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右美托咪定对脓毒症大鼠血管内皮屏障功能的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨右美托咪定对脓毒症大鼠血管内皮屏障功能的保护作用。方法　采用盲肠
结扎穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）诱导大鼠脓毒症模型，将 ＳＤ大鼠分成４组：假手术（Ｓｈａｍ）
组、脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ，Ｓｅｐ）组、常规治疗（ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＣＴ）组、右美托咪定（Ｄｅｘ）组，观察肠系膜微
血管静脉通透性、肺血管通透性的变化及存活率、存活时间的变化；离体取原代肺静脉内皮细胞，观察右

美托咪定对内毒素刺激血管内皮细胞后的闭锁小带蛋白１（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｓ１，ＺＯ１）表达和细胞跨膜电
阻（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＲ）的影响。结果　与假手术组比较，脓毒症后大鼠肠系膜微血
管和肺血管的通透性明显增加，存活率与存活时间明显降低（Ｐ＜０．０１）；常规治疗能够轻微降低脓毒症
大鼠的血管通透性；右美托咪定可显著降低脓毒症大鼠肠系膜微血管和肺血管通透性（Ｐ＜０．０１），提高
脓毒症大鼠的存活率与存活时间（Ｐ＜０．０５）。ＬＰＳ孵育可导致肺静脉内皮细胞间连接断裂、消失，ＺＯ１
表达明显降低，ＴＥＲ明显降低（Ｐ＜０．０１）。结论　右美托咪定可明显改善脓毒症大鼠的血管内皮屏障功
能，并进一步发挥对脓毒症大鼠的保护作用。

　　［关键词］　右美托咪定；脓毒症；血管内皮屏障；闭锁小带蛋白１；肺静脉内皮细胞；大鼠
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　　脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）是因宿主对感染的反应失调，导致
危及生命的器官功能障碍。全球每年脓毒症患病人数

超过１９００万，其中６００万患者死亡，病死率超过１／４，
且由脓毒症及其相关疾病造成的死亡率仍然呈上升趋

势［１－２］。脓毒症所致的血管内皮屏障功能损伤是其引

发多器官功能障碍的关键环节，是脓毒症发生、发展的

重要病理基础［３］。寻找能够有效保护脓毒症血管内

皮屏障功能的措施具有极其重要的临床意义。

　　右美托咪定（ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ，ＤＥＸ），是一种新型
的镇静药物，对 α２肾上腺素受体具有高度选择性，可
通过兴奋蓝斑核内的 α２肾上腺素受体，产生剂量依
赖性的镇静和催眠作用［４］。与临床常用其他镇静剂，

如咪达唑仑或丙泊酚相比，右美托咪定镇静程度相似，

但其能产生可唤醒的镇静，具有拟“自然睡眠”功能，

无明显呼吸抑制，且具有镇痛作用，因而非常适用于术

后危重患者的镇静。既往研究表明：右美托咪定对脓

毒症时心、肝、肾等器官功能障碍具有很好的保护作

用［５－７］，但右美托咪定对脓毒症血管内皮屏障功能是

否具有保护作用，目前尚不清楚。为此，我们拟采用盲

肠结扎穿孔术（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）复制
大鼠脓毒症模型及脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）处
理的肺静脉内皮细胞，研究右美托咪定对脓毒症大鼠

血管内皮屏障功能的保护作用，为脓毒症治疗提供新

的方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂
　　ＳＰＦ级ＳＤ大鼠１６０只，雌雄各半，１２～１４周龄，体
质量（２００±２０）ｇ（陆军军医大学大坪医院实验动物中
心提供）。盐酸右美托咪定注射液，购自中国江苏恒

瑞医药股份有限公司；异硫氰酸荧光素标记的牛血清

白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｃｏｎｊｕｇａｔｅ，
ＦＩＴＣＢＳＡ）、伊文思蓝（ｅｖａｎｓｂｌｕｅ）、ＬＰＳ均购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；闭锁小带蛋白１（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｓ１，ＺＯ１）
抗体，购自中国博士德公司；２，６二异丙基苯胺（２，６
ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌａｎｉｌｉｎｅ，ＤＡＰＩ），购自中国中杉金桥公司。
１．２　脓毒症大鼠模型制备
　　ＳＤ大鼠术前禁食１２ｈ，自由饮水，常规腹部消毒，

