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　　摘　要：目的　探讨艾司洛尔对脓毒症大鼠心肌细胞凋亡和心功能的影响。方法　将９６只ＳＤ大鼠分为假手术组、脓毒症

组（盲肠结扎穿孔法建模）、治疗组（建模基础上艾司洛尔静脉给药），每组各３２只，于术后３、６、１２、２４ｈ（每个时间点８只）开腹留

取标本检测心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）、ｃａｓｐａｓｅ３活性、心肌细胞凋亡指数，光镜下观察心肌组织。第２４小时用超声仪测定心功能。

结果　治疗组和脓毒症组各时间点ｃＴｎＩ、ｃａｓｐａｓｅ３活性和心肌细胞凋亡指数均较假手术组升高（犘＜０．０５）。治疗组在应用艾司

洛尔后ｃＴｎＩ和心肌细胞凋亡指数各时间点均有不同程度下降，ｃａｓｐａｓｅ３活性在１２ｈ后明显下降（犘＜０．０５）。脓毒症组第２４小

时左室射血分数（ＬＶＥＦ）较治疗组下降更为显著（犘＜０．０５）。结论　艾司洛尔具有抑制大鼠脓毒症心肌细胞凋亡和减轻心脏收

缩功能损害的作用，其作用可能与抑制ｃａｓｐａｓｅ３活性有关。
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　　心脏是脓毒症早期受损的主要靶器官之一，全身器官衰竭

和心功能下降互为因果，随后诱发的脓毒性休克和多器官功能

障碍综合征（ＭＯＤＳ）是临床医生所面临的困境
［１］。而此过程

的中心环节是心肌细胞凋亡，可以造成患者左室射血分数

（ＬＶＥＦ）下降３０％左右
［２］。无论是在心衰还是在围术期中的

使用，β受体阻滞剂对心脏的保护作用已得到人们的认可，但

有关短效β受体阻滞剂艾司洛尔对全身炎性反应中心功能改

善的报道甚少。因此，本研究旨在探讨艾司洛尔对脓毒症大鼠

心肌细胞凋亡及心功能的保护作用和相关机制，为临床早期治

疗脓毒症，挽救濒死心肌，延缓病情发展和降低病死率提供实

验依据和新的思路，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　选取９６只清洁级健康雄性ＳＤ大鼠，体质量

（２５０±２０）ｇ，由南方医科大学实验动物中心提供。适应性饲养

７ｄ后开始实验，分为假手术组３２只，脓毒症组３２只，治疗组

３２只。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　采用盲肠结扎加穿孔法建立大鼠脓毒症模

型［３］。假手术组仅开腹探查盲肠，不行盲肠结扎穿孔。手术完

成后，治疗组大鼠于尾静脉持续泵入艾司洛尔１ｍｇ·ｋｇ
－１·

ｍｉｎ－１至处死，脓毒症组泵入等量生理盐水。脓毒症组和治疗

组大鼠在建模３ｈ内出现反应变差，活动减少，叫声减弱，在后

期处死后腹腔可闻及恶臭，结扎盲肠呈现深色，肠黏膜充血水

肿表示建模成功。３组大鼠建模成功后３、６、１２、２４ｈ每个时间

点各取８只大鼠麻醉开胸，采集主动脉血５ｍＬ，促凝后离心分

离上清液测心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）水平；摘取心脏，取心尖部心

肌组织分成２份，１份液氮冻存以制备组织匀浆测定ｃａｓｐａｓｅ３

活性，１份甲醛固定石蜡包埋以测定心肌细胞凋亡指数。３组

大鼠在第２４ｈ开胸前采用 ＧＥＶＩＶＩＤ７超声仪测定左室舒张

末内径（ＬＶＥＤｄ）、左室收缩峰压（ＬＶＰＰ）、短轴缩短率（ＦＳ）和
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ＬＶＥＦ，探头频率为５ＭＨｚ。

