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　　［摘要］　目的　观察短效、高选择性β１受体阻滞剂艾司洛尔对脓毒症大鼠心肌细胞凋亡的影响
作用，并探讨可能机制。方法　６３只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠采用随机数字表法分为假手术组（Ｓｈａｍ组），脓毒
症组（ＣＬＰ组）和艾司洛尔组（ＥＳ组），再根据时间点不同随机分为 ６、１２ｈ和 ２４ｈ３个亚组，每亚组
７只。Ｓｈａｍ组仅开腹翻动盲肠，ＣＬＰ和ＥＳ组均采用盲肠结扎穿孔术（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）
建立脓毒症模型后股静脉置管。Ｓｈａｍ、ＣＬＰ组以１ｍＬ／ｈ速度持续泵入０．９％氯化钠溶液６ｈ。ＥＳ组以
１ｍＬ／ｈ速度持续泵入艾司洛尔稀释液［１５ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］，共６ｈ。造模成功后于６、１２ｈ及２４ｈ时间点
处死大鼠，采集并处理标本。ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＴＮＦα和 ＢＮＰ水平。ＷＳＴ１法检测心肌组织 ＳＯＤ活
力。分光光度法检测心肌组织ＭＤＡ含量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂｃｌ２，Ｂａｘ等蛋白的表
达。透射电镜观察心肌线粒体结构损伤情况。结果　与Ｓｈａｍ组各时间点相比，ＣＬＰ、ＥＳ组血清ＴＮＦα、
ＢＮＰ水平升高，心肌ＭＤＡ含量增加，促凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ表达增加（Ｐ＜０．０５）。除ＥＳ２４ｈ组ＢＮＰ
水平较ＣＬＰ２４ｈ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）外，与 ＣＬＰ组各时间点相比，ＥＳ组血清 ＴＮＦα、ＢＮＰ水
平降低，心肌ＭＤＡ含量减少，Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ等促凋亡蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５）。与Ｓｈａｍ组各时间点相
比，ＣＬＰ、ＥＳ组心肌ＳＯＤ含量和抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达均减少（Ｐ＜０．０５）。与 ＣＬＰ组各时间点相比，ＥＳ
组心肌ＳＯＤ含量和抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达均增加（Ｐ＜０．０５）。电镜下，Ｓｈａｍ组各时间点线粒体结构基
本正常。ＣＬＰ组线粒体结构损伤程度最严重，且损伤程度随时间点推移逐渐加重，而ＥＳ组各时间点心
肌线粒体结构损伤均较ＣＬＰ组减轻。结论　艾司洛尔可通过抑制脓毒症大鼠心肌细胞凋亡，在一定程
度上改善心功能。机制可能为艾司洛尔通过抑制凋亡启动因子 ＴＮＦα，调节 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３等凋
亡相关蛋白表达而抑制细胞凋亡过程，同时减轻了既是凋亡伴随过程又是凋亡重要启动因素的氧化应

激反应，保护了凋亡与氧化应激损伤的靶细胞器线粒体结构。
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＴａｌｅｎｔＡｓｓｅｍｂｌｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｌａｎｏｆＳｅｃｏｎｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＬａｎｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＣＹ２０１８ＭＳ０３）．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＭＡＬｉ，Ｅｍａｉｌ：ｍａｌｉ１１０５＠１２６．ｃｏｍ

　　脓毒症是指一系列异常复杂的事件，包括炎症和
抗炎过程、体液和细胞反应以及心脏循环异常（例如

交感神经过度激活）。严重的脓毒症是一种以一个或

多个器官功能障碍（特别是心脏功能障碍）和血流动

力学障碍为特征的复杂综合征。脓毒症诱导的心功能

障碍（ｓｅｐｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＳＩＭＤ）主
要是指左心室收缩力下降，严重脓毒症会导致持续性

血管麻痹和高死亡率［１］。交感神经系统（ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ
ｎｅｒｖｅｓｙｓｔｅｍ，ＳＮＳ）在这一初始级联中起重要作用，使
宿主对入侵病原体做出反应。然而，在脓毒症患者中，

