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【摘要】 目的　 探索冬凌草甲素(Ori)在脂多糖(LPS)诱导的脓毒症心肌损伤中的作用与机制。 方法　 将 6 ~ 8 周 C57BL / 6J 小

鼠随机分为 3 组:对照组、LPS 组、Ori 组,每组 8 只小鼠,通过 LPS 诱导脓毒症心肌损伤。 利用超声心动图检测小鼠的心功能变化。
血清生化检测各组小鼠的超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)和乳酸脱氢酶水平。 HE 染色评估小鼠

的心肌损伤与炎症细胞浸润情况。 蛋白质印迹法检测各组小鼠左心室心肌中核转录因子红系 2 相关因子 2( Nrf2)和血红素加氧酶

1(HO-1)表达水平。 结果　 超声心动图显示 Ori 改善 LPS 诱导的小鼠心功能不全。 血清生化检测显示,LPS 导致小鼠 SOD 表达水

平下降,MDA、LDH、CK-MB 表达水平升高,而给予 Ori 处理的小鼠可上调 SOD 表达水平,下调 MDA、LDH、CK-MB 表达水平。 蛋白质

印迹法检测显示 Ori 腹腔注射明显上调 Nrf2 和 HO-1 的表达水平。 结论　 Ori 可有效提升心肌抗氧化应激能力,缓解 LPS 诱导的心

肌损伤,其可能通过 Nrf2 / HO-1 通路发挥作用。
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【Abstract】 Objective　 To
 

explore
 

the
 

role
 

and
 

mechanism
 

of
 

oridonin
 

(Ori)
 

in
 

septic
 

myocardial
 

injury
 

induced
 

by
 

lipopolysaccharide
 

(LPS). Methods　 6~ 8
 

weeks
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

3
 

groups:the
 

control
 

group,the
 

LPS
 

group
 

and
 

the
 

Ori
 

group,with
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group,and
 

septic
 

myocardial
 

injury
 

was
 

subsequently
 

induced
 

by
 

LPS
 

administration. The
 

changes
 

of
 

cardiac
 

function
 

in
 

mice
 

were
 

detected
 

by
 

echocardiography. Serum
 

biochemical
 

detection
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

( SOD),malondialdehyde
 

( MDA),creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

(CK-MB)
 

and
 

lactate
 

dehydrogenase
 

( LDH)
 

levels
 

in
 

mice
 

of
 

each
 

group
 

was
 

performed. HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

myocardial
 

injury
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

mice. The
 

expression
 

levels
 

of
 

nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2/ heme
 

oxygenase-1
(Nrf2 / HO-1)

 

in
 

left
 

ventricular
 

myocardium
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting. Results　 Echocardiography
 

showed
 

that
 

Ori
 

improved
 

LPS-induced
 

cardiac
 

dysfunction
 

in
 

mice. Serum
 

biochemical
 

detection
 

showed
 

that
 

SOD
 

decreased
 

and
 

MDA,LDH
 

and
 

CK-MB
 

increased
 

in
 

mice
 

treated
 

with
 

LPS,while
 

SOD
 

increased
 

and
 

MDA,LDH
 

and
 

CK-MB
 

expression
 

levels
 

decreased
 

in
 

mice
 

treated
 

with
 

Ori.
Western

 

blotting
 

showed
 

that
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

Ori
 

significantly
 

upregulated
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Nrf2
 

and
 

HO-1. Conclusion　
Ori

 

can
 

effectively
 

enhance
 

myocardial
 

anti-oxidative
 

stress
 

and
 

alleviate
 

LPS-induced
 

myocardial
 

injury,which
 

may
 

be
 

played
 

by
 

Nrf2 / HO-1
 

pathway.
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　 　 脓毒症是一种感染引起的全身性疾病,可导致多
器官功能障碍与循环衰竭,并发症严重且死亡率高,
严重影响居民健康[1-3] 。 临床上,有 30% ~ 60%的脓毒
症患者可观察到心功能障碍,左心室功能障碍是脓毒
症最为常见的并发症之一[4] 。 虽然有大量关于脓毒

症导致的心肌损伤的研究,但其发病机制复杂,目前
仍缺乏特异性的治疗[5-7] 。 近期的研究聚焦于抗氧化
应激系统失衡在脓毒症心肌损伤中的重要地位,核转
录因子红系 2 相关因子 2 ( nuclear

