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$摘要%
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目的
!

探讨血红素氧合酶
$,

"

6I$,

%对脓毒症心肌损伤大鼠血浆中高迁移率族蛋白
2$,

"

6"[2$

,

%变化的影响及其心肌保护机制&方法
!

采用盲肠结扎穿孔术"

35#

%建立脓毒症大鼠模型&
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级
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雄性

大鼠
,9.

只!分为
!

组#假手术组'脓毒症组'钴原卟啉
$

组"

3?

PP$

组%'锌原卟啉
$

组"

ZT

PP$

组%!每组
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只&

术后分别在
7

'

<

'

,9

'

9!0

取全血检测血浆中肌酸激酶同工酶"

3M$"2

%'心肌肌钙蛋白
%

"

R*T

%

%'心型脂肪酸

结合蛋白"

6$G)2#

%及
6"[2$,

的表达$

9!0

除取全血检测上述指标外!留取心脏组织行苏木素
$

伊红"
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%染

色!观察心肌损伤情况!提取心肌细胞总蛋白!

aNBQN@T2U?Q

检测心肌细胞
6"[2$,

及
6I$,

蛋白的表达&结

果
!

除假手术组外!各实验组
6"[2$,

水平随时间增加均升高!其中
ZT

PP$

组升高最明显!与脓毒症组相比!

差异有统计学意义"

#
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%!与
3?

PP$

组相比!差异亦有统计学意义"

#
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%&光镜下假手术组细胞结构

基本正常!

3?

PP$

组细胞肿胀'胞核完整!脓毒症组及
ZT

PP$

组细胞肿胀明显!核溶解坏死&

aNBQN@T2U?Q

检

测结果表明!

ZT

PP$

组
6"[2$,

蛋白表达最高!

6I$,

蛋白表达最低!而
3?

PP$

组
6I$,

蛋白表达最高!

6"[2$,

蛋白表达最低&结论
!

6I$,

抑制脓毒症心肌损伤大鼠血浆中
6"[2$,

的表达!并可能通过抑制

6"[2$,

的表达而发挥心肌保护作用&
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Ǹ@NB̀ ?UUNT?OSA?WBU

Y

!

1TFQ0NTWRUNWBFABB?USNF1TFTNR@?BNF8*0NaNBQ$

N@TOU?QFNQNRQA?T@NBWUQBB0?̀ NFQ01QQ0NNX

P

@NBBA?T?V6"[2$,

P

@?QNAT 1̀BQ0N0A

C

0NBQATQ0NZT

PP$

C

@?W

P

!

1TFQ0NNX

P

@NBBA?T?V6I$,

P

@?QNAT 1̀BQ0NU?̀ NBQ

!

0̀AUNQ0NNX

P

@NBBA?T?V6I$,

P

@?QNATATQ0N3?

PP$

C

@?W

P

1̀BQ0N0A

C

0NBQ

!

1TFQ0NNX

P

@NBBA?T?V6"[2$,

P

@?QNAT 1̀BQ0NU?̀ NBQ8@'+%1?/0'+

!

6I$,AT0AOAQBQ0N

NX

P

@NBBA?T?V

P

U1B&16"[2$,ATBN

P

QAR@1QB

!

&?@N?SN@&1

YP

U1

Y

Q0N&

Y

?R1@FA1U

P

@?QNRQA?T@?UNO

Y

AT0AOAQAT

C

Q0NNX

P

@NBBA?T?V6"[2$,8

#

A$

8

B'.7/

$

!

0N&N?X

YC

NT1BN$,

,

BN

P

BAB

,

0A

C

0&?OAUAQ

YC

@?W

PP

@?QNAT2,

,

&

Y

?R1@FA1U

P

@?QNRQA?T

.!=

重庆医学
97,%

年
>

月第
!.

卷第
:

期

$

基金项目&江西省科技计划项目%

97,:,22[=7,.,

&"

!

作者简介)周仪华%

,%=.E

&!副主任医师!在读博士!主要从事脓毒症心肌损伤方面

研究"

!

%

!

通信作者!

4$&1AU

)

:!%9,>,,=

&dd

8R?&

"



!!

脓毒症性心肌损伤是脓毒症休克难以纠正!导致

患者最终死亡的重要原因!血红素氧合酶
$,

%

6I$,

&对

脓毒症心肌损伤具有保护作用#

,

$

"经脂多糖%

5#/

&刺

激后!有活力的心肌细胞通过
*5'!

*

P

,>D

'

信号通路

分泌高迁移率族蛋白
2$,

%

6"[2$,

&!