不受调节的交感神经张力会对机体造成损害，这激发

了人们对交感神经张力选择性抑制的研究。几十年来

感染性休克治疗的基石是儿茶酚胺的补充，从而潜在

地进一步延续这种交感神经失调，脓毒性超肾上腺素

能驱动导致持续性心动过速，心肌氧供需失衡，心脏舒

张期明显缩短，造成心肌缺血损伤，组织灌注不足。目

前，最有力的临床证据是在败血性休克患者中使用

β１受体阻滞剂艾司洛尔治疗继发于儿茶酚胺的持续
性心动过速［２］。脓毒症时大量儿茶酚胺可以介导包

括高分解代谢状态、炎症反应、氧化应激、钙离子超载

等在内的心肌细胞毒性作用，进而导致心肌细胞损伤、

凋亡甚至坏死［３］。心肌细胞内含有非常丰富的线粒

体，线粒体在体内的主要作用包括通过氧化磷酸化为

细胞提供ＡＴＰ，调节Ｃａ２＋平衡，维持细胞氧化还原平衡
以及介导细胞凋亡等作用。细胞凋亡的主要途径包括

由ＴＮＦα等介导的死亡受体途径（外源性途径）、Ｂｃｌ２
家族介导参与的线粒体途径（内源性途径）及内质网

途径［４－５］。而无论是哪一种凋亡途径，最终汇聚于

Ｃａｓｐａｓｅ３执行凋亡，Ｃａｓｐａｓｅ３在整个细胞凋亡过程中
处于核心地位［６］。经外源性途径激活的 Ｃａｓｐａｓｅ８通
过Ｂｃｌ家族调节型蛋白 Ｂｉｄ，激活促凋亡蛋白 Ｂａｘ，Ｂａｘ
易位至线粒体外膜，形成ＢａｘＢａｘ同源二聚体，或通过
在线粒体外膜打孔，或通过介导线粒体通透性转换孔

（ｍＰＴＰ）的开放，增加线粒体膜通透性，介导了线粒体
释放细胞色素 Ｃ（ＣｙｔＣ），ＣｙｔＣ激活下游 Ｃａｓｐａｓｅ９，
最终由Ｃａｓｐａｓｅ３执行凋亡，这是细胞凋亡的经典线粒
体途径［７］，而 Ｂｃｌ２通过与 Ｂａｘ形成异源二聚体则抑
制细胞凋亡。Ｂｃｌ２／Ｂａｘ为细胞凋亡的线粒体途径主
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要的调控介导者。外源性途径的凋亡信号往往经线粒

体通过内源性途径不断扩大，发生细胞凋亡级联反应，

诱导心功能障碍。线粒体通透性改变后，活性氧家族

（ＲＯＳ）不仅仅是细胞凋亡伴随过程的产物，同时也是
调控细胞凋亡的重要物质，ＲＯＳ可通过对 Ｂａｘ等促凋
亡蛋白激活造成线粒体通透性转换孔（ｍＰＴＰ）的开
放，也可直接攻击线粒体膜，通过脂质过氧化反应造成

损伤，激活下游 Ｃａｓｐａｓｅ途径，导致细胞凋亡。ＲＯＳ
ｍＰＴＰＲＯＳ环的形成，使细胞凋亡处于恶性循环［８］。

丙二醛（ＭＤＡ）与超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）则分别作为
生物膜受 ＲＯＳ氧化攻击程度、机体清除 ＲＯＳ抗氧化
能力的典型代表［９］。艾司洛尔是一种超短效高选择

性β１受体阻滞剂，具有起效快、代谢快的特点。因为
其选择性较强，越来越多的基础及临床研究证实艾司

洛尔可保护脓毒症心肌细胞功能，改善脓毒症心功能

障碍，其机制可能与改善高分解代谢状态、降低氧耗、

调节炎症、免疫反应、改善 β肾上腺素能受体敏感性、
抑制细胞凋亡等方面相关［１０－１１］。关于其抑制心肌细

胞凋亡的研究依然较少，本研究通过对脓毒症大鼠应

用艾司洛尔，观察其对脓毒症心肌细胞凋亡的影响及

可能的作用机制，为未来临床治疗脓毒症提供更为广

阔的思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物和分组
　　６３只清洁等级的雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自兰州大学
医学院实验动物中心，体质量２５０～３００ｇ。实验室自
由进食，实验前在室温下适应性喂养１周。实验前１ｄ
将大鼠禁食，但不禁水。根据随机数字表法将所有大

