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右美托咪定对脓毒症大鼠肠道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肠道屏障的保护作用。方法　采用盲肠结扎穿孔
（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）构建大鼠脓毒症模型。将 ＳＤ大鼠按随机数字表法分为假手术
（Ｓｈａｍ）组、脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ，Ｓｅｐ）组、常规治疗（ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ，Ｃｔ）组、右美托咪定治疗
（ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ，Ｄｅｘ）组；观察不同处理组大鼠存活率及存活时间、肠道通透性、血二胺氧化酶
（ｄｉａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）、前炎症细胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β）水平、肠组织病理结构和肠道巨噬细胞 Ｍ１型
表型情况。培养离体巨噬细胞，根据处理方式不同分为正常对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）组、Ｄｅｘ组，观察右美托咪定对 ＬＰＳ刺激后对 Ｍ１型巨噬细胞表型的影响。结果　与假手术组比
较，脓毒症组大鼠存活率和存活时间显著降低（Ｐ＜０．０１）、肠道通透性和血中前炎症细胞因子明显升高
（Ｐ＜０．０１），肠组织损伤严重，表现为肠绒毛萎缩、断裂，红细胞和炎性细胞浸润明显，肠道巨噬细胞
ｉＮＯＳ表达增加；常规治疗组大鼠存活时间较脓毒症组有所延长，肠道通透性和血中前炎症细胞因子降
低不明显，肠病理结构改善不显著，ｉＮＯＳ表达未见明显减少；与常规治疗组比较，右美托咪定组大鼠存
活时间和存活率显著提高（Ｐ＜０．０５），肠道通透性和血清前炎症细胞因子显著降低（Ｐ＜０．０１），肠病理结
构明显改善，ｉＮＯＳ表达减少。细胞实验结果显示：ＬＰＳ刺激后，巨噬细胞 Ｍ１型表型增多，ｉＮＯＳ表达明
显增多，ＴＮＦα释放显著增加（Ｐ＜０．０１）；与 ＬＰＳ组比较，右美托咪定组巨噬细胞 ｉＮＯＳ表达明显减少，
ＴＮＦαａ水平显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　右美托咪定能保护脓毒症大鼠肠道屏障功能，其机制可能与
通过抑制巨噬细胞Ｍ１表型、抑制炎症反应有关。
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　　脓毒症是宿主对感染反应失调而导致的危及生命
的器官功能障碍［１－２］。长时间以来，肠道被认为在脓

毒症的发生发展过程中起着至关重要的作用，是引起

多器官功能障碍综合征的助推器［３］。脓毒症时产生

的前炎症细胞因子，包括 ＴＮＦα、ＩＬ１β等会引起肠绒
毛损伤萎缩、肠上皮细胞凋亡，导致肠道屏障功能破

坏、通透性增加，肠道细菌及其释放的内毒素进入血液

循环，引起肠源性感染，对脓毒症患者造成致命打

击［４］。因此研究脓毒症肠道屏障功能保护措施对提

高脓毒症患者救治率有重要意义。

　　右美托咪定是一种高效、高选择性的 α２肾上腺
素能受体激动剂，具有镇静良好、易唤醒、不引起明显

呼吸抑制、显著减少患者术后谵妄等作用，目前广泛应

用于重症和围术期患者［５－６］。近年来研究报道右美托

咪定对脓毒症引起的器官功能损伤具有保护作

用［７－８］，但右美托咪定对脓毒症肠道屏障功能是否具

有保护作用，目前尚不清楚。对此，本研究采用大鼠盲

肠结扎穿孔术（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）构建
脓毒症模型和 ＬＰＳ处理的细胞（ＲＡＷ２６４．７）模型，观
察右美托咪定对脓毒症大鼠肠道通透性、前炎症细胞

因子、肠道病理结构、巨噬细胞极化等的影响，探究其

对脓毒症大鼠肠道屏障功能的保护作用及机制，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
　　成年雄性ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，体质量（２００±２０）ｇ，由
陆军特色医学中心实验动物中心提供。盐酸右美托咪

