
·63·实用心脑肺血管病杂志2019年12月第27卷第12期 　　投稿网址：http：//www.syxnf.net

·论著·

右美托咪定对大鼠心肌缺血再灌注损伤程度、炎性因子
及 Toll 样受体 4/ 核因子кB 信号通路的影响研究

任小鹏 1，孙春喜 1，李建成 1，高彦霞 2，潘龙飞 2

【摘要】　背景　右美托咪定主要通过 Toll 样受体 4/ 核因子 κB（TLR4/NF-κB）信号通路而发挥炎症调节作

用，但目前关于其对心肌缺血再灌注损伤的保护机制研究报道较少。目的　探讨右美托咪定对大鼠心肌缺血再灌注损

伤程度、炎性因子、TLR4/NF-κB 信号通路的影响。方法　2018 年 2—12 月，将大鼠源性 H9C2 心肌细胞随机分为对

照组、心肌细胞损伤组、预处理组。对照组心肌细胞进行常规培养，心肌细胞损伤组心肌细胞建立缺血再灌注损伤模

型，预处理组心肌细胞给予右美托咪定，后建立缺血再灌注损伤模型。观察心肌细胞形态学变化，比较三组心肌细胞

生存率、炎性因子〔包括肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白介素 6（IL-6）、白介素 1β（IL-1β）〕mRNA 相对表达

量及 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量。结果　（1）对照组心肌细胞排列整齐，细胞膜表明光滑；心肌细胞损伤组心

肌细胞形态不一，存在心肌细胞凋亡、脱落、漂浮现象；预处理组心肌细胞由缺氧-复氧损伤引起的形态学改变减轻。（2）
心肌细胞损伤组、预处理组心肌细胞存活率均低于对照组，而预处理组心肌细胞存活率高于心肌细胞损伤组（P<0.05）。

（3）心肌细胞损伤组、预处理组心肌细胞 TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量均高于对照组，而预处理组心肌

细胞 TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量低于心肌细胞损伤组（P<0.05）。（4）心肌细胞损伤组、预处理组心

肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量高于对照组，而预处理组心肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量低于心肌细

胞损伤组（P<0.05）。结论　右美托咪定能有效改善大鼠缺血再灌注损伤心肌细胞存活率，减轻炎性反应，其可能通

过下调心肌细胞 TLR4/NF-κB 信号通路活性而减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤程度。
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【Abstract】　Background　Dexmedetomidine may regulate inflammation through TLR4/NF-κB signaling pathway，
but there is few reports about its protective mechanism in myocardial ischemia reperfusion injury. Objective　To explore the 
impact of dexmedetomidine on severity of myocardial ischemia reperfusion injury，inflammatory cytokines and TLR4/NF-
κB signaling pathway in rats. Methods　This experiment was conducted from February to December 2018. Rat derived H9C2 
myocardial cells were randomly divided into control group，myocardial cell injury group and pretreatment group. Myocardial 
cells in control group were cultured routinely，myocardial cells in myocardial cell injury group were prepared for myocardial 
ischemia reperfusion injury model，while myocardial cells in pretreatment group were treated with dexmedetomidine before the 
preparation of myocardial ischemia reperfusion injury model. Morphological changes of myocardial cells were observed，moreover 
comparison of survival rate，relative mRNA expression quantity of inflammatory cytokines（including TNF-α，IL-6 and IL-
1β），relative protein expression quantity of TLR4 and NF-κB was conducted in the three groups. Results　（1）Myocardial 
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cells in control group were well-aligned with smooth cell membrane；myocardial cells in myocardial cell injury group were 
different in morphology，with apoptosis，exfoliates and floats；morphological changes of myocardial cells caused by ischemia-
reperfusion injury in pretreatment group were alleviated.（2）Survival rate in myocardial cell injury group and pretreatment 
group was statistically significantly lower than that in control group，while survival rate in pretreatment group was statistically 
significantly higher than that in myocardial cell injury group（P<0.05）.（3）Relative mRNA expression quantity of TNF-α，

