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【摘要】 目的探讨右美托咪定(DEX)对急性梗阻性化脓性胆管炎(AOSC)大鼠外周血单核细胞髓系

细胞触发受体一1(TREM一1)mRNA表达的影响。方法健康雄性Wistar大鼠60只，采用胆管插管注人大肠

杆菌并完全结扎大鼠胆管的方法复制AOSC大鼠模型，制模后取外周血分离培养单核细胞，按随机数字表法分
为模型组(单核细胞中未加入任何药物)和DEX低、中、高剂量组(分别于单核细胞中加入终浓度为0．4、0．8、

1．2岭／L DEX o细胞培养24 h后，采用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定上清液中肿瘤坏死因子一d(TNF—ot)

和白细胞介素(IL一1和IL一6)水平，用免疫透射比浊法测定C一反应蛋白(CRP)水平；用反转录一聚合酶链反

应(RT—PCR)测定TREM一1 mRNA的表达。结果与模型组比较，不同剂量DEX组TNF—ot、IL一1、IL一6、CRP

水平降低，TREM一1 mRNA表达下调，且以DEX中、高剂量组的降低程度较DEX低剂量组更显著[TNF—o

(ng／L)：95．5±8．6、88．9±5．3比131．1±14．2；IL-1(ng／L)：53．5±8．3、48．3±6．7比73．7±12．8；IL一6(ng／L)：

266．9±26．2、252．1±17．7比349．9±40．4；CRP(ng／L)：4．3±1．1、3．9±0．7比5．6±1．7；TREM一1 mRNA(A值)：

0．43±0．18、0．39±0．16比0．65±0．25，均P<0．05]。结论 右美托咪定可下调TREM一1 mRNA表达，抑制

AOSC大鼠单核细胞炎陛因子TNF一仅、IL一1、IL一6和CRP的生成与分泌。
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[Abstract] Objective To investigate the effects of dexmedetomidine(DEX)on the mRNA expression of

triggering receptor expressed on myeloid cells 1(TREM-11 in peripheral blood mononuclear ceils of rats with acute
obstructive suppurative cholangitis fAOSC)． Methods Sixty healthy male Wistar rat models of AOSC induced by
complete common bile duct ligation and injection of Ecoli into the bile duct through an intubation tube were replicated

successfully．After modeling．the peripheral blood was collected and mononuclear cells were isolated and cultured．

According to random number table method，the mononeuclear cells were divided into model group no drug added in

culture of mononuclear ceils)and low，medium and high dose DEX groups(final concentrations 0．4，0．8，1．2嵋，L DEX
were in low．medium and high DEX mononuclear cell cultures．respectively)．After the mononuclear cells were cultured

for 24 hours，the levels of tumor necrosis factor-d(TNF一仅)，interleukins(IL一1 and IL一6)in the supernatant of the

cultured mononuclear cells were detected by enzyme linked immunosorbent assay fELISA)．The level of C—reactive

protein fCRPl was detected by immunity transmission turbidimetry．The expression of TREM一1 mRNA in the

mononuelear ceils was detected by reverse transcription—polymerase chain reaction fRT—PCR、． Results Compared

with the model group，the levels of TNF—ot，IL一1，IL一6，CRP were decreased，the TREM一1 mRNA expressions were

down-regulated in the different DEX dose groups，and the degrees of descent in medium and high dose groups were more

significant than those in low dose group ITNF一仪(ng／L)：95．5±8．6，88．9±5．3 vs．131．1±14．2；IL一1(ng／L)：53．5±8．3，
48．3±6．7 vs．73．7±12．8；IL一6(ng／L)：266．9±26．2，252．1±17．7 vs．349．9±40．4；CRP(rig／L)：4．3±1．1，3．9±0．7
vs．5．6±1．7：TREM-1 mRNA(A value)：0．43±O．18，O．39±O．16 vs．0．65±0．25，all P<O．051． conclusion DEX

can down—regulate the expression of TREM一1 mRNA and inhibit the formation and secretion of inflammatory factors

