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摘 要:目的 探讨瑞马唑仑对盲肠结扎致脓毒症小鼠Th17细胞及其相关因子影响。方法 将雄性C57BL/6小鼠32
只分成4组:空白对照组(N组)、瑞马唑仑组(R组)、脓毒症组(S组)及脓毒症+瑞马唑仑组(S+R组)。于注射后24h
眼球取血法处死小鼠,采用苏木素-伊红法(HE)染色后,在光镜下观察肺组织病理评分;检测小鼠肺损伤湿/干比(W/

D)比值;ELISA法检测血浆和肺组织中IL-17的浓度;通过实时荧光定量PCR检测肺组织中RORγt的 mRNA;通过流

式细胞术检测外周血、肺组织Th17细胞占CD4+T细胞比例。结果 盲肠结扎24h后小鼠出现明显的肺损伤。肺组织

评分和 W/D较N组比较显著增高,小鼠血浆和肺组织IL-17表达水平均增高,肺组织RORγtmRNA表达增高,血液和

肺组织Th17细胞占CD4+T细胞比例升高(P<0.05)。术前给予瑞马唑仑预处理后,与S组比较,S+R组肺损伤显著

改善,肺组织评分和 W/D较N组比较显著降低,小鼠血浆和肺组织IL-17表达水平均降低,肺组织RORγtmRNA表达

降低,血液和肺组织Th17细胞占CD4+T细胞比例降低(P<0.05)。结论 瑞马唑仑预处理可减轻小鼠脓毒症性肺损

伤程度,其机制可能与减少Th17细胞分化,降低IL-17及其转录因子RORγt的表达有关。
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EffectofRemimazolamonTh17cellsandtheirrelatedfactorsinsepticmice
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectofremimazolamonTh17cellsandtheirrelatedfactorsin
septicmiceinducedbycecalligation. Methods Thirty-twomaleC57BL/6miceweredividedinto4groups:a
blankcontrolgroup(GroupN),aremimazolamgroup(GroupR),asepsisgroup(GroupS),andasepsis+
remimazolamgroup(GroupS+R).Miceweresacrificedbyorbitalbloodcollection24hoursafterinjection.
Thepathologicalscoresoflungtissueswereobservedunderalightmicroscopeafterstainingwithhematoxylin-
eosin(HE)method.Thewet/dry(W/D)ratiooflunginjuryinmicewasdetected.TheconcentrationsofIL-
17inplasmaandlungtissuesweredetectedbyELISA.ThemRNAofRORγtinlungtissueswasdetectedby
real-timefluorescencequantitativePCR.TheproportionofTh17cellsamongCD4+Tcellsinperipheralblood
andlungtissueswasdetectedbyflowcytometry. Results Obviouslunginjuryoccurredinmice24hoursaf-
tercecalligation.ComparedwithGroupN,thescoresoflungtissuesandtheW/Dratioweresignificantlyin-
creased,theexpressionlevelsofIL-17inplasmaandlungtissuesofmicewereincreased,theexpressionof
RORγtmRNAinlungtissueswasincreased,andtheproportionofTh17cellsinCD4+Tcellsinbloodandlung
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tissueswasincreased(P <0.05).Afterpreoperativeremimazolampretreatment,comparedwithGroupS,

lunginjuryinGroupS+Rwassignificantlyimproved,thescoresoflungtissuesandtheW/Dratioweresig-
nificantlydecreasedcomparedwithGroupN,theexpressionlevelsofIL-17inplasmaandlungtissuesofmice
weredecreased,theexpressionofRORγtmRNAinlungtissueswasdecreased,andtheproportionofTh17
cellsinCD4+Tcellsinbloodandlungtissueswasdecreased(P <0.05). Conclusion Pretreatmentwith
remimazolamcanalleviatethedegreeofsepticlunginjuryinmice,anditsmechanismmayberelatedtoreduc-
ingthedifferentiationofTh17cellsanddecreasingtheexpressionofIL-17anditstranscriptionfactorRORγt.
  Keywords: sepsis;remimazolam;Th17cells;interleukin-17;retinoicacidreceptor-relatedorphanrecep-

