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右美托咪定通过抑制 >IKD)炎性体激活减轻
高氧诱导的急性肺损伤

李!刚!喻红彪!任思宏
!南充市中心医院麻醉科(南充!?)’###"

摘要%目的!探讨右美托咪定减轻高氧诱导的急性肺损伤的效果及机制* 方法!雄性 =M大鼠 )# 只随机分为 )

组(即对照组(模型组与右美托咪定组(每组各 "# 只(模型组与右美托咪定组构建高氧肺损伤模型* 右美托咪定组

在造模同时注射右美托咪定(对照组与模型组注射等量生理盐水* 造模 " 周后取出肺部组织测定其干湿重比例*

应用 VI<=J法检测大鼠血清中的 <I_?’1>H=’LVQE和 PEQE蛋白表达量* 应用 KR_DAK法测定 <I_& 和 R>E#表达

量* 应用免疫印迹 [S*9ST2 PO69法测定 >IKD) 和 A3b_" 蛋白表达量* 结果!模型组肺组织干湿重比为 ! (C$&g

#C&?"(高于对照组!&C&%g#CB""和右美托咪定组!)C""g#CB)"(5l#C#B* 在造模 " 周以后(右美托咪定组平均呼吸

频率为!’&C’Bg?C’("次;712(低于模型组 !5l#C#B"(血清 LVQE和 PEQE水平分别为 ! #C)?$g#C#’%" 2Z;I和
!&(C$Bg&C)?" 2Z;I(高于模型组!5l#C#B"* 右美托咪定组 <I_? 和 1>H= 显著低于模型组(>IDK) 和 A3b_" 则显著

高于模型组!5l#C#B"* 结论!右美托咪定可以抑制 >IKD) 炎性体激活减轻高氧诱导的急性肺损伤*

关键词%右美托咪定+>IKD) 炎性体+高氧性+肺损伤

中图分类号% KB?)!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##($_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##%

!!高浓度的氧对严重的呼吸衰竭有良好的治疗作
用(一般在重症监护室应用较多 , "- * 但是长时间地
吸入高浓度的氧气却会造成肺损伤 , &- * 高氧造成
的肺损伤的原因主要是线粒体产生的活性氧(活性
氧可活化炎症细胞(以及释放炎性介质(引起肺组织
结构的重建与上皮细胞死亡(是急性肺损伤的原
因 , )- * 右美托咪定是一种高选择性的肾上腺素受
体激动剂 , "_&- (近年来在临床上的使用已经越来越
广泛* 右美托咪定对血流动力学影响轻微 , )- (已被
广泛应用于外科手术* 右美托咪定可以通过抑制凋
亡和抗炎作用从而保护机体的大脑(肝脏(肠胃(心
脏以及肺部组织 , (- * 炎症小体是调节先天性免疫
的多蛋白复合物 , (- (中枢神经系统中存在大量与脑
损伤有关的炎症小体 , B- * 目前国内外在众多的炎
症小体的研究中(>IKD) 是研究的热点 , ?- * 炎症小
体和肺损伤机制关联研究则相对较少* 本研究探究
右美托咪定对炎症小体 >IDK) 抑制作用以及肺损
伤的恢复机制(为右美托咪定预防及治疗肺损伤方
面提供数据支持*

/K材料与方法

/N/K实验动物
选取 成 年 雄 性 =M 大 鼠 )# 只( 体 质 量 为

!&$BC?’g$C)"Z(购自中科院上海实验动物中心!实
验动物合格证%=Â F沪 &##&_##"#"+盐酸右美托咪
定购自江苏恩华药业!批号%&#")"’?$"+兔源抗 "_
35912 单克隆抗体来自碧云天公司+兔抗鼠 A3b_" 和
>IKD) 抗体均来自美国 A=R公司+基因的相关引物
设计来自天津赛默飞公司*
/N5K方法
/N5N/!实验动物分组及造模%将大鼠编号(随机分
为空白对照’模型组及右美托咪定组(各组 "# 只*
各组大鼠新环境适应期 ) ,(空白对照组呼吸正常室
内空气(模型高氧组大鼠放置于密闭氧气环境内(舱
内连接有输氧管和测氧仪(实验组高氧浓度为
"##h(高氧呼吸时间为 " 周(期间不断检测氧气浓
度* 右美托咪定组大鼠在高氧舱内期间(尾静脉单
次注射右美托咪定溶液(剂量为 #C? !Z;.Z体质量(
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注射时间 )# ** 各组大鼠摄食饮水正常(饲养温度
&)i&B j*
/N5N5!生化指标检测
"C&C&C"!大鼠呼吸频率检测%应用成都仪器厂生产
的 MŶ _"B# 动物呼吸机来监测大鼠呼吸频率(将各
组 =M大鼠麻醉以后(套上呼吸机(潮气量%( 7I;
"## Z(呼吸比%" s"参数下检测大鼠呼吸次数(记录
对比*
"C&C&C&!大鼠血清中 <I_?’1>H= 等含量检测%完成
呼吸频率监测后 " 8 取大鼠尾静脉外周血 B 7I* 应
用酶联免疫 VI<=J法监测血清中的可溶性 <I_?’
1>H= 等含量(将抗凝剂加入到提前准备好的洁净试

