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内质网应激上调导致机械通气相关性膈肌功能障碍研究*

张菊梅,吴松林,关发升,涂 锐,李学欣,刘 力△

(西南医科大学附属医院麻醉科,四川泸州
 

646000)

  [摘要] 目的 研究内质网应激(ERS)在大鼠机械通气相关性膈肌功能障碍(VIDD)中是否上调,以及

ERS与膈肌功能障碍的关系。方法 将30只无特殊病原体(SPF)级雄性SD大鼠按随机数字表法分为自主呼

吸对照组(Con组)、机械通气6
 

h组(MV6
 

h组)、机械通气12
 

h组(MV12
 

h组)、机械通气18
 

h组(MV18
 

h
组)、机械通气24

 

h组(MV24
 

h组),每组6只。达到建模时间后采用RM6240生物信息采集系统测量膈肌功

能学相关指标,主要包括复合肌肉动作电位(CMAP)、膈肌疲劳指数、膈肌频率-收缩曲线;苏木素-伊红(HE)染

色观察膈肌纤维形态,测量膈肌纤维横截面积;实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)法和 Western
 

blot检测

ERS标志物C/EBP同源蛋白(CHOP)、葡萄糖调节蛋白78(GRP78)、葡萄糖调节蛋白94(GRP94),以及膈肌

萎缩蛋白肌肉特异性环指蛋白-1(MuRF-1)和肌肉萎缩F盒蛋白(Atrogin-1)的 mRNA 及蛋白表达水平。
结果 与Con组比较,各机械通气组大鼠膈肌CMAP幅值和疲劳指数均明显减小(P<0.05),MV12

 

h组、
MV18

 

h组、MV24
 

h组大鼠膈肌CMAP时程均明显延长(P<0.05),同一刺激频率下 MV18
 

h组和 MV24
 

h
组大鼠膈肌收缩力明显减小(P<0.05),且随着机械通气时间的延长,膈肌CMAP幅值、疲劳指数及收缩力逐

渐下降,CMAP时程逐渐延长,且在 MV24
 

h组最为明显。HE染色结果显示,随着机械通气时间延长膈肌纤

维萎缩程度加重,肌束内肌纤维排列紊乱,体积减小,形态不规则,细胞间隔略有增宽;与Con组相比,各机械通

气组大鼠膈肌纤维横截面积均明显减小(P<0.05)。随着机械通气时间延长,大鼠膈肌萎缩指标 MuRF-1和

Atrogin-1,以及ERS相关指标CHOP、GRP78、GRP94的mRNA和蛋白表达水平都逐渐升高。结论 在机械

通气大鼠膈肌中,随着通气时间延长,ERS上调,膈肌功能障碍程度加重,ERS是VIDD的致病因素之一。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

whether
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

(ERS)
 

was
 

upregulated
 

in
 

mechanical
 

ventilation-induced
 

diaphragmatic
 

dysfunction
 

(VIDD)
 

rat
 

and
 

the
 

relationship
 

between
 

ERS
 

and
 

diaphragmatic
 

dysfunction.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

male
 

SD
 

rats
 

of
 

special
 

pathogen
 

free
 

(SPF)
 

grade
 

were
 

di-
vided

 

into
 

the
 

autonomous
 

breathing
 

control
 

group
 

(Con
 

group),mechanical
 

ventilation
 

6
 

h
 

group
 

(MV6
 

h
 

group),mechanical
 

ventilation
 

12
 

h
 

group
 

(MV12
 

h
 

group),mechanical
 

ventilation
 

18
 

h
 

group
 

(MV18
 

h
 

group)
 

and
 

the
 

mechanical
 

ventilation
 

24
 

h
 

group
 

(MV24
 

h
 

group)
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,six
 

cases
 

in
 

each
 

group.After
 

reaching
 

the
 

modelling
 

time,the
 

RM6240
 

bioinformatics
 

acquisition
 

system
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

diaphragm
 

functionalism-related
 

indexes,including
 

the
 

compound
 

muscle
 

ac-
tion

 

potential
 

(CMAP),diaphragm
 

fatigue
 

index
 

and
 

diaphragm
 

frequency-contraction
 

curve.The
 

hematoxy-
lin-eosin

 