tor

  脓毒症仍然是低收入和高收入国家发病和死亡的

主要原因,在2016年发表的最新脓毒症和脓毒症休克

国际共识定义将脓毒症定义为是一种危及生命的器官

功能障碍,肺是脓毒症中最常见的受累器官[1]。它表

现为血压下降,从而降低组织灌注压力,引起休克特征

性的缺氧。尽管有创机械通气、连续肾脏替代疗法

(CRRT)、体外膜肺氧合(ECMO)和广谱强效抗生

素[2]均能维持脓毒症和急性肺损伤患者的器官功能,
但其临床疗效并不乐观,部分原因是潜在免疫失衡的

患者异质性未得到解决,脓毒症仍然是全球死亡的主

要原因之一[3]。瑞马唑仑是一种新型苯二氮艹卓类水溶

性镇静剂,可维持全身麻醉。此外,该药物具有特定的

拮抗剂氟马西尼[4]。通常用于重症监护病房(ICU)的
危重患者(尤其是脓毒症患者)[5]。尽管据报道瑞马唑

仑在脓毒症中显示出某些抗炎作用,可减少炎症应激,
但瑞马唑仑在炎症中的具体作用和潜在机制仍然未

知。本研究旨在研究瑞马唑仑对盲肠结扎穿孔致脓毒

症小鼠的作用,为瑞马唑仑在治疗脓毒症中提供理论

支持。

1 材料与方法

1.1 实验动物 雄性SPF级9~10周龄,体重(25~
30g)的C57BL/6小鼠。购于长沙市天勤生物科技有

限公司[SYXK(湘)2014-0011],所有小鼠在特定的无

病原体动物实验室中饲养,伦理审批号为LW201812
6。

1.2 分组及模型制备 将32只C57BL/6小鼠采用

随机数字表法分为4组(n=8):空白对照组(N组)、
瑞马唑仑组(R组)、脓毒症组(S组)、脓毒症+瑞马唑

仑组(S+R组)。小鼠术前禁食8h,通过腹膜内注射

氯胺酮和甲苯噻嗪麻醉小鼠后固定。N组在术前30
min皮下注射37℃等量生理盐水,消毒铺巾后剖腹。

R组于术前30min皮下注射瑞马唑仑16mg/kg,备
皮剖腹后仅分离盲肠远端,关腹。S组小鼠剖腹后,将
盲肠末端的一半结扎并用21号穿刺针刺穿两次,挤出

盲肠内容物,重新定位盲肠,并在肌肉和皮肤层缝合切

口。S+R组于术前30min皮下注射瑞马唑仑16

mg/kg,其余步骤与S组一致。

1.3 标本采集 对小鼠实施眼球取血法收集血液。
剪开胸腔取小鼠肺组织,摘取双侧肺组织,分左右,检
测相关指标。

1.4 肺组织苏木素-伊红染色及肺损伤病理评分 
肺组织在中性甲醛溶液(10%)中固定24h,用梯度溶

度乙醇脱水,二甲苯透明后将肺组织包埋在石蜡中切

成5μm 的切片,再用二甲苯处理,在乙醇盐酸中分

化,苏木素溶液中冲洗染色,最后用中性胶固定后用显

微镜观察肺组织损伤程度,由两位专业的病理科医生

分别从有无炎性细胞浸润,肺泡结构是否完整,有无肺

出血,有无肺充血评分,取均值。

1.5 肺湿重/干重(W/D)比值 取小鼠新鲜的左肺

用天平测量所得为湿重,放入75℃烤箱中烘烤48h,
取出测量所得为干重,两者比值即为 W/D比值。

1.6 ELISA检测血浆、肺组织IL-17含量 小鼠IL-
17AELISA试剂盒购于美国CUSABIC公司。将100

μL标准工作溶液或样品加入相应的板孔中,并在37
℃下孵育90min;加入100μL生物素抗IL-17工作溶

液,在37℃下孵育60min,加入100μLHRP酶偶联

物工作溶液,在37℃下孵育30min,加入90μL底物

溶液,并在37℃下孵育15min,最后,加入50μL终

止溶液。用酶标仪读取450nm波长的度数。

1.7 实时荧光定量RT-PCR检测肺组织RORγt表

达 提取RNA用Ttizol法,测定RNA浓度后按照说

明书(日本Takala公司)进行逆转录。实时荧光定量

RT-PCR的程序为:预变性95℃30s,变性95℃5s,
退火/延伸60℃34s(40个循环)。RORγt上游引物

序 列 5′-GCTCCATATTTGACTTTTCCCACT-3′,

RORγt下 游 引 物 序 列 5′-GATGTTCCACTCTC-
CTCTTCTCTTG-3′,β-actin 上游引物序列5′-ATC-
CACGAAACTACCTTCAA-3′,β-actin 下游引物序列

