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　　［摘要］　目的　探讨脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激下小鼠骨骼肌肌管中肌肉萎缩和
ＧＳＤＭＤ介导的细胞焦亡发生情况，以期为进一步阐明 ＩＣＵ获得性衰弱（ＩＣＵａｃｑｕｉｒｅｄｗｅａｋｎｅｓｓ，
ＩＣＵＡＷ）的发病机制提供线索。方法　将Ｃ２Ｃ１２小鼠骨骼肌成肌细胞诱导分化形成肌管。分别设置：
Ｃｏｎｔｒｏｌ组，加无菌ＰＢＳ溶液；ＬＰＳ组，ＬＰＳ处理浓度梯度为１、１０、１００

!

ｇ／ｍＬ；ＬＰＳ＋ＡＴＰ组，以 ＬＰＳ组相
同浓度梯度干预肌管后均添加ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）。并分别在ＬＰＳ干预６ｈ和１２ｈ这两个时间点检测肌
管内外发生的变化。光镜下观察肌管形态学变化，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组肌管中肌管形成标志蛋
白ＭＨＣ、Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、ＨＤＡＣ１和细胞焦亡标志蛋白ＧＳＤＭＤ的表达，采用荧光定量ＰＣＲ检测各组肌管中萎
缩基因Ａｔｒｏｇｉｎ１、ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ和细胞焦亡相关炎性因子 ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达，采用 ＥＬＩＳＡ检测肌管培
养上清ＩＬ１８浓度。结果　①光镜可见分化第 ５天肌管形成。②ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示：ＬＰＳ干预
１２ｈ后 ＬＰＳ／ＬＰＳ＋ＡＴＰ各组肌管中萎缩基因Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ的表达均显著上调（Ｐ＜０．０５），
与细胞焦亡相关的炎性因子ＩＬ１８ｍＲＮＡ在肌管中的表达趋势相同（Ｐ＜０．０５）。③ＥＬＩＳＡ检测结果显
示：ＬＰＳ干预１２ｈ后各组肌管培养液上清中ＩＬ１８浓度显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。④Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检
测结果显示：各组干预的肌管中肌管形成标志蛋白 ＭＨＣ、Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、ＨＤＡＣ１均能稳定表达；ＬＰＳ／ＬＰＳ＋
ＡＴＰ处理后肌管ＧＳＤＭＤ蛋白表达量较对照组显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　在 ＬＰＳ刺激下小鼠骨骼肌
肌管中可发生细胞焦亡，并与肌管萎缩相关。
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　　随着医疗水平的不断发展和进步，ＩＣＵ危重症患
者的早期救治成功率得到了显著提高，病死率明显下

降。但危重症患者在疾病中后期的致残率和致死率并

未进一步得到改善，这与多数危重症患者在中后期并

发ＩＣＵ获得性衰弱（ＩＣＵａｃｑｕｉｒｅｄｗｅａｋｎｅｓｓ，ＩＣＵＡＷ）
有关［１］。ＩＣＵＡＷ是指危重症特别是严重创伤患者在
疾病进程中出现的以神经肌肉功能障碍为病理基础、

以全身疲乏无力为临床表现的综合征［２］。同时大量

研究表明，在导致ＩＣＵＡＷ发展的众多危险因素中，脓
毒症对ＩＣＵＡＷ的发生和发展起着关键作用［３］。无论

患者是否被临床诊断为脓毒症，与脓毒症相同的生物

学特征都能预测 ＩＣＵＡＷ［４］。故目前针对 ＩＣＵＡＷ发
病机制的探索常常以脓毒症引发的肌肉萎缩为切入点

进行研究。

　　细胞焦亡（ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ）是一种新型的程序化细胞
死亡方式［５］。最初，ＺＹＣＨＬＩＮＳＫＹ等［６］报道在已感染

