

讨  论

研究采用IL-2型大鼠离体肺灌流系统复制大

鼠离体肺缺血-再灌注模型,分别选取45、60、75min
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图1 三组大鼠肺组织形态学(HE,×200)

图2 三组大鼠肺组织超微结构(透射电镜,×10000)

表2 三组大鼠肺组织 W/D、IAR及灌流液中IL-6、IL-8浓度的比较(􀭵x±s)

组别 只数 肺组织 W/D IAR(%) IL-6浓度(pg/ml) IL-8浓度(pg/ml)

C组 15 5.3±0.9 4.9±1.7 31.3±12.6 45.7±23.5

IR组 15 8.5±1.2a 31.8±5.5a 121.7±34.3a 228.6±76.3a

DEX组 15 6.2±1.0ab 15.7±3.7ab 62.6±21.7ab 128.6±48.5ab

  注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

  注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图3 三组大鼠肺组织ERK1/2mRNA表达量的比较

作为缺血时间进行预实验,发现60min为该模型的

最佳缺血时间,LIRI模型制备成功。采用IL-2型

系统制备大鼠LIRI模型时,游离心肺组织手术简

单,手术创伤较小;且该系统采用负压通气方式,可
模拟生理情况下肺的通气模式,能客观反映LIRI

  注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图4 三组大鼠肺组织AktmRNA表达量的比较

后的功能变化。
目前,炎性细胞因子(如IL-6和IL-8)导致的损

伤作用被认为是发生LIRI的重要原因之一[8]。研

究表明,IL-8可诱导中性粒细胞聚集,引发炎性细

胞因子的级联反应,最终引起LIRI发生[9]。由于
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  注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图5 三组大鼠肺组织p-ERK1/2蛋白含量的比较

  注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图6 三组大鼠肺组织p-Akt蛋白含量的比较

IL-6和IL-8在机体早期炎症反应中具有较高的敏

感性和特异性,故本研究选取二者作为反映机体炎

症反应程度的评价指标。本研究结果显示,肺组织

中IL-6、IL-8的过度表达在大鼠离体LIRI时炎症

反应中具有重要作用。右美托咪定可调节炎症反

应,对缺血-再灌注损伤具有一定的治疗效果[10]。
本研究中,给予右美托咪定后,大鼠离体LIRI时肺

组织中IL-6、IL-8水平明显下降,提示右美托咪定

减轻离体LIRI的作用机制可能与其抑制IL-6、IL-8
表达及减轻炎症反应有关。

Akt的激活与急性肺损伤和中性粒细胞的趋化

有关。研究表明,通过使用ERK抑制剂对ERK酸

磷化抑制后可减轻炎症反应从而对肺部起到保护

作用[11]。在分子层面上,Akt和ERK1/2的激活

在肺缺血-再灌注的炎症反应中具有重要的作用,且
与LIRI机制可能具有密切关系[2]。本研究结果表

明,右美托咪定对大鼠离体LIRI肺脏具有一定的

保护作用,其机制可能为:ERK1/2和Akt在炎症

反应中调节IL-6、IL-8的合成和分泌,而右美托咪

定可能通过抑制ERK1/2和 Akt的激活而抑制

IL-6、IL-8的表达。
综上所述,右美托咪定可通过抑制IL-6、IL-8

表达来减轻大鼠离体LIRI,其机制可能与其抑制

ERK1/2和Akt激活有关。
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