 

factor
 

erythroid
 

2-
related

 

factor
 

2,Nrf2) / 血红素加氧酶 1(heme
 

oxygenase-1,
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HO-1)通路是目前研究最多的信号通路之一,有研究

表明感染与 Nrf2 活性呈负相关,Nrf2 / HO-1 在抗氧化

应激反应与抗炎症因子释放中发挥重要作用[8-10] 。 冬

凌草甲素(oridonin,Ori)是一种二萜类化合物,是从天

然抗炎草药冬凌草中分离得到的主要活性成分,具有

广泛生物学活性[11] 。 既往研究[12-15] 表明,Ori 在结肠

炎、神经炎、关节炎、急性肺损伤等疾病中发挥明显抗

炎作用。 此外,Ori 在心肌梗死模型中被发现具有明

显抗细胞凋亡和抗炎反应功能[16] 。
 

提示 Ori 具有强大

的抗炎作用,但 Ori 在脓毒症心肌损伤中的作用与机

制尚 不 清 楚。 本 研 究 旨 在 探 讨 Ori 在 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,LPS)诱导的脓毒症心肌损伤中的

作用与潜在机制。
1　 材料与方法

1. 1　 动物与分组

实验选用 6 ~ 8 周成年无特定病原体级 C57BL / 6J
雄性小鼠,饲养于恒温环境[(24

 

±
 

2)℃],小鼠自由摄

取灭菌饲料及酸化饮用水。 将小鼠随机分为 3 组,对照

(control,Con)组(n= 8),腹腔连续 10
 

d 注射 0. 9%生理

盐水;LPS 组(n= 8),腹腔连续 10
 

d 注射 0. 9%生理盐水

后,腹腔注射 LPS(10
 

mg / kg)构建脓毒症心肌损伤模

型;Ori 组(n = 8),腹腔连续 10
 

d 注射 Ori(25
 

mg / kg)
后,腹腔注射 LPS(10

 

mg / kg)构建模型。
1. 2　 药品与试剂

Ori 购自上海源叶生物科技有限公司 ( 纯度≥
98%),Nrf2 抗体购自 Abcam(ab62352,1􀏑200),HO-1
抗体购自 Abclonal(A21911,1􀏑1

 

000),甘油醛-3-磷酸

脱 氢 酶 ( glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,
GAPDH)抗体购自 CST( #2118,1􀏑1

 

000),聚偏二氟

乙烯膜购自美国米利波尔公司,HE 染色液购自武汉

赛维尔公司。
1. 3　 超声心动图检查

LPS 注射 24
 

h 后用 3%异氟醚麻醉小鼠,取仰卧

位后超声心动图测量小鼠的心功能指标,包含射血分

数 ( ejection
 

fraction, EF ) 和短轴缩短率 ( fractional
 

shortening,FS)。
1. 4　 血清生化检测

注射 LPS 或生理盐水 24
 

h 后,从小鼠眼球取血,静
置 1

 

h 后,以 3
 

500
 

r / min 的速度在 4
 

℃离心机中离心

15
 

min。 收集上清液, 检测血清超氧化物歧化酶

(superoxide
 

dismutase,SOD)、丙二醛(malondialdehyde,
MDA)、肌酸激酶同工酶 ( creatine

 

kinase
 

isoenzyme,
CK-MB)及乳酸脱氢酶( lactate

 

dehydrogenase,LDH)水

平,检测方法按照试剂盒说明书的步骤。
1. 5　 蛋白质印迹法

小鼠处死后取左心室心肌组织迅速置于液氮中

冷冻,在干冰上用灭菌的剪刀和镊子取 25
 

mg 心脏组

织置于盛有无菌研磨珠的 1. 5
 

mL
 

EP 管中,加入适量

的放射免疫沉淀法裂解缓冲液进行研磨,然后将充分

研磨后的组织裂解液进行超声裂解,提取总蛋白,使
用二喹啉甲酸蛋白定量法试剂盒检测蛋白浓度。 浓

度配平之后用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

法对蛋白进行电泳分离,然后电转至聚偏二氟乙烯

膜。 聚偏二氟乙烯膜用 5%脱脂牛奶室温封闭 1
 

h,裁
剪合适大小的条带后加入相应的一抗在 4

 