定注射液购自中国扬子江药业集团有限公司；伊文思

蓝（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ）、ｉＮＯＳ抗体购自美国Ｓｉｇｍａ公司；
二胺氧化酶（ｄｉａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）、肿瘤坏死因子ɑ
（ｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒɑ，ＴＮＦα）、白细胞介素１β

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自 Ｅｌａｂｓｉｃｅｎｃｅ
公司；２，６二异丙基苯胺（２，６ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌａｎｉｌｉｎｅ，ＤＡＰＩ）
购自美国Ａａｂｃａｍ公司。
１．２　大鼠脓毒症模型制备
　　大鼠术前１２ｈ禁食，自由饮水。根据本实验室前
期报道的方法［９］，用 ３％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔
麻醉，制作脓毒症模型。脓毒症模型术后１２ｈ，观察大
鼠平均动脉压（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ），
ＭＡＰ下降３０％及以上，认为模型制备成功。
１．３　实验方案
１．３．１　实验设计与分组　　１２８只ＳＤ大鼠按照随机
数字表法分为 ４组，每组 ３２只大鼠。假手术（Ｓｈａｍ）
组：仅开腹关腹，不做盲肠结扎穿孔术；脓毒症组

（ｓｅｐｓｉｓ，Ｓｅｐ组）：采用盲肠结扎穿孔术建立脓毒症模
型；常规治疗组（ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ，Ｃｔ组）：在脓毒
症组建模术后 １２ｈ，经股静脉插管输注林格氏液
（３５ｍＬ／ｋｇ）＋血管活性药物多巴胺（１．７５ｍｇ／ｋｇ），输
注速度为 ２．５ｍＬ／ｈ，同时肌注抗生素头孢呋辛纳
（１００ｍｇ／ｋｇ）；右美托咪定组（Ｄｅｘ组）：在盲肠结扎穿
孔术前３０ｍｉｎ，经尾静脉注射右美托咪定（１０μｇ／ｋｇ），
术后１２ｈ，在常规治疗基础上经股静脉输注右美托咪
定（１０μｇ／ｋｇ）。实验分为３批：第１批（每组１６只）用
于观察ＳＤ大鼠２４ｈ存活时间和存活率；第２批（每组
８只）在复苏完成后用于检测ＳＤ大鼠肠道通透性和小
肠病理变化；第３批（每组８只）在复苏结束后用于检
测血浆中前炎症细胞因子水平和肠道巨噬细胞极化

情况。

１．３．２　ＲＡＷ２６４．７细胞模型构建　　将 ＲＡＷ２６４．７
巨噬细胞分为３组，正常对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组：ＰＢＳ清洗培
养皿后，更换为无血清培养基培养 １２ｈ；脂多糖
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）组：ＰＢＳ清洗培养皿后，更换
为无血清培养基，并加入５００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理１２ｈ；Ｄｅｘ

２６０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



组：ＰＢＳ清洗培养皿后，替换为无血清培养基，然后给
予１μｍｏｌ／Ｌ右美托咪定，待３０ｍｉｎ后，再加入５００ｎｇ／ｍＬ
ＬＰＳ处理１２ｈ。实验前１ｄ将ＲＡＷ２６４．７细胞接种于
培养皿内，每个培养皿细胞数为１×１０６／ｍＬ。取细胞上
清液用于测定细胞上清液中前炎症细胞因子（ＴＮＦα）
水平。