的巨噬细胞中首先观察到细胞焦亡，并因它有某些相

似特征而将其称为细胞凋亡。后来进一步研究发现，

它其实并不不同于细胞凋亡。直到２００１年才正式将
ｃａｓｐａｓｅ１依赖性细胞死亡命名为“细胞焦亡”［７］。细
胞焦亡又被称为细胞炎性坏死，是一种由病原体感染

或其他危险信号触发的、与炎症反应相关的新型程序

化细胞死亡方式，其主要特征是细胞的肿胀、裂解导致

胞质内容物释放。适当的细胞焦亡在宿主抵御外来病

原微生物感染时有重要作用，它可保护宿主免受入侵

致病菌及微生物的感染。然而，细胞焦亡过度激活也

会引起脓毒症和脓毒性休克［８］。我国邵峰院士及其

团队在２０１５年首次提出：ＧＳＤＭＤ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ）蛋白

是细胞焦亡机制中的关键执行者［９］。他们通过研究

证实：脂多糖（ＬＰＳ）直接刺激激活非经典细胞焦亡途
径或三磷酸腺苷（ＡＴＰ）等物质作用各种炎性小体后激
活的经典细胞焦亡途径均能使下游特定的 Ｃａｓｐａｓｅ活
化，其中 Ｃａｓｐａｓｅ１的激活不仅能切割 ＩＬ１β和 ＩＬ１８
前体，使其转变为成熟的 ＩＬ１β、ＩＬ１８释放到胞外，而
且能诱导 ＧＳＤＭＤ 分解形成 ＧＳＤＭＤ 氨基末端
（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤＮＴ）转移到细胞膜上形成有活性的孔
隙，该孔隙一方面允许成熟的 ＩＬ１β和 ＩＬ１８释放，另
一方面使得水分子等物质进入细胞内而引起细胞的肿

胀裂解，最终导致细胞死亡。越来越多的研究表明

ＧＳＤＭＤ参与诸多炎症反应性疾病的发生、发展［１０］，然

而，目前ＧＳＤＭＤ介导的细胞焦亡在 ＩＣＵＡＷ中的作
用机制尚不清楚。

　　目前研究认为，ＩＣＵＡＷ病理生理机制可能包
括［１１］：①炎性细胞因子分泌增加、细胞缺血缺氧；②线
粒体功能障碍引起氧化应激增强；③横纹肌细胞钙离
子稳态失衡引起兴奋收缩偶联改变等。但目前 ＩＣＵ
获得性衰弱的发病机制在国际上尚未被明确定义，故

在临床工作中尚缺乏针对性的治疗和预防措施［１］。

我们前期通过盲肠结扎穿孔手术模拟脓毒症相关危重

症肌病模型，发现与假手术组相比，手术组骨骼肌肌纤

维横截面积显著减小，骨骼肌组织中萎缩基因的表达

水平明显增加，说明大鼠脓毒症相关危重症肌病模型

建立成功。通过检测其骨骼肌组织中 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１８、ＩＬ１βｍＲＮＡ及蛋白的表达，发现手
术组的含量显著高于假手术组。由此推测，ＮＬＲＰ３炎
性小体及其下游细胞焦亡相关炎症因子可能参与危重

７８４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１５）



症肌病的发生。而 ＮＬＲＰ３炎性小体下游 ＧＳＤＭＤ蛋
白介导的细胞焦亡如何导致脓毒症相关危重症肌病的

发生发展还需进一步探索。基于此，本研究旨在探讨

炎症刺激下骨骼肌肌管中肌肉萎缩和 ＧＳＤＭＤ介导的
细胞焦亡发生情况，以期为进一步阐明 ＩＣＵＡＷ的发
病机制提供线索。

１　材料与方法

１．１　材料（实验对象、主要试剂和仪器）
　　Ｃ２Ｃ１２小鼠骨骼肌细胞系购自美国 ＡＴＣＣ细胞
库，ＤＭＥＭ（高糖）培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、供体马血
清、青霉素链霉素溶液和磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自美
国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，细胞培养瓶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，
脂多糖（ＬＰＳ，Ｌ２８８０）和腺苷三磷酸二钠盐水合物
（ＡＴＰ，Ａ７６９９）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＲＩＰＡ裂解液和
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自中国碧云天生物技术研究
所，ＭＨＣ、Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、ＨＤＡＣ１、ＧＳＤＭＤ和 βａｃｔｉｎ一抗购
自美国 Ａｂｃａｍ公司，辣根过氧化物酶标记二抗购自北
京中杉金桥生物技术有限公司。实时定量 ＰＣＲ
（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴＱＰＣＲ）试剂盒／ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，总ＲＮＡ提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公
司。Ａｔｒｏｇｉｎ１、ＭｕＲＦ１和 ＩＬ１８的引物购于大连宝生
物科技有限公司，ＩＬ１８ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自深圳欣
博盛生物科技有限公司。

