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基于肝星状细胞HIF-1信号转导通路
探讨右美托咪定对腹腔镜胆囊切除术
患者炎症反应的作用
俞春芳1，郑洋2，赵铁建2，黄太满1（1.马鞍山十七冶医院 麻醉科，安徽 马鞍山 243000；2.广西中医药大

学，广西 南宁 530222）

摘要：目的 探究右美托咪定对肝胆系统疾病炎症反应的作用，阐明其抗炎的分子机

制。方法 选择马鞍山十七冶医院70例择期在腹腔镜下行胆囊切除术患者并采用随机数

字表法将其分为实验组和对照组，每组35例，实验组给予右美托咪定干预，对照组给

予等量氯化钠注射液，两组均使用丙泊酚和舒芬太尼进行麻醉诱导及维持。采集血样

进行炎症因子的检测，采用视觉模拟评分法对疼痛情况进行评分。网络药理学对右美

托咪定防治炎症反应作用靶点进行富集分析，筛选其抗炎的分子机制，使用肝星状细

胞进行分子生物学验证。结果 实验组术后炎症因子IL-6、IL-8和TNF-ɑ的表达均低于对

照组；IL-10表达显著高于对照组，差异具有统计学意义（P ＜ 0.05），实验组在术后

视觉模拟评分显著低于对照组，差异具有统计学意义（P ＜ 0.05），网络药理学分析

发现右美托咪定防治炎症反应重要靶点21个，并且显著富集在HIF-1信号通路上，分子

生物学检测发现右美托咪定处理后的肝星状细胞HIF-1α、VEGF、eNOS、NO表达显著

下降（P ＜ 0.05）。结论 右美托咪定提高麻醉镇痛效果，可能与其调控肝星状细胞HIF-1
通路抑制炎症反应有关，也进一步表明了肝胆系统疾病具有共同的病理生理学机制。
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To explore the effect of dexmedetomidine on the inflammatory response of patients 
undergoing laparoscopic cholecystectomy based on the HIF-1 signaling pathway of 
hepatic stellate cells
Yu Chunfang1, Zheng Yang2, Zhao Tiejian2, Huang Taiman1 (1.Department of Anesthesiology, 
Ma’anshan Seventeenth Metallurgical Hospital, Ma’anshan 243000; 2.Guangxi University of 
Chinese Medicine, Nanning 530222)
Abstract: Objective To investigate the effect of dexmedetomidine on the inflammatory 
response in hepatobiliary system diseases and to elucidate its molecular mechanism of anti-
inflammation. Methods Seventy patients undergoing elective laparoscopic cholecystectomy 
in Ma’anshan Seventeenth Metallurgical Hospital were selected and divided into experimental 
and control groups using the random number table method, with 35 patients in each group. 
The experimental group were given dexmedetomidine intervention and the control group 
were given equal amount of sodium chloride injection, and both groups used propofol and 
sufentanil for induction and maintenance of anesthesia. Blood samples were collected for 
the detection of inflammatory factors, and the pain situation was scored using visual analog 
scoring method. Network pharmacology was used to enrich the targets of dexmedetomidine’s 
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action against inflammatory response, screen its molecular mechanism of anti-inflammation, 
and perform molecular biological validation using hepatic stellate cells. Results The expression 
of postoperative inflammatory factors IL-6, IL-8 and TNF-ɑ of the experimental group were 
lower than those of the control group; IL-10 expression was significantly higher than that of 
the control group, and the difference was statistically significant (P < 0.05), and the visual 
simulation score of the experimental group was significantly lower than that of the control group 
after surgery, and the difference was statistically significant (P < 0.05). Network pharmacology 
analysis found 21 important targets of dexmedetomidine against inflammatory response, and 
they were significantly enriched in the HIF-1 signaling pathway, and the molecular biology 
assay found that the expression of HIF-1α, VEGF, eNOS and NO in hepatic stellate cells after 
dexmedetomidine treatment decreased significantly (P < 0.05). Conclusions Dexmedetomidine 
improves the analgesic effect of anesthesia, which may be related to its modulation of the 
hepatic stellate cell HIF-1 pathway to suppress inflammatory responses, and furtherly suggests 
that hepatobiliary system diseases share a common pathophysiological mechanism.
Key words: Dexmedetomidine; Inflammatory response; HIF-1α; VEGF; eNOS; NO