(HE)
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

morphology
 

of
 

diaphragmatic
 

fibers,and
 

the
 

cross-sectional
 

area
 

of
 

diaphragmatic
 

fibers
 

was
 

measured.The
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ERS
 

markers,including
 

C/EBP
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homologous
 

protein
 

(CHOP),glucose-regulated
 

protein
 

78
 

(GRP78),glucose-regulated
 

protein
 

94
 

(GRP94),
and

 

diaphragm
 

atrophy
 

proteins,including
 

muscle-specific
 

ring-finger
 

protein-1
 

(MuRF-1)
 

and
 

muscle
 

atrophy
 

F-box
 

protein
 

(Atrogin-1).Results Compared
 

with
 

the
 

Con
 

group,the
 

diaphragm
 

CMAP
 

amplitude
 

and
 

fa-
tigue

 

index
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

mechanical
 

ventilation
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05),the
 

diaphragm
 

CMAP
 

duration
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

MV12
 

h
 

group,MV18
 

h
 

group
 

and
 

MV24
 

h
 

group
 

were
 

all
 

significantly
 

pro-
longed

 

(P<0.05),and
 

under
 

the
 

same
 

stimulation
 

frequency,the
 

diaphragm
 

muscle
 

contractility
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

MV18
 

h
 

group
 

and
 

MV24
 

h
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05),moreover
 

with
 

the
 

prolongation
 

of
 

mechanical
 

ventilation
 

time,the
 

diaphragm
 

CMAP
 

amplitude,fatigue
 

index
 

and
 

diaphragm
 

muscle
 

contrac-
tility

 

were
 

gradually
 

decreased,and
 

the
 

CMAP
 

duration
 

was
 

gradually
 

prolonged,which
 

in
 

the
 

MV24
 

h
 

group
 

was
 

most
 

obvious.The
 

HE
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

with
 

the
 

prolongation
 

of
 

mechanical
 

ventilation
 

time,
the

 

degree
 

of
 

diaphragm
 

muscle
 

fiber
 

atrophy
 

became
 

aggravation,and
 

the
 

myofibers
 

in
 

the
 

muscle
 

bundles
 

were
 

disarranged,with
 

the
 

volume
 

decrease
 

and
 

morphology
 

irregularity,and
 

a
 

slight
 

increase
 

in
 

the
 

intersti-
tial

 

space
 

between
 

cells;compared
 

with
 

the
 

Con
 

group,the
 

cross-sectional
 

area
 

of
 

diaphragmatic
 

fibers
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

each
 

mechanical
 

ventilation
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).With
 

the
 

prolongation
 

of
 

me-
chanical

 

ventilation,the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

rat
 

diaphragm
 

atrophy
 

indexes
 

MuRF-1
 

and
 

Atrogin-1,as
 

well
 

as
 

ERS-related
 

indexes
 

CHOP,GRP78,and
 

GRP94
 

were
 

gradually
 

increased
 

(P<0.05).
Conclusion In

 

the
 

diaphragm
 

of
 

mechanically
 

ventilated
 

rat,with
 

the
 

prolongation
 

of
 

ventilation
 

time,ERS
 

is
 

up-regu-
lated,and

 

the
 

degree
 

of
 

diaphragm
 

dysfunction
 

is
 

aggravated.ERS
 

might
 

be
 

one
 

of
 

the
 

causative
 

factors
 

of
 

VIDD.
[Key

 

words] mechanical
 

ventilation;ventilation-induced
 

diaphragmatic
 

dysfunction;endoplasmic
 

reticu-
lum

 