　　实验主要仪器：细胞培养孵箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）、倒置显微镜 （日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、全自动酶标仪
（美国 Ｔｅｃａｎ公司）、ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司，型号：
ＢＳ９７ＭｙＣｙｃｌｅｒ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公司，型
号：１６５８００１）、ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ凝胶成像分析系统（Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司）。
１．２　方法及检测指标
１．２．１　小鼠骨骼肌肌管分化及培养　　将 Ｃ２Ｃ１２小
鼠骨骼肌成肌细胞培养在含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
高糖培养基中，置于３７℃、５％ＣＯ２的湿化培养箱中培
养，直至细胞融合度达到 ８０％～９０％，更换含有 ２％马
血清的ＤＭＥＭ分化培养基，每天换液１次直至第５天
肌管形成［１２］。

１．２．２　实验分组及处理　　将分化完成的肌管分为
３组：① Ｃｏｎｔｒｏｌ组：已分化肌管的培养基中加入无菌
ＰＢＳ溶液；② ＬＰＳ组：分别以 ＬＰＳ（１、１０、１００!

ｇ／ｍＬ）
干预肌管；③ ＬＰＳ＋ＡＴＰ组：以ＬＰＳ组相同浓度梯度干
预肌管后均添加 ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激 ３０ｍｉｎ。并分
别在ＬＰＳ干预６ｈ和 １２ｈ这两个时间点检测肌管内
外发生的变化。ＬＰＳ单独刺激仅激活细胞焦亡非经典

途径，此处ＡＴＰ的加入与激活细胞焦亡经典途径相关。
１．２．３　肌管形成标志蛋白ＭＨＣ、Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、ＨＤＡＣ１［１３］

及细胞焦亡标志蛋白ＧＳＤＭＤ［１４］检测　　采用蛋白质
免疫印迹试验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测各组干预的肌管中
ＭＨＣ、Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、ＨＤＡＣ１、ＧＳＤＭＤ蛋白表达，以 ＬＰＳ干
预１２ｈ时间点为代表。裂解肌管提取总蛋白，采用
ＢＣＡ法进行蛋白定量，经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）、转膜、封闭后，加入一抗、二
抗，洗膜后电化学发光（ＥＣＬ）增强发光，电化学凝胶成
像系统显影。

１．２．４　肌管萎缩基因 Ａｔｒｏｇｉｎ１、ＭｕＲＦ１及细胞焦亡
相关炎性因子 ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达量检测　　Ａｔｒｏｇｉｎ１
和ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ的相对表达上调是肌萎缩标志［１５］。

采用荧光定量ＰＣＲ检测各组肌管中Ａｔｒｏｇｉｎ１、ＭｕＲＦ１、
ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达量。提取各组肌管中 ＲＮＡ，离心，
ＲＮＡ洗涤、再溶解和总 ＲＮＡ纯度及浓度测定。最后
进行引物设计及ＰＣＲ反应，见表１。

表１　Ａｔｒｏｇｉｎ１、ＭｕＲＦ１、ＩＬ１８及 βａｃｔｉｎ基因的
引物序列与片段长度

基因 引物　　　 片段大小／ｂｐ

Ａｔｒｏｇｉｎ１
５′ＴＧＣＴＧＧＴＧＧＧＣＡＡＣＡＴＴＡＡＣ３′
５′ＴＴＣＣＡＣＡＧＴＡＧＣＣＧＧＴＣＣＴＣ３′

２３８

ＭｕＲＦ１
５′ＴＧＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＡＴＡＧＣＣＡＣＣ３′
５′ＧＴＴＣＴＣＡＡＡＧＣＣＴＴＧＣＴＣＴＧＴＣ３′

３２３

ＩＬ１８
５′ＣＡＴＧＴＣＡＧＡＡＧＡＣＴＣＴＴＧＣＧＴＣＡＡ３′
５′ＧＡＧＧＧＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＴＣＣＴＣＴＴ３′

２８６

βａｃｔｉｎ
５′ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ３′
５′ＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＣ３′