鼠分为３组：假手术组（Ｓｈａｍ组），脓毒症组（ＣＬＰ组）
和艾司洛尔组（ＥＳ组）（ｎ＝２１）。根据时间点，每组２１
只大鼠３再分为６、１２、２４ｈ三个亚组，每组７只。从
每个亚组中选择１只大鼠制作心肌电子显微镜标本，
并在透射电子显微镜下观察心肌线粒体损伤。

１．２　主要试剂与设备
　　分别有：ＴＮＦα、ＢＮＰＥＬＩＳＡ试剂盒（上海酶联生
物科技有限公司）；ＳＯＤ、ＭＤＡ检测试剂盒（南京建成
生物工程研究所）；兔抗鼠多克隆抗体Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ（ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ，Ｉｎｃ）；兔抗鼠 βａｃｔｉｎ多克隆抗
体（北京奥博森生物技术有限公司）；盐酸艾司洛尔注

射液１０ｍＬ∶０．１ｇ（齐鲁制药有限公司）；ＲＩＰＡ裂解液、
ＰＭＳＦ、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（北京酷来搏科技有
限公司）；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、辣根过氧化物酶标记的山
羊抗兔ＩｇＧ（北京中杉金桥生物技术有限公司）；ＰＶＤＦ
膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；超敏 ＥＣＬ化学发光试剂盒 （新赛美生

物科技有限公司）；戊二醛固定液（美国 ＳｐｉＣｈｅｍＥＭ
级别）；磷酸氢二钠（中国国药试剂 ＡＲ级别）；无水乙
醇（中国国药试剂 ＡＲ级别）；环氧丙烷（中国国药试
剂 ＡＲ级别）；８１２树脂套装（美国 ＳｐｉＣｈｅｍ）；酶标仪
（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ）；微量蛋白电泳电转系统 ＥＰＳ３００
（Ｔａｎｏｎ）；透射电子显微镜 ＪＥＭ１２３０（日本 ＪＥＯＬ公
司）；超薄切片机ＬｅｉｃａＥＭＵＣ６（德国莱卡 切片厚度：
７０ｎｍ）。
　　严格按照试剂说明制备实验过程所需的试剂。制
备成功后，按照说明储存或者现配现用。

１．３　盲肠结扎穿孔术（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，
ＣＬＰ）建立大鼠脓毒症模型

　　实验用大鼠术前停止喂食１２ｈ，不禁水。手术器
械消毒备用，称取体质量后 ２．５％水合氯醛腹腔注射
麻醉，麻妥，仰卧位固定四肢于手术台，腹部备皮、碘附

常规消毒、铺巾，于腹正中线做一纵向切口，长约

２ｃｍ，钝性分离筋膜，逐层开腹，寻找盲肠，仔细游离盲
肠及盲肠系膜血管，缝合线结扎盲肠根部中外１／３处，
２０ｍＬ无菌注射器针头反复贯穿盲肠末端２次（注意
避免损伤盲肠血管），轻轻挤出部分肠内容物避免损

伤盲肠，并与盲肠一并还纳回腹腔，逐层关腹，消毒切

口，缝合。各组大鼠术后均腹腔注射 ０．９％氯化钠溶
液（２０ｍＬ／ｋｇ）抗休克。ＣＬＰ、ＥＳ组均采用上述方法制
备脓毒症模型，Ｓｈａｍ组仅开腹后翻动盲肠，后缝合
关腹［１２］。

