
·实验研究· [文章编号] 摇 1007鄄3949(2012)20鄄12鄄1064鄄05

血管内皮细胞损伤在脓毒症大鼠心肌损伤中的作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨血管内皮细胞损伤与脓毒症心肌损伤之间的关系。 方法摇 将 30 只大鼠随机分为假手术

组、脓毒症组和乌司他丁组,分别用酶联免疫法吸附法检测血浆中血管性血友病因子(vWF)、血栓调节素(TM)浓

度,罗氏生化仪检测血浆肌酸激酶(CK)、肌酸激酶同工酶(CK鄄MB)水平,心导管检测心脏左心室压力(LVP)、左心

室压力上升或下降最大速率( + dp / dtmax或 - dp / dtmax)来评价心功能,用免疫印迹法检测心肌脑利钠肽(BNP)水平

来评价心肌损伤情况。 结果摇 脓毒症组 vWF、TM 浓度较假手术组明显增加,同时伴有以 CK、CK鄄MB 升高为标志的

心肌损伤加重,以及 BNP 表达增加和 LVP、 + dp / dtmax、 - dp / dtmax的降低为标志的心功能下降,乌司他丁组内皮细

胞损伤降低,心肌损伤减轻以及心功能改善。 结论摇 内皮细胞损伤可能是脓毒症引起心肌损伤的重要原因。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the role of endothelial damage related to septic myocardial injury. 摇 摇 Methods
30 Sprague鄄Dawley rats were divided into 3 groups: sham鄄operation group, sepsis group and ulinastatin group. 摇 Plasma
von Willebrand factor (vWF) and thrombomodulin (TM) levels were detected with ELISA, plasma creatine kinase (CK)
and creatine kinase isoenzyme (CK鄄MB) levels with reflotron plus clinical chemistry analyser, left ventricular pressure
(LVP), the maximum and minimum rates of LVP change ( + dp / dtmax and - dp / dtmax ) by cardiac catheterization and
brain natriuretic peptide (BNP) levels by Western blot. 摇 摇 Results摇 Plasma CK, CK鄄MB and cardiac BNP levels were
elevated, LVP, + dp / dtmax and - dp / dtmax decreased as vWF and TM levels increased in sepsis group compared with those
in sham鄄operation group. 摇 However, reduced myocardial injury and improved cardiac function were observed in ulinastatin
group. 摇 摇 Conclusion摇 Endothelial damage in coronary probably contributes to sepsis induced myocardial injury.

摇 摇 脓毒症是临床危重症中常见疾病,脓毒症引起

多脏器功能不全是其最常见死亡原因。 约有 50%
的脓毒症患者心肌受累,表现为心功能不全[1]。 目

前的研究发现,脓毒症时冠状动脉舒张功能受损,
从而导致心肌缺血,被认为是其心肌损伤的重要机

制[2]。 然而,脓毒症引起冠状动脉舒张功能受损的

具体机制仍不清楚。
内皮细胞是覆盖在循环系统内部的单层细胞,

在人体内分布非常广泛,其功能上介导了血管的舒

张和收缩,调节细胞和营养物质的转运,保持血液

的流动性,维持局部促炎和抗炎介质的平衡,参与

新生血管的形成,并可引起细胞凋亡[3]。 在感染、
缺氧等严重应激情况下,血浆中来源于血管内皮细

胞的血管假性血友病因子 ( von Willebrand factor,
vWF)和血栓调节蛋白( thrombomodulin,TM)水平升

高,其升高程度可以反映血管内皮细胞损伤的程度,
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因而通常被用作内皮细胞损伤的标志物[4,5]。 内皮

细胞损害或失功可以引起血管的舒张和收缩功能

失调,可引起高血压、冠心病等多种心血管疾病,内
皮细胞损伤是否介导了脓毒症心肌损伤目前仍无

相关报道。
乌司他丁是弹性蛋白酶抑制物,具有抗炎、减

少细胞与组织损伤,改善微循环与内皮细胞通透性

等作用,并维护血管正常舒缩功能及维护内皮细胞

完整性,明显减轻血管内皮细胞损伤[6]。 因而本研

究建立大鼠脓毒症模型,采用乌司他丁进行干预以

减轻内皮细胞损伤,探索内皮细胞损伤与脓毒症心

肌病之间的关系。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 大鼠脓毒症模型的建立

摇 摇 Sprague Dawley 大鼠 30 只,体重 230 ~ 260 g,随
机分为三组:假手术组、脓毒症组、乌司他丁组。 大

鼠脓毒症模型的制备参照文献[7]。 大鼠腹腔内注

射 10%水合氯醛麻醉(3郾 5 mL / kg),腹壁正中切开

2 cm,拉出盲肠后在盲肠总长度 50% 处结扎,用国

产 25 号针头在结扎线下 5 mm 处贯穿盲肠 1 次,造
成 2 个漏口,回纳盲肠后关腹。 脓毒症组于术前 1 h
经腹腔注射生理盐水 0郾 2 mL。 假手术组除不结扎