腹 腔 镜 胆 囊 切 除 术 （ L a p a r o s c o p i c 
cholecystectomy，LC）由于对患者身体创伤较小，

并且在术后患者身体机能恢复较快等优势，已成为

外科治疗治疗慢性胆囊疾病的常用方式
[1]。但由于

手术中对患者的创伤以及麻醉相关操作均可引起炎

症反应。所以采用有效的麻醉方法，对于降低LC
不良反应的发生有重要的作用[2]。胆囊结石是临床

最常见的消化系统疾病之一，是胆囊切除的手术指

征。胆囊结石机制目前仍不是十分清楚，研究发现

胆石症发病的根源是胆汁酸代谢紊乱及胆固醇稳态

的破坏[3]。胆汁酸代谢紊乱是导致慢性肝病发生重

要病因[4]，也进一步表明肝脏与胆囊无论在解剖位

置、生理功能、病理改变具有密切的关系。

右美托咪定（dexmedetomidine，DEX）作为一

种肾上腺素能α2受体激动剂，可以作用于神经元突

触后膜的α2受体，抑制疼痛信号传导，发挥镇静、

镇痛的作用[5]。DEX可以通过抑制前列腺素E2的合

成，从而具有抗炎的作用[6]，但是其具体的作用机

制尚不清楚。DEX已在围术期镇静、院前急救中广

泛应用，并取得一定的积极疗效[7]。有研究表明，

DEX可以抑制大鼠NF-κB信号通路，抑制下游炎症

因子的释放，减轻肝脏炎症反应，发挥保护肝脏的

作用[8]。肝星状细胞的活化是肝脏炎症反应被激活

的重要上游信号[9]。

本研究将DEX作为LC辅助麻醉药物，观察其对

术后炎症反应及镇痛效果的作用，并且使用网络药

理学和肝星状细胞验证阐明DEX抗炎的分子机制，

希冀为DEX在肝胆系统疾病临床运用以及麻醉药物

方案选择提供科学参考。

1 资料和方法

1.1 一般资料  选取2019年01月至2021年06月马鞍山

十七冶医院收治的70例择期胆囊切除患者。纳入标

准：美国麻醉师协会（ASA）评分Ⅰ~Ⅲ级；术前

未进行其他治疗；无颈内动脉狭窄；无糖尿病；无

中枢神经系统疾病（脑出血、脑梗死、脑外伤等）

及精神系统疾病史；无大型手术史（如心脏大血管

手术或大器官移植手术）；无有严重的心脑血管、

肝、肺、肾等脏器疾病；无沟通障碍者（如听力或

视力严重受损患者）；排除标准：长期服用止痛药

物或皮质醇药物；心动过缓，高血压未控制；肝肾

功能异常，患有内分泌代谢疾病或神经系统疾病；

既往有酒精成瘾史。研究经过本院医学伦理委员会

审理批准通过（NO.20191128-04），患者或家属签

署知情同意书。按照随机数字表法将其分为对照组

（35例）及实验组（35例）。

1.2 麻醉方法  在麻醉诱导开始前实验组给予右美

托咪定（江苏恒瑞医药股份有限公司，批号：

13111932，国药准字H20090248）以 0.6 μg/kg负
荷量泵注15 min，手术开始后以0.4 μg/kg持续泵入

直至到手术结束，对照组给予等量的0.9%生理盐

水，输注方法与实验组方法相同。两组麻醉的维

持和诱导均应用靶控输注系统输注丙泊酚（江苏

恩华药业股份有限公司，批号：20110826，国药准

字H20123137）（血浆靶浓度4 mg/L）和舒芬太尼

（宜昌人福药业有限责任公司，批号：13071842，
国药准字H20054171）（效应室靶浓度0.3 μg/L），

脑电双频指数（BIS）＜ 70时，静脉注射罗库溴铵

（华北制药股份有限公司，批号：1810042，国药

https://www.yaozui.com/companies/3425
https://www.yaozui.com/pihao/%E5%9B%BD%E8%8D%AF%E5%87%86%E5%AD%97H20054171
https://www.yaozui.com/companies/2072
https://www.yaozui.com/pihao/%E5%9B%BD%E8%8D%AF%E5%87%86%E5%AD%97H20103235
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准字H20103235）0.9 mg/kg，BIS ＜ 55时插入双腔