IL-1β and IL-6 in myocardial cell injury group and pretreatment group was statistically significantly higher than that in control 
group，respectively，while relative mRNA expression quantity of TNF-α，IL-1β and IL-6 mRNA in pretreatment group 
was statistically significantly lower than that in myocardial cell injury group，respectively（P<0.05）.（4）Relative protein 
expression quantity of TLR4 and NF-κB in myocardial cell injury group and pretreatment group was statistically significantly 
higher than that in control group，respectively（P<0.05），while relative protein expression quantity of TLR4 and NF-κB 
in pretreatment group was statistically significantly lower than that in myocardial cell injury group，respectively（P<0.05）. 
Conclusion　Dexmedetomidine can effectively improve the survival rate and reduce the inflammatory reaction in myocardial cells 
with ischemia reperfusion injury in rats，which may reduce the severity of myocardial ischemia reperfusion injury through down-
regulating the activity of TLR4/ NF-κB signaling pathway. 

【Key words】　Myocardial reperfusion injury；Dexmedetomidine；Rat；Cardiomyocytes；TLR4/NF-κB signaling 
pathway；Inflammatory reaction

心肌缺血再灌注损伤是心肌组织和细胞缺血后血液

复流引起的心肌组织损伤现象［1］，研究表明，多种病

理生理机制参与心肌缺血再灌注损伤的发生发展，其中

炎性反应与心肌缺血再灌注损伤的关系是近年研究热

点［2］。Toll 样受体 4/ 核因子 κB（TLR4/NF-κB）信

号通路在抗炎和细胞凋亡调控过程中均发挥着重要作

用［3］。有研究表明，缺血再灌注损伤与 TLR4/NF-κB
信号通路的激活有关［4］。右美托咪定可通过 TLR4/
NF-κB 信号通路而调节炎性反应，但其对心肌缺血再