根据文献［８］报道的方法用戊巴比妥钠（４５ｍｇ／ｋｇ）腹
腔麻醉，沿腹直线剪开腹部，暴露盲肠，将盲肠末端粪

便充盈，距末端０．６ｃｍ处用无菌线结扎、用锥形器贯
通穿刺盲肠末端，粪便自然流入腹腔，将盲肠复位，逐

层缝合伤口，按 ２ｍＬ／１００ｇ腹腔注射无菌生理盐水，
放回笼中，禁食、自由饮水。模型制作１２ｈ后，观察大
鼠平均动脉压（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ），当
ＭＡＰ下降３０％以上，模型成功。本次实验模型成功率
达８５％以上。
１．３　方法
　　将 ＳＤ大鼠按随机数字表法分成 ４组：假手术
（Ｓｈａｍ）组，脓毒症（Ｓｅｐ）组，常规治疗（ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＣＴ）组，右美托咪定（Ｄｅｘ）组。假手术组：仅
开关腹；脓毒症组：盲肠结扎穿孔术制作脓毒症模型；

常规治疗组：脓毒症模型制作 １２ｈ后，经股静脉输注
乳酸林格氏液３５ｍＬ／ｋｇ＋多巴胺５～１０μｇ／（ｋｇ·ｍｉｎ），
输注３ｈ，同时肌注头孢呋辛钠１００ｍｇ／ｋｇ，维持ＭＡＰ＞
７０ｍｍＨｇ；右美托咪定治疗组：在ＣＬＰ建立前３０ｍｉｎ尾
静脉给予右美托咪定（１０μｇ／ｋｇ），脓毒症模型制作１２ｈ
后，在常规治疗的基础上给予右美托咪定（１０μｇ／ｋｇ）。
实验分为４批，第１批（每组８只）在复苏结束后用于
检测大鼠肠系膜微血管通透性，第２批和第３批（每组
８只）在复苏结束后分别应用伊文思蓝和ＦＩＴＣＢＳＡ检
测大鼠肺血管通透性，第 ４批（每组 １６只）用于观察
大鼠的存活时间和存活率。

　　培养肺静脉内皮细胞，按照处理方式的区别分为
正常对照组、ＬＰＳ组和右美托咪定组。正常对照组：实
验前１ｄ更换基础培养基（无血清）培养２４ｈ；ＬＰＳ组：
更换基础培养基（无血清）培养２４ｈ后，给予１μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ处理１２ｈ；右美托咪定组：换用基础培养基（无血
清）培养 ２４ｈ，然后给予 ０．１μｍｏｌ／Ｌ右美托咪定，待
３０ｍｉｎ后，再加入１μｇ／ｍＬＬＰＳ处理１２ｈ。测定血管
内皮细胞的紧密连接蛋白ＺＯ１的表达、单层跨膜电阻
（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＲ）值的变化。
１．４　检测指标及方法
１．４．１　肠系膜微血管静脉通透性测定　　大鼠麻醉
后，先剪去腹部毛发，沿腹部正中作 ２～３ｃｍ的切口，
暴露小肠。选取大鼠肠系膜表面含有的丰富的微血管
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进行固定，待大鼠在微循环观察仪上稳定 １０ｍｉｎ后，
静脉注射 ＦＩＴＣＢＳＡ９ｍｇ／ｋｇ，采用超灵敏摄像机
（ＨＡＭＡＭＡＴＳＵ，Ｃ１１４４０）记录各组在注射 ＦＩＴＣＢＳＡ
后不同时相点（０、１、３、６ｍｉｎ）血管内和血管外间质的
ＦＩＴＣ荧光图像。
１．４．２　伊文思蓝染色测定脓毒症大鼠肺血管通透性
　　ＳＤ大鼠颈静脉注射伊文思蓝（６０ｍｇ／ｋｇ），注射
３０ｍｉｎ后，打开腹腔，结扎下腔静脉，剪破腹主动脉，经
颈静脉缓慢灌注生理盐水直至肺组织变白，取大鼠完

整肺组织并吸干表面水分，进行拍照，再取左上肺叶称

量，加入 ＰＢＳ（按照组织质量∶ＰＢＳ体积＝０．０７）匀浆。
匀浆完毕后，将匀浆液移至离心机进行离心（参数选

择８０００×ｇ，１０ｍｉｎ）。离心结束后，通过酶标测定仪测
定上清液中伊文思蓝的光密度值。另用 ＢＣＡ蛋白检
测试剂盒测定上清液蛋白浓度，用上清液中的伊文思

蓝的光密度值与蛋白浓度的比值作为肺血管通透性的

测定值。

１．４．３　ＦＩＴＣＢＳＡ测定脓毒症大鼠肺血管通透性　　
经颈静脉注射ＦＩＴＣＢＳＡ（９ｍｇ／ｋｇ），注射１．５ｈ后，取
大鼠右肺组织用 ＯＣＴ胶进行包埋，行冰冻切片（切片
厚度选择１０～１５μｍ），用ＰＢＳ缓冲液洗涤切片残留的
ＯＣＴ胶，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次
５ｍｉｎ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ透膜３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次
５ｍｉｎ，ＤＡＰＩ（１∶５０）３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ。使用
Ｌｅｉｃａ激光共聚焦显微镜观察肺组织中的ＦＩＴＣＢＳＡ的
渗出。利用平均光密度值反映肺组织中的 ＦＩＴＣＢＳＡ
的渗出值。