气管导管，并用纤支管镜确定导管位置，连接麻醉

机行机械通气。呼吸参数：潮气量6～8 ml/kg，频

率为10～12 /min，呼吸比为1∶1.5～2.0，吸入氧浓

度（FiO2）：100%，维持呼气末二氧化碳分压35～  
45 mmHg。麻醉维持中进行BIS监测，将BIS维持在

40～60，术中根据需要追加罗库溴铵。术后送患者

进入恢复室，气管导管拔除后送回普通病房。

1.3 检测炎症因子以及镇痛效果的评价  在麻醉诱导

前（T0）、手术结束后24 h（T1）、手术结束后48 h
（T2）分别取静脉血5 ml，离心（5000 r/min，
15 min，16cm）后留取血清，置于-70 ℃低温冰箱

保存，按照ELISA试剂盒（试剂盒购买于上海酶联

生物科技有限公司）的操作步骤检测IL-6、IL-8、
IL-10、TNF-ɑ浓度。

疼痛程度评分标准：患者术后T1、T2的疼痛

程度采用视觉模拟评分法（visual analogue scale，
VAS）评估。总10分，0分表示无痛；≤ 3分表示轻

微疼痛；4～6分表示疼痛影响睡眠；7～10分表示

疼痛难以忍受。并发症发生率：记录两组患者术后

并发症发生率。

1.4 DEX作用靶点预测以及炎症靶点数据库的构建  
借助Pubchem数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/）获取了DEX的结构数据文件（structure data 
file，SDF）结构，然后将其导入其上传PharmMapper
数据库[10]（http://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/）。

基于反向药效团匹配法，选择药物的药效团模效团

模型，设置最终产生300个蛋白构象，得到与化合

物相关的靶点名称、基因名称、Uniprot ID等结果。

使用Uniprot数据库（https://www.uniprot.org/），对

化合物预测产生的靶点进行筛检与检查，只保留物

种为“Homo sapiens”的靶点。炎症相关靶点是借

助OMIM（http://omim.org/）、GeneCards（http://
www.genecard.org/）数据库用“Inflammation”作为

关键词检索获取，筛选并且删除重复靶点基因，构

建炎症相关靶点数据库。

1.5 网络构建和关键靶点的生物信息学分析  使用

Cytoscape3.6.0和蛋白互作数据库对DEX作用靶点相

互作用关系进行可视化处理，然后使用基因本体论

（GO）注释数据库网站（http://www.geneontology.
org），京都基因与基因组百科全书（KEGG）路径

富集分析（http://www.genome.jp/kegg/）对这些靶

点进行可视化和生物信息学分析。

1.6 肝星状细胞分组以及药物处理  人肝星状细胞

（LX2）（购买于上海凡堃生物科技有限公司），

LX2细胞用含有10% FBS的DMEM完全培养基在37 ℃、

5% CO2、完全饱和湿度培养箱条件下常规培养。将

LX2细胞分为实验组和对照组，TGF-β1（10 ng/ml）
处理细胞24 h，而后用DEX（10 μmol/L）处理实验组

24 h和48 h后分别取样进行分子生物学验证。

1 . 7  PCR检测HIF-1α、VEGF、eNOS mRNA
的表达    利用T r i z o l试剂提取各组细胞总的

R N A，借助 p r i m e r 5 . 0软件，由武汉巴菲尔

生物科技公司合成引物，引物序列： H I F -
1α上游引物，5 ′ -TACTGCAGCAACCAGGT-
G A C - 3 ′ ， 下 游 引 物 ， 5 ′ - A C A G A A A C -
GAAACCCCACAG-3′（241 bp）；VEGF上游引物，

