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鞣花酸灌胃对脂多糖诱导的脓毒症心功能不全的影响
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【摘要】目的　探究鞣花酸（ＥＡ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的脓毒症所致心功能不全保护作用的潜在机制。方法　将３２只Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠分为４组：对照Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｏｎ）组（ｎ＝８），ＬＰＳ组（ｎ＝８），２０ＥＡ（２０ｍｇ／ｋｇ）组（ｎ＝８），４０ＥＡ（４０ｍｇ／ｋｇ）组（ｎ＝８）。２０ＥＡ及４０ＥＡ
组用ＥＡ灌胃１４ｄ后腹腔注射１０ｍｇ／ｋｇＬＰＳ，Ｃｏｎ组使用等量生理盐水灌胃。超声心动图评测心功能，分析射血分数及短轴缩短率，
生化法检测超氧化物岐化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）及乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）血清水平。结果　超声心动图
显示ＥＡ以剂量依赖的方式改善ＬＰＳ诱导的心脏的射血分数及短轴缩短率。生化检测显示，与对照组相比，ＬＰＳ组 ＳＯＤ血清水平下
降，ＭＤＡ、ＣＫＭＢ及ＬＤＨ血清水平升高，ＥＡ可呈剂量依赖性上调ＳＯＤ，下调 ＭＤＡ、ＣＫＭＢ及 ＬＤＨ的血清水平。蛋白免疫印迹显示
ＥＡ预处理可上调核转录因子红系２相关因子２（Ｎｒｆ２）以及血红素加氧酶１（ＨＯ１）的水平。结论　ＥＡ可有效改善ＬＰＳ诱导的心功
能不全，可能是通过减轻氧化应激水平及上调Ｎｒｆ２／ＨＯ１水平发挥作用。
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　　脓毒症表现为机体对感染反应失调的炎症，可导
致多器官的损伤甚至衰竭，因此在临床上具有极高的

死亡率［１］。脓毒症发生时，组织和循环中的炎症细胞

因子显著升高，炎症因子产物可在心肌细胞周围产生

大量活性氧和超氧阴离子继而导致组织的损伤［２］。

心脏功能障碍是脓毒症的致命并发症，主要表现为收

缩功能下降。尽管支持治疗技术手段日益成熟，其死

亡率仍可达７０％［３］，探索脓毒症的发病机制及新的治

疗方案愈发重要。鞣花酸（ｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄ，ＥＡ）是一种植
物来源的多酚，作为一种有效的过氧亚硝酸盐清除

剂，ＥＡ具有强大的抗炎抗氧化作用［４］。之前的研究

表明，ＥＡ可以通过抑制氧化应激及细胞凋亡水平预
防兔的动脉粥样硬化［５］，在阿霉素诱导的心肌损伤小

鼠模型中，ＥＡ灌胃预处理可有效减轻氧化应激水平

·１８１·心血管病学进展２０２３年２月第４４卷第２期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２３，Ｖｏｌ．４４，Ｎｏ．２



从而保护心脏［６］。尽管如此，ＥＡ在脓毒症中的作用
尚不 明 确。本 研 究 旨 在 探 索 ＥＡ 在 脂 多 糖
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的脓毒症心肌炎中的作
用，并进一步探讨可能的机制。

１　材料与方法
１１　实验动物

本研究选用３２只体重２２～２５ｇ成年无特定病原
体级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（６～８周龄），所有动物饲养于室
温（２４±２）℃并自由饮水进食。实验动物被随机分为
４组，对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｏｎ）组（ｎ＝８），ＬＰＳ组（ｎ＝８），
２０ｍｇ／ｋｇＥＡ（２０ＥＡ）组（ｎ＝８），４０ｍｇ／ｋｇＥＡ（４０ＥＡ）
组（ｎ＝８）。Ｃｏｎ组腹腔注射生理盐水，ＬＰＳ组注射
１０ｍｇ／ｋｇＬＰＳ，２０ＥＡ及４０ＥＡ组予ＥＡ及ＬＰＳ处理。
１２　实验设计

