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【摘要】目的　探讨４辛基衣康酸（４ＯＩ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小鼠心肌损伤的影响。方法　采用６～８周雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠，经腹腔注射４ＯＩ（２５ｍｇ／ｋｇ）或等量生理盐水连续预处理３ｄ后，腹腔注射ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）或等量生理盐水，１２ｈ后行心脏超声检
查。取心脏，行苏木精伊红（ＨＥ）染色观察心肌病理变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素１β（ＩＬ
１β）、ｐ６５、ｐｐ６５、谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰｘ４）、前列腺素内过氧化物合成酶２（ＰＴＧＳ２）和核转录因子红系２相关因子２（Ｎｒｆ２）的蛋
白表达水平。结果　心脏超声结果显示，ＬＰＳ腹腔注射后，小鼠左心室明显扩张，收缩功能减低；与 ＬＰＳ组相比，４ＯＩ组小鼠左心室
收缩功能改善。ＨＥ染色示ＬＰＳ腹腔注射后，小鼠心脏炎症细胞浸润明显，心肌细胞排列疏松，表现出类似于脓毒症诱导的心肌损伤
的病理特点。４ＯＩ组小鼠心脏的炎症细胞浸润程度和病理改变较ＬＰＳ组低。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ示 ＬＰＳ腹腔注射后，小鼠心肌组织中 Ｎｒｆ２
和ＧＰｘ４的表达明显降低，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＰＴＧＳ２以及ｐｐ６５／ｐ６５表达明显升高；与ＬＰＳ组相比，４ＯＩ组小鼠心肌组织中的Ｎｒｆ２和ＧＰｘ４
蛋白水平更高，而ＩＬ１β、ＴＮＦα、ｐｐ６５／ｐ６５和ＰＴＧＳ２表达水平降低。结论　４ＯＩ预处理可通过减轻炎症和氧化应激，减轻ＬＰＳ诱导
造成的心肌损伤，从而保护心脏功能。
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　　脓毒症是临床上一种常见的全身性疾病，极易进
展为多器官衰竭，进而导致患者死亡［１２］。其中，脓毒

症引发的以左心室扩张和左室射血分数 （ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）降低为特征的心肌
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损伤在脓毒症并发症中最为常见，是导致患者死亡的

重要原因［３］。目前临床缺乏有效的特异性治疗方法。

因此，寻求新的治疗方案以减轻脓毒症引发的心肌损

伤是目前临床亟待解决的问题。新近研究［４］显示，作

为三羧酸循环代谢物的衣康酸在活化的巨噬细胞中

高度诱导，可显著抑制炎症反应。其作用机制主要是

使Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白 １的半胱氨酸残基
１５１、２５７、２８８、２７３和２９７烷基化，并阻止它与核转录
因子红系 ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）结合，使Ｎｒｆ２易位到细胞核，上调
下游抗氧化反应相关基因的表达，从而抑制氧化应

激［５］，同时４辛基衣康酸（４ｏｃｔｙｌｉｔａｃｏｎａｔｅ，４ＯＩ）还可
抑制ｐ６５的磷酸化以及 ｐｐ６５的入核［６］。４ＯＩ是一种
细胞通透性衣康酸衍生物，具备潜在的减轻脓毒症引

发的心肌损伤的应用价值，但尚无研究证实。因此，

本研究拟探究４ＯＩ对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
诱导的心肌损伤的影响，以评估４ＯＩ在脓毒症引发的
心肌损伤方面的治疗价值。

１　材料和方法
１１　动物与分组

６～８周雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，购自北京维通利华
实验动物技术有限公司，饲养于武汉大学动物实验中

心，无特定病原体条件下，随机分为３组。Ｃｏｎｔｒｏｌ组
（ｎ＝１０）：腹腔注射等量生理盐水连续３ｄ；ＬＰＳ组（ｎ
＝１０）：腹腔注射等量生理盐水３ｄ后，腹腔注射 ＬＰＳ
（１０ｍｇ／ｋｇ），构建ＬＰＳ诱导的脓毒症造成的心肌损伤
模型；４ＯＩ组（ｎ＝１０）：腹腔注射４ＯＩ（２５ｍｇ／ｋｇ）连续
处理３ｄ后，腹腔注射ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）。
１２　药品与试剂