TNF—d．IL一1．IL一6 and CRP in peripheral blood mononuclear cells ofrats with ASOC．

[Key words] Dexmedetomidine： Acute obstructive suppurative cholangitis；Triggering receptor expressed on

myeloid cells 1：Sepsis

急性梗阻性化脓性胆管炎(AOSC)是急性胆管

梗阻继发的严重化脓性感染，具有发病急骤、病情

凶险、病死率高等的特点，尽管近年来在外科手术

·论著·

治疗基础上，采取综合抗感染、重症监护和营养支

持等手段大大提高了AOSC的临床疗效，但AOSC

的病死率仍较高‘1-2]。2001年Bouchon等‘3 3首次报
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道了髓系细胞触发受体一1(TREM一1)作为介导脓毒

性休克的关键介质触发并扩大了炎症反应。研究发

现，在AOSC所致的脓毒症患者中，TREM一1表达上

调H J。右美托咪定(DEX)是一种高选择性仅2肾

上腺素能受体激动剂，具有抗交感、抗遗忘和镇静

镇痛等作用，最近研究显示，DEX具有明显的器官

保护作用[5-9 J。本研究拟探讨DEX对AOSC大鼠

外周血单核细胞TREM一1 mRNA表达的影响。

1材料与方法

1．1 AOSC动物模型的复制：选取健康雄性Wistar

大鼠60只，体质量240～285 g，由广东医科大学实

验动物中心提供，动物合格证号：SCXK(粤)2008—

0008。标准颗粒混合饲料喂养。在禁食不禁水12 h

后，用2％戊巴比妥钠肌肉注射麻醉，无菌条件下打

开腹腔后，钝性游离胆总管，结扎远端胆总管，近端

插入硅胶管深度7—10 mm，见黄色胆汁流出后，向

管内缓慢注入大肠杆菌011 184菌液o．3 mL后将硅

胶管拨出，结扎近端胆总管，关闭腹腔，AOSC动物

模型复制完成。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．2单核细胞的提取：制模成功后6 h，用肝素抗