１．４　检测指标
１．４．１　存活时间和存活率　　脓毒症大鼠复苏完成
后，拔出股静脉插管同时结扎血管，并逐层缝合伤口。

然后将大鼠放回笼中正常饲养，自由进食饮水，每

３０ｍｉｎ观察１次，直至复苏后２４ｈ，记录大鼠的存活时
间和存活率。

１．４．２　肠道通透性　　为观察右美托咪定对脓毒症
大鼠肠屏障功能的保护作用，分别采用 ＥＢ灌注肠腔
测定肠组织的通透性和取静脉血检测ＤＡＯ含量，观察
肠道通透性。脓毒症大鼠复苏完成后，取静脉血１ｍＬ，
室温下静置３０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上层
血清，ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血中ＤＡＯ含量。另取一段长
约７ｃｍ的小肠，用ＰＢＳ冲洗干净肠腔并制备成肠囊，
注入０．２ｍＬ１．５％的 ＥＢ溶液，３７℃水浴３０ｍｉｎ，打
开肠囊，ＰＢＳ冲洗至冲洗液澄清后５０℃干燥２４ｈ，记
录肠干质量，加入甲酰胺溶液于５０℃孵育２４ｈ，用酶
标仪检测上清，读取波长６５０ｎｍ处的光密度值，根据
Ｄ（６５０）值计算肠组织中ＥＢ含量。
１．４．３　肠组织病理结构　　脓毒症大鼠复苏完成后，
将其麻醉固定，开腹，取一段肠组织用 ＰＢＳ冲洗干净
后，置于 ４％多聚甲醛中固定，常规脱水、包埋、切片、
ＨＥ染色，用光学显微镜观察肠组织病理结构情况。
１．４．４　血清前炎症细胞因子　　复苏完成后，经静脉
取血 ２ｍＬ，室温下静置 ３０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上层血清，采用 ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清中
ＴＮＦα、ＩＬ１β含量。
１．４．５　免疫荧光观察肠道巨噬细胞ｉＮＯＳ表达　　复
苏完成后，将大鼠麻醉固定开腹，取一段肠组织，用冰

ＰＢＳ冲洗肠腔，放入４％多聚甲醛中固定２４ｈ，２０％蔗
糖脱水２４ｈ后，换用３０％蔗糖脱水２４ｈ，待样本沉底
后，用 ＯＣＴ包埋，做冰冻切片（切片厚度为 ２０μｍ）。
ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，３％过氧化氢处理１０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ，滴加羊血清室温下封闭
３０ｍｉｎ，吸去多余液体，滴加稀释的一抗（ｉＮＯＳ，
１∶２００），４℃过夜，ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ，滴加与
一抗相对于的荧光二抗，室温下避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗
涤３次，每次５ｍｉｎ，ＤＡＰＩ（１∶５０）３７℃避光反应１０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。在 Ｌｅｉｃａ激光共聚焦显微

镜下观察ｉＮＯＳ的表达。
１．４．６　免疫荧光观察离体巨噬细胞ｉＮＯＳ表达　　将
ＲＡＷ２６４．７细胞接种至共聚焦培养皿，待细胞生长良
好后，弃培养基，用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
３次，每次５ｍｉｎ，滴加羊血清室温下封闭３０ｍｉｎ，吸去
多余液体，滴加稀释的一抗（ｉＮＯＳ，１∶２００），４℃过夜，
ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，滴加与一抗相对于的荧光
二抗，室温下避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，
ＤＡＰＩ（１∶５０）３７℃避光反应１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每
次５ｍｉｎ。在Ｌｅｉｃａ激光共聚焦显微镜下观察 ｉＮＯＳ的
表达。

１．４．７　细胞上清前炎症细胞因子水平检测　　收集
各组细胞上清液，依据 ＥＬＩＳＡ试剂盒方法检测细胞上
清液中ＴＮＦα含量。
１．５　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２３．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，多组间比较采用单因素方差分析，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存活时间和存活率的
影响

　　脓毒症组大鼠２４ｈ存活１只，存活率为６．２５％，存
活时间为（５．７０±６．３６）ｈ；常规液体治疗组大鼠２４ｈ存
活２只，存活率为１２．５０％，存活时间为（１０．１０±７．８０）ｈ，
与脓毒症组相比，存活时间有所增加；右美托咪定治疗