４ＯＩ和ＬＰＳ购自ｓｉｇｍａ公司，ｐ６５、ｐｐ６５、谷胱甘肽
过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰｘ４）、前列腺
素内过氧化物合成酶 ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｅｎｄｏｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ２，ＰＴＧＳ２）、Ｎｒｆ２和甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗
体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１３　超声心动图检查

用１％戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻醉小鼠，胸部备
皮后固定，使用飞依诺公司的ＶＩＮＮＯ６超声仪描记Ｍ型
心脏超声图像，测量 ＬＶＥＦ、左心室短轴缩短率（ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）、左心室舒张末期
内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓｔｏｌｉｃｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＤｄ）和左
心室收缩末期内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｓｙｓｔｏｌｉｃｄｉａｍｅｔｅｒ，
ＬＶＥＳｄ），以评估左心室的结构及功能［７］。

１４　苏木精伊红染色
用１％戊巴比妥钠腹腔注射（９０ｍｇ／ｋｇ）安乐死处

死小鼠，迅速开胸摘取心脏，４％多聚甲醛中４℃固定
过夜。石蜡包埋，６μｍ 切片后行苏木精伊红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，光学显微镜下观察
并拍照。

１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
分离小鼠左心室心肌组织并冷冻在液氮中，用

ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ蛋白质测定试剂盒定
量蛋白浓度并用 ＲＩＰＡ裂解液调整至同一浓度，后加
入５Ｘ上样缓冲液，混匀并１００℃加热１０ｍｉｎ。采用
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离４０μｇ蛋白质，电转至 ＰＶＤＦ膜。
５％脱脂牛奶室温封闭 １ｈ，然后与特定一抗工作液
４℃孵育过夜［ｐ６５１１０００、ｐｐ６５１１０００、ＧＰｘ４１
１０００、ＰＴＧＳ２１１０００、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）１ １０００、白 介 素１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）１１０００和 ＧＡＰＤＨ １
１５００］。洗膜后，二抗工作液室温孵育１ｈ，使用 ＥＣＬ
试剂盒激发化学发光信号，并用ＩｍａｇｅＬａｂＴＭ软件检测。
以ＧＡＰＤＨ作为内参进行灰度分析。
１６　统计学分析

所有数据均以平均值 ±标准误表示。使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件，采用单因素方差分析法进行统
计分析，Ｐ＜０．０５具有统计学意义。
２　结果
２１　超声心动图检查结果

心脏超声检查结果显示（图１Ｅ和表１），与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比，ＬＰＳ组ＬＶＥＦ［（４１．６５±４．４９）％ ｖｓ（８０．３２±
２．４３）％，Ｐ＜０．００１］和 ＬＶＦＳ［（１７．１６±２．９２）％ ｖｓ
（４１．８４±２．３１）％，Ｐ＜０．００１］显著降低，ＬＶＥＳｄ
［（３０５±０．１６）ｍｍｖｓ（２．１７±０．１２）ｍｍ，Ｐ＜０．００１］
显著增加。与 ＬＰＳ组相比，４ＯＩ组 ＬＶＥＦ［（６０．９３±
４２６）％ ｖｓ（４１．６５±４．４９）％，Ｐ＜０．００１］和 ＬＶＦＳ
［（２８．８９±２．６４）％ ｖｓ（１７．１６±２．９２）％，Ｐ＜０．００１］
得以保留，ＬＶＥＳｄ［（２．５０±０．１２）ｍｍｖｓ（３．０５±０．１６）
ｍｍ，Ｐ＜０．００１］明显缩小（图１Ａ、图１Ｂ和图１Ｃ）。三
组之间ＬＶＥＤｄ无显著性差异（图１Ｄ）。
２２　病理学检查结果

ＨＥ染色显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＰＳ组小鼠心脏
表现出明显的炎症细胞浸润以及心肌细胞排列疏松，