１．２．２　ｃＴｎＩ测定　ｃＴｎＩ测定采用南京基蛋生物科技有限公

司提供的ｃＴｎＩ检测试剂盒，测定方法为干式免疫荧光定量法，

所有试验操作严格按照有关说明书进行。

１．２．３　心肌细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性测定　心肌组织匀浆后离心

取上清液５０μＬ，加入１μＬ抑制剂和５０μＬ缓冲液（抑制剂和

缓冲剂按照标准操作说明配取），３７℃水浴１ｈ后再次加入５

μＬ缓冲液，混匀后加５μＬ酶作用底物再次水浴１ｈ，以配制的

蛋白样品（１ｍｇ／ｍＬ）为标准对照管，蒸馏水空白管，采用荧光

分光光度仪测定第２次水浴前后的荧光值，使用曲线软件ｃｕｒ

ｖｅｅｘｐｅｒｔ进行分析计算ｃａｓｐａｓｅ３活性。

１．２．４　心肌病理标本制作和心肌细胞凋亡指数测定　标本在

石蜡包埋固定后切片，常规 ＨＥ染色，光学显微镜观察。常规

甲醛固定石蜡包埋脱水后，用蛋白酶 Ｋ室温孵育，３％过氧化

氢室温下再次孵育以阻断过氧化物酶活性，加入ＴＵＮＥＬ反应

液，滴加转化剂，冲洗后滴加ＤＡＢ底物溶液，苏木素染色后光

学显微镜下观察，心肌细胞核发现棕黄色颗粒为凋亡细胞。随

机选取５个４００倍光镜视野，计算凋亡细胞所占比例，取平

均值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，计数资料用百分比表示。３组间计量资料

比较采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ检验，３组内两

两比较采用ＬＳＤ检验，计数资料比较采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ确

切概率法。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　脓毒症模型制备结果和病理切片观察　假手术组各个时