6"[2$,

在

5#/

诱导的心脏收缩功能障碍中发挥重要作用#

9

$

"

在肺部'肠道等器官功能炎症损伤动物模型中!机体

通过调节
6I$,

及
6"[2$,

的释放而发挥器官功能

的保护作用#

>$!

$

"

6I$,

的心肌保护作用是否与

6"[2$,

的表达存在特定关系仍然不清楚"本研究

通过盲肠结扎穿孔术%

35#

&方法建立脓毒症大鼠心

肌损伤模型!给予
6I$,

增强剂和抑制剂!检测脓毒

症大鼠血浆中心肌损伤标志物和
6"[2$,

的表达!

明确
6I$,

与
6"[2$,

是否存在特定关系!并探讨其

机制"

C

!

材料与方法

C8C

!

材料
!

/#G

级
/]

雄性大鼠
,9.

只%南昌大学江

西医学院动物科学部提供&!体质量
,.7

!

997

C

"

C8D

!

方法

C8D8C

!

模型的建立
!

所有大鼠术前禁食
,90

!采用

异氟烷吸入麻醉法诱导和维持大鼠麻醉状态!用手术

直剪于腹白线中点下方约
78>R&

处逐层剪开皮肤'

肌层和腹膜!直视下探查腹腔!将盲肠末端取出并置

于腹壁外!采用
!

号缝合线距盲肠末端
,8<R&

处结

扎!结扎后用
>

号三棱针穿刺
,

孔!之后分别将盲肠

回纳腹腔!

!

号缝合针逐层缝合关腹"术后
>0

左右

自由进食'饮水"观察大鼠活动'进食'竖毛'腹泻'眼

球凹陷'呼吸等情况"

C8D8D

!

实验分组
!

/#G

级
/]

雄性大鼠
,9.

只!随机

分为
!

组)假手术组'脓毒症组'钴原卟啉%

3?

PP

&

$

组'锌原足啉%

ZT

PP

&

$

组!每组
>9

只"假手术组除不

做
35#

术外!其余操作均同脓毒症组,

3?

PP$

组和

ZT

PP$

组分别提前
9!0

给于
6I$,

增强剂
3?

PP$

%

,7&

C

*

D

C

!腹腔注射&和抑制剂
ZT

PP$

%

,7&

C

*

D

C

!

腹腔注射&!以同样方法制作脓毒症模型"
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!

主要试剂及观察指标
!

6I$,

增强剂
3?

PP$

%美国
/1TQ13@We2A?QNR0T?U?

CY

公司&!

6I$,

抑制剂

ZT

PP$

%美国
/A

C

&1

公司&!

,7f

水合氯醛溶液%上海

强顺化工有限公司&!

,7f

甲醛溶液%西陇化工股份有

限公司&!

6"[2U

和
6I$,

抗体及相关二抗%美国

3NUU/A

C

T1UAT

C

公司&"各组均于
7

'

<

'

,9

'

9!0

处死大

鼠
.

只!开腹经腹主动脉抽取全血
:

!

<&5

!采用酶

联免疫吸附试验%

45+/)

&检测各组血浆中
3M$"2

'

R*T

%

'心型脂肪酸结合蛋白%

6$G)2#

&'

6"[2$,

水

平!按试剂盒%美国
)&N@B01&

公司&说明书进行

操作"

C8D8E

!

苏木素
$

伊红%

64

&染色法观察心肌组织结构

变化
!

取心脏组织!以
,7f

甲醛溶液固定!常规脱水'

透明'浸蜡'包埋!制备石蜡切片!超薄切片机切片!切

片厚度
:

(

&

!行常规
64

染色"石蜡切片常规脱蜡水

化!苏木素液染色!

,f

盐酸乙醇分化!返蓝!乙醇伊红

染色!脱水!透明!中性树胶封片!选择横断心肌的切

片放大
977

倍!显微镜下观察心肌组织病理结构变化

情况"

C8D8F

!
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检测
6"[2$,

和
6I$,

蛋白表

达
!

提取心肌细胞总蛋白!取
9:

(

C

总蛋白行聚丙烯

酰胺凝胶电泳!转膜'封闭!加入
6"[2$,

兔抗人单

克隆抗体%

,g,777

&孵育!洗脱后加入辣根过氧化氢

酶标记的二抗进行孵育!通过化学发光法检测蛋白条

带!充分洗脱后添加显影液孵育!并于暗室中曝光"

同样方法检测心肌细胞
6I$,

蛋白表达"

C8!

!

统计学处理
!

采用
/#//9987

软件对数据进行处

理!计量资料以
G;D

表示!组间比较采用单因素方差分

析!两变量非正态分布数据相关性分析采用
/

P

N1@&1T

秩相关分析!以
#

"
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为差异有统计学意义"

D

!