stress;upregulation

  机械通气(mechanical
 

ventilation,MV)是一种挽

救生命的干预措施,全球每年有超过1
 

500万患者在

外科手术和危重疾病中使用机械通气来提供充足的

肺通气[1-2]。然而,机械通气是一把“双刃剑”,长期的

机械通气会导致膈肌纤维萎缩和收缩力下降,从而引

起明显的膈肌功能障碍,称为机械通气相关性膈肌功

能障 碍(ventilation-induced
 

diaphragmatic
 

dysfunc-
tion,VIDD)。VIDD不仅对患者生存率和预后有明

显的不良影响,也是临床上导致脱机困难的主要原

因,会产生较大的医疗负担。超过50%的机械通气患

者在气管插管24
 

h之内迅速出现VIDD,其发生率与

通气时间延长、撤机困难、再插管率存在明显相关

性[3-5]。目前,临床尚缺乏预防和治疗 VIDD的相应

措施,因此对VIDD机制的详细了解对临床防治膈肌

功能障碍显得尤其重要。
内质网应激(endoplasmic

 

reticulum
 

stress,ERS)
是指细胞受到内外因素(氧化应激、钙离子紊乱、缺
氧、感染、营养物质缺乏等)的刺激时,内质网形态、功
能的平衡状态受到破坏后发生分子生化的改变,蛋白

质加工运输受阻,内质网内累积大量未折叠或错误折

叠的蛋白质[6-7]。研究报道ERS在很多肌肉疾病中存

在,其中ERS在脓毒症相关膈肌功能障碍中发挥了

重要作用,脓毒症相关膈肌功能障碍和VIDD之间有

许多共同致病机制,包括氧化应激、蛋白水解系统激

活、线粒体功能障碍、细胞因子的大量激活等[8-11]。但

ERS在VIDD是否上调,以及随通气时间延长膈肌功

能障碍和ERS之间的关系尚缺乏报道。因此,本研

究建立了大鼠不同通气时长的VIDD模型,探索ERS
是否在大鼠 VIDD中上调,以及随着通气时间延长

ERS和膈肌功能障碍的关系。

1 材料与方法

1.1 实验动物

  选择9~11周龄无特殊病原体(SPF)级雄性SD
大鼠30只,平均体重(270±30)g,购自北京华阜康生

物科技股份有限公司,动物生产许可证号:SCXK(京)

2019-0008。大鼠饲养于无菌层流鼠笼内,温度(25±
2)℃,相对湿度(50±5)%,白昼交替,大鼠可以自由

进食水。动物实验遵循《实验动物管理与使用指南》,
动物实验经西南医科大学动物实验中心伦理委员会

批准[许可证号:SYXK(川)2018-065]。将30只大鼠

按随机数字表法分为5组,分别为自主呼吸对照组

(Con组)、机械通气6
 

h组(MV6
 

h组)、机械通气

12
 

h组(MV12
 

h组)、机械通气18
 

h组(MV18
 

h
组)、机械通气24

 

h组(MV24
 

h组),每组6只。

1.2 方法

1.2.1 大鼠机械通气模型的建立

  按照SMUDER等[12]的方法建立大鼠机械通气模

型。具体步骤如下:腹腔注射60
 

mg/kg
 

的戊巴比妥钠

进行基础麻醉。麻醉成功后,将大鼠置于温控加热毯上

并固定。然后准备颈部皮肤(备皮、消毒),无菌操作解

剖游离气管;行气管切开插管,接容量控制模式的小动

物呼吸机(深圳市瑞沃德生命科技有限公司)。潮气量
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(VT)设定为8
 

mL/kg体重,呼气末正压(PEEP)设定

为0
 

cmH2O,呼吸频率(RR)设定为70~75次/min。
尾静 脉 行24GY 型 留 置 针(肝 素 预 充)置 管,以2

 

mL·kg-1·h-1 的生理盐水和10
 

mg·kg-1·h-1 的

戊巴比妥钠持续泵入。在实验期间,通过使用加热毯将

体温维持在
 

37
 

℃;实验过程中,定时进行护理:翻身、
按摩膀胱、吸痰等。

1.2.2 功能学检测指标及方法

  (1)复 合 肌 肉 动 作 电 位(CMAP)检 测:使 用

RM6240生物信息采集系统记录膈肌CMAP。将第

一针作为接地电极插入大鼠尾巴近端皮下,下一针刺

入对侧腹部作为参考电极,电极片贴于同侧肋骨下缘

作为记录电极,最后两根针作为刺激电极,垂直插入

锁骨同侧上方,距气管0.5
 

cm处。电极插入深度为

1.0
 

cm,两针之间的距离为0.5
 

cm。所述近心端连接

有红色刺激连接器,所述远心端连接有黑色刺激连接

器,刺激方式采用单刺激,且为正电压刺激。刺激强

度为12
 

V,波宽为1
 

ms,延迟为1
 

ms。刺激之间有

30
 

s的间隔,连续重复3次刺激以获得平均响应。
(2)疲劳指数:使用脉冲方波(强度15

 

