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右美托咪定对脓毒症小鼠肺泡上皮细胞的保护作用
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[摘要] 目的  探讨右美托咪定（DEX）在脓毒症小鼠肺泡上皮细胞炎性反应中的作用。方法  将雄性 
C57BL/6 小鼠随机分为盲肠结扎穿孔（CLP）组和 CLP＋DEX 组，每组 36 只。CLP 组小鼠在 CLP 术前 15 min 腹
腔注射 1 mL 无菌生理盐水，CLP＋DEX 组小鼠在 CLP 术前 15 min 腹腔注射 50 μg/kg DEX。记录小鼠 CLP 术后 
24 h 内的存活率，在 CLP 术后 0、6、12、24 h 时取小鼠血清和肺泡灌洗液，用酶联免疫吸附实验（ELISA）检测

血清和肺泡灌洗液中白细胞介素（IL）-6、IL-1β、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）的水平。体外培养小鼠肺泡上皮细

胞 MLE12，分为脂多糖（LPS）组（1 μg/mL LPS）和 LPS＋DEX 组（1 μg/mL LPS＋0.2 μg/mL DEX），处理 0、
6、12、24 h 后用 ELISA 法检测细胞上清液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 的水平，蛋白质印迹法检测细胞外信号调节激

酶（ERK）1/2 和 c-Jun 氨基末端激酶（JNK）的磷酸化水平。结果 CLP＋DEX 组小鼠 CLP 术后 24 h 内的存

活率高于 CLP 组（P＜0.05），6、12、24 h 时小鼠血清和肺泡灌洗液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 的水平均低于 CLP 组
（P＜0.05，P＜0.01）。6、12、24 h 时 LPS＋DEX 组 MLE12 细胞上清液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 的水平和 ERK1/2 磷
酸化水平均低于 LPS 组（P＜0.05，P＜0.01），6、12 h 时 JNK 的磷酸化水平也低于 LPS 组（P＜0.05，P＜0.01）。

结论 DEX 能减少脓毒症小鼠血清和肺泡灌洗液中炎性因子的产生，提高脓毒症小鼠存活率，其机制可能与抑制 
ERK1/2 和 JNK 信号通路的激活有关。
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[Abstract]　Objective　To explore the role of dexmedetomidine (DEX) in the inflammatory response of alveolar 
epithelial cells in sepsis mice. Methods　Male C57BL/6 mice were randomly divided into cecal ligation and puncture (CLP) 
group and CLP＋DEX group (n＝36). The mice in the CLP group were intraperitoneally treated with 1 mL sterile normal 
saline and the mice in the CLP＋DEX group were intraperitoneally injected with DEX (50 μg/kg) at 15 min before CLP. The 
survival rate of mice was recorded within 24 h after CLP. The serum and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were collected 
on 0, 6, 12, 24 h after CLP, and the levels of interleukin (IL)-6, IL-1β and tumor necrosis factor α (TNF-α) were detected by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The mouse alveolar epithelial cell lines MLE12 were cultured in vitro, and 
were divided into lipopolysaccharide (LPS) group (1 μg/mL LPS) and LPS＋DEX group (1 μg/mL LPS＋0.2 μg/mL DEX). 
The levels of IL-6, IL-1β and TNF-α in the cell supernatants were measured by ELISA, and the phosphorylation levels of 
extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 and c-Jun N-terminal kinase (JNK) were determined by Western blotting on 
6, 12 and 24 h of cell culture. Results　Compared with the CLP group, the survival rate of mice was significantly higher in 
the CLP＋DEX group within 24 h after CLP (P＜0.05). The IL-6, IL-1β, and TNF-α levels of serum and BALF were significantly 
lower in the CLP＋DEX group than those in the CLP group (P＜0.05, P＜0.01). Compared with the LPS group, the 
levels of IL-6, IL-1β and TNF-α were significantly lower in the MLE12 cell supernatant of the LPS＋DEX group 

[收稿日期]　2017-12-04　　　　[接受日期]　2018-03-29
[作者简介]　谢 　芳，硕士生．E-mail: fyyxz2015@163.com
*通信作者(Corresponding author). Tel: 021-31161844, E-mail: kmzhu@aliyun.com