5′-TCTTCCAGGAGTACCCCGAC-3′，下游引物，

5′-AGGGCTTCATCGTTACAGCA-3′（131 bp；eNOS
上游引物，5′-CCGGCTGCCACCTGATCCTA-3′下
游引物，5′-AACATGTGTCCTTGCTCGAGGCA-3′
（ 9 4  b p ） ； β - a c t i n 上 游 引 物 ，

5′-GCAGGAGTACGATGAGTCCG-3′，下游引物，

5′-CCTGACAATGACTCGACGCA-3′（110 bp）。按

照逆转录试剂盒，合成cDNA，反应体系：95 ℃ 
1 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40个循环，以β-actin
作为内参对照，取PCR产物进行凝胶成像分析，每

个样本的相对mRNA表达水平 = 2-△△Ct，△Ct = 目的

基因Ct值-β-actin Ct值，每组进行6次重复。

1.8 免疫印迹法检测HIF-1α、VEGF、eNOS蛋白的

表达  提取各组细胞总蛋白，采用BCA法测定各组

细胞蛋白浓度，然后进行SDS-PAGE凝胶电泳，然

后将蛋白转膜，5%脱脂奶粉封闭2 h，用PBST洗
膜3次，每次10 min。然后加入HIF-1α（1∶1000）
（ab179483）、VEGF（1∶1000）（ab32152）、

eNOS（1∶500）（ab252439）的一抗（抗体购买

于Abcam公司），4 ℃孵育过夜，加入HRP标记二

抗（1∶10000），室温孵育1h，PBST洗膜3次，

每次10 min。用ECL显色系统显影，凝胶成像系统

采集图片，并分析多条带的灰度值，以目的蛋白条

带灰度值与内参蛋白的条带灰度值的比值表示蛋白

相对表达水平。

1.9 免疫荧光探针检测NO  将细胞以2 × 105个/孔，接

入12孔板爬片，37 ℃培养过夜；去除细胞培养液，

加入1mL稀释好的DAF-FM DA，37ºC细胞培养箱内

孵育20分钟；将爬好细胞的玻片浸入4%的多聚甲醛

（pH 7.4）溶液中室温固定25 min，滴加DAPI避光孵

育5 min，对标本进行染核，PBST 5 min × 4次洗去多

余的DAPI；用吸水纸吸干爬片上的液体，用含抗

荧光淬灭剂的封片液封片，然后在荧光显微镜下观

https://www.yaozui.com/pihao/%E5%9B%BD%E8%8D%AF%E5%87%86%E5%AD%97H20103235
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察采集图像。荧光显微镜下爬片上的细胞NO呈绿

色荧光，细胞核呈蓝色荧光。

1.10 统计学分析  使用SPSS 22.0软件对数据进行处

理，HIF-1ɑ、VEGF、eNOS、NO、VAS以及炎症

因子等计量资料以 x ± s表示，两组间比较采用独立

样本t检验，方差齐时多组间比较采用单因素方差

分析，进一步组内比较用LSD-t检验，性别、原发

疾病以及不良反应为计数资料用Pearson卡方检验，

以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者一般情况  两组患者基线情况见表1，
差异无显著意义（P ＞ 0.05），具有可比性。

2.2 两组患者不同时刻炎症因子表达  T0时，两组

患者血清IL-6、IL-8、IL-10、TNF-ɑ表达水平无统

计学差异（P ＞ 0.05）；在T1、T2时实验组IL-6、
IL-8、TNF-ɑ表达水平低于对照组，差异有统计

学意义（P ＜ 0.05）；在T1、T2时实验组IL-10
表达水平高于对照组，差异有统计学意义（P ＜ 
0.05），详见图1。
2.3 VAS和不良反应发生   实验组患者术后24h和48h
的VAS评分均显著低于对照组（P ＜ 0.05），表明