ＥＡ灌胃，每天１次，连续１４ｄ，第１４天灌胃１ｈ
后，腹腔注射生理盐水或ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ），小鼠毛发竖
立，眼周出现脓性分泌物则为造模成功。动物的治疗

遵循美国国立卫生研究院发布的《保护和使用实验动

物的指导原则》。

１３　超声心动图检查
ＬＰＳ注射１２ｈ后用３％异氟醚麻醉小鼠，取仰卧

位后超声心动图Ｍ型平面图像，测量的心功能指标包
括射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）和短轴缩短率
（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＦＳ）。
１４　血清生化检测

注射ＬＰＳ或生理盐水１２ｈ后，从小鼠眼球取血，
静置１ｈ后，以３５００ｒ／ｍｉｎ的速度离心。收集上清液
储存于－８０℃冰箱中进行生化指标检测。超氧化物
歧 化 酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙 二 醛
（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、肌酸激酶同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅ，ＣＫＭＢ）及乳酸脱氢酶 （ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）血清水平按照制造商（武汉赛维
尔）的试剂盒进行检测。

１５　蛋白免疫印迹
小鼠处死后取心脏储存于 －８０℃冰箱中。随后

称取３０ｇ心脏组织置于１．５ｍＬ离心管中，加入蛋白
裂解液提取总蛋白，使用 ＢＣＡ蛋白分析试剂盒（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）检测蛋白浓度。测量后用十
二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳法分
离每个样品的等量蛋白质，然后转移至聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜（美国米利波尔）。ＰＶＤＦ膜用５％脱脂牛
奶室温封闭２ｈ，随后将膜与特异性一抗于４℃冰箱孵
育过夜。第 ２天将一抗孵育的膜用 Ｔｒｉｓ缓冲液加
Ｔｗｅｅｎ２０液清洗５ｍｉｎ后与二抗在室温下孵育２ｈ。
最后，使用增强型化学发光试剂对孵育的膜进行蛋白

可视化操作，并使用ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白定量。
１６　ＨＥ染色

快速获取心脏组织，用生理盐水洗净并擦干，置

于４％多聚甲醛溶液中固定。将固定的组织用石蜡包
埋，然后切成５μｍ厚切片，进行 ＨＥ染色并观察染色
区域心肌组织结构与炎症浸润变化。

１７　数据分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件分析和处理数据。

所有数据均以均值 ±标准误（珋ｘ±ｓ）表示，采用单因素
方差分析比较多组间数据，两组间数据比较采用非配

对ｔ检验确定，Ｐ＜０．０５有统计学意义。
２　结果
２１　ＥＡ灌胃对 ＬＰＳ诱导的小鼠心肌功能障碍具有
改善作用

　　３％异氟醚轻度麻醉小鼠后使用超声心动图观察
左心功能。表 １数据显示，与接受生理盐水灌胃的
Ｃｏｎ组相比，注射 ＬＰＳ导致显著的左心室收缩功能障
碍，ＥＦ和ＦＳ显著降低。ＥＡ预处理呈剂量依赖方式显
著降低 ＬＰＳ对 ＥＦ的影响（图１）。提示 ＥＡ可显著改
善ＬＰＳ诱导的心肌收缩功能障碍。

表１　ＥＡ对各组小鼠超声心动图的影响（珔ｘ±ｓ，ｎ＝８）

分组 ＥＦ／％ ＦＳ／％
Ｃｏｎ ８５．０９±１．２０ ４４．４５±１．６２
ＬＰＳ ５０．４６±２．４１ ２２．２０±１．６８
ＬＰＳ＋２０ＥＡ ６４．５０±１．３９ ３３．１３±１．８６
ＬＰＳ＋４０ＥＡ ７３．２９±１．０７ ３４．３４±１．４９

　　注：图Ａ为胸骨旁短轴切面，Ｍ型超声模式记录的四组动物左心室乳头肌平面超声图。图Ｂ和图Ｃ分别为各组ＥＦ和ＦＳ的直方图。
表示与Ｃｏｎ组对比，Ｐ＜０．００１；＃＃表示与ＬＰＳ组对比，Ｐ＜０．０１；＃＃＃表示与ＬＰＳ组对比，Ｐ＜０．００１。