间点和脓毒症建模后３、６ｈ大鼠成活率为１００．０％。脓毒症组

和治疗组１２ｈ成活率分别为８７．５％和１００．０％，而２４ｈ成活

率分别为７５．０％和８７．５％。光镜下假手术组心肌细胞结构紧

密，未见明显水肿，充血及细胞质渗出；脓毒症组可见大量坏死

心肌细胞，且水肿明显，细胞核肿胀，心肌纤维断层改变，细胞

间质血管充血扩张（为对比明显，选用心肌坏死较为明显的染

色图片进行对比观察）；治疗组心肌细胞水肿较轻，坏死灶不明

显，可见少量心肌纤维断层改变，见图１。

２．２　３组大鼠血清ｃＴｎＩ水平和心肌细胞凋亡指数比较　假

手术组血清ｃＴｎＩ水平无显著性变化（犘＞０．０５）。脓毒症组和

治疗组各时间点ｃＴｎＩ水平均较假手术组升高（犘＜０．０５），其

中脓毒症组在１２ｈ达峰值，治疗组在６ｈ达峰值，６、１２、２４ｈ脓

毒症组较治疗组ｃＴｎＩ明显升高（犘＜０．０５）。假手术组心肌凋

亡细胞较少，脓毒症组和治疗组均出现不同程度的细胞凋亡，

但治疗组凋亡的心肌细胞明显少于脓毒症组（图２）。随着时

间延长，脓毒症组心肌细胞凋亡指数逐渐升高，治疗组只在２４

ｈ升高，二者差异有统计学意义（犘＜０．０５）。脓毒症组在４个

时间点心肌细胞凋亡指数均高于治疗组（犘＜０．０５），见表１。

２．３　３组大鼠心肌细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性比较　脓毒症组和治

疗组各时间点ｃａｓｐａｓｅ３活性均较假手术组升高（犘＜０．０５）；

其中脓毒症组在１２ｈ达峰值，治疗组在６ｈ达峰值，且脓毒症

组１２ｈ和２４ｈｃａｓｐａｓｅ３活性都较治疗组显著升高（犘＜

０．０５），见表２。

　　Ａ：假手术组；Ｂ：脓毒症组；Ｃ：治疗组。

图１　　建模２４ｈ心肌细胞 ＨＥ染色（×２００）

表１　　不同时相血清ｃＴｎＩ水平（ｎｇ／ｍＬ）和心肌细胞凋亡指数（％）变化（狓±狊）

组别 ３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ 犉 犘

假手术组

　ｃＴｎＩ ０．４０±０．０３ ０．４５±０．０４ ０．４６±０．０６ ０．４２±０．０６ ２．０５ ０．０７１

　凋亡指数 １．５０±０．３５ ２．６４±０．８９ ２．８７±０．４３ ２．７３±０．３１ ２．８４ ０．０７５

脓毒症组

　ｃＴｎＩ ２．４８±０．５４＃ ５．９４±０．５７＃△ ６．９６±０．４７＃△ ３．９１±０．５８＃△ １１１．０８ ＜０．００１

　凋亡指数 ２３．８４±５．１９＃ ４２．５１±７．２４＃△ ５２．５１±８．１２＃△ ５５．４８±８．４４＃△ ７４．２５ ＜０．００１

治疗组

　ｃＴｎＩ １．９８±０．１９ ３．１９±０．８４△ ３．１８±１．０１△ １．９９±０．４５ ７．８２ ０．００１

　凋亡指数 １７．５４±３．５１ １９．５４±３．９４ ２０．６３±４．３３ ３０．４８±４．８２△ ８４．１０ ＜０．００１

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较；＃：犘＜０．０５，与治疗组比较；△犘＜０．０５，与３ｈ比较。

２８１４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３１期



２．４　３组大鼠第２４小时心功能比较　脓毒症组和治疗组第

２４小时ＬＶＥＦ、ＬＶＰＰ和ＦＳ均较假手术组下降，ＬＶＥＤｄ明显

升高（犘＜０．０５），治疗组 ＬＶＥＦ较脓毒症组明显升高（犘＜

０．０５），而治疗组ＬＶＰＰ与脓毒症组没有差异（犘＞０．０５），见

表３。

　　Ａ：假手术组２４ｈ；Ｂ：脓毒症组２４ｈ；Ｃ：治疗组２４ｈ。

图２　　心肌细胞ＴＵＮＥＬ染色（×４００）

表２　　不同时相心肌细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性变化（狓±狊，μｍ·ｈ
－１·ｍｇ

－１）

组别 ３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ 犉 犘

假手术组 ７．０１±１．８１ ７．５２±２．５８ ８．０１±２．３４ ６．８０±１．５６ １．５５ ＞０．０５

脓毒症组 １２．８６±３．５９ １６．９１±４．２７ ２０．９５±４．５７＃△ １８．５４±７．２４＃ １０９．５７ ＜０．００１

治疗组 １０．０７±３．００ １４．２７±３．６６△ １１．２７±２．９５ ８．９９±２．２８ １８．２５ ＜０．００１

犉 ４．５７ ８５．８４ １８７．５４ １４５．４０

犘 ０．００５ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较；＃：犘＜０．０５，与治疗组比较；△：犘＜０．０５，与３ｈ比较。