该表现类似于脓毒症诱导的心肌损伤的病理特点。

与ＬＰＳ组相比，４ＯＩ组小鼠心脏炎症细胞浸润程度较
低，心肌细胞排列较紧密（图２）。
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　　　　　　　　　　　　注：表示Ｐ＜０．００１，ｎｓ表示Ｐ＞０．０５。
图１　４ＯＩ腹腔注射预处理对ＬＰＳ腹腔注射后小鼠心脏超声的影响

表１　三组小鼠超声心功能比较

组别 ＬＶＥＦ／％ ＬＶＦＳ／％ ＬＶＥＤｄ／ｍｍ ＬＶＥＳｄ／ｍｍ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ８０．３２±２．４３ ４１．８４±２．３１ ３．５８±０．１６ ２．１７±０．１２
ＬＰＳ ４１．６５±４．４９ １７．１６±２．９２ ３．６８±０．１５ ３．０５±０．１６
４ＯＩ ６０．９３±４．２６ ２８．８９±２．６４ ３．５２±０．１２ ２．５０±０．１２

　　　　　　　　　注：ＨＥ染色，２００倍。
图２　４ＯＩ腹腔注射预处理对ＬＰＳ腹腔注射后小鼠心脏病理学的影响

２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，

ＬＰＳ组小鼠心肌组织中Ｎｒｆ２和 ＧＰｘ４的表达明显降低
（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＰＴＧＳ２（Ｐ＜０．０５）和 ｐｐ６５／
ｐ６５（Ｐ＜０．０１）的表达明显升高；与 ＬＰＳ组相比，４ＯＩ
组小鼠Ｎｒｆ２（Ｐ＜０．０１）和ＧＰｘ４（Ｐ＜０．０５）的表达明显

升高，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ｐｐ６５／ｐ６５（Ｐ＜０．０５）和 ＰＴＧＳ２
（Ｐ＜０．０１）的表达明显下降（图３）。ＬＰＳ组小鼠心肌
组织中的 ｐｐ６５／ｐ６５（Ｐ＜０．０１）、ＴＮＦα和 ＩＬβ（Ｐ＜
００５）的表达上调，Ｎｒｆ２（Ｐ＜０．０５）的表达下调，而
ＰＴＧＳ２（Ｐ＜０．０５）的表达上调，ＧＰｘ４（Ｐ＜０．０５）的表达
下调；与ＬＰＳ组相比，４ＯＩ组小鼠心肌组织中的ｐｐ６５／
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ｐ６５、ＴＮＦα和ＩＬβ（Ｐ＜０．０５）的表达下调，Ｎｒｆ２（Ｐ＜
０．０１）的表达上调，而 ＰＴＧＳ２（Ｐ＜０．０１）的表达下调，

ＧＰｘ４（Ｐ＜０．０５）的表达上调。

　　注：图Ａ，炎症相关蛋白的改变；图Ｂ，Ｎｒｆ２的改变；图Ｃ，ＰＴＧＳ２和ＧＰｘ４的改变（表示Ｐ＜０．０５，

表示Ｐ＜０．０１）。

图３　４ＯＩ腹腔注射预处理对ＬＰＳ腹腔注射后小鼠心脏蛋白表达水平的影响

３　讨论与结论
脓毒症是一种常见的全身性炎症疾病，易进展为

多器官功能衰竭，患者死亡率极高，尤以合并有心肌

损伤时更为严重［８］。虽然脓毒症诱发的心肌损伤是

一个可逆的过程，但其仍是导致脓毒症死亡率高的主

要原因［９］。因此，在脓毒症患者的治疗中，减轻脓毒

症引发的心肌损伤的治疗尤为重要，是降低脓毒症患

者临床死亡率的重要措施。既往研究［１］表明，炎症反

应和氧化应激是脓毒症患者发生心肌损伤的两个重

要发病机制。ＬＰＳ可结合并激活巨噬细胞膜上的 Ｔｏｌｌ
样受体，促进 ｐ６５的磷酸化以及 ｐｐ６５入核，促使包括
ＴＮＦα和ＩＬ１β在内的促炎症因子表达上调［１０］，激活