V,波宽0.5
 

ms,延时20
 

ms)对肌肉进行50
 

Hz连续刺激2
 

min,
以刺激2

 

min后的力比开始刺激的力,用该比值描述

膈肌的 疲 劳 指 数。(3)频 率-收 缩 曲 线 测 量:将 约

3
 

mm宽、1
 

cm长的肋膈肌条置于Krebs-Hensleit溶

液中,用95%
 

O2、5%
 

CO2 气体平衡,并保持在37
 

℃
和pH

 

7.4。大鼠四肢肌肉用弹簧夹夹紧,并连接到

电磁力传感器上,使用最大刺激电压(15
 

V)确定最佳

收缩长度(Lo)。然后,以10、20、30、50、60、80、100、

120
 

Hz连续刺激肌肉600
 

ms,每个刺激训练间隔1
 

min以确定频率收缩曲线关系,收缩力以生理横截面

积归一化计算。

1.2.3 膈肌组织病理学观察及膈肌纤维横截面积

测定

  膈肌组织用4%多聚甲醛固定24
 

h,经全自动脱

水机梯度乙醇脱水,包埋、切片后进行染色。染色主

要步骤:先将切片脱蜡至水,苏木素染色后使用盐酸

乙醇分化,温水反蓝后置于85%的乙醇中5
 

min,用伊

红染色,再次经梯度乙醇脱水后透明封固。光镜下观

察膈肌组织的病理学改变,采用图像分析软件 Motic
 

Images
 

Advanced测定膈肌纤维横截面积。

1.2.4 膈肌组织中ERS标志物和膈肌萎缩指标基

因检测

  采用实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)检测

膈肌组织中ERS标志物[C/EBP同源蛋白(CHOP)、
葡萄糖调节蛋白78(GRP78)、葡萄糖调节蛋白94
(GRP94)]和膈肌萎缩指标[肌肉特异性环指蛋白-1
(MuRF-1)、肌肉萎缩F盒蛋白(Atrogin-1)]mRNA

的表达。取适量大鼠膈肌组织,提取组织总RNA,逆
转录成cDNA。按照试剂盒说明书进行实验,配制

PCR反应液,总体系为25
 

μL,PCR反应条件为95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,共40个循环。引物序列见

表1。

1.2.5 膈肌组织中ERS标志物和膈肌萎缩指标蛋

白检测

  采用 Western
 

blot检测 ERS标志物(CHOP、

GRP78和GRP94)和膈肌萎缩指标(MuRF-1和 At-
rogin-1)水平。取大鼠膈肌组织,常规提取蛋白,测定

蛋白质含量、调整蛋白质浓度后,上样、十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酸胺凝胶电泳(SDS-PAGE)、转膜、封闭,加
入稀释后的CHOP(1∶1

 

000)、GRP78(1∶1
 

000)、

GRP94(1∶1
 

000)、MuRF-1(1∶1
 

000)、Atrogin-1
(1∶1

 

000)一抗
 

4
 

℃过夜。TBST洗涤,加入辣根过

氧化物酶(HRP)标记的二抗(1∶5
 

000),室温孵育60
 

min。滴加电化学发光(ECL)试剂,于暗室中曝光、显
影。使用Image

 

J软件分析,以3-磷酸甘油醛脱氢酶

(GAPDH)作为内参,以目的条带灰度值与GAPDH
条带灰度值的比值作为目的蛋白相对表达水平。
表1  膈肌萎缩指标及ERS标志物基因引物序列(5'-3')