5′-ATCCACACGGAGTACTTGC-3′。β-actin 作为内

参。数据结果用2-△△CT计算方法表示。

1.8 流式细胞检测术检测外周血、肺组织Th17细胞

占CD4+T细胞比例 将制备好的肺、外周血单细胞
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悬液加入表面抗体Percpcy5.5-anti-mouseCD4(美国

BDPharmingen公司)孵育30min,固定破膜后再加

入胞内抗体PE-anti-mouseIL-17(美国BDPharmin-
gen公司)孵育30min,重悬后用流式细胞仪检测

Th17细胞占CD4+T细胞比例。

1.9 统计学方法 使用SPSS22.0进行统计分析,测
量数据以(췍x±s)表示,采用方差分析进行多组间数据

比较,方差齐时,两两比较采用LSD法。以P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肺组织损伤情况 盲肠结扎24h后小鼠出现明

显的肺损伤。S组肺组织评分和 W/D较N组显著增

高(P<0.05),术前给予瑞马唑仑预处理后,R组肺

组织评分和 W/D较N组比较显著降低(P<0.05),
与S组比较,S+R组肺损伤显著改善,见表1及图1。

表1 4组小鼠肺组织指标的比较

组别 n 肺损伤评分 W/D

N组 8 1.69±0.98 2.93±0.70
R组 8 1.58±0.74a 3.42±1.11a

S组 8 7.99±3.40b 6.33±2.13b

S+R组 8 5.17±2.15c 4.68±1.04c

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②肺损伤评分:与 N
组比较,a:P =0.916,b:P <0.001 ;与S组比较,c:P =
0.012。W/D:与N组比较,a:P =0.470,b:P <0.001;与S
组比较,c:P=0.021。

注:N组和R组小鼠肺组织无炎症细胞浸润,肺泡结构和肺泡

壁完整。与N组比较,S组肺泡壁损伤严重,几乎无完整的肺

泡结构,炎性细胞广泛浸润,肺出血、充血明显。与S组比较,S

+R组肺损伤程度明显减轻,肺泡间隔和肺泡网状结构破坏程

度,炎性细胞浸润程度也减轻。

图1 HE染色检测各组小鼠肺组织病理学改变(×200)

2.2 小鼠血浆、肺组织中IL-17浓度 与N组比较,

S组小鼠血浆和肺组织IL-17表达水平均增高(P <
0.05)。与S组比较,S+R组血浆和肺组织IL-17表

达水平均降低(P<0.05),见表2。

表2 4组小鼠血浆、肺组织IL-17浓度

单位:μg/L   

组别 n 血浆IL-17浓度 肺组织IL-17浓度

N组 8 3.80±0.84 2.61±0.58
R组 8 4.19±1.23a 2.27±0.79a

S组 8 8.30±1.72b 5.37±1.19b

S+R组 8 6.29±0.93c 4.25±0.68c

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②血浆IL-17浓度:

与N组比较,a:P=0.533,b:P<0.001;与S组比较,c:P=
0.003。肺组织IL-17浓度:与N组比较,a:P=0.439,b:P<
0.001,与S组比较,c:P=0.013。

2.3 小鼠肺组织RORγtmRNA的表达 与N组比

较,S组小鼠肺组织RORγtmRNA的表达明显增加

(P<0.05);与S组比较,S+R组小鼠RORγtmR-
NA的表达明显降低(P<0.05),见表3。

表3 小鼠肺组织RORγtmRNA的表达量

组别 n 肺组织RORγtmRNA

N组 8 7.01±3.88
R组 8 5.74±2.96a

S组 8 15.52±5.79b

S+R组 8 10.86±5.76c

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②肺组织 RORγt
mRNA的表达量:与N组比较,a:P=0.550,b:P<0.001,与