２８７

１．２．５　各肌管培养上清中细胞焦亡相关炎性因子ＩＬ１８
浓度检测　　采用 ＥＬＩＳＡ法测定肌管培养上清中炎
性因子ＩＬ１８浓度，操作按试剂盒说明书步骤进行。
１．３　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍｖ８和ＳＰＳＳ２０．０统计软件进
行制图及数据分析。实验数据以 珋ｘ±ｓ示，计量资料组
间比较采用单因素方差分析，组间多重比较采用

Ｔｕｋｅｙｐｏｓｔｈｏｃ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　小鼠骨骼肌肌管分化及培养结果
　　将Ｃ２Ｃ１２小鼠骨骼肌细胞系在含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ高糖培养基中培养时，４００倍和１０００倍光镜下可
见细胞呈不规则的成纤维细胞样（图１左）。细胞生长融
合至８０％～９０％，更换含有２％马血清的ＤＭＥＭ分化培养
基，每天换液１次直至第５天可见肌管形成（图１右）。

８８４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　光镜观察小鼠骨骼肌肌管形成

２．２　肌管形成标志蛋白检测结果
　　采用蛋白质免疫印迹试验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测后
可见，各组干预的肌管中肌管形成的标志蛋白 ＭＨＣ、
Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、ＨＤＡＣ１均能稳定表达。结果见图２。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ（１
!

ｇ／ｍＬ）干预组；３：ＬＰＳ（１０
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ｇ／ｍＬ）
干预组；４：ＬＰＳ（１００

!

ｇ／ｍＬ）干预组；５：ＬＰＳ（１
!

ｇ／ｍＬ）＋

ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组；６：ＬＰＳ（１０
!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）
干预组；７：ＬＰＳ（１００
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ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各分组中肌管形成标志蛋白ＭＨＣ、
Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、ＨＤＡＣ１表达

２．３　肌管干预后萎缩基因Ａｔｒｏｇｉｎ１ｍＲＮＡ表达量
　　如图３示，各组肌管中Ａｔｒｏｇｉｎ１ｍＲＮＡ表达量在
ＬＰＳ干预１２ｈ后明显比干预６ｈ高，且在 ＬＰＳ干预时
间同为 １２ｈ的各组中，与 １２ｈＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ
（１

!

ｇ／ｍＬ）干预组、ＬＰＳ（１
!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）
干预组和ＬＰＳ（１００

!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组
３组肌管中Ａｔｒｏｇｉｎ１ｍＲＮＡ表达量相对较高，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５），同时各干预浓度分别在ＬＰＳ组
和ＬＰＳ＋ＡＴＰ组内比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　肌管干预后萎缩基因ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ表达量
　　与上述萎缩基因Ａｔｒｏｇｉｎ１ｍＲＮＡ表达趋势相同，
ＬＰＳ干预 １２ｈ后 ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ表达量明显比干预
６ｈ高；在ＬＰＳ干预时间同为１２ｈ的各组中，与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比，ＬＰＳ（１

!

ｇ／ｍＬ）干预组和ＬＰＳ（１
!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ
（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组，两组肌管中 ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ表达

量相对较高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；在所有分组
中１２ｈＬＰＳ（１

!

ｇ／ｍＬ）干预组表达量最高，与 １２ｈ
ＬＰＳ（１０

!

ｇ／ｍＬ）干预组比较差异也具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图４）。
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图３　各组肌管干预后萎缩基因Ａｔｒｏｇｉｎ１ｍＲＮＡ表达量
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ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组；６：ＬＰＳ（１０

!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）
干预组；７：ＬＰＳ（１００

!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组；
ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ（１０

!

ｇ／ｍＬ）
干预组比较

图４　各组肌管干预后萎缩基因ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ表达量

２．５　各组肌管干预后细胞焦亡相关炎性因子 ＩＬ１８
在肌管内外的表达量

　　各组干预肌管中ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达趋势与萎缩基
因（Ａｔｒｏｇｉｎ１和 ＭｕＲＦ１）表达趋势相同，在 １２ｈＬＰＳ
（１

!