引物 方向 引物序列

MuRF-1 上游 CGGACGGAAATGCTATGGAGAACC

下游 GGATTGGCAGCCTGGAAGATGTC

Atrogin-1 上游 TGGATGAGAAAAGCGGCACCTTC

下游 TCTCTTCTTGGCTGCAACATCGTAG

CHOP 上游 CGCATGAAGGAGAAGGAGCA

下游 TGTGGTCTCTACCTCCCTGG

GRP94 上游 CCTGCTGACCTTCGGGTTTGTG

下游 CAACCTTCATCGTCTGTCCGTGAG

GRP78 上游 CTGACAACGACAAGACCCCA

下游 CTCCGATTGGTGAACTCGCT

1.3 统计学处理

  使用SPSS17.0统计软件分析数据,采用Graph
 

Pad
 

Prism9.0软件分析及制作图形。计量资料符合

正态分布以x±s表示,多组比较采用单因素方差分

析(One-Way
 

ANOVA),组间两两比较采用LSD-t检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 膈肌功能学指标

2.1.1 各组大鼠的CMAP比较

  各 组 CMAP 幅 值 分 别 为 Con 组 (11.43±
1.81)mV、MV6

 

h组(8.45±0.86)mV、MV12
 

h组

(6.92±0.49)mV、MV18
 

h组(4.24±0.70)mV、

MV24
 

h组(2.41±0.77)mV;各机械通气组与Con
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组相比,差异均有统计学意义(P<0.05),且随着通气

时间 延 长,CMAP幅 值 逐 渐 减 小,见 图1A。各 组

CMAP时程分别为Con组(3.27±0.60)ms、MV6
 

h
组(3.56±0.56)ms、MV12

 

h组(4.68±0.48)ms、

MV18
 

h组(5.12±0.72)ms、MV24
 

h组(6.35±
0.83)ms;MV12

 

h组、MV18
 

h组、MV24
 

h组与Con
组相比,差异均有统计学意义(P<0.05),见图1B。

CMAP的代表图,见图1C。

2.1.2 大鼠膈肌的疲劳指数比较

  各 组 的 疲 劳 指 数 分 别 为 Con 组 (38.68±
1.53)%、MV6

 

h组(32.23±1.36)%、MV12
 

h组

(25.84±1.25)%、MV18
 

h组(22.31±1.21)%、

MV24
 

h组(20.47±0.88)%;各机械通气组与Con
组相比,差异均有统计学意义(P<0.05),且随着通气

时间的延长膈肌疲劳指数越来越小,见图2A。疲劳

指数的代表图,见图2B。

  A:各组大鼠CMAP幅值比较柱状图;B:各组大鼠CMAP时程比较柱状图;C:CMAP的代表图;①:Con组;②:MV6
 

h组;③:MV12
 

h组;④:

MV18
 

h组;⑤:MV24
 

h组;a:P<0.05,与Con组比较;b:P<0.05,与 MV6
 

h组比较;c:P<0.05,与 MV12
 

h组比较。

图1  各组大鼠的CMAP幅值及时程比较

  A:各组大鼠疲劳指数比较柱状图;B:疲劳指数的代表图;①:Con组;②:MV6
 

h组;③:MV12
 

h组;④:MV18
 

h组;⑤:MV24
 

h组;a:P<

0.05,与Con组比较;b:P<0.05,与 MV6
 

h组比较;c:P<0.05,与 MV12
 

h组比较。

图2  各组大鼠的疲劳指数比较

2.1.3 大鼠膈肌频率-收缩曲线比较

  总体上随着刺激频率增加,各组大鼠单位平方厘

米的膈肌收缩力增加。在同一刺激频率下,与Con组

相比,MV18
 

h组和 MV24
 

h组的收缩力明显减小

(P<0.05),见图3。

2.2 膈肌HE染色

  光镜下可见,Con组大鼠膈肌组织肌束结构清

晰、边界分明,肌纤维排列较为紧密,细胞核呈扁圆形

或椭圆形,位于细胞周缘,细胞质染色较为均匀,未见

明显肌纤维萎缩;机械通气组,随着通气时间的延长,
肌束结构不清晰,细胞间隔略有增宽,肌纤维小簇性

萎缩,萎缩程度轻重不一,MV24
 

h组萎缩最为严重,
见图4。各组的膈肌纤维横截面积分别为 Con组

(6
 

161.34±345.32)μm
2、MV6

 