１．４　脓毒症大鼠模型评估及血流动力学监测
　　造模完成后，观察大鼠一般情况，如逐渐出现精
神、活动差、寒战、竖毛、蜷缩、眼角分泌物增多等反应

提示造模成功。将ＣＬＰ大鼠固定于操作台，正确连接
肢体导联，启动生物机能测定生理信号采集处理系统

后监测大鼠心率，会出现心率增快，当心率大于基础心

率２个标准差时证明造模成功。同时术后开腹后可见
肠管肿胀、发黑、出血、粘连，腹腔有血性恶臭味渗出

液，也提示造模成功。

１．５　显微镜下股静脉置管及用药
　　右侧股静脉置管术：ＣＬＰ造模成功后，麻妥大鼠，
固定，于右侧腹股沟区触摸股动脉搏动，确定位置后，

备皮、消毒、铺巾，沿动脉走向做一长约１ｃｍ切口，钝
性分离周围肌肉、筋膜组织，充分暴露股动、静脉。于

小动物手术操作显微镜下轻柔缓慢地分离股动、静脉，

用静脉夹夹闭股静脉近心端，细线结扎股静脉远心端，

眼科剪做一“Ｖ”形切口，导管预充肝素钠生理盐水
（２５Ｕ／ｍＬ）后，于显微镜下经“Ｖ”型切口缓慢送入股
静脉内，打开静脉夹，回抽注射器有回血后继续将导管

向内送入一部分，置管成功后结扎固定导管，后缓慢静
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脉注射０．５ｍＬ肝素钠生理盐水。切口做简单缝合，生
理盐水湿润纱布覆盖手术切口。置管完成后，即Ｓｈａｍ
组及ＣＬＰ组以１ｍＬ／ｈ速度微量泵持续泵入０．９％氯
化钠溶液，持续６ｈ。ＥＳ组以１ｍＬ／ｈ速度持续泵入艾
司洛尔稀释溶液［１５ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］，共计６ｈ。泵药结
束后，结扎血管、拔出导管，缝合切口，于各时间点处死

大鼠，留取血浆、组织标本。

１．６　标本采集与检测
１．６．１　采集标本　　各亚组大鼠分别于对应时间点
处死，迅速剪开胸骨，钝性分离，充分暴露心脏，一次性

采血针直视快速取血约 ４ｍＬ，静置 ４０ｍｉｎ，离心机
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，标记后分装保存
于－８０℃冰箱。迅速摘取心脏，生理盐水反复冲洗，冲
洗无血色后滤纸吸干水分，迅速分装保存于－８０℃冰
箱。手术剪、弯盘、２．５％戊二醛４℃预冷，每亚组随机
抽取１只大鼠，预冷的剪刀沿左室长轴剪开心肌，迅速
于冰上取一小块的心尖组织，放入盛有预冷 ２．５％戊
二醛的弯盘中，将组织修剪为体积约为１ｍｍ３的正方
体形状，分装入盛有预冷 ２．５％戊二醛的冻存管中，
４℃冰箱保存，以备透射电镜观察用［１３］。

１．６．２　采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）法检测 ＴＮＦα、
ＢＮＰ水平　　取出冻存血清，室温融化，严格按照检
测试剂盒说明书操作：加样本及试剂、孵育、洗板、显

色、终止。酶标仪于４５０ｎｍ处测光密度值Ｄ（４５０），绘
制标准曲线，根据标准曲线公式求样品实际浓度。

ＢＮＰ浓度用同样方法测定。
１．６．３　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的蛋白水平　　先采用ＢＣＡ法检测心肌组
织总蛋白含量，绘制出标准曲线，根据标准曲线计算出

心肌组织蛋白含量。具体操作严格按照试剂说明书进

行。在样品中加入上样缓冲液，混匀，沸水煮５ｍｉｎ使
蛋白变性，冷却后５０μＬ／管－８０℃冻存。安装好玻璃
板，分别配制分离胶、浓缩胶，灌胶、加电泳液。按照每

孔总蛋白５０μｇ上样量上样，浓缩胶８０Ｖ电压、分离
胶１３０Ｖ电压下分别电泳 ３０、９０ｍｉｎ。电泳后 ＰＶＤＦ
膜湿转法转膜，后 ５％脱脂奶粉封闭 １ｈ、ＴＢＳＴ洗涤
３次，加入稀释后的一抗，４℃封闭过夜，过夜后 ＴＢＳＴ
洗涤３次，加入辣根过氧化物酶标记的二抗，常温孵育
２ｈ，洗涤同上。ＥＣＬ发光法凝胶成像仪曝光成像显示
电泳条带，计算机保存图像，ＩｍａｇｅＪ软件测定图像灰度
值，目的蛋白与内参灰度值比值即为蛋白相对含量。

１．６．４　ＷＳＴ１法、分光光度法分别测ＭＤＡ含量、ＳＯＤ
活力　　ＢＣＡ法检测心肌组织蛋白含量后严格按照
试剂说明书操作，根据说明书公式分别计算 ＭＤＡ含
量、ＳＯＤ活力。

