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右美托咪定通过抑制NF-κB及炎症因子减轻
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  摘 要:目的 探讨右美托咪定对失血性休克大鼠肺组织核因子κB(NF-κB)和炎症因子水平的影响及减

轻急性肺损伤(ALI)的作用。方法 将72只SD大鼠采用随机数字表法分为对照组(Con组,假手术)、ALI模

型组(ALI组)、小剂量右美托咪定组(Dex-0.5组,0.5
 

μg/kg)、中剂量右美托咪定组(Dex-1.5组,1.5
 

μg/kg)、
大剂量右美托咪定组(Dex-4.5组,4.5

 

μg/kg)和NF-κB特异性抑制剂组(PDTC组),每组12只。经股动脉放

血和股静脉回输血液,维持平均动脉压在35~45
 

mm
 

Hg水平1
 

h,建立失血性休克ALI大鼠模型。建模后6
 

h
采集股动脉血进行血气分析,计算氧合指数;处死大鼠取右肺组织测量湿/干重比(W/D),光镜观察并进行肺组

织损伤评分,采用免疫组织化学法观察肺组织NF-κB表达水平;取左肺支气管肺泡灌洗液采用酶联免疫吸附试

验检测白细胞介素(IL)-6、IL-10和肿瘤坏死因子-α(TNF)-α水平。结果 与Con组比较,ALI组、Dex-0.5组

大鼠 W/D、肺组织损伤评分均升高,ALI组大鼠NF-κB、IL-6、IL-10、TNF-α水平均升高,差异均有统计学意义

(P<0.05)。与ALI组比较,Dex-1.5组、Dex-4.5组、PDTC组大鼠 W/D、肺组织损伤评分均降低,Dex-1.5
组、Dex-4.5组大鼠NF-κB、IL-6、IL-10、TNF-α水平均降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。与PDTC组比

较,Dex-0.5组大鼠 W/D升高,Dex-1.5组、Dex-4.5组大鼠NF-κB、IL-10、TNF-α水平均升高,差异均有统计

学意义(P<0.05)。结论 中、大剂量右美托咪定预处理可能通过抑制NF-κB活化及炎症因子表达减轻失血

性休克大鼠ALI。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

dexmedetomidine
 

on
 

nuclear
 

factor
 

kappa-B
 

(NF-κB)
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

lungs
 

of
 

rats
 

with
 

hemorrhagic
 

shock
 

and
 

the
 

alleviation
 

of
 

acute
 

lung
 

injury
 

(ALI).Methods A
 

total
 

of
 

72
 

healthy
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group
 

(Con
 

group,sham
 

operation),ALI
 

model
 

group
 

(ALI
 

group),small
 

dose
 

dexmedetomidine
 

group
 

(Dex-0.5
 

group,0.5
 

μg/kg),
medium

 

dose
 

dexmedetomidine
 

group
 

(Dex-1.5
 

group,1.5
 

μg/kg),a
 

large
 

dose
 

of
 

dexmedetomidine
 

group
 

(Dex-4.5
 

group,4.5
 

μg/kg)
 

and
 

a
 

specific
 

inhibitor
 

of
 

NF-κB
 

group
  

(PDTC
 

group),12
 

rats
 

in
 

each
 

group.
Mean

 

arterial
 

pressure
 

was
 

maintained
 

at
 

35-45
 

mm
 

Hg
 

for
 

1
 

h
 

via
 

femoral
 

artery
 

bloodletting
 

and
 

femoral
 

vein
 

re-infusion,and
 

established
 

rat
 

model
 

of
 

ALI
 

caused
 

by
 

hemorrhagic
 

shock.Six
 

h
 

after
 

modeling,femoral
 

artery
 

blood
 

samples
 

were
 

collected
 

for
 

blood
 

gas
 

analysis
 

to
 

calculate
 

oxygenation
 

index,rats
 

were
 

sacrificed,
right

 

lungs
 

were
 

collected
 

to
 

measure
 

the
 

wet/dry
 

weight
 

ratio
 

(W/D)
 

and
 

scored
 

the
 

lung
 

tissue
 

injury
 

by
 

light
 

microscope
 

observation,immunohistochemical
 

method
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

in
 

lungs,left
 

lungs
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

was
 

taken
 

to
 

measure
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)-6,IL-10
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α
 

via
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Results Compared
 

with
 

Con
 

group,
W/D

 

and
 

lung
 

injury
 

scores
 

of
 

ALI
 

group
 

and
 

Dex-0.5
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

levels
 

of
 

NF-κB,IL-6,IL-
10

 

and
 

TNF-α
 

in
 

ALI
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Com-
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pared
 