组大鼠２４ｈ存活６只，存活率为３７．５０％，存活时间为
（１８．３０±５．８０）ｈ，存活率较常规治疗组显著提高，存活
时间明显延长，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。
２．２　右美托咪定对脓毒症大鼠肠道通透性的影响
　　ＥＢ灌注肠腔结果发现：脓毒症后大鼠肠组织渗漏
明显，与假手术组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
常规液体治疗后，肠道屏障功能有部分改善；经右美托

咪定治疗后，脓毒症大鼠肠屏障功能明显改善，与常规

治疗组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。假
手术组大鼠血中 ＤＡＯ含量为（０．３４±０．０４）ｎｇ／ｍＬ，与
假手术组比较，脓毒症组大鼠血中 ＤＡＯ含量明显增
加，为（６．３２±０．８３）ｎｇ／ｍＬ，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；常规治疗组大鼠血中 ＤＡＯ含量为（５．８９±
１．０１）ｎｇ／ｍＬ，与脓毒症组相比差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；右美托咪定可明显降低血中 ＤＡＯ含量，其值
为（４．４７±０．８１）ｎｇ／ｍＬ，与常规治疗组比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）（图２Ｂ）。

３６０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）
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图１　右美托咪定对脓毒症大鼠生存率（Ａ）和生存时间（Ｂ）的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１６）
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图２　右美托咪定对脓毒症大鼠肠道通透性（Ａ）与二胺氧化酶（Ｂ）的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
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图３　右美托咪定对脓毒症大鼠肠道组织结构的影响　（ＨＥ×２００）

２．３　右美托咪定对脓毒症大鼠肠组织结构的影响
　　肠组织ＨＥ染色结果显示：假手术组大鼠肠绒毛
结构完整清晰，柱状上皮细胞排列整齐，未见红细胞及

炎性细胞浸润；脓毒症组肠绒毛萎缩、断裂，红细胞和

炎性细胞浸润明显；常规治疗组未见明显改善；右美托

咪定治疗后，肠绒毛萎缩情况明显好转，肠绒毛排列整

齐，红细胞及炎性细胞浸润减少，肠组织结构显著恢

复，提示右美托咪定改善了脓毒症大鼠肠病理损伤

（图３）。
２．４　右美托咪定对脓毒症大鼠血前炎症细胞因子水

平的影响

　　与假手术组相比，脓毒症组大鼠血清前炎症细胞

因子ＴＮＦα、ＩＬ１β明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；常规治疗组大鼠血清前炎症细胞因子 ＴＮＦα、
ＩＬ１β有一定程度下降，与脓毒症组相比，降低比例为
１０．５６％，无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；右美托咪定治疗
后，大鼠血清前炎症细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β下降明显，
与脓毒症组比较，降低比例为３３．９３％，与常规治疗组
相比，降低比例为２６．１３％（Ｐ＜０．０１），见图４。
２．５　右美托咪定对Ｍ１型巨噬细胞的影响
　　肠道巨噬细胞极化类型的免疫荧光染色结果提
示：Ｄｅｘ能抑制巨噬细胞向Ｍ１型极化（图５）。脓毒症
组大鼠肠道巨噬细胞 ｉＮＯＳ表达增加，提示脓毒症后
肠道巨噬细胞Ｍ１型的数量增多；与脓毒症组相比，常

４６０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



规治疗组大鼠肠道巨噬细胞 ｉＮＯＳ表达未见明显减
少；右美托咪定组大鼠肠道巨噬细胞ｉＮＯＳ表达则明显
减少，提示Ｍ１型巨噬细胞数量减少。ＲＡＷ２６４．７细胞
实验结果显示：ＬＰＳ刺激后，ＲＡＷ２６４．７细胞ｉＮＯＳ明显