灌注损伤保护机制的研究鲜有报道。本研究旨在探讨右

美托咪定对大鼠心肌缺血再灌注损伤程度、炎性因子、

TLR4/NF-κB 信号通路的影响，现报道如下。

1　材料与方法

1.1　心肌细胞及其培养　2018 年 2—12 月，选取大鼠

源性 H9C2 心肌细胞系，购自中国科学院细胞中心。心

肌细胞系于 37 ℃、含 5% 二氧化碳环境下的 DMEM 培

养基（含 10% 胎牛血清、100 U/ml 青霉素和链霉素）

中培养，隔天更换培养基，细胞贴壁 80% 后采用胰蛋

白酶消化，取对数生长期状态良好的心肌细胞，并随机

分为对照组、心肌细胞损伤组、预处理组。

1.2　主要试剂与仪器

1.2.1　主要试剂　胎牛血清（Gibco 公司，美国），胰

蛋白酶（Sigma 公司，美国），反转录 - 聚合酶链反应

（RT-PCR）试剂盒〔生工生物工程（上海）有限公司〕，

TLR4 siRNA、TLR4 过表达载体（上海吉玛制药技术有

限公司），细胞核蛋白提取试剂盒、BCA 蛋白测定试剂

盒、SDS-PAGE 凝胶试剂盒（上海碧云天生物科技有限

公司），抗NF-κB p65抗体 ab7970（Abcam公司，英国），

抗 TLR-4 抗体 sc-10741（Santa Cruz Biotechnology，美

国），超敏ECL发光液（苏州新赛美生物科技有限公司），

PVDF 膜（Millipore 公司，美国），甲基噻唑蓝（MTT）

比色法试剂盒、二甲基亚砜（DMSO）（南京建成生物

工程研究所）。

1.2.2　主要仪器　光镜（OLYMPUS BX50，日本），

荧光化学发光成像系统（培清生物科技有限公司），

低温离心机（Eppendorf 公司，德国），电泳槽、转移

槽及其配件（Bio-rad 公司，美国），恒温二氧化碳培

养箱（Thermo fisher，美国），离心机（MD spectraMax 
190，美国），水浴箱（东台市跃进电器厂），普通聚

合酶链反应（PCR）仪（Thermo fisher，美国）。

1.3　方法

1.3.1　对照组　对照组心肌细胞进行常规培养：将心肌

细胞于 37 ℃、含 5% 二氧化碳培养箱中培养，1~2 d 传

代 1 次，取 2~4 代细胞。

1.3.2　心肌细胞损伤组　心肌细胞损伤组心肌细胞建立

缺血再灌注损伤模型：将心肌细胞置于适宜浓度种板，

细胞融合度在 80%~90% 时使用 4 mmol/L 连二亚硫酸钠

清除培养基内的氧气导致缺氧 1 h，后转换为正常培养

基培养 12 h。
1.3.3　预处理组　预处理组心肌细胞先给予右美托

咪定（江苏恒瑞医药股份有限公司生产，国药准字

H20090248）1 μmol/L 预处理 1 h，后建立缺血再灌注

损伤模型，方法同心肌细胞损伤组。

1.4　观察指标

1.4.1　心肌细胞形态　将三组心肌细胞分别接种于 6
孔培养板（2 ml），于 37 ℃、含 5% 二氧化碳环境下

DMEM 培养基中培养 4 h，使用光镜（×200）观察心肌

细胞形态学变化。

1.4.2　细胞存活率　三组心肌细胞分别接种于 96 孔培养

板中，加入 5 g/L MTT 溶液 20 μl，于 37 ℃、5% 二氧化

碳环境下 DMEM 培养基中培养 4 h，吸净培养液后加入

DMSO 150 μl，采用酶联免疫吸附试验检测 490 nm 处
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光密度值（OD），各组均重复 3 次并取平均值，计算

细胞存活率。

1.4.3　炎性因子 mRNA 相对表达量　采用 RT-PCR 检

测三组心肌细胞肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白介素

6（IL-6）、白介素 1β（IL-1β）mRNA 相对表达量，

严格按照 RT-PCR 试剂盒说明书进行操作。

1.4.3.1　总 RNA 提取　调整细胞密度并接种于 6 孔板，

每组 3 个复孔，孵育 24 h，按实验分组进行药物预处理，

建立缺氧 / 复氧模型，使用 PBS 彻底清洗，给予 1 ml 
Trizol 进行消化、裂解 5 min，12 000 ×g 离心 5 min，按

照 200 μl 氯仿 /ml Trizol 加入氯仿，室温放置 15 min。
4 ℃ 12 000 ×g 离心 15 min，取上层水相置于另一离心

试管内，按照 0.5 ml 异丙醇 /ml Trizol 加入异丙醇，室

温放置 15 min。4 ℃ 12 000 ×g 离心 10 min，弃上清，

加入 1 ml 75% 乙醇，4 ℃ 8 000 ×g 离心 5 min，置于室

温 5~10 min。20 μl DEPC H2O 溶解，55~60 ℃，5~10 
min。酶标仪检测 260 nm 和 280 nm 的 OD 及其比值，

检测 RNA 浓度和纯度，1.9~2.0 表示 RNA 纯度较高。

1.4.3.2　反转录　根据检测 RNA 浓度计算 RNA 模板反

转录的上样量：模板上样量 =1 000 μg/C，按 5×All-
In-One RT MasterMix 说明书进行，反应条件：42 ℃，

60 min；70 ℃，5 min；4 ℃终止反应。

1.4.3.3　PCR　引物由生工生物工程（上海）有限公司合

成完成。荧光定量 PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min，
95 ℃变性 5 min，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 45 s，80 ℃
读板 1 s，共 40 个循环后绘制熔解曲线，72 ℃再延伸

