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富马酸二甲酯在小鼠脓毒症心肌病中的作用及其机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨富马酸二甲酯（ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｕｍａｒａｔｅ，ＤＭＦ）对小鼠脓毒症心肌病的作用及其机
制。方法　选取３０只８～１０周龄的 Ｃ５７／ＢＬ６Ｊ雄性小鼠（２２～２４ｇ）随机分为空白组、模型组、治疗组
（每组１０只）。治疗组连续７天灌胃ＤＭＦ（２５ｍｇ／ｋｇ），每天一次；另两组灌胃等量生理盐水。第七天给
药结束后 １ｈ，模型组和治疗组取一半小鼠腹腔注射大剂量（３０ｍｇ／ｋｇ）脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ），空白组取一半小鼠给予等量生理盐水，观察 ７２ｈ内的生存率。剩余模型组和治疗组小鼠给予
ＬＰＳ（１５ｍｇ／ｋｇ），空白组则给予等量生理盐水。采用经胸心脏超声评估２４ｈ心功能，处死小鼠后留取心
脏及血浆。采用生化仪检测血浆肌酸激酶同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ，ＣＫＭＢ）和乳酸脱氢酶
（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）水平；ＨＥ染色观察心肌结构；采用比色法检测心肌氧化应激损伤标志物丙
二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、还原型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、氧化型谷胱甘肽（ｏｘｉｄｉｚｅｄ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ）含量及超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌核转
录因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）及下游靶基因的蛋白水平。结果　模型组
小鼠７２ｈ生存率仅２０％，而治疗组小鼠有８０％。相比空白组，模型组血浆ＣＫＭＢ和ＬＤＨ含量均上升，
小鼠心肌细胞出现水肿，排列紊乱。模型组左室射血分数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）和左室
短轴缩短率（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）均下降（Ｐ＜０．０１）；ＭＤＡ和 ＧＳＳＧ含量明显增加，
ＧＳＨ减少且ＳＯＤ活性降低（Ｐ＜０．０１）；Ｎｒｆ２、血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ１）及 ＳＯＤ２蛋白表达
下降（Ｐ＜０．０１）。相比模型组，治疗组小鼠心肌损伤标志物水平降低，心功能有所恢复，心肌结构破坏较
轻，氧化应激改善，Ｎｒｆ２及下游靶蛋白表达均有所增强（Ｐ＜０．０１）。结论　ＤＭＦ可以激活Ｎｒｆ２抗氧化通
路，提高心脏的抗氧化应激能力，对小鼠脓毒症心肌病起到保护作用。

　　［关键词］　脓毒症心肌病；富马酸二甲酯；氧化应激；Ｎｒｆ２
　　［中图法分类号］　Ｒ５４２．２；Ｒ６３１．２；Ｒ９１４．４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　四川省医学科学院．四川省人民医院院级课题基金（３０３０５０２０２２５）

［通信作者］　陈学均，Ｅｍａｉｌ：Ｃｈｅｎｘｕｅｊｕｎ＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｄｉｍｅｔｈｙｌｆｕｍａｒａｔｅｏｎｓｅｐｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｉｎｍｉｃｅ
ＭＩＮＷｅｉｘｉａｎｇ，ＣＨＥＮＸｕｅｊｕｎ，ＭＡＤｅｘｉａｎｇ，ＬＩＵＹｕ，ＬＩＵＳｈｕｔｉｎｇ，ＳＨＩＭｅｎｇｘｉ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，
ＳｉｃｈｕａｎＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ·ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｈｅｎｇｄｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６１００７２，
Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｄｉｍｅｔｈｙｌｆｕｍａｒａｔｅ（ＤＭＦ）ｏｎ
ｓｅｐｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｉｎｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｉｒｔｙＣ５７／ＢＬ６Ｊｍａｌｅｍｉｃｅ（２２～２４ｇ）ａｇｅｄ８～１０ｗｅｅｋｓｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（１０ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ）．
ＴｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｈａｄｂｅｅｎｇｉｖｅｎｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＤＭＦ（２５ｍｇ／ｋｇ）ｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒ７ｄ，ａｎｄ
ｔｈｅｏｔｈｅｒ２ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｇａｖａｇｅｏｆａｎｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｓａｌｉｎｅ．Ｉｎ１ｈａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔｔｉｍｅｏｆｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ｈａｌｆｏｆｔｈｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｈｉｇｈｄｏｓｅ（３０ｍｇ／ｋｇ）ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ），ａｎｄｈａｌｆｏｆｔｈｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｎ

５８２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｓａｌｉｎｅｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｗｉｔｈｉｎ７２ｈ．Ｔｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇｍｉｃｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１５ｍｇ／ｋｇ）ａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎａｎｅｑｕａｌ
ｖｏｌｕｍｅｏｆｓａｌｉｎｅ．Ｔｒａｎｓｔｈｏｒａｃｉｃｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎ２４ｈ．Ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄｈｅａｒｔａｎｄｐｌａｓｍａｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣＫＭＢａｎｄＬＤＨｉｎｐｌａｓｍａｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒ；ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ＭＤＡ，ＧＳＨａｎｄＧＳＳＧａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤｉｎｈｅａｒｔｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙ；ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ａｎｄｉｔｓｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｉｎｈｅａｒｔｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｔｈｅ７２ｈｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｍｉｃｅｗａｓｏｎｌｙ２０％，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｍｉｃｅｗａｓ
８０％．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣＭＭＢａｎｄＬＤＨ ｏｆｐｌａｓｍａｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｃａｒｄｉａｃｍｙｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ．ＬＶＥＦ％ａｎｄＦＳ％ｂｏｔｈｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０１）；
ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＤＡａｎｄＧＳＳＧｓｕｒｇｅｄ，ｂｕｔＧＳＨａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｎｒｆ２，ＨＯ１ａｎｄＳＯＤ２ｄｒｏｐｐｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄ
ｌｏｗｅｒｌｅｖｅｌｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｊｕｒｙｍａｒｋｅｒｓ，ｉｍｐｒｏｖｅｄｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｌｅｓｓｄａｍａｇｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｊｕｒｙ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｒｆ２ａｎｄｉｔｓｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｇｅｎｅａｌｓｏ
ｅｎｈａｎｃｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤＭＦｃａｎａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐａｔｈｗａｙｏｆＮｒｆ２，ｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｈｅａｒｔｔｏｒｅｓｉｓｔｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ａｎｄｐｌａｙａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎｓｅｐｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｉｎｍｉｃｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｅｐｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ；ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｕｍａｒａｔｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；Ｎｒｆ２

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＲｅｓｅａｒｃｈＦｕｎｄｏｆＳｉｃｈｕａｎＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ·ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ（３０３０５０２０２２５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：

ＣＨＥＮＸｕｅｊｕｎ，Ｅｍａｉｌ：Ｃｈｅｎｘｕｅｊｕｎ＠１６３．ｃｏｍ

　　脓毒症是一种全身性炎症反应综合征，可发展为
脓毒症休克及多器官功能障碍综合征［１－２］。脓毒症病

程中出现的心功能障碍称为脓毒症心肌病［３］。临床

研究显示，罹患心功能障碍的脓毒症患者死亡率为

７０％～９０％，显著高于无心功能不全的脓毒症患
者［４－５］。目前对脓毒症诱导的心功能障碍仍缺乏有效

的治疗手段。

　　心脏是人体中的高耗能器官，无时无刻不在消
耗氧气生成 ＡＴＰ为细胞收缩提供能量，满足全身血
液供应。心肌细胞对内环境变化敏感，易遭受氧自

由基攻击而影响正常收缩［６］。越来越多的证据表

明，氧化应激损伤是脓毒症心肌病的重要发病机制，

减轻脓毒症病程中心脏的氧化应激对维持心功能是

有利的［６－７］。

　　核转录因子 Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）是体内调节机体氧化还原平衡的
重要转录因子，广泛表达于心脏 ［８］。富马酸二甲酯

（ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｕｍａｒａｔｅ，ＤＭＦ）是一种富马酸衍生物，在临
床上多用来治疗多发性硬化症，近来发现它在肝、肾、

脑等器官中均表现出抗氧化特性［９］。但其在脓毒症

心肌病中的作用尚不明确。本研究通过构建相关模

型，探讨 ＤＭＦ在脓毒症心肌病中的作用及潜在机制，
以期为临床治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　ＤＭＦ和脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）购自美
国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、丙
二醛（ａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒、超氧化物歧
化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）检测试剂盒、还原型
谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）和氧化型谷胱甘肽
（ｏｘｉｄｉｚｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ）检测试剂盒购自中国碧
云天公司；ＰＶＤＦ转印膜、ＥＣＬ发光液购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｎｒｆ２抗体、ＨＯ１抗体、ＳＯＤ２抗体、
ＧＡＰＤＨ抗体购自中国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；山羊抗兔二
抗购自美国 Ａｂｃａｍ公司；生化分析仪购自中国迈瑞
公司；Ｖｅｖｏ ２１００超声成像平台购自日本 ＦＵＪＩＦＩＬＭ
公司。

１．２　动物模型建立与分组
　　本实验将 ３０只 ８～１０周龄，体质量 ２２～２４ｇ的
Ｃ５７／ＢＬ６Ｊ雄性小鼠（合格证号：０２３７５０２，北京维通利
华实验动物技术有限公司）饲养于标准清洁级环境，

自由饮食饮水，随机等分为空白组、模型组和治疗组。

治疗组小鼠灌胃溶解于生理盐水的富马酸二甲酯

（２５ｍｇ／ｋｇ），空白组和模型组小鼠灌胃生理盐水，每
天一次，持续７天［１０－１１］。第七天灌胃结束后１ｈ，模型

６８２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



组和治疗组各取一半小鼠腹腔注射大剂量 ＬＰＳ
（３０ｍｇ／ｋｇ），空白组给予生理盐水，观察 ７２ｈ内的生
存情况［１２－１３］。在剩余模型组和治疗组小鼠的腹腔注

射ＬＰＳ（１５ｍｇ／ｋｇ）诱导脓毒症，空白组给予生理盐水。
采用经胸心脏超声评估２４ｈ心功能，左心室射血分数
（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）低于５０％则认
为脓毒症心肌病小鼠模型构建成功。２４ｈ后处死模
型组、治疗组和空白组剩余的小鼠，留取心脏和血浆。

１．３　经胸心脏超声
　　小鼠经 １％～２％（体积分数）的异氟醚麻醉诱导
后，仰卧位固定于恒温板上，胸前区脱毛，稳定小鼠心

率在 ４００～５００次／ｍｉｎ，设置超声探头的探测深度为
１５ｍｍ。找到胸骨旁左心室短轴切面，记录并分析小
鼠左室射血分数和左室短轴缩短率（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）。
１．４　肌酸激酶同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ，ＣＫ

ＭＢ）和乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）
水平测定

　　小鼠血液样本２５００ｒ／ｍｉｎ于４℃离心１０ｍｉｎ，收
集上清置于全自动生化仪进行检测。

１．５　心脏组织ＨＥ染色
　　取各组小鼠新鲜心脏左室组织块，置入 ４％多聚
甲醛固定 ２４ｈ，乙醇梯度脱水，石蜡包埋，切成 ５μｍ
切片，烘干脱蜡后，ＨＥ染色后在显微镜下观察小鼠心
脏组织形态学变化。