１．６．５　透射电镜观察　　取材后依次经过漂洗、固
定、清洗、脱水、包埋、聚合、切片等过程，染色后透射电

镜下观察并拍片。

１．７　统计学分析
　　数据分析采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件，计量资料
采用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析，计算
Ｐ值，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　血清ＴＮＦα、ＢＮＰ水平
　　术后６、１２、２４ｈ，ＣＬＰ与ＥＳ组血清 ＴＮＦɑ水平与
Ｓｈａｍ组相比明显升高（Ｐ＜０．０５）；术后６、１２、２４ｈ，ＥＳ
组血清 ＴＮＦɑ水平与 ＣＬＰ组相比明显降低（Ｐ＜
０．０５）。术后６、１２、２４ｈ，ＣＬＰ与 ＥＳ组血清 ＢＮＰ水平
与Ｓｈａｍ组相比明显升高（Ｐ＜０．０５），术后 ６、１２ｈ，ＥＳ
组血清ＢＮＰ水平与 ＣＬＰ组相比明显降低（Ｐ＜０．０５）。
术后２４ｈ，ＥＳ组血清 ＢＮＰ水平较 ＣＬＰ组差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。

表１　各组大鼠血浆 ＴＮＦα、ＢＮＰ水平（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＮＦα／ｐｇ·ｍＬ－１ ＢＮＰ／ｐｇ·ｍＬ－１

Ｓｈａｍ组 ６

　６ｈ １６６．４４±１０．０５ １０３．４６±２１．４３

　１２ｈ １６５．１９±６．８７ １０１．４６±１４．９４

　２４ｈ １７４．８５±２．４６ １０４．９０±２０．４５

ＣＬＰ ６

　６ｈ ２０６．７８±４．６２ａ １３３．６７±２５．６８ａ

　１２ｈ ２３２．４２±８．０３ａ １７６．９８±３２．５８ａ

　２４ｈ ２５８．５５±４．７２ａ １９９．０６±２２．１２ａ

ＥＳ ６

　６ｈ １８５．８９±３．７１ａｂ ９８．４５±１２．４５ａｂ

　１２ｈ ２１４．６±５．２４ａｂ １６０．８３±２１．１９ａｂ

　２４ｈ ２３５．３±４．６５ａｂ １９８．００±２１．６０ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组同时间点比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＬＰ组
同时间点比较

２．２　心肌组织氧化应激结果
　　心肌ＳＯＤ活力：术后６、１２、２４ｈ，ＣＬＰ与 ＥＳ组心
肌ＳＯＤ活力与Ｓｈａｍ组相比明显降低（Ｐ＜０．０５）；术后
６、１２、２４ｈ，ＥＳ组心肌ＳＯＤ活力与 ＣＬＰ组相比明显升
高（Ｐ＜０．０５）。心肌 ＭＤＡ含量：术后６、１２、２４ｈ，ＣＬＰ
与ＥＳ组心肌ＭＤＡ含量与 Ｓｈａｍ组相比明显升高（Ｐ＜
０．０５）；术后 ６、１２、２４ｈ，ＥＳ组心肌 ＭＤＡ含量与 ＣＬＰ
组相比明显降低（Ｐ＜０．０５，表２）。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织凋亡相关蛋白表达水

平变化

　　术后６、１２、２４ｈ，ＣＬＰ组与 ＥＳ组心肌促凋亡蛋白
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Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ表达与 Ｓｈａｍ组相比显著增加（Ｐ＜
０．０５），术后６、１２、２４ｈ，ＥＳ组心肌促凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｂａｘ表达与ＣＬＰ组相比显著减少（Ｐ＜０．０５）。术后６、
１２、２４ｈ，ＣＬＰ组与ＥＳ组心肌抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达与
Ｓｈａｍ组相比显著降低（Ｐ＜０．０５），术后６、１２、２４ｈ，ＥＳ
组心肌抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２蛋白表达与ＣＬＰ组相比显著
增加（Ｐ＜０．０５，图１－４）。

表２　各组大鼠心肌组织ＳＯＤ、ＭＤＡ水平（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＳＯＤ／Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１ ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１