5 min。
1.4.3.4　目的基因 mRNA 相对表达量　内参基因均为

β-actin，荧光定量 PCR 检测离心试剂管内荧光强度达

到所设定阈值的循环数即 CT 值，目的基因的 mRNA 相

对表达量 =2-ΔΔCT×100%；ΔΔCT= 目的基因 CT 值 -
内参基因 CT 值。

1.4.4　TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量　采用 Western 
blot 法检测各组心肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达

量，具体如下：提取蛋白：使用细胞裂解液充分裂解心

肌细胞，采用细胞核蛋白抽提试剂抽提细胞核蛋白，采

用 BCA 蛋白试剂盒检测蛋白浓度，后水浴锅煮，80 ℃，

10 min；配置浓缩胶：恒压 80 V，Marker 分层后升

至 120 V 进行电泳；转膜：恒流 200 mA，时间 90
~120 min，保持低温；封闭：PVDF 膜置于 5% 的脱脂牛

奶中进行封闭，摇床 70 次 /min，室温封闭 2 h 或 4 ℃过

夜；剪膜 + 洗膜：根据目的蛋白分子量和 Marker 指示

将膜剪开，TBST 液洗 3 次，15 min/ 次；孵育Ⅰ抗，室

温 4 h 或 4 ℃过夜；洗膜后孵育Ⅱ抗，室温 2 h；洗膜

后经超敏 ECL 发光液处理，采用 JS-8608 凝胶成像分

析仪分析目的蛋白和内参蛋白。

1.5　统计学方法　采用 SPSS 22.0 统计学软件进行数

据分析，计量资料以（x±s）表示，多组间比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验。以

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　心肌细胞形态学　对照组心肌细胞排列整齐，细

胞膜表明光滑；心肌细胞损伤组心肌细胞形态不一，存

在心肌细胞凋亡、脱落、漂浮现象；预处理组心肌细胞

由缺氧 - 复氧损伤引起的形态学改变减轻，见图 1。
2.2　心肌细胞存活率　对照组心肌细胞存活率为

（1.00±0.52）%，心肌细胞损伤组为（0.48±0.09）%，

预处理组为（0.67±0.10）。三组心肌细胞存活率比较，

差异有统计学意义（F=13.451，P<0.01）；心肌细胞损

伤组、预处理组心肌细胞存活率均低于对照组，差异有

统计学意义（P<0.01）；预处理组心肌细胞存活率高于

心肌细胞损伤组，差异有统计学意义（P<0.01）。

2.3　炎性因子 mRNA 的相对表达量　三组心肌细胞

TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量比较，差异

有统计学意义（P<0.05）；心肌细胞损伤组、预处理

组心肌细胞 TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量

均高于对照组，预处理组心肌细胞 TNF-α、IL-6、IL-
1β mRNA 相对表达量低于心肌细胞损伤组，差异有统

注：A 为对照组，B 为心肌细胞损伤组，C 为预处理组

图 1　光学显微镜下三组大鼠心肌细胞形态学变化（标尺 100 μm，×200）
Figure 1　Morphological changes of cardiomyocytes in the three groups of rats under optical microscope

A B C
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计学意义（P<0.05，见表 1）

表 1　三组心肌细胞 TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量比较
（x±s）
Table 1　Comparison of relative mRNA expression quantity of TNF-α，
IL-6 and IL-1β in three groups