ｇ／ｍＬ）干预组和 １２ｈＬＰＳ（１
!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ
（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组，两组肌管中 ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达量

９８４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１５）



相对较高，且两组肌管分别与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ）。在 ＬＰＳ干预时间为 ６ｈ
的各组肌管培养上清中ＩＬ１８浓度与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较差
异无统计学意义，结果见图５Ｂ。延长ＬＰＳ干预时间至
１２ｈ后，干预组肌管培养上清中 ＩＬ１８浓度较 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ（１ｍｇ／ｍＬ）干预组；３：ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｍＬ）
干预组；４：ＬＰＳ（１００ｍｇ／ｍＬ）干预组；５：ＬＰＳ（１ｍｇ／ｍＬ）＋

ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组；６：ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）
干预组；７：ＬＰＳ（１００ｍｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组；
ａ：与１２ｈＣｏｎｔｒｏｌ组比较，；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１２ｈＬＰＳ（１０ｍｇ／ｍＬ）
干预组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ
（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较
Ａ：ＬＰＳ干预 ６ｈ和 １２ｈ肌管内 ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达量；
Ｂ：ＬＰＳ干预６ｈ肌管培养液 ＩＬ１８浓度变化；Ｃ：ＬＰＳ干预
１２ｈ肌管培养液ＩＬ１８浓度变化

图５　各组肌管干预后炎性因子ＩＬ１８在肌管内外的表达量

２．６　细胞焦亡标志蛋白ＧＳＤＭＤ蛋白检测结果
　　如图 ６显示，ＬＰＳ组在 ＬＰＳ浓度梯度干预下
ＧＳＤＭＤ蛋白表达量较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组显著增加，增加 ＡＴＰ
干预后ＧＳＤＭＤ蛋白表达量较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组也显著增加，
但略小于ＬＰＳ组。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＬＰＳ（１
!

ｇ／ｍＬ）干预组；３：ＬＰＳ（１０
!

ｇ／ｍＬ）
干预组；４：ＬＰＳ（１００

!

ｇ／ｍＬ）干预组；５：ＬＰＳ（１
!

ｇ／ｍＬ）＋
ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组；６：ＬＰＳ（１０

!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）
干预组；７：ＬＰＳ（１００

!

ｇ／ｍＬ）＋ＡＴＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）干预组；
ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

图６　各组干预肌管中ＧＳＤＭＤ蛋白表达水平

３　讨论

　　ＩＣＵＡＷ是危重症患者的常见并发症，不仅影响
患者的预后，严重降低了危重症幸存者的生活质量，延

长ＩＣＵ治疗和患者康复时间，并在世界范围内大大增
加了重症监护治疗的成本［１６－１７］。但目前 ＩＣＵ获得性
衰弱的发病机制尚未明确，在临床工作中尚缺乏有效

的治疗和预防措施，故开展针对性研究并进一步阐明

ＩＣＵＡＷ发病机制非常必要［１８］。

　　前期研究中我们发现：危重症肌病是危重症患者
发生ＩＣＵ获得性衰弱最常见的表型，主要表现为横纹
肌肌肉萎缩伴不同程度横纹肌细胞坏死，在普通 ＩＣＵ
人群中占 ２５％ ～５８％，在某些亚群中占 ５０％ ～
１００％［１９－２０］。故本研究以小鼠骨骼肌肌管为主要研究
对象，在体外环境下，模拟危重症脓毒症患者肌体内

ＬＰＳ对骨骼肌的影响，观察骨骼肌肌管萎缩基因的表
达。本研究发现，各分组实施干预前均首先完成小鼠

骨骼肌肌管的分化及培育，其中 Ｍｙｏｇｅｎｉｎ蛋白在 ＬＰＳ
刺激后蛋白表达量略下降，这与 ＯＮＯ等［２１］在肌管分

化研究中所述结果相符，对肌管鉴定结果无影响。

ＧＲＩＦＦＩＴＨ等［２２］发现，对出院时机械通气＞４８ｈ的
７２２２３例ＩＣＵ幸存者进行随访，于出院时抽血检测
Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、人类嗜中性粒细胞弹性蛋白酶