Ｓｈａｍ组 ６

　６ｈ １８０．１２±２１．００ ０．８７±０．２９

　１２ｈ １８０．９２±１５．１２ ０．９０±０．５９

　２４ｈ １８１．４９±１９．６６ ０．９５±０．０４

ＣＬＰ ６

　６ｈ １７４．８８±１５．３２ａ ０．９６±０．５０ａ

　１２ｈ １６８．１１±１２．５９ａ １．１５±０．５３ａ

　２４ｈ １５８．１２±１０．１９ａ １．４６±０．１１ａ

ＥＳ ６

　６ｈ １７９．０５±１２．１４ａｂ ０．９０±０．２９ａｂ

　１２ｈ １７６．５３±１１．１４ａｂ １．０６±０．３７ａｂ

　２４ｈ １６６．３９±１０．４９ａｂ １．２８±０．０４ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组同时间点比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＬＰ组
同时间点比较
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图２　６ｈ亚组大鼠心肌Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白
相对表达水平
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图３　１２ｈ亚组大鼠心肌Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白
相对表达水平
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图４　２４ｈ亚组大鼠心肌Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白
相对表达水平

２．４　电镜观察
　　Ｓｈａｍ组各亚组肌原纤维排列紧密，缝隙小，线粒
体数量丰富，脊线完好无损，没有肿胀和空泡变等损

害。ＥＳ组中，６ｈ：肌原纤维密集，线粒体丰富，脊基本
完整，无明显肿胀或破裂。１２ｈ：肌原纤维排列松散，
线粒体数量丰富，一些线粒体略有肿胀，脊显示不清，

少数线粒体破裂。２４ｈ：线粒体数量减少，肌原纤维排
列疏松，部分线粒体肿胀、结构损伤，少数破裂。部分

内质网囊泡化扩张。ＣＬＰ组中，６ｈ：肌原纤维排列疏
松，少数线粒体轻度肿胀，组织间隙大，内质网扩张。

１２ｈ：肌原纤维排列疏松，部分肌原纤维结构消失，线
粒体数量减少，一些脊不清晰，细胞中出现较大的髓样

小体，肌浆网扩张。２４ｈ：线粒体严重肿胀、空泡化、破
碎，肌浆网囊泡化扩张，细胞内形成较多嗜锇性髓样小

体。依照透射电镜结果，脓毒症组大鼠心肌肌原纤维、

线粒体损伤严重，且随时间点增加，损伤程度也加重，

艾司洛尔组肌原纤维、线粒体损伤较脓毒症组减轻。

见图５。
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图５　电镜观察各组大鼠心肌线粒体变化　（标尺：２μｍ）

３　讨论

　　脓毒症的源头是感染，各种病原体的侵入导致机
体全身性炎症反应综合征［１４］。细菌、病毒及真菌等微

生物感染人体后，大量产生的内外毒素与刺激机体产

生的ＴＮＦα、ＩＬ６等炎症介质相互作用，诱发全身炎
症反应综合征，机体出现代谢障碍、微循环损伤、免疫

障碍等一系列病理生理学变化，最终诱导脓毒症性休

克和或多器官功能障碍［１５－１６］。越来越多研究报道心

肌细胞凋亡在脓毒症发病过程中可能起重要作用，细

胞凋亡数量减少，心肌细胞凋亡会导致脓毒性心功能

不全［１７］。细胞凋亡又称细胞程序性死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ），目前认为细胞凋亡信号传导通路主
要包括３种：内源性途径（线粒体凋亡途径）、外源性
途径（死亡受体凋亡途径）以及内质网途径。心肌细

胞表面存在有 ＴＮＦＲ１、ＴＮＦＲ２两种肿瘤坏死因子特
异性受体［１８］，ＴＮＦα通过与受体结合进一步发挥其诱
导凋亡、抑制心肌收缩、诱导心功能障碍的作用。

ＴＮＦα抑制心肌收缩机制与心肌细凋亡密切相关，
ＴＮＦα与ＴＮＦＲ１受体结合，后诱导受体激活，经接头
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蛋白ＴＲＡＤＤ（ＴＮＦ受体相关死亡结构域蛋白）发出信
号，募集、激活 Ｃａｓｐａｓｅ家族中凋亡的启动分子
Ｃａｓｐａｓｅ８，作为Ｃａｓｐａｓｅ家族中凋亡的启动分子，ｐｒｏ
ｃａｓｐａｓｅ８先进行前体自我激活，再切割、活化下游效
应分子Ｃａｓｐａｓｅ３，随后活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３切割底物，诱
导凋亡［１９］。