h组(4
 

684.45±
329.10)μm

2、MV12
 

h组(3
 

404.56±412.28)μm
2、

MV18
 

h组(2
 

492.54±245.72)μm
2、MV24

 

h组

(2
 

147.00±189.12)μm
2,与Con组相比,各机械通气

组膈肌纤维横截面积均明显降低(P<0.05),且随着

通气时间延长,膈肌萎缩加重,横截面积减小,见图5。

  a:P<0.05,与Con组比较。

图3  各组大鼠膈肌频率-收缩曲线比较
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图4  各组大鼠膈肌 HE染色

  ①:Con组;②:MV6
 

h组;③:MV12
 

h组;④:MV18
 

h组;⑤:

MV24
 

h组;a:P<0.05,与Con组比较;b:P<0.05,与 MV6
 

h组比

较;c:P<0.05,与 MV12
 

h组比较。

图5  各组大鼠膈肌纤维横截面积比较柱状图

2.3 膈肌萎缩蛋白 MuRF-1、Atrogin-1
 

mRNA及蛋

白表达水平

  与Con组相比,MV12
 

h组、MV18
 

h组、MV24
 

h
组大鼠膈肌 MuRF-1

 

mRNA相对表达水平均明显升

高(P<0.05),且随着通气时间延长,MuRF-1
 

mRNA
相对表达水平逐渐升高,见图6A。与Con组相比,各
机械通气组大鼠膈肌 Atrogin-1

 

mRNA相对表达水

平均明显升高(P<0.05),且 MV24
 

h组最高,见图

6B。与 Con 组 相 比,各 机 械 通 气 组 大 鼠 膈 肌

MuRF-1、Atrogin-1相对表达水平均明显升高(P<
0.05),且随着机械通气时间延长,MuRF-1、Atrogin-1
相对表达水平逐渐升高,见图6C~E。

  A:各组大鼠膈肌 MuRF-1
 

mRNA相对表达水平比较柱状图;B:各组大鼠膈肌 Atrogin-1
 

mRNA相对表达水平比较柱状图;C:各组大鼠膈肌

MuRF-1相对表达水平比较柱状图;D:各组大鼠膈肌Atrogin-1相对表达水平比较柱状图;E各组大鼠膈肌 MuRF-1和 Atrogin-1电泳图;①:Con
组;②:MV6

 

h组;③:MV12
 

h组;④:MV18
 

h组;⑤:MV24
 

h组;a:P<0.05,与Con组比较;b:P<0.05,与 MV6
 

h组比较;c:P<0.05,与 MV12
 

h组比较;d:P<0.05,与 MV18
 

h组比较。

图6  膈肌萎缩蛋白 MuRF-1、Atrogin-1
 

mRNA及蛋白表达水平
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2.4 膈肌ERS标志物CHOP、GRP78、GRP94
 

mR-
NA及蛋白表达水平

  与Con组相比,各机械通气组大鼠膈肌CHOP、
GRP78、GRP94

 

mRNA 相对表达水平均明显升高

(P<0.05),且总体随着通气时间延长,各ERS标志

物mRNA相对表达水平逐渐升高,见图7A~C。与

Con组相比,MV12
 

h组、MV18
 

h组、MV24
 

h组大鼠

膈肌CHOP、GRP78、GRP94相对表达水平均明显升

高(P<0.05),且随着通气时间延长,各ERS标志物

相对表达水平升高,MV24
 

h组最高,见图7D~G。

  A:各组大鼠膈肌CHOP
 

mRNA相对表达水平比较柱状图;B:各组大鼠膈肌 GRP78
 

mRNA相对表达水平比较柱状图;C:各组大鼠膈肌

GRP94
 

mRNA相对表达水平比较柱状图;D:各组大鼠膈肌CHOP、GRP78、GRP94电泳图;E:各组大鼠膈肌CHOP相对表达水平比较柱状图;F:
各组大鼠膈肌GRP78相对表达水平比较柱状图;G:各组大鼠膈肌GRP94相对表达水平比较柱状图;①:Con组;②:MV6