０９４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（ＨＮＥ）、ＩＬ１β、ＩＬ６、分泌白细胞蛋白酶抑制剂（ＳＬＰＩ）
等。结果显示多数患者３个月后出现持续性炎症反应
（ＣＲＰ＞３ｍｇ／Ｌｉｎ５９％；＞１０ｍｇ／Ｌｉｎ２８％，促炎表型
ＨＮＥ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＳＬＰＩ升高），推断危重症后全身炎症
反应持续存在可能是ＩＣＵ出院后３个月内身体恢复不
良、肌肉萎缩的直接原因。而本研究中发现，在 ＬＰＳ／
ＬＰＳ＋ＡＴＰ刺激下小鼠骨骼肌肌管中 Ａｔｒｏｇｉｎ１和
ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ表达上调，说明炎性刺激下骨骼肌肌管
发生萎缩，进一步在体外验证了国外研究者这一结论。

同时，若以萎缩基因 Ａｔｒｏｇｉｎ１和 ＭｕＲＦ１ｍＲＮＡ表达
量及肌管干预后受损程度为参考，本研究证实，小鼠骨

骼肌肌管萎缩的最适干预条件为ＬＰＳ１
!

ｇ／ｍＬ（１２ｈ）
或ＬＰＳ１

!

ｇ／ｍＬ（１２ｈ）＋ＡＴＰ５ｍｍｏｌ／Ｌ（３０ｍｉｎ），这为
后续肌肉萎缩的研究提供了重要依据。

　　在验证了炎症与骨骼肌肌管萎缩的相关性后，本
研究进一步探讨了细胞焦亡在骨骼肌萎缩过程中的影

响。我们发现，在 ＬＰＳ／ＬＰＳ＋ＡＴＰ炎性刺激下，小鼠骨
骼肌肌管内细胞焦亡相关的标志性蛋白 ＧＳＤＭＤ表达
显著升高。ＬＰＳ干预１２ｈ时各干预组（ＬＰＳ组／ＬＰＳ＋
ＡＴＰ组）肌管中 Ａｔｒｏｇｉｎ１、ＭｕＲＦ１及 ＩＬ１８ｍＲＮＡ表
达量较６ｈ时明显升高，而肌管培养液 ＩＬ１８浓度在
ＬＰＳ干预１２ｈ时也显著增加，说明该时间点的干预促
进了肌管中 ＩＬ１８的成熟及释放。ＩＬ１８这一细胞焦
亡相关的炎性因子在肌管内和外的表达趋势进一步说

明：ＬＰＳ刺激下，肌管中不仅发生了细胞焦亡，且细胞
焦亡的严重程度与肌管萎缩基因的表达量相关，进一

步为炎症所致肌肉萎缩的发生机制提供理论依据。

　　越来越多的研究表明，细胞焦亡参与诸多炎症反
应性疾病的发生、发展［２３－２６］，但目前ＧＳＤＭＤ介导的细
胞焦亡在脓毒症相关性肌萎缩的作用机制研究中尚少

见报道。本研究证实，以 ＧＳＤＭＤ表达为特征的细胞
焦亡机制参与了脓毒症相关性肌萎缩。其中细胞焦亡

对骨骼肌肌管中Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１表达上调的机制
可能有以下几个方面：一方面考虑与肌管蛋白稳态平

衡的破坏有关。ＤＯＹＬＥ等［２７］研究者发现Ｔｌｒ４介导的
ＬＰＳ信号通路通过协同激活泛素蛋白酶体和自噬通路
可诱导肌肉分解代谢。泛素蛋白酶体系统（ｔｈｅ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍ，ＵＰＳ）是肌肉蛋白水解的主
要调节因子，有研究表明，在危重症（脓毒症）动物模

型中，以及在肌肉损失急性期的危重症患者中，ＵＰＳ活
性增加［２，２８］。其中关键的调控蛋白是泛素蛋白连接

酶Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１。在早期危重疾病中，ＦｏｘＯ１和
ＦｏｘＯ３的表达被诱导，主要表现在Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１
ｍＲＮＡ表达以及各自的蛋白表达上调［２９］。另一方面，

细胞焦亡对骨骼肌肌管萎缩的影响可能与 ＬＰＳ抑制
肌再生相关。ＯＮＯ等［２１］研究者已证实：ＬＰＳ可通过剂

量依赖性下调肌生成蛋白（ｍｙｏｇｅｎｉｎ）和 ＭｙｏＤ的表
达，上调肌生成抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ）的表达。Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ
过表达可通过激活 ＦｏｘＯ１机制激活泛素蛋白酶体途
径使Ａｔｒｏｇｉｎ１和ＭｕＲＦ１表达上调，并促进肌肉质量
的丧失和恶病质［３０］。虽然肌生成抑制素的诱导被怀