增多、ＴＮＦα分泌显著增加（Ｐ＜０．０１），经右美托咪定处
理后，ＲＡＷ２６４．７细胞ｉＮＯＳ表达和ＴＮＦα水平均明显
降低（Ｐ＜０．０５），见图６、７。说明右美托咪定可抑制巨噬
细胞Ｍ１表型，抑制前炎症细胞因子释放。
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图４　右美托咪定对脓毒症大鼠前炎症细胞因子ＴＮＦα（Ａ）、ＩＬ１β（Ｂ）水平的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
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图５　免疫荧光观察肠道巨噬细胞ｉＮＯＳ的表达

５６０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）
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图６　免疫荧光观察离体巨噬细胞ｉＮＯＳ的表达
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图７　细胞上清液中ＴＮＦα的水平　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论

　　脓毒症表现为机体对感染的免疫反应失调，具有
很高的发病率和死亡率，是重症监护病房住院患者死

亡常见原因之一，肠道屏障功能受损在脓毒症病程发

展中具有重要作用。脓毒症后肠道通透性明显增加，

肠道内有毒物质进入血液循环，进一步加重脓毒症病

情的发展［１０］。

　　右美托咪定是临床常用的麻醉镇静药物，近年来
越来越多的研究表明右美托咪定对器官功能具有保护

作用。ＳＨＥ等［１１］发现右美托咪定对脓毒症大鼠血管

内皮屏障具有保护作用，其机制与保护线粒体功能有

关。ＺＨＡＮＧ等［１２］发现右美托咪定能增加肠上皮细胞

间紧密连接蛋白的表达并减少细胞凋亡，改善肠道损

伤。右美托咪定对脓毒症器官功能的保护作用与它能

抑制炎症有关，ＭＥＩ等［１３］证实Ｄｅｘ可显著抑制脓毒症
大鼠炎症反应而改善脑功能。本研究发现：脓毒症大

鼠血清前炎症细胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β明显增加，而右
美托咪定可显著降低上述炎症细胞因子水平，改善肠

道屏障功能，提高脓毒症大鼠的存活率和存活时间。

但右美托咪定是如何降低脓毒症后肠道炎症反应

的呢？

　　巨噬细胞是一种异质性极强的免疫细胞，不同病
理刺激条件下巨噬细胞会极化为不同的类型，在机体

炎症反应中发挥重要作用［１４］。巨噬细胞极化类型主

要包括经典激活的巨噬细胞（Ｍ１）和交替激活的巨噬
细胞（Ｍ２）。Ｍ１型巨噬细胞主要由脂多糖（ＬＰＳ）活
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化，分泌促炎细胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β），在脓毒症过度
炎症期激发机体免疫应答，引起免疫功能紊乱；Ｍ２型
巨噬细胞则主要由ＩＬ４、干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）
激活，释放抗炎因子ＩＬ１０等限制炎症，促进组织修复
以及受伤区域的愈合［１５］。本研究选取肠道巨噬细胞

作为研究对象，探究 Ｄｅｘ对 Ｍ１型巨噬细胞极化的影
响。整体实验结果发现 Ｄｅｘ能显著降低促炎因子
ＴＮＦα、ＩＬβ释放，抑制肠道巨噬细胞的 Ｍ１极化，Ｍ１
型标志物ｉＮＯＳ，ＴＮＦα表达减少。细胞实验发现 Ｄｅｘ
能抑制ＲＡＷ２６４．７细胞向 Ｍ１型极化、降低炎症细胞
因子的水平。研究结果提示，Ｄｅｘ在脓毒症中发挥的
抑炎效应，可能与其抑制巨噬细胞向Ｍ１极化相关。
　　综上所述，本研究发现右美托咪定对脓毒症引起
的肠道屏障功能损伤具有保护作用，其机制可能与右

美托咪定抑制肠道巨噬细胞向 Ｍ１型极化，降低炎症
反应有关。这在一定程度上阐释了Ｄｅｘ通过抑炎效应
发挥对器官功能保护作用的机制，为脓毒症的器官功

能保护提供防治措施。但Ｄｅｘ是否会促进肠道巨噬细
胞向Ｍ２型极化，以及 Ｄｅｘ如何调控巨噬细胞极性的
机制，还有待进一步研究。
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