和穿刺盲肠外,其余操作同脓毒症组。 乌司他丁组

在建立脓毒症模型前 1 h 腹腔内注射乌司他丁 1500
U / kg。
1郾 2摇 心脏功能的血流动力学监测

术后 12 h 监测心室功能[8],大鼠麻醉(方法同

前)后经右颈总动脉往左心室内置入 1郾 4F Millar 压

力导管,连接 FDP21 型 HRV & BRS 分析系统(上海

嘉龙教仪厂生产),使用 MFLab3郾 01 功能学科实验

软件包监测左心室压力(LVP)及左心室压力上升 /

下降最大速率( 依 dp / dtmax)。
1郾 3摇 vWF、TM、肿瘤坏死因子 琢 及白细胞介素 6 水

平测定

采用酶联免疫吸附法测定,其中 vWF、TM 试剂

盒购自上海太阳生物技术有限公司,肿瘤坏死因子

琢( tumor necrosis factor鄄琢, TNF鄄琢)、白细胞介素 6
( interleukin鄄6,IL鄄6) 试剂盒购自美国 Biosource 公

司,操作严格按说明书进行。
1郾 4摇 CK、CK鄄MB 活性测定

从大鼠颈内静脉取血,4益放置 30 min 待血液

凝固后 4益、2500 r / min 离心 10 min,取血清 4益冰

箱保存,次日用美国强生 250 自动化分析仪测定

CK、CK鄄MB 活性。
1郾 5摇 心肌脑利钠肽检测

取总量约 50 滋g 从大鼠心肌中提取的蛋白于

12% SDS鄄PAGE 上进行分离,转膜后于 4益 与脑利

钠肽 ( brain natriuretic peptide, BNP) 单克隆抗体

(Santa Cruz Biotechnology)和 茁鄄actin 多克隆抗体孵

育过夜,用化学发光法 ECL 进行检测,用 Image J 软

件对蛋白条带进行定量分析。
1郾 6摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示,采用 SPSS 13郾 0 软件进行分

析,各组之间均数比较采用单因素方差分析,P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 血清 IL鄄6、TNF鄄琢 水平比较

摇 摇 脓毒症组血清内皮细胞损伤标志物 IL鄄6、TNF鄄
琢 水平较假手术组明显升高,而使用内皮细胞保护

剂乌司他丁治疗后血清 IL鄄6、TNF鄄琢 水平明显减低

(P < 0郾 05;图 1)。

图 1. 三组大鼠血清 IL鄄6、TNF鄄琢 水平比较摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与假手术组相比;b 为 P < 0郾 05,与脓毒症组相比。

Figure 1. Comparison of serum IL鄄6 and TNF鄄琢 levels in the three groups
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2郾 2摇 血清 vWF、TM 水平比较

脓毒症组血清内皮细胞损伤标志物 vWF、TM
水平较假手术组明显升高,而使用内皮细胞保护剂

乌司他丁治疗后血清 vWF、TM 水平明显减低(P <
0郾 05;图 2)。

2郾 3摇 血清 CK、CK鄄MB 水平比较

脓毒症组心肌细胞损伤标志物 CK、CK鄄MB 水

平较假手术组明显升高,使用内皮细胞保护剂乌司

他丁治疗后 CK、CK鄄MB 水平明显降低(P < 0郾 05;图
3)。

图 2. 三组大鼠血清 vWF、TM 浓度比较摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与假手术组相比;b 为 P < 0郾 05,与脓毒症组相比。

Figure 2. Comparison of serum vWF and TM levels in the three groups

图 3. 三组大鼠血清 CK、CK鄄MB 浓度比较摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与假手术组相比;b 为 P < 0郾 05,与脓毒症组相比。

Figure 3. Comparison of serum CK and CK鄄MB levels in the three groups

2郾 4摇 心脏血流动力学比较

脓毒症组心脏血流动力学指标 LVP、 + dp / dtmax、

- dp / dtmax较假手术组显著降低,而脓毒症大鼠使用

乌司他丁干预后上述指标显著改善(P <0郾 05;图 4)。

图 4. 三组大鼠血流动力学比较摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与假手术相比;b 为 P < 0郾 05,与脓毒症组相比。

Figure 4. Hemodynamic comparison in the three groups
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2郾 5摇 心肌 BNP 水平比较