使用DEX后麻醉的镇痛效果更好，详见图2。实验

组患者出现恶心、呕吐1例，呼吸抑制1例，头晕

2例，并发症发生率为11.42% ；对照组患者出现恶

表 1    实验组和对照组患者一般情况

指标 对照组 实验组 t/χ2
（Pearson） P值

年龄（ x ± s，岁） 56.38 ± 4.78 58.54 ± 5.32 0.519 0.631

性别（例）

    男 21 18 4.000 0.261

    女 14 17

体重（ x ± s，kg） 65.23 ± 9.78   63.75 ± 10.12 0.239 0.823

手术时间（ x ± s，min）   54.37 ± 17.53   57.27 ± 13.29 0.241 0.821

麻醉时间（ x ± s，min）   72.59 ± 25.17   75.93 ± 18.83 0.133 0.901

BMI（ x ± s，kg.m-2
） 21.73 ± 2.17 20.15 ± 2.84 0.686 0.530

原发疾病（例）

    胆囊结石伴急性胆囊炎 12 14 0.110 0.947

    胆囊结石伴慢性胆囊炎 13 11

    胆囊结石伴胆囊炎 10 10

图 1   实验组和对照组患者炎症因子表达
注：A：IL-6 表达；B：IL-8 表达；C：TNF-ɑ 表达；D：IL-10 表达（图中 P 值均表示与相应时间点对照组比较）。
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心、呕吐3例，呼吸抑制3例，头晕3例，嗜睡1例， 
并发症发生率为28.57%，观察组患者术后并发症发

生率显著低于对照组[χ2 （pearson） = 8.741，P ＜ 
0.05）]。
2.4 DEX防治炎症反应重要靶点的功能富集分析  通
过PharmMapper数据库我们得到了183个DEX作用靶

点，借助OMIM、Genecards数据库得到了377个炎

症相关靶点，将两者进行交互处理，得到21个DEX
防治炎症的重要靶点，详细见图3A。将这21个关键

靶点进行了途径功能富集分析发现，其主要富集在

IL-17、TNF、HIF-1等20条信号通路上，我们选择

了HIF-1信号通路作为验证DEX抗炎作用机制的路

径，详见图3B。在基因功能富集分析中发现重要靶

点与细胞增殖、生物过程的负调控、免疫系统的调

节等生物过程关系密切，这些靶点主要位于胞外区

和细胞器等部位，重要靶点还具有抗氧化活性等分

子功能，详见图3C。
2.5 DEX抑制HIF-1ɑ、VEGF和eNOS的表达  实验组

24h和48h的HIF-1ɑ、VEGF和eNOSmRNA表达均显

著低于对照组（P ＜ 0.05），表明在基因水平使用

DEX后可以抑制HIF-1信号通路的活动，详见图4A。

实验组24h和48h的HIF-1ɑ、VEGF和eNOS蛋白

表达均显著低于对照组（P ＜ 0.05），表明在蛋白

水平使用DEX后可以抑制HIF-1信号通路的活动，

详见图4B。
2.6 DEX抑制NO的表达   实验组24h和48h的NO表达

均显著低于对照组（P ＜ 0.05），表明使用DEX后

抑制了HIF-1信号通路下游NO的表达，详见图5。

图 2    实验组和对照组患者术后 VAS 评分
注：图中 P 值均表示与相应时间点对照组比较。

图 3    DEX 防治炎症反应重要靶点富集分析
注：A：DEX 作用靶点与炎症相关靶点的交互；B：重要靶点的途径富集分析；C：重要靶点的功能富集分析。
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3 讨论