管中以后(于 " ### T;712 离心(&# 712((j条件下
收取血清(在超低温下冷冻保存* 解冻以后使用试
剂盒测定其浓度* 绘制标准曲线(测定值代入标准
曲线(计算各组的血清中 <I_?’1>H= 浓度*
"C&C&C)!大鼠肺组织干湿重比例测定%=M大鼠在
高氧仓饲养 " 周后(麻醉处死大鼠(取其肺部组织(
精准称量右肺组织湿重(称量之后立即放入到
"## j的烘箱中(鼓风干燥 ($ 8 后称量质量(所称
得为组织干重* 肺组织含水量r!湿重@干重";湿
重q"##h*
"C&C&C(!大鼠基因引物设计%<I_&(R>E#以及 "_
35912 引物设计见表 "*

表 /K?@8[E?过程中引物序列##]/4$

@%J:-/K[G#9-GS-c+-&R-S#&?@8[E?##]/4$

基因名称 上游 下游 长度! P:"
<I_& AQARJQARAQJRQARQAJRAJ AQJRQARJAQARRJQAQRJRQ ")?
R>E# AJRQJQAQARQJJQRQQRQJ AQJRAQJRJJRQQRQJQJAA "(%

"_35912 AQJRJQRRQQAJAQRAQRQQ QRJQRAQJQRQAQAJRQJAJ "&"

"C&C&CB!KR_DAK法测定 =M大鼠血清中 LVQE和
PEQE表达量%使用软件设计小鼠 "_35912(R>E_#和
<I_&上下游引物序列(选取长度小于 "B# P: 的片
段* K>J的提取%将各组 ?# 7Z的肺部组织置入离
心管以后(加入 RT1e6O试剂(研磨后离心取上清(后
加入氯仿继续离心取上清(加入异丙醇(吸取上清取
沉淀(后用 MVDA水溶解(于 DAK扩增仪中扩增*
上样%将 B#q的 RJV稀释为 "qRJV溶液作为溶剂(
称取 #CB& Z琼脂糖(加入到 "qRJV溶液当中(之后
微波炉加热煮沸(后加入 ( !I的核酸染料(摇晃混
匀* 最后将琼脂糖凝胶水平放入电泳槽(依次加入
? !I的 M>JG3T.ST以及目的基因 DAK扩增产物*
"C&C&C?! [S*9ST2 NO69法测定大鼠 <I_&’R>E#’
>IDK) 和 A3b_"蛋白含量%取各组大鼠左肺组织 ?#
7Z(剪碎后置到离心管中(加 K<DJ裂解液和 DG=E
研磨 " 712(后离心 "B 712 取上清* 用考马斯法检
测各管吸光值(将各组蛋白调至同样浓度后进行蛋
白上样* 把 >A膜放入到平皿后在容器中添加脱脂
奶粉并在摇床上暗处封闭 #CBi"CB 8* 弃去奶粉后
取出 >A膜置于 RN=R中冲洗 ) 次以后加入兔抗鼠
A3b_"("_35912 和 >IKD) 抗体(( j下孵育过夜* 第
& 天取出 >A膜(于 RN=R溶液中洗涤 ( 次后加入 &
抗孵育(发光液 3液和 P 液按 " s" 的比例现用现配(
由左至右缓慢滴加到膜上(转移到暗室进行胶片
冲洗*

/N3K统计方法
应用 =D== &#C# 软件统计分析(计量数据用均

数g标准差!$7g."表示(方差齐性检验后(组间比较
应用 I=M检验(用 DS3T*62 A6TTSO39162 进行相关性检
验(检验水准 "r#C#B+计数资料比较应用 !& 检验+
5l#C#B 为差异有统计学意义*

5K结果

5N/K大鼠肺组织干湿重比和呼吸频率
造模前(各组大鼠呼吸频率比较(差异无统计学

意义!5p#C#B"+造模后(与对照组比较(模型组和右
美托咪定组大鼠呼吸频率显著降低+与模型组比较(
右美托咪定组大鼠呼吸频率显著降低(差异均有统
计学意义!5l#C#B"* 与对照组比较(模型组肺组织
干湿重比例显著升高+与模型组比较(右美托咪定组
肺组织干湿重比例显著降低(差异均有统计学意义
!5l#C#B"(见表 &*
5N5K血清 I7aM和 JMaM含量结果比较