图１　各组小鼠的超声心动图分析
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２２　ＥＡ灌胃对 ＬＰＳ诱导的小鼠心肌形态变化的
影响

　　先前的实验表明，脓毒症心肌炎可使心肌结构改
变，如心室扩张。本研究观察了 ＥＡ对 ＬＰＳ诱导的心
功能不全的改善作用。结果表明，Ｃｏｎ组心肌纤维结

构正常，横纹清晰，未见炎性细胞浸润。使用 ＬＰＳ处
理的小鼠可见明显的炎性细胞浸润及心肌纤维间隙

变宽（图２），而使用 ＥＡ预处理的小鼠心肌炎症细胞
明显呈剂量依赖性减少。该实验结果表明，ＥＡ预处
理可有效改善ＬＰＳ诱导的心肌结构改变。

　　　注：箭头表示聚集的炎症细胞。
图２　通过ＨＥ染色观察ＥＡ预处理对ＬＰＳ诱导的心肌组织形态的影响

２３　ＥＡ对ＬＰＳ诱导的脓毒症小鼠血清ＳＯＤ、ＭＤＡ、
ＣＫＭＢ和ＬＤＨ变化的影响
　　为了研究ＥＡ对 ＬＰＳ导致心肌损伤的变化，本研
究检测了血清ＳＯＤ和 ＭＤＡ的水平，同时也检测了血
清中心肌损伤标志物ＣＫＭＢ及ＬＤＨ的表达。表２展

示了Ｃｏｎ组与ＬＰＳ组炎症及氧化应激的比较数据，与
对照组相比，ＬＰＳ组的ＳＯＤ显著降低，ＭＤＡ、ＣＫＭＢ和
ＬＤＨ显著升高，而 ＥＡ灌胃预处理可呈剂量依赖性上
调 ＳＯＤ，下 调 ＭＤＡ、ＣＫＭＢ 和 ＬＤＨ 的 血 清 水
平（图３）。

表２　各组中ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＣＫＭＢ、ＬＤＨ表达水平的比较（珔ｘ±ｓ，ｎ＝８）

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

Ｃｏｎ ８６５．６０±１１．５９ ５．２１±０．１０ ２５５．３０±６．９９ ３２９．９０±３９．６６

ＬＰＳ ３６８．７０±１２．９７ ２１．５６±１．０１ ５９２．８０±６３．２５ １１０９．００±４０．６９

ＬＰＳ＋２０ＥＡ ４３１．００±５．４０ １８．３１±０．４９ ４６４．６０±５．１３ ９５９．４０±１５．８６

ＬＰＳ＋４０ＥＡ ５７６．００±８．１７ １５．３２±０．４８ ３６３．００±９．１９ ７２４．８０±２５．３６

　　注：图Ａ～Ｄ分别为血清中ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＣＫＭＢ和ＬＤＨ的表达水平。表示与 Ｃｏｎ组对比，Ｐ＜０．００１；＃表示与 ＬＰＳ组对比，Ｐ＜
００５；＃＃表示与ＬＰＳ组对比，Ｐ＜０．０１；＃＃＃表示与ＬＰＳ组对比，Ｐ＜０．００１。

图３　ＬＰＳ诱导的脓毒症小鼠心肌损伤指标

２４　ＥＡ预处理可上调 ＬＰＳ诱导的小鼠脓毒症心肌
炎Ｎｒｆ２蛋白水平
　　为了进一步确定ＬＰＳ和ＥＡ对脓毒症心肌炎氧化
应激水平的可能机制，本研究检测了抗氧化因子核转

录因子红系 ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）和血红素加氧酶 １（ｈｅｍｅ
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）的蛋白表达水平。图４显示 ，相
对于Ｃｏｎ组，ＬＰＳ处理可引起明显的 Ｎｒｆ２及 ＨＯ１降
低，而 ＥＡ预处理可呈剂量依赖方式上调 Ｎｒｆ２及
ＨＯ１。