℃冰箱过夜

孵育。 第 2
 

天,室温下孵育二抗 1
 

h。 使用 ECL 显影

液在 Bio-Rad
 

ChemiDoc
 

XRS+成像系统显影。
1. 6　 HE 染色

处死小鼠后,取出心脏,迅速浸于 10%福尔马林

中固定 24
 

h。 石蜡包埋后切成 5
 

μm 的切片,然后根

据说明书的步骤进行 HE 染色,染色完成后在显微镜

下观察并对代表性区域进行拍照,评价心肌组织结构

与炎症浸润情况。
1. 7　 数据分析

采用 GraphPad
 

Prism
 

9. 0 软件分析和处理数据。
所有数据均以均值±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间数据采

用单因素方差分析,P<0. 05 被认为具有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 Ori 腹腔注射改善 LPS 诱导的左心室功能障碍

通过 LPS 诱导脓毒症后,利用超声心动图检测各

组小鼠的心脏功能,表 1 中的结果表明,LPS 组小鼠对

比 Con 组小鼠 EF 和 FS 明显下降,提示 LPS 导致小鼠

左心室心功能下降。 而经过 Ori 处理的小鼠心功能指

标对比 LPS 组明显得到缓解(图 1)。 上述实验结果表

明 Ori 腹腔注射可显著改善 LPS 诱导的心功能障碍。
2. 2　 Ori 对 LPS 诱导的氧化应激血清标志物变化的

影响

　 　 收集各组小鼠的血清样本,进行生化标志物检测

(表 2)。 图 2 中的结果表明, LPS 明显导致血清中

SOD 下降、MDA 上调,而经过 Ori 处理,小鼠的前述指

标明显改善(图 2A 和 B),表明经过 Ori 治疗的小鼠抗

氧化应激能力显著提升。 心肌损伤标志物检测结果

表明,Ori 组小鼠的 LDH 和 CK-MB 水平较 LPS 组明显

下降(图 2
 

C 和 D)。 结果表明 Ori 可明显阻止 LPS 导

致的心肌细胞损伤,改善氧化应激。
表 1　 各组小鼠超声心动图检测结果

分组 EF / % FS / %

Con 74. 42±1. 33 41. 39±0. 89

LPS 50. 78±0. 68 24. 96±0. 59

Ori 59. 74±0. 85 31. 57±0. 95
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　 　 注:A 和 B 为各组小鼠 EF 和 FS 的统计结果,C 为各组小鼠的超声心动图检查代表图。 ∗∗表示与 Con 组对比,P<0. 01;
##表示与 LPS 组对比,P<0. 01。

图 1　 Ori 腹腔注射处理改善小鼠心功能不全

表 2　 各组小鼠血清生化标志物表达水平

分组 SOD / (U·mL-1 ) MDA / (nmol·mL-1 ) LDH / (U·L-1 ) CK-MB / (U·L-1 )

Con 826. 92±8. 78 5. 11±0. 05 291. 88±5. 24 247. 67±4. 86

LPS 351. 13±8. 35 15. 85±0. 22 933. 53±11. 01 527. 71±6. 29

Ori 491. 28±12. 15 12. 56±0. 34 737. 80±8. 50 426. 94±9. 09

　 　 注:A~ D 为各组小鼠血清 SOD、MDA、LDH、CK-MB 的检测结果。 ∗∗代表与 Con 组对比,P<0. 01;##代表与 LPS
组对比,P<0. 01。

图 2　 Ori 腹腔注射改善 LPS 诱导的血清学指标变化

2. 3　 Ori 腹腔注射减少心肌组织的炎症细胞浸润

先前的研究表明脓毒症心肌损伤会导致心肌组

织间炎症细胞浸润,本研究通过 HE 染色观察不同组

别小鼠心肌的变化。 结果显示,Con 组小鼠心肌纤维

结构正常,无明显炎症细胞浸润。 LPS 处理的小鼠心

肌组织间出现明显的炎性细胞浸润,心肌纤维排列紊

乱,表明 LPS 导致心肌出现损伤。 而给予 Ori 处理的

小鼠,炎症细胞浸润对比 LPS 组小鼠明显减少(图 3),
表明 Ori 腹腔注射可明显改善 LPS 导致的心肌损伤。

图 3　 Ori 处理对心肌病理学检查的影响

2. 4　
 

Ori 通过 Nrf2 / HO-1通路缓解氧化应激

由于 Ori 可增加心肌的抗氧化应激能力,为了探

讨 Ori 治疗脓毒症心肌损伤的潜在机制,本研究检测

了心肌组织 Nrf2 和 HO-1 蛋白的表达水平。 结果表

明,LPS 导致心肌中 Nrf2 和 HO-1 蛋白明显下降,但经

过 Ori 腹腔注射的小鼠心肌中的 Nrf2 和 HO-1 表达水

平明显上调(图 4),提示 Ori 可能通过 Nrf2 / HO-1 通路

改善 LPS 诱导的氧化应激,从而减少心肌损伤。
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　 　 注:A 为 Nrf2、HO-1 的蛋白质印迹法检测结果;B 和 C 为 Nrf2 和 HO-1 以 GAPDH 为