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 389 ·

on 6, 12 and 24 h of cell culture (P＜0.05, P＜0.01). Western blotting results showed that the phosphorylation levels of 
ERK1/2 on 6, 12 and 24 h of cell culture and the phosphorylation levels of JNK on 6 and 12 h of cell culture were significantly 
lower in the LPS＋DEX group than those in the LPS group (P＜0.05, P＜0.01). Conclusion　DEX can reduce the production 
of inflammatory cytokines in the serum and BALF of sepsis mice and increase the survival rate in sepsis mice, which may be 
related to the inhibition effect of DEX against activation of ERK1/2 and JNK signal pathways.
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脓毒症是指由严重感染引起的宿主免疫

功能紊乱，即全身炎症反应综合征（sys temic 
inflammatory response syndrome，SIRS），其可导

致危及生命的多器官功能障碍。在脓毒症导致功

能障碍的多器官中，肺脏易受累，约 50%～55%

的重度脓毒症患者可并发急性呼吸窘迫综合征

（acute respiratory distress syndrome，ARDS）[1-2]。

ARDS 一旦发生，将会出现严重缺氧，同时加重其

他器官功能障碍，这是脓毒症患者的主要死因[3]。

肺泡上皮细胞损伤是脓毒症 ARDS 的发病机制之

一[4]。右美托咪定（dexmedetomidine，DEX）是一

种 α2-肾上腺素受体激动剂，具有镇静、抗焦虑的

生物学特点[5]。有研究表明 DEX 具有调控免疫功

能的作用[6]，而这种作用如何影响免疫功能紊乱的

脓毒症小鼠尚不清楚。基于此，本研究设计离体

和在体实验以探究 DEX 对脓毒症小鼠全身炎性反

应和肺泡上皮细胞的影响。

1　材料和方法

1.1　细胞培养与主要试剂　小鼠肺泡上皮细胞 
MLE12 由海军军医大学（第二军医大学）基础

医学院医学免疫学教研室从小鼠肺组织中分选而

来，于海军军医大学（第二军医大学）长海医院

中心实验室保存并培养。肺泡上皮细胞 MLE12 用
含 10% 胎牛血清（FBS）、1% 青/链霉素的 RPMI 1640 
培养液于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，待细

胞融合度达到 80% 时进行传代。RPMI 1640 培
养液和 10% FBS 均购自美国 Gibco 公司；脂多

糖（lipopolysaccharide，LPS）、DEX 购自美国 
Sigma 公司；ELISA 试剂盒、Pierce 蛋白定量专

用试剂盒、ECL 显影液购自美国 eBioscience 公
司；兔抗细胞外信号调节激酶（extracellular signal-
regulated kinase，ERK）1/2、磷酸化细胞外信号调

节激酶（phosphorylated extracellular signal-regulated 

kinase，p-ERK）、c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun 
N-terminal kinase，JNK）、磷酸化 c-Jun 氨基末

端激酶（phosphorylated c-Jun N-terminal kinase，
p-JNK）抗体均购自美国 Cell Signaling Technology 
公司。

1.2　盲肠结扎穿孔（cecal ligation and puncture，
CLP）模型的构建　雄性 C57BL/6 小鼠，20～25 g，
共 96 只，购自海军军医大学（第二军医大学）动

物实验中心[实验动物生产许可证号：SCXK（沪）

2017-0002]，术前适应性饲养 1 周。探究 DEX 对
脓毒症小鼠存活率的影响时，将小鼠随机分为 CLP 
组、CLP＋DEX 组和假手术组（Sham 组），每组 
8 只。探究 DEX 对脓毒症小鼠全身炎症反应的作

用时，将小鼠随机分为 CLP 组、CLP＋DEX 组，

每组 36 只。CLP 组和 CLP＋DEX 组小鼠吸入异氟

烷维持麻醉，同时吸氧，消毒，沿腹中线切开腹

膜，暴露盲肠，用丝线在回盲肠联合部结扎盲肠，

18 号针头对盲肠穿孔，然后将盲肠放回腹腔，依

次缝合。Sham 组小鼠异氟烷吸入麻醉后，沿腹中

线切开腹膜，暴露盲肠，取出后重新放回腹腔，

缝合。缝合后小鼠均保温和正常饲养。CLP＋DEX 
组小鼠麻醉前 15 min 腹腔注射 DEX（50 μg/kg），

Sham 组和 CLP 组小鼠在麻醉前 15 min 腹腔注射 
1 mL 无菌生理盐水。

1.3　在体实验与样本收集　记录 CLP 术后 24 h 内
各组小鼠的存活率。在 CLP 术后 0、6、12、24 h 
时行小鼠眼球取血， 4 ℃ 398.25×g 离心 2 min，
收集血清样本于 －80 ℃ 冰箱内保存；同时提取肺