１．６　ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ及ＧＳＳＧ检测
　　各组小鼠分别取２０ｍｇ心肌组织，加入裂解液匀
浆，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ取上清。分别按照 ＭＤＡ检
测试剂盒、ＳＯＤ检测试剂盒、ＧＳＨ检测试剂盒和 ＧＳＳＧ
检测试剂盒说明进行操作。所有操作均在４℃条件下
进行，上清液蛋白浓度使用 ＢＣＡ法定量校正后得到
ＭＤＡ、ＧＳＨ和ＧＳＳＧ含量及ＳＯＤ活性。
１．７　蛋白免疫印迹
　　制备小鼠心肌组织匀浆，对裂解后的蛋白上清进
行定量，取２０μｇ样品行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳蛋白分
离，将ＰＶＤＦ膜用５％白蛋白在室温下封闭１ｈ。分别
加入Ｎｒｆ２、ＨＯ１和ＳＯＤ２一抗溶液，在４℃摇床孵育过
夜。次日，ＴＢＳＴ洗膜３次，加入二抗溶液室温摇床孵
育，ＴＢＳＴ洗膜 ３次后使用 ＥＣＬ法显影。用 ＩｍａｇｅＪ
（ＮＩＨ）软件计算各目的蛋白表达量，使用内参蛋白
ＧＡＰＤＨ表达进行上样量校正，得到各目的蛋白的相对
表达量。

１．８　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０进行数据分析。所有数
据以 珋ｘ±ｓ呈现，使用非配对双尾 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｔ检验对两
组之间计量资料进行分析，使用重复测量单因素方

差分析多组数据进行分析，Ｐ＜０．０５表明差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　富马酸二甲酯对ＬＰＳ诱导的生存率及心脏的影响
　　给予大剂量 ＬＰＳ时，模型组小鼠存活率仅 ２０％，
治疗组的小鼠存活率为 ８０％，说明 ＤＭＦ改善了 ＬＰＳ
引起的脓毒症致死（图１）。给予ＬＰＳ（１５ｍｇ／ｋｇ）２４ｈ
后，模型组小鼠出现明显的心功能障碍，左室射血分数

和短轴缩短率均明显下降（Ｐ＜０．０１，图 ２Ａ、Ｃ、Ｄ），心
肌组织破坏明显，表现为肌纤维排列紊乱，间质水肿及

炎症细胞浸润（图 ２Ｂ），心肌损伤标志物 ＣＫＭＢ和
ＬＤＨ水平大幅上升（Ｐ＜０．０１，图２Ｅ、Ｆ）。而治疗组小
鼠心脏收缩功能有一定恢复（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｃ、Ｄ），心
肌形态结构相对较好（图２Ｂ），ＣＫＭＢ和ＬＤＨ水平有一
定回落（Ｐ＜０．０１，图２Ｅ、Ｆ）。
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图１　小鼠７２ｈ生存率　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

２．２　富马酸二甲酯减轻脓毒症心肌氧化应激
　　对比空白组，模型组小鼠脂质过氧化终产物 ＭＤＡ
含量明显上升，抗氧化酶 ＳＯＤ活性明显下降，抗氧化
物ＧＳＨ含量下降明显，但氧化型 ＧＳＳＧ含量上升（Ｐ＜
０．０１，图３）。而富马酸二甲酯处理的小鼠心脏相比模
型组 ＭＤＡ和 ＧＳＳＧ含量减少（Ｐ＜０．０１，图 ３Ａ、Ｄ），
ＳＯＤ活性较高（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ），且ＧＳＨ含量上升（Ｐ＜
０．０１，图３Ｃ）。
２．３　富马酸二甲酯激动脓毒症心脏中 Ｎｒｆ２及下游靶

蛋白表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，模型组小鼠心脏Ｎｒｆ２、ＨＯ１
和ＳＯＤ２蛋白表达均低于空白组（Ｐ＜０．０１）。而治疗
组上述蛋白表达明显高于模型组（Ｐ＜０．０１，图４）。
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图２　小鼠２４ｈ心功能、心肌组织结构及心肌损伤标志物对比　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
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３　讨论