结
!!

果

D8C

!

术后各组实验动物一般情况观察
!

所有实验动

物术后均很快苏醒!各组均出现心率'呼吸加快!精神

反应差!部分呈嗜睡状态!饮食差!竖毛!腹泻等状态!

少数出现出血或出血倾向"假手术组术后
>0

左右恢

复正常活动'进食'进水"脓毒症组在
9!0

死亡
,

只!

ZT

PP$

组
9!0

死亡
9
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各时间点血清
6$G)2#
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及
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水平
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&
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*

5

&

6$G)2#

%

T

C

*

&5

&

6"[2$,

%

C

*

5

&

假手术组
>9

!

70 =8,9;,89> 78!<;78,9 <8,9;78=> !8=>;78:=

!

<0 .8>!;,8:9 78>%;78,. =8==;78<% :89!;78!%

!

,90 <8:<;,8>< 78!,;78,= <8!:;78<. !8.%;78::

!

9!0 =8<%;,8=. 78!=;78,7 <8%%;78.= :8<>;78:,

脓毒症组
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!与脓毒症组同时间点比较,

O

)

#

"

787,

!与
3?

PP$

组同时间点相比较,

R

)

#

"

787:

!与
3?

PP$

组同时间点相比较,

F

)

#

"

787:

!与脓

毒症组同时间点比较,

N

)

#

"

787,

!与
3?

PP$

组同时间点相比较

D8D

!

各时间点血浆
3M$"2

'

R*T

%

'

6$G)2#

及

6"[2$,

表达水平变化
!

脓毒症组和
ZT

PP$

组
3M$

"2

'

R*T

%

升高!

3?

PP$

组短暂升高后呈下降趋势!

与脓毒症组和
3?

PP$

组相比!

ZT

PP$

组
3M$"2

'

R*T

%

升高明显%

#

"

787:

&"除假手术组外!其余各组
6$

G)2#

均在
<0

内升高!

<0

后开始下降!与
3?

PP$

组相比!

ZT

PP$

组升高明显%

#

"

787:

&"假手术组

6"[2$,

表达水平无明显变化!其余各组
6"[2$,

表达水平均升高!其中
ZT

PP$

组升高最明显!与脓毒

症组和
3?

PP$

组相比!差异有统计学意义%

#

"

787:

&!见表
,

"

D8!

!

64

染色法观察心肌组织结构变化
!

光镜下观

察大鼠心脏的形态学变化)假手术组心肌结构清晰!

胞核完整!心肌纤维排列整齐!横纹清晰!结构正常,

脓毒症组可见心肌细胞水肿显著!核溶解'坏死,

3?

PP

$

组细胞肿胀'心肌纤维排列尚整齐!胞核完整!未见

核溶解'坏死,

ZT

PP$

组可见明显细胞肿胀!心肌纤维

排列紊乱!核溶解坏死"见图
,

"

图
,

!!

64

染色光镜下心肌组织结构变化!

h977

"

D8E

!

aNBQN@T2U?Q

检测心肌细胞
6"[2$,

及
6I$,

蛋白的表达
!

假手术组
6"[2$,

和
6I$,

蛋白的表

达较弱!其余
>

组
6"[2$,

和
6I$,

蛋白均有不同程

度的表达!其中
ZT

PP$

组
6"[2$,

蛋白的表达最显

著!与脓毒症组和
3?

PP$

组相比!差异有统计学意义

%

#

"

787:

&!差异有统计学意义%

#

"

787,

&"

3?

PP$

组
6I$,

蛋白的表达最显著!与脓毒症组和
ZT

PP$

组

相比!差异有统计学意义%

#

"

787:

&!见图
9

"

!!

)

)假手术组,

2

)脓毒症组,

3

)

3?

PP$

组,

]

)

ZT

PP$

组

图
9

!!

心肌细胞
6"[2$,

及
6I$,

蛋白的表达

!

!

讨
!!

论

!!

脓毒症时产生的多种细胞因子!如肿瘤坏死因子
$

"

%

*(G$

"

&'白细胞介素%

+5

&

$,

)

'

+5$<

等!这些炎症因

子可直接或间接损害心肌"这些细胞因子相互作用!