　　线粒体才是凋亡信号扩大级联反应的核心场
所［２０］，死亡受体诱导的外源性途径凋亡信号相对较

弱，往往通过线粒体参与的内源性凋亡途径的放大效

应来实现。线粒体介导的内源性凋亡途径主要是由

Ｂｃｌ２家族调控 ｍＰＴＰ实现的，接收到凋亡信号后，诱
导凋亡蛋白Ｂａｘ由细胞质易位至线粒体外膜，通过在
线粒体外膜打孔或介导 ｍＰＴＰ的开放等一系列机制，
增加线粒体膜通透性，Ｂｃｌ２家族对 ｍＰＴＰ开放的调控
机制最终使 Ｃａｓｐａｓｅ９介导的内源性途径也通过
Ｃａｓｐａｓｅ３，切割底物，导致细胞凋亡［６］。而抗凋亡蛋

白Ｂｃｌ２则抑制 ｍＰＴＰ的开放，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表达在内
源性凋亡途径中起决定性作用。研究表明，脓毒症心

功能障碍时Ｃａｓｐａｓｅ３被激活、Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值升高、心
肌细胞凋亡指数进行性增加［２１］。ＴＮＦα还可直接通
过膜受体介导的信号转导途径生成神经酰胺，而神经

酰胺可促进线粒体 ｍＰＴＰ的开放，诱发凋亡。在这项
研究中，我们发现 ＣＬＰ组大鼠的 ＴＮＦα水平升高、促
凋亡蛋白Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３表达增加，且随着时间的推移
也在逐渐增加，抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达随时间推移逐
渐减少。Ｓｈａｍ组大鼠 ＴＮＦα水平、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３等
水平最低，Ｂｃｌ２表达最高。通过应用艾司洛尔后，上
述因子均较脓毒症组大鼠明显下降。这表明脓毒症时

心肌细胞发生了凋亡，艾司洛尔可能通过抑制凋亡诱

导因子ＴＮＦα、调节凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２／Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ
３的表达起到抑制心肌细胞凋亡的作用。
　　线粒体不仅是氧化产物产生的场所，也是氧化损
伤的靶细胞器，氧化应激反应不仅是线粒体凋亡途径

的重要过程，也是诱发线粒体凋亡途径的重要原因。

内源性途径介导的ｍＰＴＰ异常开放，还会导致 ＲＯＳ的
大量产生。研究显示［２２］脓毒症早期线粒体出现氧化／
亚硝化应激，大量 ＲＯＳ、ＲＮＳ的产生与释放造成线粒
体损害。大量ＲＯＳ、无机磷酸盐、ＲＮＳ可能导致 ｍＰＴＰ
上结构蛋白构象改变，ｍＰＴＰ病理性开放，线粒体通透
性增加，激活线粒体下游途径，也可导致心肌细胞凋

亡［２３］。所以ＲＯＳ的产生并非仅仅是线粒体凋亡途径

的产物，同时也是介导参与、持续扩大线粒体凋亡途径

的重要参与者。ＲＯＳｍＰＴＰＲＯＳ环的形成，使得细胞
凋亡处于恶性循环过程。大量 ＲＯＳ的生成通过脂质
过氧化反应形成脂质过氧化物，从而破坏包括线粒体

膜在内的生物膜的结构与功能，ＭＤＡ便是 ＲＯＳ氧化
产物中的典型代表。抗氧化酶 ＳＯＤ可将 Ｏ－２转化为

Ｈ２Ｏ２以清除体内氧自由基，发挥其抗氧化作用
［２４－２５］。

ＭＤＡ与ＳＯＤ为机体氧化／抗氧化平衡能力的典型指
标［２６］。脓毒症时细胞氧化与抗氧化失衡，ＳＯＤ的活性
则明显降低，而ＲＯＳ和ＭＤＡ大量生成，引起细胞氧化
损伤、导致凋亡发生［２７］。我们比较了各组大鼠心肌氧