１．４．４　肺静脉原代内皮细胞提取和培养　　选取健
康ＳＤ大鼠，腹腔注射３％戊巴比妥钠进行麻醉后固定，
使用碘附消毒大鼠胸腹部，腹腔注射肝素钠６０００单位，
１０ｍｉｎ后在无菌条件下剪开胸腔，直接将左、右两侧肺
静脉分离并置于无菌ＰＢＳ缓冲液中，纵向剖开大鼠双
侧肺静脉，通过 ＰＢＳ进行反复清洗，用无菌显微剪将
血管剪成小碎块，并将其内面贴覆于培养瓶底部，充分

干燥后，加入 ＤＭＥＭＦ１２完全培养基（含 ５％血清），
３７℃孵箱中培养 ３ｄ后得到的细胞即为肺静脉血管
内皮细胞［９］。

１．４．５　内皮细胞跨膜电阻（ｔｒａｎｓｅｌｅｃｔｒｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，
ＴＥＲ）测定　　将 ３～５代的肺静脉内皮细胞接种至
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜上，置 ３７℃培养箱至内皮细胞铺满
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜（１×１０５／ｍＬ），利用 ＥＶＯＭ２跨膜电阻测定
仪检测内皮细胞 ＴＥＲ值，间隔时间 ３０ｍｉｎ，连续测量
２４ｈ，内皮细胞的电阻值＝（总电阻值－空白电阻值）／
正常内皮细胞的电阻值。

１．４．６　免疫荧光观察内皮细胞ＺＯ１的表达　　肺静

脉内皮细胞接种至共聚焦培养皿，待细胞长满（１×
１０５／ｍＬ），弃培养基，４％多聚甲醛固定约 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤３次，每次５ｍｉｎ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ进行透膜，再次
用ＰＢＳ洗涤３次，每次 ５ｍｉｎ，５％ＢＳＡ在３７℃条件下
封闭１ｈ，一抗孵育过夜（１∶２００稀释），ＦＩＴＣ标记的荧
光二抗３７℃避光孵育１ｈ（１∶２００稀释），ＤＡＰＩ常温避
光孵育１０ｍｉｎ。使用Ｌｅｉｃａ激光共聚焦显微镜观察。
１．４．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 ＺＯ１蛋白表达　　收集培
养瓶内的内皮细胞，离心后加入 ＲＩＰＡ裂解液，提取总
蛋白，使用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，加入上样缓冲
液，待蛋白变性后上样，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转至 ＰＶＤＦ
膜，脱脂奶粉（５％）封闭１ｈ，加入一抗（１∶１０００）４℃
过夜，ＴＢＳＴ清洗 ３次后，常温下孵育二抗 １ｈ，再用
ＴＢＳＴ清洗 ３次，使用红外成像仪（Ｏｄｄｓｅｙ，美国）对
ＰＶＤＦ膜进行扫描。
１．４．８　大鼠存活情况观察　　复苏结束后拔出股静
脉插管并结扎血管，然后逐层缝合伤口。将大鼠放回

笼内饲养，正常饮食饮水，每３０分钟观察１次，观察至
复苏后２４ｈ，记录大鼠的状态和存活时间。
１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组
比较用单因素方差分析，存活时间和存活率用Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ法分析。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　右美托咪定对脓毒症大鼠肠系膜微血管通透性
的影响

　　与假手术组比较，脓毒症大鼠的肠系膜微血管通
透性明显增加（Ｐ＜０．０１）；常规治疗可轻微改善肠系膜
微血管微循环通透性，但差异无统计学意义；右美托咪

定可明显降低肠系膜微血管通透性，与常规治疗组相

比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１），提示右美托咪
定可以明显改善脓毒症所致的肠系膜微血管损伤。

２．２　右美托咪定对脓毒症大鼠肺血管通透性的影响
　　与假手术组比较，脓毒症大鼠的肺血管通透性明
显增加，伊文思蓝渗出较假手术组增加了 １１９％（Ｐ＜
０．０１）；常规治疗可轻微降低肺血管通透性，但差异无
统计学意义；右美托咪定组大鼠肺血管通透性明显降

低，与常规治疗组相比，伊文思蓝渗出降低了２７％，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｂ）；肺血管ＦＩＴＣＢＳＡ
渗漏结果显示，与假手术组比较，脓毒症组大鼠肺组织