组别 TNF-α IL-6 IL-1β

对照组 1.00±0.12 1.00±0.13 1.00±0.14

心肌细胞损伤组 2.65±0.25a 12.03±1.23a 18.41±1.81a

预处理组 1.98±0.28ab 5.74±0.64ab 8.12±0.82ab

F 值 20.314 15.668 17.235

P 值 <0.01 <0.01 <0.001

注：TNF-α= 肿瘤坏死因子 α，IL-6= 白介素 6，IL-1β= 白介

素 1β；与对照组比较，aP<0.05；与心肌细胞损伤组比较，bP<0.05

2.4　心肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量　三

组心肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量比较，差

异有统计学意义（F 值分别为 13.665、18.045，P 值

<0.01）；心肌细胞损伤组、预处理组心肌细胞 TLR4、
NF-κB 蛋白相对表达量高于对照组，预处理组心肌细

胞TLR4、NF-κB蛋白相对表达量低于心肌细胞损伤组，

差异有统计学意义（P<0.05，见图 2~3）。

3　讨论

研究表明，氧自由基释放增多、钙超载、心肌细胞

凋亡、炎性反应、心肌细胞能量代谢障碍等均参与心肌

缺血再灌注损伤的发生发展［5-7］。TLR4 是参与机体固

有免疫的主要特异性受体，能够识别革兰阴性菌脂多糖

（LPS）诱导的细胞信号传导通路，从而上调炎性因子

表达。研究表明，心肌细胞膜上广泛存在 TLR4，并与

心肌细胞功能相关［8］。有动物实验表明，敲除小鼠心

肌细胞上 TLR4 基因后缺血再灌注损伤所致炎性反应明

显减轻［9］，提示心肌细胞膜上 TLR4 受体与心肌缺血

再灌注损伤有关。右美托咪定为肾上腺素受体激动剂，

其能够减轻内毒素诱导的炎症，分析其原因可能与下调

TLR4/NF-κB 信号通路有关［10］。

XU 等［11］研究表明，缺氧 - 复氧会降低大鼠心肌

细胞存活率。本研究结果显示，心肌细胞损伤组、预处

理组心肌细胞存活率低于对照组，提示经缺血再灌注后

心肌细胞损伤程度加重。但本研究结果显示，预处理组

心肌细胞由于缺氧 - 复氧损伤引起的形态学改变减轻，

且预处理组心肌细胞存活率高于心肌细胞损伤组，提示

右美托咪定能减轻缺血再灌注后心肌细胞损伤程度。

TNF-α、IL-6、IL-1β 均是缺血再灌注损伤过程

中的重要炎性因子，其中 TNF-α 能促使炎性细胞向

缺血区浸润［11］；IL-6 在炎性反应中具有调控作用，

其能加重机体炎性损伤程度［12］；IL-1β 具有诱导中

性粒细胞黏附和聚集等作用［13］。多项研究结果表明，

TNF-α、IL-6、IL-1β 参与急性心肌梗死、缺血再灌

注损伤等［14-15］，分析其原因可能与参与多种信号传导

通路如 GPR37/JNK/PPAR-γ、TLR4/NF-κB 信号通路

有关［16-17］。本研究结果显示，心肌细胞损伤组、预处

注：TLR4=Toll 样受体 4，NF-κB= 核因子 κB
图 2　三组心肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白电泳结果

Figure 2　Protein electrophoresis results of TLR4 and NF-κB in the three 
groups

TLR4

对照组 心肌细胞损伤组 预处理组

TNF-κB

β-actin

注：与对照组比较，aP<0.05；与心肌细胞损伤组比较，bP<0.05
图 3　三组心肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量比较

Figure 3　Comparison of relative protein expression quantity of TLR4 and 
NF-κB in the three groups
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理组心肌细胞 TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 相对表达

量高于对照组，预处理组心肌细胞 TNF-α、IL-6、IL-
1β mRNA 相对表达量低于心肌细胞损伤组，提示右美

托咪定能有效减轻心肌缺血再灌注损伤过程中炎性反

应。本研究结果显示，心肌细胞损伤组、预处理组心

肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量高于对照组，

预处理组心肌细胞 TLR4、NF-κB 蛋白相对表达量低于

心肌细胞损伤组，提示右美托咪定能通过下调心肌细胞

TLR4/NF-κB信号通路而减轻心肌缺血再灌注损伤程度。

综上所述，右美托咪定能有效改善大鼠缺血再灌注

损伤心肌细胞存活率，减轻炎性反应，其可能通过下调

心肌细胞 TLR4/NF-κB 信号通路而减轻大鼠心肌缺血

再灌注损伤程度。
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