凝的注射器经心脏取血5 mL，加入5 mL RPMI 1640

稀释，于试管中加入5 mL大鼠单核细胞分离液

(美国Sigma公司)，将稀释的抗凝血加入到分离液

上，20℃2000 r／min(离心半径15 cm)离心20 rain，

吸取中间的白色云雾状狭窄带，置于另一离心管中，

加入5 mL RPMI 1640，混匀后l 500 r／min(离心半径

15 cm)离心20 min，离心3次后弃上清液，用含10％

小牛血清的RPMI 1640 2 mL重悬细胞。锥虫蓝

(日本Takara公司)拒染实验显示活细胞>95％，调

整细胞浓度2×106个／mL，接种于48孔细胞培养板，

每孔1 mL，置于37℃、5％CO，培养箱中培养3 h；

吸出培养基，用37℃预热的RPMI 1640清洗3次，

贴壁细胞即为单核细胞。

1．3实验分组：按随机数字表法将单核细胞分为

模型组(未加入任何药物)和DEX低、中、高剂量组

[分别加入终浓度为0．4、0．8、1．2蜡几的DEX(江苏

恒瑞医药股份有限公司生产)]。

1．4检测指标和方法：各组单核细胞于培养箱孵育
24 h后进行下列检测。

1．4．1各组炎性因子水平测定：收集上清液，用酶

联免疫吸附试验(ELISA)测定肿瘤坏死因子一仅

(TNF一仪)和白细胞介素(IL一1和IL一6)水平，试剂

盒购于美国R&D Systems公司；用免疫透射比浊

法测定C一反应蛋白(CRP)水平，试剂盒购于美国

Invitrogen公司。
1．4．2用反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测

TREM一1 mRNA表达水平：用少量组织／细胞总

RNA抽提试剂盒从分离的大鼠外周血单核细胞中

提取总RNA。紫外分光光度计定量。引物由上海

生工生物工程技术有限公司合成。RT—PCR操作

按试剂盒说明进行，提取的总RNA 1皿，变性后加

入5×RT缓冲液4血，10 mmol／L脱氧核糖核苷三

磷酸(dNTPs)2止，RNase抑制剂1止等进行培育、

反转录和变性，合成的cDNA进行RT—PCR。PCR

反应体系25血，反应条件为：94℃变性5 min后，

94℃、30 S，60 oC、30 S，72 oC、2min，扩增30个循环，

最后72℃延伸10 min。取各样本PCR产物4止和

溴酚蓝载样缓冲液1止，加入1％琼脂糖凝聚样品

孔中，电泳30 min，RT—PCR结果用BandScan软件

扫描分析，计算出各泳道TREM—l mRNA与内参照

p一肌动蛋白(p—actin)的吸光度(A)值比值作为
TREM一1 mRNA的相对表达量。

1．5统计学分析：使用SPSS 16．0统计软件分析

数据，符合正态分布的计量资料以均数±标准差

(互±s)表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用q检验，计数资料采用x 2检验，P<0．05为

差异有统计学意义。

2结果

2．1各组大鼠外周血单核细胞TNF一仅、IL一1、IL一6

和CRP水平比较(表1)：与模型组比较，不同剂量

DEX组TNF一仪、IL一1、IL一6和CRP水平均明显降

低(均P<o．05)；且以DEX中、高剂量组的降低程

度更显著(P<O．05)；而DEX中、高剂量组间比较

差异无统计学意义(均P>0．05)。

表1各组大鼠外周血单核细胞TNF一仪、
IL一1、IL一6和CRP水平的比较(i±s)

瑟颡餐鋈|麟蒸攀l藿蒸蒸攀{j黼 。茄

注：与模型组比较，ap<o．05，与DEX低剂量组比较，bp<0．05

2．2各组大鼠外周血单核细胞TREM一1 mRNA表

达水平比较(表2)：与模型组比较，不同剂量DEX

组TREM一1 mRNA表达水平均明显下调，差异均有

统计学意义(均P<0．05)；且以DEX中、高剂量组
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TREM一1 mRNA的表达水平下调更显著(P<0．05)；

而DEX中、高剂量组间TREM一1 mRNA表达水平

比较差异无统计学意义(P>0．05)。

表2各组大鼠外周血单核细胞TREM一1 mRNA
表达水平的比较(x-4-s)

模型组 15 O．88±0．29

DEX低剂量组 15 0．65±0．25
8

DEX中剂量组 15 0．43±0．18”