with
 

ALI
 

group,W/D
 

and
 

lung
 

injury
 

scores
 

of
 

Dex-1.5
 

group,Dex-4.5
 

group
 

and
 

PDTC
 

group
 

were
 

decreased,and
 

the
 

levels
 

of
 

NF-κB,IL-6,IL-10
 

and
 

TNF-α
 

in
 

Dex-4.5
 

group
 

were
 

decreased,and
 

the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

PDTC
 

group,W/D
 

of
 

Dex-0.5
 

group
 

was
 

in-
creased,and

 

the
 

levels
 

of
 

NF-κB,IL-6,IL-10
 

and
 

TNF-α
 

in
 

Dex-1.5
 

group,Dex-4.5
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Pretreatment
 

with
 

medium
 

and
 

high
 

dos-
age

 

of
 

dexmedetomidine
 

may
 

alleviate
 

AIL
 

in
 

rats
 

with
 

hemorrhagic
 

shock
 

via
 

inhibiting
 

the
 

activation
 

of
  

NF-
κB

 

and
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

cytokines.
Key

 

words:acute
 

lung
 

injury; dexmedetomidine; nuclear
 

factor
 

kappa-B; inflammatory
 

factor; 
shock

  急性肺损伤(ALI)是由于各种原因引起肺组织结

构发生特征性病理改变而出现的临床综合征[1-2]。目

前认为,ALI本质是肺内过度性、失控性炎症反应[3]。
肿瘤坏死因子-α(TNF-α)是最重要的前炎症因子[4],
可诱导产生炎症的级联放大反应;白细胞介素(IL)-6
是体内主要的促炎性细胞因子之一,IL-10是体内主

要的抗炎性细胞因子之一,有利于重建炎性/抗炎性

细胞因子的平衡[5]。核因子κB(NF-κB)是一种蛋白

转录因子,在炎症介质的基因转录调控中具有重要作

用[6]。右美托咪定可减少炎性细胞因子TNF-α、IL-6
的表达[7-8],对 ALI具有一定的保护作用[9]。同时有

研究表明,右美托咪定的器官保护作用可能与激活胆

碱能抗炎通路[10]、下调NF-κB表达的抗炎途径[11]、抑
制丝裂原活化蛋白激酶(MAPKs)炎症通路[12]、直接

抑制单核巨噬细胞炎症因子的表达有关[13]。既往有

研究表明,右美托咪定预处理能提高 ALI大鼠48
 

h
内生存率,提示其具有肺保护作用,但并未指出右美

托咪定明确肺保护作用的有效剂量,且是否通过抑制

NF-κB表达而减少炎症因子而减轻肺损伤。本研究

探讨了右美托咪定是否通过抑制NF-κB、减少炎症因

子而减轻失血性休克大鼠ALI,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 健康SD雄性大鼠72只(体质量250~
300

 

g)购于西南医科大学动物中心,采用随机数字表

法分为对照组(Con组,假手术)、ALI模型组(ALI
组)、小剂量右美托咪定组(Dex-0.5组,0.5

 

μg/kg)、
中剂量右美托咪定组(Dex-1.5组,1.5

 

μg/kg)、大剂

量右美托咪定组(Dex-4.5组,4.5
 

μg/kg)和 NF-κB
特异性抑制剂吡咯烷二硫化氨基甲酸盐组(PDTC
组)。每组12只。
1.2 方法

1.2.1 模型制备 SD大鼠实验前12
 

h禁食,自由饮

水;腹腔注射1%戊巴比妥钠60
 

mg/kg麻醉,四肢固

定于动物手术台上,左侧腹股沟备皮消毒,分离股动、
静脉后分别穿刺置管。Con组仅行股动、静脉穿刺。
ALI组、Dex-0.5组、Dex-1.5组、Dex-4.5组、PDTC
组穿刺后待血压稳定10

 

min经股静脉注入肝 素

500
 

U后经股动脉放血,使平均动脉压(MAP)降至

35~45
 

mm
 

Hg,并通过放血或回输血液维持 MAP

在该水平1
 

h,建立失血性休克所致 ALI大鼠模型。
Dex-0.5组、Dex-1.5组、Dex-4.5组于放血前30

 

min
分别经股静脉给予右美托咪定

 

0.5、1.5、4.5
 

μg/kg,
10

 