腹腔镜胆囊切除术由于多种因素患者术后仍会

感到疼痛，因此易导致患者全身应激和炎症反应的

发生，不利于术后恢复，故积极有效的镇痛对减少

患者应激和炎症反应的发生至关重要[11-12]。DEX是

高选择性的α2肾上腺素受体激动剂，起效快，作用

时间短，具有镇静、镇痛、抗焦虑、抑制交感神经

活性及稳定血流动力学等特点，并且对呼吸系统抑

制作用较弱。DEX可通过激动中枢神经系统突触前

膜α2受体从而抑制去甲肾上腺素的释放，导致突触

后膜兴奋性下降，从而抑制交感神经和大脑皮质觉

醒反应的发生，并可减少其他镇静药物的用量，可

以作为临床组合麻醉有效药物之一
[13-15]。肝胆系统疾

病具有互为病因的特点，所以在临床治疗和药物研发

上将其作为一个整体，协同考虑具有重要的意义。

在本次临床联合基础研究中，我们首先发现

DEX在LC中可以抑制IL-6、IL-8、TNF-ɑ的表达，

增加IL-10的表达，明显改善患者术后炎症反应，

显著增加麻醉镇痛的效果。TNF-ɑ主要由单核巨噬

细胞产生的促炎因子，通过与特异性细胞膜受体结

合后发挥作用，TNF-ɑ主要通过增强其它炎性因子

的释放导致炎症反应的发生
[16]。IL-6作为诱导急性

图 5    实验组和对照组患者 NO 表达
注：bar=25 μm；图中 P 值均表示与相应时间点对照组比较。

图 4    实验组和对照组患者 HIF-1ɑ、VEGF 和 eNOS 表达
注：A：HIF-1ɑ、VEGF 和 eNOSmRNA 表达；B：HIF-1ɑ、VEGF 和 eNOS 蛋白表达；（图中 P 值均表示与相应时间点对照组比较）。
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期反应的主要促炎介质，其在败血症和各种急性器

官损伤中作为预后生物标志物的价值已在临床和实

验研究中得到了广泛研究。IL-8是肺部炎症反应的

特异性细胞因子，也是引起肺组织病理改变的重要

介质[17]。IL-10是一种抗炎症反应的细胞因子，其主

要是单核巨噬细胞、中性粒细胞、B淋巴细胞和T
淋巴细胞分泌产生的，它可以通过抑制自然杀伤细

胞及促炎症因子的分泌，发挥抗炎的作用，其表达

水平的高低反应机体抵抗炎症反应的能力[18]。

进一步使用网络药理学探究DEX抗炎的分子机

制，发现DEX防治炎症反应重要靶点21个，重要

靶点途径富集分析，得到20条信号通路。因为肝星

状细胞在慢性肝病中发挥的重要调控作用，所以我

们选择其作为验证细胞。我们选择HIF-1信号通路

验证的DEX抗炎的分子途径，HIF-1是由HIF-1α和
HIF-1β亚基组成的异二聚体转录因子，只有在缺氧

环境下，才能使HIF-1α能够在细胞质内稳定存在，

随后α和β两亚基转移至细胞核内结合成HIF-1[19]。

HIF-1入核后启动下游靶基因VEGF和eNOS表达，

从而调控NO的生成，我们通过选择检测HIF-1α、
VEGF、eNOS、NO表达情况，观察HIF-1通路活动

状态[20]。HIF-1信号通路及其下游的VEGF等在调控

血管新生中扮演重要的角色[21]。NF-κB是调控炎症

反应的关键转录因子，通过启动促炎因子TNF-α等
表达促进炎症反应级联放大激活[22]。缺氧时，HIF-
1α能促进炎症，增加炎症因子产生，反过来，炎症

因子也能刺激HIF-1表达，炎性因子如IL-6等，主

要通过NF-κB激活HIF-1α转录[23]。炎症反应与血管

新生是两个相互联系，共同发展的病理过程，尤其

在慢性肝病的发病过程中发挥重要作用[24]。寻找炎

症反应与血管新生两者相互作用的共同干预途径才

能更加有效地抑制慢性肝病的发展。DEX是兼具抗

炎、抗血管新生的潜在物质，其广阔的临床应用前

景已逐步凸显。通过分子生物学实验发现，DEX可

以抑制肝星状细胞HIF-1α、VEGF、eNOS、NO的

表达，从而抑制HIF-1信号通路的活动，从而有效

的调节肝脏炎症反应。

综上所述，DEX在改善术后炎症反应以及提高

麻醉效果上具有显著的作用，可能与其抑制肝星状

细胞HIF-1信号通路有关，通过本次的研究表明肝

胆疾病不仅可以互为病因，在治疗学上也可以互为

靶点，这为我们研究其他系统提供了新的视野。

DEX对炎症反应和血管新生的双重调控作用，应该

是深入研究其对慢性肝病药理作用的切入点，详见

图6。

总之DEX作为新型药物，应该继续深入研究其

对慢性肝病的防治作用。
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