泡灌洗液置于 －80 ℃ 冰箱保存。

1.4　体外实验与样本收集　取 MLE12 细胞进行传

代和培养，待细胞融合度达到 80% 时以 2×106/孔的

密度接种于  6 孔板，将细胞分为两组：LPS 组
（1 μg/mL LPS 处理）、LPS＋DEX 组（1 μg/mL 
LPS＋0.2 μg/mL DEX 处理），每组设双复孔。处
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理 0、6、12、24 h 时提取各组细胞上清液，加入

含蛋白酶抑制剂的 RIPA 蛋白裂解液裂解细胞提取

总蛋白，用 Pierce 蛋白定量专用试剂盒、BCA 定
量法进行蛋白定量，后放于沸水中煮 5 min 使蛋

白变性。将提取的细胞上清液和变性蛋白置于 
－80 ℃ 冰箱保存，蛋白质印迹法检测 MLE12 细
胞中 ERK1/2、p-ERK1/2、JNK、p-JNK 的表达。

1.5　ELISA 法检测小鼠血清、肺泡灌洗液及细胞

上清液中炎性因子的表达　采用高黏合 96 孔板，

分别用白细胞介素（interleukin，IL）-6、IL-1β、
肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）
ELISA 试剂盒包被相应的 ELISA 板，包被完成后

分别作 ELISA 标准曲线。取小鼠血清、肺泡灌洗

液和 MLE12 细胞上清液于室温放置 30 min，分别

上样于包被好抗体的 96 孔板，密封样板，4 ℃ 孵
育过夜，按照 ELISA 试剂盒说明书操作行 ELISA 
检测。

1 . 6 　 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 细 胞 中  E R K 1 / 2 、

p-ERK1/2、JNK、p-JNK 的表达　采用聚丙烯酰

胺凝胶电泳法分离目的蛋白，电泳转移 2 h 后，用

湿转法将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，以 5% 脱
脂牛奶封闭，用兔抗 ERK1/2、p-ERK1/2、JNK、

p-JNK 抗体（1∶2 000）在摇床上孵育 2 h，4 ℃ 
孵育过夜，后用相应的羊抗兔二抗（1∶2 000）孵育 
1.5 h，将膜放入显影箱，用 ECL 显影液显色曝光。

1.7　统计学处理　所有实验均重复 3 次，应用 
GraphPad Prism 6.0 软件行数据处理与分析。数据

以 x±s 或百分数表示，组间比较采用单因素方差

分析（ANOVA）。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　DEX 提高脓毒症小鼠的存活率　结果（图 1）
显示，Sham 组、CLP 组和 CLP＋DEX 组小鼠 6 h 
时的存活率分别为 100.0%、97.5% 和 100.0%，12 h 
时分别为 100.0%、83.5% 和 95.0%，24 h 时分别为 
100.0%、58.5% 和 80.0%。与 Sham 组比较，CLP 
组小鼠  CLP 术后  24 h 内的存活率下降，差异

有统计学意义（P＜0.01）；与 CLP 组比较，CLP＋
DEX 小鼠 CLP 术后 24 h 内的组存活率升高，差异

有统计学意义（P＜0.05）。

2.2　小鼠血清和肺泡灌洗液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 
的水平　ELISA 检测结果（图 2）显示，CLP 术后 

6、12、24 h 时 CLP 组小鼠血清和肺泡灌洗液中 
IL-6、IL-1β、TNF-α 的水平相比 0 h 时均升高，差

异有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）；与 CLP 组
相比，CLP 术后 6、12、24 h 时 CLP＋DEX 组小鼠

血清和肺泡灌洗液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 的水平均

降低，差异有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。

2.3　MLE12 细胞上清液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 
的水平　ELISA 检测结果（图  3）显示，处理 
MLE12 细胞 6、12、24 h 时 LPS 组细胞上清液中 
IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的水平相比 0 h 时均升高，