 

h组;③:MV12
 

h组;

④:MV18
 

h组;⑤:MV24
 

h组;a:P<0.05,与Con组比较;b:P<0.05,与 MV6
 

h组比较;c:P<0.05,与 MV12
 

h组比较;d:P<0.05,与 MV18
 

h
组比较。

图7  ERS标志物CHOP、GRP78、GRP94
 

mRNA和蛋白表达水平

3 讨  论

  膈肌作为人体最主要的呼吸肌,正常呼吸过程中

有75%~80%的呼吸功是靠膈肌完成,长时间的机械

通气,膈肌处于废用状态,会导致膈肌萎缩和收缩力

下降,称为VIDD[13-14]。当细胞存在缺氧、氧化应激、
感染等情况,内质网形态、功能受到破坏,导致蛋白质

加工运输受阻,表现为未折叠或错误折叠的蛋白质在

内质网上累积,从而激活ERS感受器,触发下游凋亡

通路[15-16]。本研究表明在机械通气的膈肌中会激活

ERS,且随着通气时间延长,ERS程度加重,膈肌功能

障碍加重。
在本研究中,与Con组相比,机械通气组随着通

气时间延长,膈肌肌力逐渐减低,膈肌的抗疲劳性下

降,CMAP的幅值减小,时程延长。膈肌功能障碍的

程度随着机械通气时间的延长而逐渐加重,与临床上

的机械通气患者类似,越长时间使用呼吸机的患者越

难撤机,自主呼吸功能恢复也越缓慢[17]。随着通气时

间延长,大鼠膈肌肌束结构不清晰,细胞间隔略有增

宽,肌 纤 维 小 簇 性 萎 缩,萎 缩 程 度 轻 重 不 一,在

MV24
 

h组膈肌萎缩最为严重,膈肌纤维横截面积最

小;膈肌萎缩蛋白 MuRF-1和Atrogin-1的表达也随

着机械通气时间的延长逐渐升高。在机械通气的膈

肌中,蛋白质分解加速,合成减少,随着通气时间延

长,萎缩也越明显,包括膈肌纤维横截面积的减小和

萎缩蛋白 MuRF-1和Atrogin-1表达的增多。
ERS标志物CHOP、GRP78、GRP94在机械通气

大鼠膈肌中的表达也随通气时间延长而升高。越来

越多的证据表明,ERS在肌肉功能障碍的发病机制中

起作用,内质网作为细胞中蛋白质的加工厂和钙离子

的储 存 器,在 肌 肉 收 缩 活 动 中 有 必 不 可 少 的 作

用[18-19]。在VIDD中,氧化应激、钙离子紊乱、线粒体

功能障碍等均可激活ERS,从而引起ERS相关蛋白

表达增加。内质网上有3个跨膜传感器:蛋白激酶r
样内质网激酶(PERK)、肌醇-需要蛋白1(IRE1)和激

活转录因子6(ATF6),生理情况下与GRP78结合处

于失活状态,当发生ERS时,GRP78与传感器解离,
传感器被激活,启动未折叠蛋白反应,缓解内质网的

压力[20-21]。未折叠蛋白的积累过程中,内质网伴侣蛋

白,包括GRP78和GRP94上调,GRP78和GRP94结

合到错误折叠的多肽链上,以防止形成聚集物,并协
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助其正确折叠[22-23]。在发生ERS,内质网功能严重受

损时,细胞会通过上调CHOP引发凋亡信号,CHOP
在ERS介导的凋亡中起着至关重要的作用,CHOP
作为转录因子,能够调节多种抗凋亡和促凋亡基因的

表达,如
 

BCL-2家 族 蛋 白,也 可 直 接 或 间 接 影 响

caspase家族的活性[24-25]。随着通气时间的延长,上
调的ERS可能通过介导细胞凋亡,影响钙离子稳态

等加速膈肌功能障碍。
综上所述,长时间机械通气会导致膈肌功能障

碍,膈肌纤维萎缩,在机械通气大鼠的膈肌中激活

ERS,而上调的ERS可进一步引起膈肌功能障碍,抑
制ERS可能是未来防治VIDD的一个重要靶点。
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