疑参与了ＩＣＵＡＷ相关的肌肉萎缩，但目前尚未在危重
病人中得到证实［３１］。因此，细胞焦亡在骨骼肌肌管中

的作用机制还有待进一步研究，本研究的结果有望为

ＩＣＵ危重症肌病发病机制的探索提供潜在研究方向。
　　本研究存在一定局限性：尽管我们发现炎症刺激
下细胞焦亡参与骨骼肌肌管萎缩过程，但尚未明确组

织间炎性细胞是否加重骨骼肌肌管炎症反应。此外，

本课题组正在进行的在体水平研究，将进一步阐明

ＩＣＵ获得性危重症肌病的发病机制。
　　综上，本研究发现 ＬＰＳ刺激下小鼠骨骼肌肌管中
可发生细胞焦亡，导致肌管萎缩，为后续脓毒症相关

ＩＣＵ获得性危重症肌病的发病机制研究奠定基础。
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１０．１０１６／ｊ．ｂｃｐ．２０１７．０５．０１５．
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ｉｎｖｅｎｔｉｌａｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｐｈｒａｇｍ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｍ Ｊ
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［２６］ＫＡＮＮＥＧＡＮＴＩＡ，ＭＡＬＩＲＥＤＤＩＲＫＳ，ＳＡＡＶＥＤＲＡＰＨＶ，
ｅｔａｌ．ＧＳＤＭＤｉｓｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒａｕｔｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐａｔｈｏｌｏｇｙｉｎａ
ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆＦａｍｉｌｉａｌＭｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎＦｅｖｅｒ［Ｊ］．ＪＥｘｐ
Ｍｅｄ，２０１８，２１５（６）：１５１９－１５２９．ＤＯＩ：１０．１０８４／ｊｅｍ．
２０１７２０６０．

［２７］ＤＯＹＬＥＡ，ＺＨＡＮＧＧ，ＡＢＤＥＬＦＡＴＴＡＨＥＡ，ｅｔａｌ．Ｔｏｌｌ
ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４ｍｅｄｉａｔｅｓｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｍｕｓｃｌｅ
ｃａｔａｂｏｌｉｓｍｖｉａｃｏｏｒｄｉｎａｔｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
ａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｌｙｓｏｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２０１１，２５
（１）：９９－１１０．ＤＯＩ：１０．１０９６／ｆｊ．１０１６４１５２．

［２８］ＰＥＴＲＯＦＢＪ．Ｄｉａｐｈｒａｇｍ ｗｅａｋｎｅｓｓｉｎｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌｌｙｉｌｌ：
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ＣａｒｅＭｅｄ，２０１５，１９１（１０）：１１２６－１１３８．ＤＯＩ：１０．１１６４／
ｒｃｃｍ．２０１４１２２２１４ＯＣ．

［３０］ＭＣＦＡＲＬＡＮＥＣ，ＰＬＵＭＭＥＲ Ｅ，ＴＨＯＭＡＳＭ，ｅｔａｌ．
Ｍｙｏｓｔａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｓｃａｃｈｅｘｉａｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ＮＦｋａｐｐａＢｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，
ＦｏｘＯ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２００６，２０９
（２）：５０１－５１４．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｐ．２０７５７．

［３１］ＰＵＴＨＵＣＨＥＡＲＹＺＡ，ＲＡＷＡＬＪ，ＭＣＰＨＡＩＬＭ，ｅｔａｌ．
Ａｃｕｔｅｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｗａｓｔｉｎｇｉｎｃｒｉｔｉｃａｌｉｌｌｎｅｓｓ［Ｊ］．ＪＡＭＡ，
２０１３，３１０（１５）：１５９１－１６００．ＤＯＩ：１０．１００１／ｊａｍａ．２０１３．
２７８４８１．

（收稿：２０２１０１２７；修回：２０２１０４３０）

（编辑　王　红）
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