差异有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01），IL-6、
IL-1β 在 12 h 时表达水平最高，TNF-α 在 24 h 时
表达水平最高。与 LPS 组相比，处理 MLE12 细胞  
6、12、24 h 时 LPS＋DEX 组细胞上清液中 IL-6、
IL-1β、TNF-α 的水平均降低，差异有统计学意义

（P＜0.05，P＜0.01）。

2.4　DEX 抑制 ERK1/2、JNK 信号通路的激活　蛋白

质印迹结果（图  4）显示，处理  MLE12 细胞 
12 h 时 LPS 组细胞 p-ERK1/2、p-JNK 的表达相比 
0 h 时均升高，差异有统计学意义（P＜0.01）。

与 LPS 组相比，LPS＋DEX 组 MLE12 细胞中 
p-ERK1/2 的表达在 6、12、24 h 时下降，差异有统

计学意义（P＜0.05，P＜0.01）；p-JNK 的表达在 6、
12 h  时下降，差异有统计学意义（P＜0.05，
P＜0.01）。

图 1　DEX 提高脓毒症小鼠的存活率

Fig 1　DEX improves survival rate of sepsis mice
Sham group: Mice were treated with sterile normal saline (1 mL) 

by intraperitoneal injection without CLP; CLP group: Mice 

were treated with sterile normal saline (1 mL) by intraperitoneal 

injection before CLP; CLP＋DEX group: Mice were treated 

with DEX (50 μg/kg) by intraperitoneal injection before CLP. 

DEX: Dexmedetomidine; CLP: Cecal ligation and puncture. 
**P＜0.01 vs Sham group; △P＜0.05 vs CLP group
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图 2　各组小鼠血清和 BALF 中 IL-6、IL-1β、TNF-α 的表达

Fig 2　Levels of IL-6, IL-1β and TNF-α in serum and BALF of mice in each group
ELISA results. CLP group: Mice were treated with sterile normal saline (1 mL) by intraperitoneal injection before CLP; CLP＋DEX 
group: Mice were treated with DEX (50 μg/kg) by intraperitoneal injection before CLP. IL: Interleukin; TNF-α: Tumor necrosis factor α; 
BALF: Bronchoalveolar lavage fluid; CLP: Cecal ligation and puncture; DEX: Dexmedetomidine. *P＜0.05, **P＜0.01 vs CLP group 
at same time point; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs CLP group at 0 h. n＝3, x±s

图 3　各组 MLE12 细胞上清液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 的表达

Fig 3　Levels of IL-6, IL-1β and TNF-α in MLE12 cell supernatants of each group
ELISA results. LPS group: LPS (1 μg/mL); LPS＋DEX group: LPS (1 μg/mL)＋DEX (0.2 μg/mL). IL: Interleukin; TNF-α: Tumor 
necrosis factor α; LPS: Lipopolysaccharide; DEX: Dexmedetomidine. *P＜0.05, **P＜0.01 vs LPS group at same time point. △P＜0.05, 
△△P＜0.01 vs LPS group at 0 h. n＝3, x±s

图 4　各组 MLE12 细胞中 p-ERK1/2、p-JNK 的表达

Fig 4　Expressions of p-ERK1/2 and p-JNK in MLE12 cells in each group
Western blotting results. LPS group: LPS (1 μg/mL); LPS＋DEX group: LPS (1 μg/mL)＋DEX (0.2 μg/mL). ERK: Extracellular signal-
regulated kinase; p-ERK: Phosphorylated extracellular signal-regulated kinase; JNK: c-Jun N-terminal kinase; p-JNK: Phosphorylated c-Jun 
N-terminal kinase; LPS: Lipopolysaccharide; DEX: Dexmedetomidine. *P＜0.05, **P＜0.01 vs LPS group at same time point; △△P＜0.01 
vs LPS group at 0 h. n＝3, x±s
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DEX 可抑制 IL-6、IL-1β、TNF-α 等炎性因子的

产生，提高 CLP 所致脓毒症小鼠的存活率，表明 
DEX 对脓毒症小鼠具有抗炎作用。离体实验初步

探讨了 DEX 对 LPS 刺激肺泡上皮细胞 MLE12 后
的炎性调控作用，发现 LPS 刺激 6、12、24 h 后 
MLE12 细胞中 IL-6、IL-1β、TNF-α 的表达水平升