脓毒症组心肌 BNP 水平较假手术组显著升高,
而使用乌司他丁干预后 BNP 水平显著降低(P <
0郾 05;图 5)。

图 5. 三组大鼠心肌 BNP 水平比较摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与假手术

相比;b 为 P < 0郾 05,与脓毒症组相比。

Figure 5. Comparison of cardiac BNP levels in the
three groups

3摇 讨摇 论

炎症的激活是脓毒症的重要病理生理特征,本
研究中以盲肠穿孔法建立的脓毒症大鼠模型伴有

促炎因子 IL鄄6 和 TNF鄄琢 水平的显著升高,而乌司他

丁可以显著降低升高的促炎因子水平,表明模型建

立成功。 研究发现,脓毒症大鼠血浆中内皮细胞损

伤标志物 vWF、TM 水平显著升高,同时伴有心肌损

伤标 志 物 CK、 CK鄄MB 水 平 升 高, 以 及 LVP、
+ dp / dtmax、 - dp / dtmax下降和 BNP 水平升高,表明合

并心脏损伤,并导致左心室收缩和舒张功能不全。
而乌司他丁减轻内皮细胞损伤的同时,也使得心脏

损伤减轻,左心室收缩和舒张功能改善,提示在脓

毒症中内皮细胞损伤可能是导致脓毒症心肌损伤

和心功能不全的重要因素。
目前的研究发现,内皮细胞损伤与多种心血管

疾病相关。 在高血压中,内皮细胞损伤被认为是高

血压形成的重要机制。 其机制是基于在高血压动

物模型的研究中,血管对缩血管物质的反应性增

强,而由剪切力或者乙酰胆碱类激动剂引起的内皮

细胞依赖性血管舒张作用明显降低[9鄄11]。 另外,交

感神经元高活性是心血管疾病的普遍特征,也是患

者病死率的重要预测因子[12],而内皮损伤时 NO 和

超氧阴离子自由基失衡引起的 NO 失活增强被认为

是交感神经元高活性的重要原因之一[13]。 在心肌

梗死患者中,采用血管紧张素转化酶抑制剂、AT1 受

体抑制剂或盐皮质激素受体拮抗剂来抑制活化的

肾素鄄血管紧张素鄄醛固酮系统时,也可以改善内皮

细胞功能[14,15]。 本研究也发现,内皮细胞损伤可能

是脓毒症导致心肌损伤和心功能不全的重要机制。
脓毒症的炎症反应激活可以引起内皮细胞损

伤,进而影响内皮细胞的收缩和舒张功能,使心脏

冠状动脉的舒张和收缩功能失调,从而导致心肌缺

血[3]。 另外,内皮细胞损伤和失功也是炎症反应的

参与者和始动因素,内皮细胞损伤可以引起 vWF、
TF 释放,后者可以使凝血功能紊乱和炎症反应激

活,从而引起心脏微血管的血栓形成,加重心肌微

循环障碍,并可释放对心肌有抑制作用的炎症因

子,进一步加重心肌损伤和心脏失功[3,16]。 因而,内
皮细胞损伤或失功可能是脓毒症心肌损害的重要

发病机制。
目前尚无特异性的药物用于减轻内皮细胞损

伤和改善其功能,抗炎药物及他汀类药物目前被认

为对内皮细胞具有保护作用,可以减轻内皮细胞损

伤[17]。 乌司他丁是从人尿提取精制的糖蛋白,属蛋

白酶抑制剂,具有抑制胰蛋白酶等各种胰酶活性的

作用,常用于胰腺炎的治疗。 目前的研究发现,乌
司他丁对脓毒症、缺氧等各种刺激所引起的内皮细

胞损伤具有保护作用。 张莉等[18] 研究发现,在先天

性心脏病婴儿的体外循环中,乌司他丁能维护血管

正常舒缩功能及维护内皮细胞完整性,使得内皮细

胞表达的细胞间黏附分子 1 和 CD11b 明显减少,减
少白细胞与血管内皮细胞黏附,明显减轻血管内皮

细胞损伤。 本研究所的研究也发现,乌司他丁可以

减轻中暑大鼠外周血循环内皮细胞数量,降低血清

vWF 和 TM[19]。 因而在本研究中,利用乌司他丁对

内皮细胞的保护作用来观察内皮细胞损伤与脓毒

症心肌损伤之间的关系。 然而,乌司他丁对内皮细

胞保护作用的具体分子机制仍不清楚。 薛新等[20]

用脂多糖诱导急性肺损伤大鼠的血清刺激大鼠肺

微血管内皮细胞,可以使其通透性增高与 F鄄肌动蛋

白解聚,而乌司他丁可减轻 ALI 过程中炎症介质对

内皮细胞骨架的影响,改善内皮细胞的通透性。 Na鄄
katani 等发现,乌司他丁可以使白细胞释放的弹力

蛋白酶失活,从而减轻由白细胞介导的内皮细胞损

伤。 另外,在本研究中,乌司他丁可以降低脓毒症
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大鼠 IL鄄6 和 TNF鄄琢 水平,而后者可以引起内皮细胞

损伤和失功[21鄄23]。 因而乌司他丁对内皮细胞的保

护作用也可能部分是通过抑制 IL鄄6 和 TNF鄄琢 来实

现的。
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