min泵注完毕。PDTC组于放血前30
 

min腹腔内

注射PDTC
 

200
 

mg/kg。模型制备完成后将大鼠放

回笼中自由进食、饮水。
1.2.2 血气分析及炎症因子水平检测 建模完成后

6
 

h采集股动脉血进行血气分析,计算氧合指数[动脉

血氧分压(PaO2)/吸入氧气分数(FiO2)]。断颈处死

大鼠。取左肺,行支气管插管,生理盐水1
 

mL进行支

气管肺泡灌洗,反复灌洗3次后回收支气管肺泡灌洗

液至无菌离心管中,以1
 

500
 

r/min离心10
 

min,收集

上清液,置于-70
 

℃冰箱保存,采用酶联免疫吸附试

验检测灌洗液中IL-6、IL-10、TNF-α水平。
1.2.3 肺组织损伤评分及NF-κB表达水平检测 取

右肺上叶测量肺组织湿/干重比(W/D),右肺下叶生

理盐水冲洗后放入10%甲醛固定、石蜡包埋、切片及

苏木精-伊红染色。镜检随机选择10个非重叠视野进

行肺组织损伤评分,取平均值。评分标准:1分为正常

肺组织结构;2分为轻度肺间质充血和中性粒细胞浸

润;3分为血管周围水肿形成,肺组织结构部分破坏,
中度中性粒细胞浸润;4分为肺组织结构严重破坏,大
量中性粒细胞浸润。采用免疫组织化学法观察肺组

织NF-κB表达水平,每张切片随机选择5个不重复视

野观察采图,细胞核或细胞质呈棕黄色为NF-κB免疫

组织化学阳性反应,使用专业图形分析软件Image
 

Pro
 

Plus
 

6.0分析图像,计算每张切片的平均光密度值。
1.3 统计学处理 采用SPSS21.0软件进行数据分

析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,多组间比

较采用单因素方差分析,多组间两两比较采用LSD-t
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠PaO2/FiO2、肺组织损伤评分及 W/D
比较 与Con组比较,ALI组、Dex-0.5组、Dex-1.5
组、Dex-4.5组、PDTC组大鼠 PaO2/FiO2 均降低,
ALI组、Dex-0.5组大鼠肺损伤评分及 W/D均升高,
差异均有统计学意义(P<0.05);与 ALI组比较,
Dex-0.5组、Dex-1.5组、Dex-4.5组、PDTC组大鼠

PaO2/FiO2 均升高,Dex-1.5组、Dex-4.5组、PDTC
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组大鼠肺组织损伤评分及 W/D均降低,差异均有统

计学意义(P<0.05);与PDTC组比较,Dex-0.5组大

鼠肺组织损伤评分及 W/D均升高,PaO2/FiO2 降低

差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
表1  各组大鼠PaO2/FiO2、肺组织损伤评分及

   W/D比较(x±s)

组别 n PaO2/FiO2 肺组织损伤评分(分) W/D

Con组 12 480±36 1.33±0.18 4.48±0.32

ALI组 12 182±48a 3.88±0.52a 5.14±0.40a

Dex-0.5组 12 297±56abc 3.48±0.57ac 5.04±0.26ac

Dex-1.5组 12 354±43ab 2.08±0.42b 4.67±0.32b

Dex-4.5组 12 375±52ab 2.01±0.46b 4.52±0.30b

PDTC组 12 362±42ab 2.32±0.38b 4.64±0.26b

  注:与Con组比较,aP<0.05;与ALI组比较,bP<0.05;与PDTC

组比较,cP<0.05。

2.2 各组大鼠肺组织 NF-κB表达水平比较 Con
组、ALI组、Dex-0.5组、Dex-1.5组、Dex-4.5组、
PDTC组大鼠肺组织NF-κB表达水平分别为0.078±
0.007、0.466±0.008、0.462±0.005、0.246±0.008、
0.166±0.003、0.158±0.003。与Con组比较,ALI
组大鼠肺组织NF-κB表达水平升高,差异有统计学意

义(P<0.05);与 ALI组比较,Dex-1.5组、Dex-4.5
组、PDTC组大鼠肺组织 NF-κB表达水平均降低,差
异均有统计学意义(P<0.05);与PDTC组比较,ALI
组、Dex-0.5组、Dex-1.5组、Dex-4.5组大鼠肺组织

NF-κB表达水平均升高,差异均有统计学意义(P<
0.05)。
2.3 各组大鼠支气管肺泡灌洗液中细胞因子水平比

较 与Con组比较,ALI组、Dex-0.5组、Dex-1.5组

大鼠IL-6、IL-10、TNF-α水平均升高,差异均有统计

学意义(P<0.05);与ALI组比较,Dex-1.5组、Dex-
4.5组大鼠IL-6、IL-10、TNF-α水平均下降,差异均有

统计学意义(P<0.05);与PDTC组比较,Dex-0.5组

大鼠IL-6、IL-10、TNF-α水平均升高,Dex-1.5组大

鼠IL-10、TNF-α水平均升高,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表2。
表2  各组大鼠支气管肺泡灌洗液中细胞因子水平

   比较(x±s,pg/mL)