在造模 " 周后(与对照组比较(模型组和右美托
咪定组血清中 LVQE和 PEQE水平显著降低(差异
有统计学意义!5l#C#B"+与模型组比较(右美托咪
定组血清中 LVQE和 PEQE水平显著升高(差异有
统计学意义!5l#C#B"(见表 )*

0%(0
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表 5K各组大鼠肺组织干湿重和呼吸频率结果#%!Q"&#]/6$

@%J:-5K?-S+:FS(THG$ %&H*-F*-#)"F%&HG-SW#G%F(G$ G%F-(T:+&) F#SS+-#&-%R")G(+W#%!Q"&#]/6$

组别 例数 造模前呼吸频率;!次;712" 造模后呼吸频率;!次;712" 肺组织干湿重比例;![;M"

对照组 "# $BC)(g)CB? $?CB#g(CB# &C&%g#CB"

模型组 "# $)C##g&CB’ B(CB#gBC’?# (C$&g#C&?#

右美托咪定组 "# $’CB)gBC## ’&C’Bg?C’(#m )C""g#CB)m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+ 567:3TS, -198 98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

表 3K各组大鼠血清中 I7aM和 JMaM含量比较##]/4$

@%J:-3KE(9W%G#S(&(TS-G+9I7aM%&HJMaM:-X-:S

#&-%R")G(+W(TG%FS##]/4$

组别 LVQE;! 2Z;I" PEQE;! 2Z;I"
对照组 #C(%"g#C#"" &’C"’g"C"%
模型组 #C"&?g#C#"(# "&C&$g"C&?#

右美托咪定组 #C)?$g#C#’%#m &(C$Bg&C)?#m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

5N3K血清 C;84和 #B>!蛋白含量比较
在造模 " 周以后(与对照组比较(模型组和右美

托咪定组 <I_? 和 1>H= 水平均显著升高(差异有统
计学意义!5l#C#B"+与模型组比较(右美托咪定组
<I_?和 1>H= 水平均显著降低(差异有统计学意义
!5l#C#B"(见表 (*
表 2K各组大鼠血清中 C;84和 #B>!含量比较##]/4$

@%J:-2KE(9W%G#S(&(TS-G+9C;84 %&H#B>!##]/4$

组别 <I_?;!Z;7I" 1>H=;!Z;7I"
对照组 &C#"g#C)& &C&Bg#C%(
模型组 (C(?g#CB)# ?C#)g#C%$#

右美托咪定组 &C$%g#C’)#m )C?$g"C&’#m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#4#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+ 567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

5N2KC;85和 @BM!表达情况
KR_DAK结果显示(与对照组比较(模型组 <I_&

和 R>E#的表达量显著升高!5l#C#B"* 右美托咪
定组的 <I_& 和 R>E#表达量与模型组相比降低(与
对照组相比略有升高(但差异无统计学意义 !5p
#C#B"(见表 B(图 "*

表 OK各组大鼠 C;85和 @BM!表达量比较##]/4$

@%J:-OKE(9W%G#S(&(TC;85 %&H@BM!-.WG-SS#(&##]/4$

组别 <I_&!灰度值" R>E#!灰度值"
对照组 &C&Bg#C(% (C")g#C&B
模型组 ?C&?g#C’B# ’C)?g#C%’m

右美托咪定组 )C%%g#C’B BC(’g#C)’

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

图 /K?@8[E?检测 C;85和 @BM!表达情况
M#)V/K?@8[E?H-F-RF#(&(TC;85 %&H@BM!-.WG-SS#(&

5NOKB;[?3 和 E%X8/ 蛋白表达情况
蛋白质免疫印记检测结果显示(与对照组比较(

模型组和右美托咪定组的 >IDK) 和 A3b_" 蛋白表
达量显著升高(差异均有统计学意义!5l#C#B"* 与
模型组比较(右美托咪定组 >IDK) 和 A3b_" 蛋白表
达量显著降低(差异均有统计学意义!5l#C#B"(见
表 ?(图 &*
表 4K各组大鼠 B;[?3 和 E%X8/ 蛋白表达量比较##]/4$

@%J:-4KE(9W%G#S(&(TB;[?3 %&HE%X8/

WG(F-#&-.WG-SS#(&##]/4$

组别 >IDK)!灰度值" A3b_" !灰度值"

对照组 #C&)g#C#& #C()g#C#$

模型组 #C%$g#C""# #C%%g#C"&#

右美托咪定组 #C’&g#C"%#m #C?Bg#C#%#m

!!注%与对照组相比较(#5l#C#B+与模型组相比较(m5l#C#B

>69S% 567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:( #5l#C#B+567:3TS, -198