ＦＩＴＣＢＳＡ平均光密度值显著增加（Ｐ＜０．０１），右美托咪
定组大鼠肺组织 ＦＩＴＣＢＳＡ平均光密度值明显降低
（Ｐ＜０．０１，图２Ｃ、Ｄ），提示右美托咪定可以改善脓毒
症所致的肺血管损伤。
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图１　右美托咪定对脓毒症大鼠肠系膜微血管通透性的影响　（ｎ＝８）
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图２　右美托咪定对脓毒症大鼠肺血管通透性的影响　（ｎ＝８）
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２．３　右美托咪定对大鼠肺静脉内皮细胞通透性的影响
　　免疫荧光观察内皮细胞紧密连接ＺＯ１的表达，结
果显示：未经 ＬＰＳ刺激的内皮细胞间连接紧密、完整，
ＺＯ１表达较多；经ＬＰＳ刺激１２ｈ后，细胞间连接明显
断裂、消失，ＺＯ１表达明显降低；而预先给予右美托咪
定的细胞形态恢复，细胞间连接紧密（图３Ａ）；ＺＯ１蛋
白表达结果呈相同趋势，ＬＰＳ刺激后ＺＯ１蛋白表达明

显降低（Ｐ＜０．０１），预给右美托咪定可以显著增加ＺＯ１
蛋白的表达（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ、Ｃ）；ＴＥＲ检测结果显示：
与正常对照组比较，ＬＰＳ组 ＴＥＲ值随着测定时间延长
逐渐降低，２４ｈ降低达７３．７％（Ｐ＜０．０１），而右美托咪
定组２４ｈＴＥＲ值降低 ４８．９％，明显高于 ＬＰＳ组（Ｐ＜
０．０１，图 ３Ｄ），说明右美托咪定可抑制 ＬＰＳ所致的
ＴＥＲ降低。
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图３　右美托咪定对大鼠肺静脉内皮细胞通透性的影响　（ｎ＝３）
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图４　右美托咪定对脓毒症大鼠存活率（Ａ）、存活时间（Ｂ）的影响　（ｎ＝１６）

２．４　右美托咪定对脓毒症大鼠存活率和存活时间的
影响

　　假手术组大鼠复苏后２４ｈ存活率为１００％，脓毒
症组大鼠２４ｈ存活率仅为６．２５％，存活时间较假手术
组明显降低（Ｐ＜０．０１），常规治疗组大鼠 ２４ｈ存活率
为１８．７５％，存活时间较脓毒症组有所增加。右美托
咪定组脓毒症大鼠２４ｈ存活率为４３．７５％，存活时间与
常规治疗组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。

３　讨论

　　脓毒症是临床常见危重症，是指机体严重感染时，
促炎反应以及抗炎反应被瀑布式激活，引起组织和器

官发生严重损伤的综合征［１０］。如果治疗和控制不及

时，将进一步发展为脓毒性休克和多器官功能障碍综

合征，病死率极高。

　　血管内皮屏障可以介导营养吸收及物质转运，对
机体内环境稳态的维持起着至关重要的作用［１１－１２］。

脓毒症时，机体产生的大量炎性因子及活性氧可以破

坏细胞连接，使细胞间紧密连接蛋白 ＺＯ１等降解，细
胞间隙增大，血管发生严重渗漏，血液中的大量物质异

常透过内皮屏障到达组织，导致患者器官功能严重损伤

甚至死亡［１３］。因此，研究如何有效地保护或改善脓毒

症患者血管内皮屏障功能具有极其重要的临床意义。

　　右美托咪定是临床麻醉常用的镇静药物，近年来
在脓毒症器官功能保护中的作用备受关注，ＳＥＺＥＲ
等［１４］发现在脂多糖诱导的脓毒症大鼠模型中，通过输

注右美托咪定能够减少肝窦处的充血扩张和在肝门的

炎症反应，减轻肝脏损害。ＺＨＡＯ等［１５］发现右美托咪

定可以显著降低脓毒症早期炎症因子的释放，有效保

护心肌。ＪＩＮ等［１６］发现右美托咪定能够通过抑制炎性

因子的释放，改善脓毒症导致的急性肾损伤。但是右

美托咪定能否改善脓毒症血管内皮屏障功能，目前还

不清楚。本研究发现脓毒症大鼠肠系膜微血管和肺血

管通透性明显增加，存活率和存活时间明显下降；而右

美托咪定可降低脓毒症大鼠肠系膜微血管和肺血管的

通透性，显著提高脓毒症大鼠的存活率与存活时间；同

时，离体实验结果显示：ＬＰＳ处理后肺静脉内皮细胞间
连接断裂、消失，ＺＯ１表达明显降低，ＴＥＲ明显降低；
而右美托咪定处理后细胞形态恢复，细胞间连接紧密，

ＺＯ１表达增加，且明显抑制了 ＬＰＳ所致的 ＴＥＲ的下
降。本研究发现右美托咪定可明显改善脓毒症大鼠的

血管内皮屏障功能，并进一步发挥对脓毒症大鼠的保

护作用。但右美托咪定是如何发挥对血管内皮屏障功

能的保护作用，还有待进一步研究。
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