组别 n IL-6 IL-10 TNF-α

Con组 12 37.11±4.30 22.47±5.27 30.65±4.52
 

ALI组 12 85.02±8.09a 136.00±7.44a 134.31±8.37a

Dex-0.5组 12 82.61±3.54ac 130.14±9.48ac 128.90±6.07ac

Dex-1.5组 12 43.70±5.39ab 54.12±7.06abc 69.90±5.49abc

Dex-4.5组 12 37.70±4.36b 34.93±5.22ab 43.73±5.00ab

PDTC组 12 38.92±5.12b 37.74±3.07ab 44.27±3.30ab

  注:与Con组比较,aP<0.05;与ALI组比较,bP<0.05;与PDTC

组比较,cP<0.05。

3 讨  论

本研究通过建立大鼠失血性休克ALI模型,并采

用不同剂量右美托咪定对模型大鼠进行预处理,并加

入NF-κB特异性抑制剂(PDTC),观察了右美托咪定

是否通过调节NF-κB及炎症因子水平减轻失血性休

克大鼠ALI。大鼠失血性休克模型采用建模更稳定

的定压型模型[14]。本研究结果显示,ALI组比Con
组大鼠PaO2/FiO2 降低,肺组织损伤评分及 W/D升

高,表明ALI模型建立成功。
既往虽有研究表明右美托咪定预处理能提高

ALI大鼠48
 

h内生存率,提示其具有肺保护作用[15],
但并未指出右美托咪定明确肺保护作用的有效剂量。
本研究结果显示,ALI建模前30

 

min静脉给予低剂

量(0.5
 

μg/kg)右美托咪定,虽然PaO2/FiO2 比ALI
组有所改善,但肺组织损伤评分及 W/D无改善,肺组

织水肿仍然明显、肺损伤严重。然而使用中等剂量

(1.5
 

μg/kg)和大剂量(4.5
 

μg/kg)右美托咪定预处

理后不仅PaO2/FiO2 比 ALI组有所改善,而且肺组

织损伤评分及 W/D均降低,肺组织水肿及肺组织损

伤明显减轻,提示1.5、4.5
 

μg/kg右美托咪定能有效

减轻肺组织损伤,具有肺保护作用,与ZHANG等[9]

研究结果一致。本研究使用低剂量(0.5
 

μg/kg)右美

托咪定预处理ALI模型后肺组织损伤评分及W/D均

无明 显 改 善,但 PaO2/FiO2 有 所 改 善,说 明 0.5
 

μg/kg右美托咪定对 ALI模型肺功能的改善还是有

益的,而1.5、4.5
 

μg/kg右美托咪定减轻ALI效果更

明显。
NF-κB表达与炎症因子及肺损伤存在明显相关

性。本研究ALI组大鼠建模后肺组织NF-κB表达水

平明显升高,肺泡灌洗液中促炎性细胞因子IL-6、
TNF-α水平也明显升高。ALI大鼠建模前使用 NF-
κB特异性抑制剂PDTC后肺组织NF-κB表达水平明

显降低,肺泡灌洗液中促炎性细胞因子IL-6、IL-10、
TNF-α水平也明显降低;并 且 肺 组 织 损 伤 评 分 及

W/D均降低,PaO2/FiO2 升高。既往研究表明,NF-
κB活化在引发肺内炎症反应及肺损伤病理过程中起

重 要 作 用,并 且 抑 制 NF-κB
 

的 激 活 可 减 轻 肺

损伤[16-17]。
本研究进一步探讨了1.5、4.5

 

μg/kg右美托咪

定预处理对NF-κB表达、炎症因子及减轻肺损伤的作

用,结果显示,1.5、4.5
 

μg/kg右美托咪定预处理能有

效抑制肺组织 NF-κB的激活,IL-6、IL-10、TNF-α水

平均降低,肺组织损伤评分及 W/D也均降低,并存在

剂量相关性,0.5
 

μg/kg右美托咪定预处理效果不明

显。有研究发现,大剂量右美托咪定才可通过激动

α2-肾上腺能受体并调节细胞Toll样受体4/NF-κB/
MAPKs通路,减少巨噬细胞分泌TNF-α、IL-6和IL-
10[12]。本研究进一步验证了4.5

 

μg/kg右美托咪定

通过抑制NF-κB及炎症因子水平在大鼠失血性休克
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ALI模型中的肺保护作用机制。在脂多糖ALI动物

模型中也观察到1.5、4.5
 

μg/kg右美托咪定能明显

降低大鼠肺组织TNF-α、IL-1β、IL-6等促炎症细胞因

子水平[9-10]。另外右美托咪定腹腔内注射及持续泵注

也显示了明显的NF-κB活性抑制作用[18-19],其机制可

能与右美托咪定抑制钙离子的内流相关[20-21]或通过

抑制炎症反应链的正反馈作用,间 接 抑 制 NF-κB
激活[20-21]。

综上所述,1.5、4.5
 

μg/kg右美托咪定预处理可

减轻失血性休克大鼠ALI,其可能与抑制NF-κB活化

及炎症因子水平的表达相关。
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