高，而给予 DEX 处理后 IL-6、IL-1β、TNF-α 的表

达水平均下降，表明 DEX 对脓毒症小鼠肺泡上皮

细胞炎性反应具有一定的抑制效应，可起到保护肺

泡上皮细胞的作用。LPS 能激活多种细胞内信号分

子，包括丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 
protein kinase，MAPK）家族，如 ERK1/2、JNK 
和 p38 蛋白激酶[23]。本研究的蛋白质印迹结果显

示 DEX 可抑制炎性信号通路中 ERK1/2、JNK 的
激活，提示 DEX 对脓毒症小鼠的抗炎作用可能与 
ERK1/2、JNK 信号通路有关，为今后机制研究提

供了一定的方向。然而，还需要进一步研究 DEX 
作为辅助治疗 ARDS 的潜在临床运用。

脓毒症引起的免疫失衡导致 IL-6、IL-1β、
TNF-α 等炎性因子过度释放[24-25]，最终导致 ARDS 
乃至多器官功能衰竭。寻求调控脓毒症引起的促炎

与抗炎失衡是治疗脓毒症的关键。目前针对脓毒症 
ARDS 的治疗，临床多采用保护性机械通气、限制

性液体疗法、体外膜肺氧合、抗生素和血管活性药

物等进行有效的支持治疗和对症治疗[26]。尽管理论

模型和体外实验均证实了这些方法的临床疗效，但

仍然缺乏有效的针对宿主免疫失衡的分子治疗机

制 [27]。本研究为探寻脓毒症的治疗干预靶点继而

降低病死率提供了一定实验依据。
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脓毒症是重症监护病房（intensive care unit，
ICU）患者死亡的主要原因，其病理过程涉及免疫

紊乱，最终导致多器官功能衰竭[7]。肺脏是脓毒症

所致多器官功能障碍中首先受累的脏器[8]，易引发 
ARDS。肺泡上皮细胞在 ARDS 中对维护肺血屏障的

完整性和修复受损屏障有重要作用，是肺内一种具

有自我更新能力的干细胞[9]。免疫修复有利于损伤肺

上皮细胞的功能恢复，有效的肺泡上皮修复有益于

脓毒症 ARDS 患者的肺功能，但是脓毒症时肺泡上

皮细胞的损伤机制目前尚不清楚。因此探寻肺泡上皮

细胞参与脓毒症免疫调控的分子机制显得至关重要。

DEX 是目前常用的围手术期和 ICU 患者的镇

静药。研究表明，DEX 不仅能通过调节机体内源

性儿茶酚胺释放产生镇静、抗焦虑、镇痛、拮抗

阿片类药物等作用，还可以调节免疫、减轻炎性

反应等[10-13]。DEX 的临床应用及研究主要集中于

手术麻醉及术后镇静、镇痛，其药理作用主要表

现在对神经系统、免疫系统、机体炎症、器官功

能保护等方面，可通过降低小神经胶质细胞刺激

引起的前列腺素 E2（prostaglandin E2，PGE2）、

一氧化氮（nitric oxide，NO）、诱导型一氧化氮

合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）、IL-
1β、TNF-α 等促炎因子的表达起到神经保护作

用[14-15]。机体在感染状态时，血浆中 IL-6 和 TNF-α 
的表达水平可作为预测病死率的重要指标之一[16]，

临床数据显示 DEX 比丙泊酚、咪达唑仑等镇静药

物能更显著地降低 ICU 患者谵妄及其他并发症的

发生率[17-18]，并且能通过兴奋迷走神经和抑制高迁

移率簇蛋白 B 1（high mobility group protein B1，
HMGB1）/核因子 κB（nuclear factor κB，NF-κB）

/Toll 样受体（Toll-like receptor，TLR）信号通路，

抑制机体炎性反应[19-20]。此外，DEX 能抑制疼痛

状态下炎症引起的自然杀伤细胞活性，对固有免

疫功能具有保护效应，从而降低创伤和脓毒症患者

和动物的病死率[21-22]。尽管近年来关于 DEX 抗炎作

用的研究越来越多，但有关 DEX 对脓毒症小鼠肺

泡上皮细胞发挥免疫调控的作用未见报道，而肺泡

上皮细胞在肺部天然免疫效应中具有重要作用。 
本研究通过在体实验探讨 DEX 对脓毒症小

鼠炎性反应的影响。在 CLP 所致脓毒症小鼠中，
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