内参的相对定量结果。 ∗∗代表与 Con 组对比,P<0. 01;#代表与 LPS 组对比,P<0. 05。

图 4　 Ori 激活 Nrf2 / HO-1通路改善 LPS 诱导的氧化应激

3　 讨论

脓毒症是一种严重的全身感染性疾病,可引起多

器官功能障碍,脓毒症心肌损伤是最常见的并发症之

一[17] 。 然而,目前尚无针对脓毒症心肌损伤的特异性

治疗药物,临床上主要以对症支持治疗为主,因此,探
讨脓毒症心肌损伤的发生发展机制,开发针对脓毒症

心肌损伤的特异性治疗靶点,对改善脓毒症患者预后

具有十分重要的意义[18] 。 目前的研究表明,抗氧化应

激能力失调在脓毒症心肌损伤中占据重要地位。 虽

然氧化应激的内在机制目前尚不完全清楚,但现有研

究[10,19-21]揭示了 Nrf2 / HO-1 在抗氧化应激中的重要地

位。 Nrf2 是细胞中调节抗氧化应激能力的关键因子,
生理情况下,Nrf2 处于未激活状态;在氧化应激等病

理刺激下,Nrf2 被激活并易位至细胞核中,促进下游

抗氧化应激酶 HO-1、 SOD 等的转录与激活。 其中,
HO-1 是一个重要的抗氧化应激酶,可将血红素转化为

一氧化碳和胆红素,HO-1 及其产物可清除活性氧,发
挥抗氧化与抗炎作用,缓解脓毒症引起的心肌细胞

损伤[22] 。
近年来,越来越多的研究[23-25] 指出生物碱、萜类

化合物、类黄酮等天然中草药活性物质具有抗氧化、
抗炎作用。 冬凌草是一种常见中草药,具有消炎、清
热、解毒等效果,主要分布在南太行山麓和济源王屋

山。 Ori 是冬凌草中分离得到的一种二萜类化合物,
具有广泛的抗氧化应激、抗炎作用。 既往研究[16,26-27]

表明,Ori 在急性胰腺炎、急性肺损伤、心肌梗死中均

具有抗氧化应激作用,可上调抗氧化应激因子的表

达。 Ori 具有潜在的缓解脓毒症心肌损伤价值,但目

前尚无相关研究。 LPS 可诱发脓毒症,破坏细胞的氧

化应激与抗氧化应激平衡,从而导致心肌损伤[28] 。 本

研究结果表明,Ori 的腹腔注射可明显缓解 LPS 诱导

的心功能下降,抑制炎症细胞的浸润,阻止心肌损伤。
通过血清生化标志物的检查,发现 Ori 可明显提升抗

氧化应激酶 SOD 的表达水平,下调 MDA,并降低心肌

损伤标志物 LDH 与 CK-MB 的水平。 通过进一步的鉴

定,发现 Ori 处理明显激活了心肌中 Nrf2 与 HO-1 的

表达,表明 Ori 的抗氧化应激能力很可能与 Nrf2 / HO-1
通路有关,Nrf2 的激活对改善心肌抗氧化应激能力具

有重要作用。 本研究揭示了 Ori 在抗脓毒症心肌损伤

中的治疗潜力,Ori 可激活 Nrf2 以及下游的抗氧化应

激酶的表达水平,调节心肌的抗氧化应激能力,保护

心肌免受损伤。
综上所述,Ori 可能通过激活 Nrf2 / HO-1 信号通路

发挥抗氧化应激能力,减轻脓毒症诱导的炎性细胞浸

润以及氧化应激,从而发挥保护心肌功能的作用,为
以 Nrf2 为靶点开发特异性药物治疗脓毒症心肌损伤

提供了一定理论依据。
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