DEX高剂量组 15 0．39±0．16。

注：与模型组比较，ap<0．05，与DEX低剂量组比较，bP<0．05

3讨论

AOSC是由胆管梗阻、细菌感染导致胆管内压

升高、大量细菌及毒素进入血循环而出现的脓毒

症。AOSC早期单核一巨噬细胞被激活并释放大

量炎性介质，同时大量内毒素和细菌持续作用导致

TNF一仪、IL一6等炎|生介质过度分泌引发全身炎症反

应综合征(SIRS)。脓毒症是创伤、烧伤、休克和感

染等危重病的常见并发症¨0I，在脓毒症早期可溶性

TREM一1(sTREM一1)即升高，其动态变化联合序贯

器官衰竭评分(SOFA)有助于判断预后。11I。研究显

示，在AOSC所致的全身脓毒症中，TNF一仅及CRP

等炎性因子分泌增加，TREM—l mRNA表达升高。4 o。

本课题组前期的研究也表明，TREM一1可被脂多糖

(LPS)诱导而上调，促进炎性因子TNF—o【、IL一6的

分泌‘12I。刘奕君等¨纠研究证实，微小RNA一294

(miR一294)通过靶向抑制TREM一1的表达来调控

TNF一仅、IL一6等细胞因子分泌，阻碍SIRS和脓毒

症的发生发展。目前治疗AOSC最有效的方法是紧

急外科手术解除梗阻，但手术前机体处于应激状态，

麻醉和手术又可增强机体的应激反应，严重影响患

者术后的恢复。如何减轻应激并为手术提供良好状

态是当前研究的热点，而目前尚无针对阻断炎症反

应过程的有效措施，DEX因其具有较强抗炎作用而

应用于炎症反应，吉春玲等。14 o研究显示，在脓毒症

早期即存在炎J陛因子水平增高的现象，使用DEX可

显著抑制炎性因子的释放，减轻心肌细胞水肿，从而

达到保护损伤心肌的作用。而褚立梅等‘1纠研究发

现，DEX可抑制脓毒症早期炎性介质TNF一仅、IL一6

及晚期炎性介质高迁移率族蛋白B1(HMGBl)的表

达进而发挥抗炎作用。

TNF—o【、IL一1、IL一6、CRP均是评价急性炎症

反应的常用而敏感的指标，其水平高低与炎症反

应程度相关，其中TNF—OL是炎性介质连锁反应中

最早启动的细胞因子¨6I，TNF一仅可诱导IL一6等

促炎细胞因子产生，进一步激发炎症级连反应。1 7|。

TNF一仅、IL一1是快速反应促炎因子，在一定程度上

可以反映病情变化及预后0181。李旭等¨9』研究显示，

加入Toll样受体4(TLR4)拮抗剂后，可减少LPS刺

激下IL一6的产生，IL一6可诱导肝脏合成各种急性

反应蛋白，是预测疾病严重程度的较敏感指标，可

反映脓毒症和多器官功能障碍患者病情变化及预

后㈣之1I。CRP是机体感染或组织损伤时血浆中急

剧上升的急性蛋白，CRP直接参与了炎症反应，可

用于儿童呼吸道感染性疾病的诊断及鉴别诊断。2 2I，

作为感染急性期的一个衡量指标，优于其他急性

期的反应物质。23|。上述4种检测指标都与脓毒症

紧密相关。

本研究通过胆管插管注人大肠杆菌并完全结

扎大鼠胆管的方法复制AOSC模型，制模后取大鼠

血液分离单核细胞，加入DEX后进行培养，观察

DEX对大鼠单核细胞TREM一1 mRNA表达和炎性

因子TNF一仅、IL一1、IL一6、CRP水平的影响。临床

上DEX的推荐治疗靶浓度为0．4～1．2州L，因此本
研究选择低、中、高剂量分别加入终浓度为0．4、o．8

和1．2}tg／L的DEX，结果显示：与模型组比较，DEX

低、中、高剂量组TNF一0l、IL一1、IL一6和CRP水平

均显著降低，TREM一1 mRNA表达水平均显著下调，

且以DEX中、高剂量组的下降程度更显著；而DEX

中、高剂量组比较差异无统计学意义。说明DEX可

下调TREM一1 mRNA表达，抑制炎性因子TNF一0【、

IL一1、IL一6、CRP生成与分泌。

目前，DEX如何下调TREM一1 mRNA表达的

机制仍尚不清楚，研究显示，DEX通过OL2肾上腺

素能受体调控细胞外信号调节蛋白激酶，促使单核

细胞仅7烟碱型乙酰胆碱受体活化，抑制TLR4的

表达，降低核转录因子一KB(NF—KB)介导的下游炎

性因子的释放心4。25I。而TREM一1可改变TLR一4信

号转导途径关键蛋白的表达，从而调节TLR4途径

效应。26I，激活的TLR4又可使TREM一1表达水平升

高心7I，两者之问存在协同作用，因此推测DEX下调

TREM一1 mRNA表达的机制与TLR一4信号转导通

路关键蛋白有关。

综上所述，DEX可下调ASOC大鼠单核细胞

TREM一1 mRNA表达，抑制炎性因子TNF—OL、IL一1、

IL一6、CRP生成与分泌。
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