３．１　ＤＭＦ改善ＬＰＳ诱导的脓毒症心肌损伤和心功能
破坏

　　脓毒症作为一种全身的应激反应，常伴有心肌损
伤的发生，严重时可引起心律失常、心功能不全和心源

性休克［５－６］。脓毒症合并心肌损伤的患者预后较差且

死亡率较高［２］。本研究中，使用腹腔注射细菌内毒素

ＬＰＳ模拟脓毒症病理过程，观察到给予大剂量ＬＰＳ时，
小鼠７２ｈ死亡率较高；给予较低剂量的 ＬＰＳ时，小鼠
心脏收缩功能受损伴有心肌结构破坏和心损伤标志物

水平增加，认为小鼠脓毒症心肌病模型诱导成功，与文

献报道的一致［１２］。对于治疗组小鼠，连续７ｄ使用临
床实验中已被证明安全浓度的富马酸二甲酯，显著改

善了ＬＰＳ诱导的小鼠心功能障碍和心肌损伤，提示富
马酸二甲酯是脓毒症心肌病有效的保护制剂。

３．２　ＤＭＦ减轻脓毒症心肌氧化应激
　　ＤＭＦ最开始是一种经 ＦＤＡ批准的用于多发性硬
化症的药物，作为一种有效的免疫调节制剂引起了广

泛关注［１６］。ＤＭＦ介导细胞内防御机制的多个过程，
包括 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ抗氧化途径、ＮＦκＢ炎症途径以及铁
死亡途径［１０］。既往研究显示，ＤＭＦ通过抗炎抗氧化
发挥神经保护作用，促进脑缺血再灌注损伤大鼠认知

功能的恢复［１７］。也有研究称ＤＭＦ显著减少了缺血再
灌注心脏的梗死面积，维持心肌线粒体呼吸［１４］。ＤＭＦ
还可通过激活 ＳＯＣＳ３／ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路，抑制肝
癌的进展［１８］。ＤＭＦ在不同组织和器官中的抗氧化特
性使本研究组考虑其对于脓毒症心肌也有一定的保护

作用。

　　ＬＰＳ刺激诱发的全身炎症反应会导致活性氧爆发
最终损伤细胞功能［１２，１９］。与文献报道的一致，本研究

观察到脓毒症小鼠心脏中产生大量脂质过氧化和蛋白

氧化损伤的生物标志物 ＭＤＡ，同时，细胞内重要的抗
氧化物质ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ水平同时受到抑制［１２－１３］。

而在 ＤＭＦ处理的小鼠中，心脏组织的 ＳＯＤ活性及
ＧＳＨ的含量上升，且ＭＤＡ的含量下降。以上结果都提
示ＤＭＦ能够有效抑制脓毒症过程中的心肌氧化应激。
３．３　ＤＭＦ激活Ｎｒｆ２抗氧化通路
　　为进一步探索ＤＭＦ发挥抗氧化应激效应的机制，
注意到ＤＭＦ是有效的 Ｎｒｆ２激动剂。既往研究发现，
ＤＭＦ可激活 Ｎｒｆ２，抑制铁死亡从而改善急性肾损
伤［１０］。Ｎｒｆ２作为一种抗氧化基因表达的核转录因子，
在心脏中高表达。生理条件下，Ｎｒｆ２与Ｋｅａｐ１结合，以
无活性复合物的形式存在于细胞质中。在低氧或缺血

等应激情况下，Ｎｒｆ２入核与基因启动子区域的抗氧化

反应元件（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）结合，促
进靶基因的表达，如超氧化物歧化酶和血红素加氧

酶１等［６，１９］，已被证实在心肌缺血再灌注损伤、心肌

肥大等疾病模型中发挥强大的保护作用［８］。本研究

组考虑 ＤＭＦ对脓毒症心脏的保护作用是否与激动
Ｎｒｆ２调节氧化还原平衡有关，发现 ＬＰＳ诱导的小鼠心
脏Ｎｒｆ２、ＨＯ１及ＳＯＤ２均低于正常空白组［１４，２０］，但对

接受ＤＭＦ处理的小鼠，上述抗氧化蛋白表达降低的趋
势明显被抑制，提示 ＤＭＦ激活 Ｎｒｆ２上调了上述靶基
因的表达。

　　综上所述，本研究通过构建动物模型并将ＤＭＦ运
用于小鼠脓毒症心肌病中，运用多种生物学手段发现

ＤＭＦ激活Ｎｒｆ２，促进下游抗氧化基因蛋白表达，减轻
脓毒症小鼠的心肌氧化应激损伤，改善心脏功能，这对

于临床中脓毒症心肌病患者的防治是有意义的。
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