炎症细胞直接损伤心肌细胞并抑制其收缩功能［１１］，临

床表现为ＬＶＥＦ及ＬＶＦＳ下降。另一方面，严重感染导
致心肌细胞线粒体呼吸链酶复合物Ⅱ功能障碍，导致
电子传递方向逆转，诱发氧化应激，并对脂质、蛋白质

和ＤＮＡ等细胞组成成分产生直接损害［１２］，还可进一

步阻止缺氧诱导因子１α的降解，最终上调促炎性细
胞ＩＬ１β的转录，加重炎症。ＧＰｘ４作为一种抗氧化成
分，在氧化应激时表达水平会明显下降，同时诱导

ＰＴＧＳ２上调，进而导致脂质氧化［１３１４］。

衣康酸是三羧酸循环中的代谢产物，具有抗炎和

抗氧化应激作用，新近研究［２］显示，４ＯＩ作为其衍生
物可激活Ｎｒｆ２，上调抗氧化应激反应相关基因的表达，
同时可作用于ｐ６５蛋白抑制炎症相关蛋白的表达，具
备潜在的减轻脓毒症引发心肌损伤的应用价值，但尚

无研究证实。本研究结果表明，４ＯＩ腹腔注射预处理
能明显改善ＬＰＳ腹腔注射后小鼠的心脏收缩功能，保
护心脏结构的完整并缓解心肌组织的炎症浸润。４ＯＩ
的应用可明显缓解ＬＰＳ诱导的心肌组织 ＴＮＦα和 ＩＬ
１β等炎症因子的增加，抑制ｐ６５磷酸化。其机制可能
与４ＯＩ抑制 ｐ６５的磷酸化，进而减少 ｐｐ６５入核以及
下调促炎因子的表达有关。同时，４ＯＩ的应用可激活
Ｎｒｆ２，抑制ＬＰＳ腹腔注射后导致的心脏ＧＰｘ４水平下降
及ＰＴＧＳ２水平上调，最终抑制氧化应激反应，从而保
护心肌。

综上所述，４ＯＩ的预处理可能通过上调Ｎｒｆ２的表
达，降低ｐ６５的磷酸化水平来抑制炎症并发挥抗氧化
应激作用，从而减轻 ＬＰＳ诱导造成的心肌损伤，但具
体作用机制还有待深入研究。
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２０２２０８０１

本刊增加论著栏目的启事

本刊２０１９年起新增论著栏目，论著投稿注意事项如下。
１．论著文章６０００字以内（包括摘要、图表及参考文献）；论著采用结构式摘要（含目的、方法、结果和结论），

摘要篇幅以２００～４００个汉字符为宜，并有完整的英文（含文题、作者、单位、摘要和关键词）；关键词以３～８个为
宜；论著引用参考文献要求达到２０条以上。
２．论文如属国家自然科学基金项目或省、部级以上重点攻关课题，其他科研基金资助的项目，请在文稿首页

脚注“【基金项目】ｘｘｘ科研资助项目（编号）”，如获专利请注明专利号。本刊对重大研究成果、国家自然科学基
金、卫生部科研基金、省科技厅项目，将优先发表。

３．本刊已全部实行网上投稿，请通过《心血管病学进展》杂志的稿件远程处理系统投稿（登录 ｈｔｔｐ：／／
ｘｘｇｂｘｚｚ．ｐａｐｅｒｏｐｅｎ．ｃｏｍ后，点击“作者投稿”，在“作者投稿管理平台”中投稿）。网上投稿成功后还需报送以下材
料：（１）稿件处理费５０元（可通过手机银行转账）。（２）论文投送介绍信和著作权授权书（可发电子版）：来稿需
经作者单位审核，应注明对稿件的审评意见以及无一稿多投等学术不端行为以及其他与国家有关法律法规相违

背的问题，并加盖公章。如涉及保密问题，需附有关部门审查同意发表的证明。（３）若此项研究为基金项目者，
需附基金批文复印件（可发电子版）。

本刊编辑部
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