可形成许多正反馈环!导致炎性反应持续加重!不仅

可直接抑制心肌收缩功能!还参与心肌组织结构的破

坏!增加心脏前负荷!破坏心肌钙稳态"

6"[2$,

是

相对于
*(G$

"

'

+5$,

等新的-晚期.炎症因子!是脓毒

症致死效应的关键炎症介质!其表达水平与脓毒症严

重程度及预后高度相关#

,

$

"

6$G)2#

主要存在心肌

细胞胞质中!血液和其他组织中水平极低!因此在诊

断心肌损伤方面具有较高的特异性,有研究显示!当

心肌受损时参与心肌脂肪酸的摄入'运输和代谢的

6$G)2#

会在心肌损伤时穿过细胞膜漏入血液中#

:

$

"

由于其相对分子质量小!在心肌受损情况下!可迅速

穿过细胞膜漏入血管内!这在诊断心肌损伤方面具有

较高的敏感性#

<

$

"本研究通过
35#

方法建立脓毒症

大鼠模型!给予
6I$,

增强剂和抑制剂!检测脓毒症

大鼠血浆中心肌损伤标志物和
6"[2$,

的表达"表

,

可以看出!假手术组各个时间点血浆中
3M$"2

'
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R*T

%

'

6$G)2#

无明显变化!而其余
>

组各指标在实

验
<0

内均有不同程度升高!从一定程度上证实脓毒

症大鼠心肌损伤动物模型造模成功"

6I$,

是一种细胞保护性蛋白!在炎性反应过程

中可以抵抗各种有害刺激导致的机体损伤"目前已

证实!在脓毒症心肌'肝脏'肺部等疾病的靶器官保护

方面发挥重要作用#

=$%

$

"从表
,

可以看出!

ZT

PP$

组

血浆中各心肌损伤标志物
3M$"2

'

R*T

%

'

6$G)2#

均较
3?

PP$

组明显升高!组间比较差异有统计学意

义%

#

"

787,

&"因为
3?

PP$

是
6I$,

增强剂!而
ZT$

PP$

是
6I$,

抑制剂!因此!笔者推测在实验过程中

3?

PP$

通过刺激
6I$,

的生成而发挥脓毒症心肌损

伤的保护作用!这与上述多数研究所述的
6I$,

具有

器官保护功能基本一致"同样!表
,

提示
6"[2$,

因子在
ZT

PP$

组升高最明显!而在
3?

PP$

组的表达

虽有升高!但明显低于
3?

PP$

组!两组比较差异有统

计学意义%

#

"

787,

&"笔者推测在脓毒症心肌损伤动

物模型中!

6I$,

与
6"[2$,

之间可能有某种特定的

关联"

本研究结果表明!假手术组大鼠心脏组织细胞结

构完整!未见明显心肌损伤!

ZT

PP$

组心脏组织细胞

严重破坏!脓毒症组次之!而
3?

PP$

组心肌损伤明显

较
ZT

PP$

组和脓毒症组减轻!从心脏组织病理学角

度证实在脓毒症心肌损伤过程中
6I$,

发挥着心脏

保护作用"

另外!通过
aNBQN@T2U?Q

方法检测损伤心肌

6"[2$,

及
6I$,

的 表 达!从 细 胞 的 角 度 探 讨

6"[2$,

及
6I$,

在脓毒症心肌损伤过程中发挥的

作用以及它们之间可能存在的关系"图
9

结果表明!

假手术组
6"[2$,

和
6I$,

蛋白的表达均较弱!其余

>

组蛋白表达均有不同程度的增加"其中
ZT

PP$

组

6"[2$,

蛋白的表达最显著!而
3?

PP$

组该蛋白表

达最弱!组间比较差异有统计学意义%

#

"

787,

&,

3?

PP$

组
6I$,

蛋白的表达最显著!而
ZT

PP$

组该

蛋白表达最弱!组间比较差异有统计学意义%

#

"

787,

&"

5+

等#

>

$的研究发现在小鼠模型中氢气可以通过

上调
6I$,

的合成抑制
6"[2$,

的表达!改善肺组织

的炎性反应!并改善模型动物的死亡率"

KJ

等#

!

$建

立脓毒症大鼠肠功能损伤模型!给予氢气进行干预!

研究发现!

6

9

对野生型严重脓毒症大鼠肠功能损伤

具有保护作用!其机制是通过调节
6I$,

及
6"[2$,

的释放!减少氧化应激及炎症损伤!增加存活率"

M+"

等#

,7

$的研究也证实在巨噬细胞系
')a9<!8=

细胞中甘草皂苷可以通过上调
67$,

的合成抑制
5#/

诱导的
6"[2$,

的表达"

本研究发现!

6I$,

和
6"[2$,

可能存在特定关

系!即
6I$,

升高
6"[2$,

即下降!而
6I$,

下降!

6"[2$,

即明显升高"因此!笔者推测!

6I$,

可能通

过抑制
6"[2$,

的表达而发挥脓毒症心肌保护作用"
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