98S76,SOZT6U:(m5l#C#B

图 5K\-SF-G&=:(F检测 B;[?3 和 E%X8/ 蛋白表达情况
M#)V5K\-SF-G&=:(FH-F-RF#(&(TB;[?3 %&H

E%X8/ WG(F-#&-.WG-SS#(&

3K讨论

急性肺损伤指的是直接或者间接因素引起的肺
泡及毛细血管细胞的损伤 , ’_$- (导致肺部间质水肿
以及急性呼吸功能不全(呼吸窘迫* 由高氧引起的

0#B0
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急性肺损伤案例目前已有很多报道 , %- (一方面氧气
量的保障对不能自主呼吸的病人十分重要(另一方
面长时间的吸入高纯度的氧又会造成肺损伤(所以
寻求合适的方式治疗或预防由高氧引起的急性肺损
伤十分重要*

LVQE和 PEQE在血管生成作用中占有重要的
位置(可改善组织的缺氧状态(研究表明血清中
LVQE和 PEQE的含量与肺损伤严重程度相关 , "#_""- *
本研究显示(大鼠在高氧仓饲养 " 周造模以后(模型
组和右美托咪定组血清中 LVQE和 PEQE含量整体
变低* 右美托咪定组 =M大鼠 LVQE和 PEQE含量
与正常相比略有变化(与模型组相比恢复明显* 此
外(=M大鼠在实验期间肺组织的干湿重比例结果显
示(模型组的肺组织干湿重比明显高于空白对照组
和右美托咪定组(呼吸也变缓慢甚至衰竭(当给药以
后各项指标均大幅恢复接近空白对照组(此结果初
步探讨了右美托咪定对肺损伤的恢复作用* 综合以
往研究结果显示 , )(?- (右美托咪定对大鼠呼吸频率
及其它指标恢复更显著(但其作用机制尚不明确*

白介素的表达量会直接引起炎症反应 , "&_")- *
本实验结果显示(在构建高氧模型以后(血清中的
<I_?和 <I_& 表达量升高(高于空白对照组(经过右
美托咪定干预后(<I_& 和 <I_? 表达量降低(接近正
常水平(结果显示(右美托咪定可以降低肺损伤(减
少白介素的过度表达* R>E_3是肿瘤坏死因子(肿
瘤坏死因子是炎症反应过程中直接相关的炎症因
子 , "(- * 报道显示(R>E_#的表达量升高直接反应机
体炎症程度* 本实验结果显示(在构建高氧模型以
后(模型组的 R>E_#的表达量明显高于空白对照
组(但是经过右美托咪定干预后(R>E_#表达量降
低(肺损伤程度也对应降低(提示右美托咪定对急性
肺损伤的治疗可能与炎症因子调控相关*

>IKD) 是细胞凋亡的重要蛋白 , "B_"?- (本研究发
现(建模以后(>IKD) 的蛋白表达量明显升高(注射
右美托咪定之后(>IKD) 蛋白表达量降低(此结果
验证右美托咪定阻遏高氧引起的急性肺部损伤有
>IKD) 的参与* A3b_" 是重要的结构与调节蛋白(
会参与到各组通路信号的转导当中(调节细胞的跨
膜和转运(研究表明(A3b_" 所在通路的激活会调控
炎症因子的表达(使肺损伤加重 , "’- * 本实验结果显
示(模型组 A3b_" 的蛋白表达量与空白对照组相比
呈升高趋势(进一步提示右美托咪定可以通过降低
A3b_"蛋白表达量来缓解急性肺损伤* 本研究显

示(右美托咪定可降低由高氧引起的肺损伤导致的
呼吸频率降低(肺组织干湿重比例变大* 此外(右美
托咪定还可以降低血清中的白介素 <I_?(1>H=(
LVQE和 PEQE的表达(同时下调 <I_& 和 R>E_#等
促炎因子的表达水平* 蛋白表达检测结果显示(右
美托咪定可降低 >IKD) 和 A3b_" 蛋白的表达量(因
此我们认为右美托咪定治疗急性肺损伤可以通过下
调 >IKD) 炎症小体(激活 A3b_" 所在通路(进而实
现肺高氧损伤保护* 既往相关机制研究主要集中于
RIK通路调控(本研究为右美托咪定肺部保护机制
提供了新的方向*

综上(右美托咪定可通过抑制 >IKD) 的异常表
达(减少下游关键蛋白 A3b_" 等的表达(抑制重要的
炎症相关因子 <I_&(<I_?(R>E_3等炎症因子的表达(
缓解急性肺损伤*
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