３　讨论
本实验表明，ＬＰＳ可造成小鼠的心肌损伤，表现为

ＳＯＤ水平的降低以及 ＭＤＡ、ＣＫＭＢ及 ＬＤＨ水平的升
高，ＥＡ的灌胃预处理可显著改善 ＬＰＳ所致心肌损伤。
超声心动图及 ＨＥ染色结果表明，ＥＡ灌胃可以减轻
ＬＰＳ诱导的脓毒症心功能不全，这可能是通过促进
Ｎｒｆ２／ＨＯ１的表达从而抑制线粒体氧化应激发挥作用
的（见图５）。过去的研究［７８］已证实ＥＡ作为膳食多酚，
具有抗氧化、抗炎以及保护神经作用。ＬＰＳ诱发的脓毒
症导致心肌损伤主要是通过诱导炎症和氧化应激。

·３８１·心血管病学进展２０２３年２月第４４卷第２期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２３，Ｖｏｌ．４４，Ｎｏ．２



　　注：图Ａ为Ｎｒｆ２以及ＨＯ１的蛋白条带，ＧＡＰＤＨ为蛋白表达内参；图Ｂ和图Ｃ分别代表ＥＡ上调Ｎｒｆ２以及ＨＯ１的表
达水平。表示与Ｃｏｎ组对比，Ｐ＜０００１；＃表示与ＬＰＳ组对比，Ｐ＜０．０５；＃＃表示与 ＬＰＳ组对比，Ｐ＜０．０１；＃＃＃表示与
ＬＰＳ组对比，Ｐ＜０．００１。

图４　ＥＡ对ＬＰＳ诱导的小鼠心脏Ｎｒｆ２以及ＨＯ１蛋白水平的影响

　　　　　　注：ＴＬＲ４为ＬＰＳ在细胞膜上的受体。
图５　ＥＡ治疗ＬＰＳ致脓毒症心功能不全机制图

　　有研究［９１０］表明，ＬＰＳ会诱导巨噬细胞释放炎症
因子，炎症因子在激活炎症级联反应损伤心肌的同时

会导致心脏整体的收缩功能障碍。富含ＥＡ的石榴汁
可以通过抑制炎症因子从而改善非酒精性脂肪肝［１１］。

本次研究的ＨＥ染色及超声心动图结果显示，ＥＡ能改
善ＬＰＳ诱导的心肌纤维结构损伤。生理状态下，机体
自身的抗氧化系统可以消除活性氧，以避免过度氧化

应激［１２１４］，ＥＡ的抗氧化应激作用主要归因于其结构
上的４个羟基［１５］。核因子 Ｎｒｆ２可以编码抗氧化抗炎
蛋白发挥保护因子的作用，ＨＯ１是 Ｎｒｆ２的下游，可以
防止氧化损伤及炎症的发生发展［１６］。既往的研究［１７］

发现，ＥＡ可以通过上调 Ｎｒｆ２的表达减轻糖尿病大鼠
的生殖毒性及功能障碍，也可减轻百草枯导致的仔猪

氧化应激及肠道损伤［１８］。在神经保护方面，ＥＡ上调
的Ｎｒｆ２可保护链脲佐菌素所致的大鼠海马区损伤和
记忆丧失［１９］，在鱼藤酮诱导的神经元损伤中也具有保

护作用［２０］。在心血管疾病中，ＥＡ可升高Ｎｒｆ２和ＨＯ１
水平［２１］，同时改善谷胱甘肽过氧化物酶和过氧化氢酶

活性发挥心肌保护作用［２２］，对抗异丙肾上腺素诱导氧

化应激损伤。在本实验中观察到，ＥＡ的预处理显著
逆转了 ＬＰＳ导致的 Ｎｒｆ２及 ＨＯ１的降低，提示 ＥＡ可
能是通过上调Ｎｒｆ２／ＨＯ１来减轻脓毒症小鼠的心肌损
伤。综上所述，ＥＡ是一种有效的心脏保护剂，可以减
轻ＬＰＳ诱导的心肌损伤可能是通过上调Ｎｒｆ２／ＨＯ１从
而抑制线粒体氧化损伤而发挥作用。
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