化应激因子的水平，ＣＬＰ组心肌组织ＳＯＤ活力明显降
低，ＭＤＡ水平明显升高，且随着时间的推移逐渐上升，
２４ｈ组最高。应用艾司洛尔后大鼠心肌 ＳＯＤ活力增
加、ＭＤＡ水平降低，这表明艾司洛尔通过抑制细胞凋
亡途径，不仅提高了脓毒症时心肌细胞清除ＲＯＳ的能
力，而且还降低了氧化产物 ＭＤＡ的生成。而氧化应
激反应作为线粒体凋亡途径的又一重要因素，艾司洛

尔也可能通过抑制氧化应激反应起到抑制心肌细胞凋

亡的作用。

　　线粒体结构完整性的破坏是细胞凋亡与氧化应激
发生的必要前提，同时也是凋亡与氧化应激主要损伤

的靶细胞器。本研究线粒体透射电镜结果显示 Ｓｈａｍ
组大鼠心肌线粒体结构基本正常，ＣＬＰ组大鼠心肌细
胞线粒体损伤严重，且随时间推移损伤逐渐加重，而应

用艾司洛尔后各组线粒体的损伤均较 ＣＬＰ轻，说明艾
司洛尔具有保护脓毒症大鼠心肌线粒体结构的作用。

　　ＢＮＰ目前是临床上评判心力衰竭的重要指标，在
脓毒症诱导的心功能障碍中ＢＮＰ经常作为心衰程度、
预后的一个重要指标。正常人心房细胞会产生、分泌

ＢＮＰ，并存储于心肌细胞内［２８］。当心功能障碍时心室

容量负荷、压力负荷增加，心壁受到牵拉，左室功能障

碍，心室会分泌产生ＢＮＰ［２９］。心肌细胞作为不可再生
细胞，脓毒症时出现的心肌细胞凋亡会导致心肌收缩

抑制及心功能不全，导致 ＢＮＰ水平的升高［３０］。而线

粒体作为心肌细胞的能量泵，结构破坏后的氧化磷酸

化解耦联亦会导致心肌细胞能量供应不足而诱发心功

能障碍。在这项研究中，我们发现脓毒症组大鼠的

ＢＮＰ水平最高，且随着时间的推移也在逐渐上升。而
Ｓｈａｍ组大鼠 ＢＮＰ水平最低。通过应用艾司洛尔后，
ＢＮＰ的水平较脓毒症组明显下降。但是术后 ＥＳ２４ｈ

８９２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



组ＢＮＰ水平较ＣＬＰ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
该研究为急性动物实验，只造模初期抗休克，后期未进

行液体复苏，且艾司洛尔只用药６ｈ即停止，这可能是
２４ｈ艾司洛尔组与ＣＬＰ组大鼠 ＢＮＰ水平无统计学差
异的原因。因此在脓毒症的治疗中强调液体复苏保障

血容量前提下进行选择性 β受体阻滞治疗，同时脓毒
症应当遵循指南进行综合治疗。

　　脓毒症时 ＴＮＦα为主要的细胞凋亡诱导因子，
Ｂａｘ／Ｂｃｌ２及Ｃａｓｐａｓｅ３等则是细胞凋亡过程中至关重
要的凋亡相关蛋白，氧化应激反应及线粒体结构的破

坏贯穿于整个细胞凋亡过程中，上述各个因子并非相

互独立的，而是互为因果、相互影响、相互促进，最终诱

导脓毒症心功能障碍。既往鲜有研究者针对艾司洛尔

对脓毒症心肌细胞凋亡影响的研究，而本次研究多层

次多角度的从氧化应激反应、细胞凋亡、线粒体结构保

护及心功能改变等多个方面选取经典的指标，相互佐

证、互相验证，初步探讨了艾司洛尔对脓毒症心肌细胞

凋亡的抑制作用，为未来临床应用艾司洛尔提供了更

广阔的思路。但本研究依然有不足的地方，目前多数

文献表明无论是动物实验还是临床研究，β受体阻滞
治疗究竟对心血管系统具有积极作用还是有害作用还

是不明了的。在本实验中艾司洛尔用药剂量单一，干

预时机及干预持续时间单一。艾司洛尔在脓毒症中的

研究，应进一步对比艾司洛尔的最佳剂量、干预时机、

干预持续时间，除了需要更多更深入的基础研究，同时

也需要进行大规模的、多中心、随机对照临床试验，关

于其在改善左室功能的同时是否会对右室产生一些有

害或者有利的影响，也需我们进一步关注。
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