表３　　第２４小时心功能指标的变化（狓±狊）

组别 ＬＶＥＤｄ（ｍｍ） ＬＶＥＦ（％） ＬＶＰＰ（ｍｍＨｇ） ＦＳ（％）

假手术组 ４．６２±０．４１ ７８．８１±１２．６４ １３７．５４±１５．２７ ５６．１９±４．８０

脓毒症组 ７．１６±０．８９＃ ５０．１６±６．８４＃ １０９．２４±１２．９０ ２１．４３±３．１８＃

治疗组 ６．２７±０．５７ ６３．８６±７．０６ １１２．５１±１２．５７ ３９．６２±３．９４

犉 ７．１２ ９．０５ ６．１４ ２８．５１７

犘 ０．００３ ０．００２ ０．００７ ＜０．００１

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较；＃：犘＜０．０５，与治疗组比较。

３　讨　　论

肾上腺素能系统在脓毒症时被高度激活，大量的儿茶酚胺

释放可以引起心肌损害，并损害心功能［４５］。目前，大鼠盲肠结

扎加穿孔法是临床相关性最强的脓毒症模型，大鼠在其中表现

出的早期高代谢和晚期低动力循环都表明，维持正常的心功能

和血流动力学是成功救治脓毒症的关键［６７］。

徐秋林等［８］研究发现，脓毒症大鼠不仅有血管内皮的损

伤，还有肌酸激酶（ＣＫ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）的升高，且

三者存在一定相关性。２０１０年，Ａｃｋｌａｎｄ等
［９］通过对大鼠的实

验发现β受体阻断剂能抑制脓毒症过程中的全身炎性反应，并

保护心脏，改善预后。我国学者也发现，美托洛尔可通过减轻

炎症反应和抑制细胞因子生成来发挥抗细胞凋亡的作用［１０］。

艾司洛尔是一种高选择性β１受体阻断剂，其半衰期短，不良反

应小逐渐引起人们的关注［１１］。有报道称艾司洛尔在心肺复苏

过程中有保护心脏，预防室颤的作用［１２］。本研究发现，脓毒症

发生过程中，心肌损伤特异性标志物ｃＴｎＩ升高明显，提示脓毒

症状态下心肌损伤严重。而且，本研究中光镜下观察病理结果

也证实了心肌细胞大量坏死。治疗组结果则表现出应用艾司

洛尔可以抑制脓毒症对心肌的损伤。以往的观点认为，β１受

体阻断剂对心肌收缩力及血压存在负性作用，本研究发现在应

用艾司洛尔后大鼠的心率明显减慢，但心功能的损害反而得到

改善，这也从另一方面说明脓毒症在很大程度上通过增加心率

来代偿心输出量的减少。除减慢心率外，艾司洛尔可还能与其

抑制肾上腺素能系统，减轻炎性反应，抑制心肌凋亡有关。因

此，脓毒症患者应用短效β受体阻断剂可以改善心功能，而进

一步获得相对稳定的血流动力学［１３］。

心肌细胞凋亡是由多种基因调控的主动死亡过程，一般认

为与Ｂｃｌ２家族基因、Ｆａｓ／ＦａｓＬ基因和ｃａｓｐａｓｅ家族基因等有

关［１４］。本研究中大鼠在脓毒症后３ｈｃａｓｐａｓｅ３大量表达，并

于１２ｈ达到峰值，艾司洛尔干预后ｃａｓｐａｓｅ３表达下降，峰值
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提前。ｃａｓｐａｓｅ３被认为在心肌细胞凋亡的级联反应中占据核

心地位，它的大量表达可以激活限制性内切酶将ＤＮＡ水解和

片段化［１５］。β受体阻断剂可以明显抑制细胞内质网的应激状

态，而ｃａｓｐａｓｅ３是内质网应激反应所具有的特异指标。本研

究发现，ｃａｓｐａｓｅ３活性增强与ｃＴｎＩ和心肌细胞凋亡指数变化

趋势一致，提示艾司洛尔可能通过抑制ｃａｓｐａｓｅ３的活性从而

降低心肌细胞凋亡的发生。

综上所述，早期使用艾司洛尔可以抑制脓毒症过程中的心

肌细胞凋亡，减轻脓毒症带来的心功能损害，并获得相对稳定

的血流动力学。但本研究存在观察例数少、干预时间短等不

足，艾司洛尔在脓毒症患者中的应用有待进一步深入地研究。
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综上所述，静脉留置针联合高压注射器行血管造影对比剂

注射，应用于ＣＴ增强扫描时可提高实验效率，简化操作程序，

减少高压注射对比剂外渗的同时可得到清晰的兔脑血栓模型

的颈动脉图像，可有效达到评价目的，是兔脑血栓模型ＣＴ增

强扫描评价中实用的实验方法。
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全科护理，２００９，７（６）：１４５３１４５５．

［７］ＺｈａｎｇＺ，ＢｅｒｇＭ，ＩｋｏｎｅｎＡ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｏｔｉｄｓｔｅｎｏｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

ｉｎＣＴａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙａｓｅｎｔｂａｓｅｄｏｎｌｕｍｉｎａｌｖｅｒｓｕｓｌｕｍｉｎａｌ

ｄｉａｍｅｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＲａｄｉｏｌ，２００９，１５（５）：２３５９

２３６５．

［８］ 赵梅英，伟勤，丁同文．螺旋ＣＴ增强扫描造影剂过敏反

应的预防［Ｊ］．中国现代药物应用，２００９，３（１９）：１８５１８７．

［９］ 吴雪琴，岑玉坚，崔冰，等．应用高压注射器进行ＣＴ血管

造影时的护理［Ｊ］．护士进修杂志，２００９，１９（１２）：１１１４．

［１０］吕微，宋葵．静脉留置针留置时间及影响因素的研究进展

［Ｊ］．中国实用护理杂志，２００９，２５（１０）：６１６３．

（收稿日期：２０１４０２０８　修回日期：２０１４０５２９）
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