S组比较,c:P=0.035。

2.4 血液、肺组织Th17细胞占CD4+T细胞比例 
对比各组血液和肺组织Th17细胞占CD4+T细胞比

例,S组高于N组(P<0.05);相对于S组,S+R组

小鼠显著降低(P<0.05),见表4及图2。

表4 4组小鼠血液、肺组织Th17细胞占CD4+T细胞比例

组别 n 血液 肺组织

N组 8 1.09±0.67 0.57±0.11
R组 8 0.89±0.12a 0.71±0.31a

S组 8 2.63±0.70b 1.58±0.34b

S+R组 8 1.64±0.44c 0.95±0.23c

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②血液Th17细胞占

CD4+T细胞比例(%):与 N组比较,a:P =0.481,b:P <
0.001,与S组比较,c:P<0.001;肺组织Th17细胞占CD4+T
细胞比例(%):与N组比较,a:P=0.305,b:P<0.001,与S
组比较,c:P<0.001。
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图2 流式细胞检测术检测各组小鼠血液及肺组织Th17细胞占CD4+T细胞比例

3 讨论

脓毒症诱发的急性肺损伤/急性呼吸窘迫综合征

(ALI/ARDS)是一种危及生命的疾病,发病率和死亡

率都很高。在全球范围内造成极其严重的健康负担,
2017年估计有4890万病例和1100万例死亡[6]。器官

损伤和衰竭是脓毒症相关死亡的最常见原因,脓毒症

后的ALI是主要原因。ALI可以通过及时干预逆转,
但在许多情况下,感染和身体的反应无法得到适当的

控制,最终会导致肺衰竭。目前常用的脓毒症模型有

盲肠结扎、腹腔注射细菌、腹腔注射脂多糖等模型[7]。
本研究采用盲肠结扎法制备脓毒症模型,24h后剖腹

观察S组小鼠腹腔内有大量脓性并伴有恶臭分泌物,
结扎末端的盲肠呈黑色坏死状并肿胀明显,重要肺组

织可见充血,在光镜下观察肺组织损伤程度表现肺泡

壁结构损伤严重,大量炎性细胞浸润,肺出血、充血明

显,脓毒症模型制备成功。
Th17/Treg促炎/抗炎细胞因子平衡的调节对于

预防ALI至关重要。IL-17A是一种早期促炎因子,也
是Th17细胞产生的特征性细胞因子,IL-17A在多种

脓毒症相关疾病中表达相关。WANGXS等[8]的研

究表明Secukinumab单抗可以通过中和IL-17A和降

低通路相关炎症细胞因子和基因表达来抑制IKBα/
NFκB炎症通路的激活,从而减少脓毒症模型大鼠肺

组织损伤。LIJ等[9]的研究结果证实了肠固有肌层内

IL-17信号的激活可能与多种微生物脓毒症期间小肠

运动障碍有关,阻断IL-17A抑制 M1极化巨噬细胞浸

润到肌肉组织,从而减轻肠损伤。IL-17A水平升高可

以预测脓毒症相关急性肾损伤患者明显容易恶化肾损

伤,增加死亡率[10]。还有研究认为IL-17A参与诱导

肝脏炎症并通过巨噬细胞和中性粒细胞产生,释放促

炎细胞因子以及免疫细胞浸润,进而加重肝损伤[11]。

有研究表明可通过调节促炎细胞因子IL-17A和IL-10
之间的平衡来降低ALI,Zukamu颗粒对ALI小鼠具

有肺保护作用,这与抑制 NLRP3炎症小体和细胞焦

亡的激活。调节 Th17/Treg细胞因子平衡有关[12]。
柚皮素可减弱促炎细胞因子的分泌,如IL-6、IL-8、IL-
13、IL-17、G-CSF和 TNF-α,以及过氧化氢、MDA和

ROS的水平。表明IL-17与炎症和氧化应激的发生有

很大的联系[13]。本研究发现S组肺组织和血液中Il-
17明显高于N组,因此,本课题组认为IL-17的升高

与脓毒症致肺组织的损伤有关。RORγt作为维甲酸相

关孤儿受体转录家族成员因子,是IL-17的主转录因

子。在过去几年里,有研究关于RORγt是如何诱导

IL-17的表达和CD4+T细胞向 Th17细胞分化的报

道[14]。有研究用三硝基苯磺酸(TNBS)制备大鼠溃疡

性结肠炎模型,诱导 T淋巴细胞分化通过细胞因子

(TGF-β1、IL-6、IL-23 等)的 联 合 刺 激 使 Th17 产

生[15]。由此可见,RORγt在Th17细胞的增殖分化起

着重要的作用。Th17细胞和分泌的细胞因子IL-17
与脓毒症发病机制关系密切,Th17具有促炎作用,是
炎症性疾病的核心成分,并且在脓毒症患者中显著升

高[16]。

瑞马唑仑是一种新型苯二氮艹卓类药物,由于其分

子结构、靶点、药效学和药代动力学特性,在临床麻醉

应用中显示出前景。瑞马唑仑和异丙酚常用于内镜检

查(消化内镜、宫腔镜、支气管镜等)中,大多数接受内

镜检查的患者需要麻醉,但镇静镇痛药物会引起呼吸

抑制,气道管理对麻醉医生来说是一项重大挑战。瑞

马唑仑比异丙酚有明显的优势,特别是在肥胖患者中,
可降低低氧血症的发生率,给麻醉医生在呼吸管理方

面带来了福音[17]。并且瑞马唑仑表现出快速起效和

代谢,对肝肾功能影响很小,苏醒迅速,被广泛应用。
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此外,该药物具有特定的拮抗剂氟马西尼。瑞马唑仑

是一种无活性代谢物,由组织酯酶独立代谢,并通过一

级药代动力学消除。体重与消除清除率之间没有明确

的关系。迄今为止,脓毒症诱导的ALI的确切机制仍

不明确,因此,当务之急是挖掘脓毒症诱发的 ALI的

发病机制,并尝试发现有效的干预措施,以改善脓毒症

患者的预后。目前对瑞马唑仑在脓毒症的作用研究很

少,GAOXX等[18]将40只大鼠随机分成脓毒症盐水

组、假手术盐水组、假手术瑞马组和瑞马组,结果显示

脓毒症盐水组 W/D值、肺损伤评分、IL-1、IL-6、TNF、
PCT、CRP、MDP和 MPO 都显著增高,而 CD4+ 和

CD8+T淋巴细胞、PaO2、PCO2 和ATP水平较低,此
外脓毒症瑞马组 HMGB1蛋白表达低于脓毒症盐水

组。从而得到结论,瑞马唑仑可以缓解大鼠的炎症反

应,从而减轻肺损伤,改善免疫功能。以往研究显示瑞

马唑仑可通过减轻脓毒症引发的脑损伤,减少脑神经

元凋亡并且可以抑制神经炎症和氧化应激,从而提高

脓毒症小鼠的存活率[19]。本研究中,瑞马唑仑明显降

低了脓毒血症小鼠肺损伤程度,且IL-17和RORγt表

达的越高,脓毒症小鼠肺损伤程度越高,说明IL-17和

RORγt与脓毒症导致的肺损伤严重程度有关,流式细

胞检测结果也印证了外周血、肺组织 Th17细胞占

CD4+T细胞比例在脓毒症小鼠中也是最高的,用瑞马

唑仑提前干预后比例降低。
综上所述,瑞马唑仑预处理可减轻小鼠脓毒症性

肺损伤程度,其机制可能与减少Th17细胞分化,降低

IL-17及其转录因子RORγt的表达有关。本研究有一

定的局限性。首先,本研究仅监测了盲肠结扎致脓毒

症小鼠24h,后续本课题组将设置术后1h、8h、5d、7
d[20],反映整个脓毒症的变化过程。其次,瑞马唑仑的

剂量与临床有差距,没有设置浓度梯度,既往研究[19-20]

瑞马唑仑6mg/kg和8mg/kg腹腔注射较多,本课题

组将进一步探索最适剂量。
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