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  [摘要] 目的 研究神经调节蛋白-1(NRG-1)抑制脓毒症大鼠心肌损伤及其作用机制。方法 采用盲肠

结扎穿刺(CLP)法建立大鼠脓毒症模型,将SD大鼠分为假手术组、脓毒症组、脓毒症+NRG组[重组人
 

NRG
(rhNRG)10

 

μg/kg]。成功造模12、24
 

h后,取各组存活大鼠心脏及外周血清。苏木素-伊红(HE)染色观察心

脏组织形态结构变化,ELISA方法检测血清中肌酸激酶(CK)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)、超敏肌钙蛋白(cTn
Ⅰ)表达水平及心脏组织中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6(IL-6)表达水平,Western

 

blot检测大鼠心

肌组织磷酸化蛋白激酶B(p-Akt)、磷酸化糖原合酶激酶3β(p-GSK3β)、B细胞淋巴瘤/白血病-2(Bcl-2)蛋白、
Bax蛋白表达水平。结果 造模12、24

 

h后,与假手术组比较,脓毒血症组血清中CK、CK-MB、cTnⅠ表达水平

及心肌组织中TNF-α、IL-6及Bax蛋白表达水平均明显升高,心肌组织中p-Akt、p-GSK3β表达水平明显降低

(P<0.05);造模12、24
 

h后,与脓毒症组比较,脓毒症+NRG组血清中CK、CK-MB、cTnⅠ表达水平及心肌组

织中TNF-α、IL-6表达水平均明显降低;造模24
 

h后,与脓毒症组比较,脓毒症+NRG组心肌组织中Bax蛋白

表达水平明显降低,p-Akt、p-GSK3β表达水平明显升高(P<0.05);病理结果显示,与假手术组比较,脓毒症组

产生明显病变;与脓毒症组比较,脓毒症+NRG组病变减轻。结论 脓毒症心肌损伤时相关生物标志物表达

水平发生改变,NRG-1可以通过通路Akt/GSK3β改善心功能,抑制相关促炎因子,减轻心肌损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

neuromodulatory
 

protein-1
 

(NRG-1)
 

in
 

inhibiting
 

sepsis
 

induced
 

myocardial
 

injury
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

rat
 

sepsis
 

model
 

was
 

established
 

by
 

cecal
 

ligation
 

and
 

puncture
 

(CLP).SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

sham
 

operation
 

group,sepsis
 

group,sepsis+NRG
 

group
 

(rhNRG,10
 

μg/kg).After
 

12,24
 

h
 

of
 

successful
 

modeling,the
 

heart
 

and
 

peripheral
 

serum
 

of
 

the
 

surviving
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

were
 

taken
 

respectively.The
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

changes
 

of
 

cardiac
 

tissue
 

morphology
 

and
 

structure,and
 

ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

creatine
 

kinase
 

(CK),crea-
tine

 

kinase
 

MB
 

isoenzyme
 

(CK-MB),sensitive
 

troponin
 

Ⅰ
 

(cTnⅠ)
 

in
 

serum,tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-
α)

 

in
 

cardiac
 

tissue
 

and
 

IL-6
 

expression
 

level;Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

phosphorylation
 

protein
 

ki-
nase

 

B
 

(p-Akt),phosphorylation
 

glycogen
 

synthase
 

kinase
 

β
 

(p-GSK3β),B-cell
 

lymphoma/leukemia-2
 

(Bcl-2)
 

and
 

Bax
 

protein
 

expression
 

in
 

rat
 

myocardial
 

tissue.Results After
 

12,24
 

h
 

of
 

modeling,compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

CK,CK-MB
 

and
 

cTnⅠ
 

in
 

serum,TNF-α,IL-6
 

and
 

Bax
 

protein
 

in
 

myocar-
dial

 

tissue
 

in
 

the
 

sepsis
 

group
 

all
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-GSK3β
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).After
 

12,24
 

h
 

of
 

modeling,com-
pared

 

with
 

the
 

sepsis
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

CK,CK-MB,cTnⅠ
 

in
 

the
 

serum
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-6
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

the
 

sepsis+NRG
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased;after
 

24
 

h
 

of
 

modeling,compared
 

with
 

the
 

sepsis
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

protein
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

the
 

sep-
sis

 

+NRG
 

group
 

was
 

decreased,while
 

the
 

p-Akt,p-GSK3β
 

expression
 

levels
 

were
 

increased
 

(P<0.05).The
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pathological
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

sham
 

operation
 

group,the
 

sepsis
 

group
 

produced
 

signifi-
cant

 

lesions;compared
 

with
 

the
 

sepsis
 

group,the
 

lesions
 

in
 

the
 

sepsis+NRG
 

group
 

were
 

alleviated.Conclusion
 The

 

expression
 

levels
 

of
 

related
 

biomarkers
 

in
 

septic
 

myocardial
 

injury
 

have
 

change.NRG-1
 

could
 

improve
 

the
 

cardiac
 

function
 

through
 

Akt/GSK3β
 

pathway,inhibit
 

the
 

related
 

proinflammatory
 

factors
 

and
 

reduce
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

damage.
[Key

 

words] sepsis;neuregulin-1;rats;myocardial
 

injury;calmodulin
  

  脓毒症是指宿主对感染反应失调引起的危及生

命的器官功能障碍。全球脓毒症每年发病率为189/
10万人,脓毒症的病死率为20%~50%,若合并心肌

损伤,病死率明显增加[1-3],数据显示脓毒症患者中有

40%~50%会发生心肌损伤和心功能不全[4]。有研

究指出神经调节蛋白-1(NRG-1)可以调节微血管内

皮细胞与心肌细胞间的相互作用[5],包括心脏血管生

成、心肌炎症的抑制等,且细胞因子过度产生[6]、炎症

反应[7]及心肌凋亡[8]也是脓毒症诱导心肌损伤的潜

在分子机制[9]。本研究旨在通过分析NRG-1对脓毒

症心肌损伤相关指标的影响,探讨 NRG-I对脓毒症

心肌损伤的作用,为临床治疗提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 仪器

隔水式恒温培养箱B6-270、烘干箱BXH-280购

自上海博迅实业有限公司;漩涡混合器GL-88B购自

海门市其林贝尔仪器制造有限公司;迷你离心机

MLX-206 购 自 美 国 Crystal公 司;光 学 显 微 镜

DM4000购自德国Leica公司;酶标仪 K6600A购自

北京 凯 奥 科 技 发 展 有 限 公 司;高 速 冷 冻 离 心 机

H2050R购自湖南湘仪动力测试仪器有限公司;Bio
小型垂直电泳及转印装置1645050购自美国Biorad
公司;化学发光成像仪 WD-9423C购自北京六一生物

科技有限公司。
1.2 实验动物、药品与试剂

选用无特定病原体(SPF)级6~8周龄雄性SD
大鼠72只,体重200~300

 

g,大鼠购自新疆医科大学

动物 实 验 中 心,许 可 证 号 SYXK(新)2018-0001。
NRG-1(281228)购自美国 Abcam 公司;肌酸激酶

(CK)ELISA试剂盒(BC1145)购自北京索莱宝科技

有限公司;肌酸激酶同工酶(CK-MB)ELISA试剂盒

(H197-1-2)购自南京建成生物工程研究所;超敏肌钙

蛋白(cTnⅠ)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-
6(IL-6)ELISA试剂盒(JL50540-96T、JL13202-96T、
JL20896-96T)购自上海江莱生物科技有限公司;磷酸

化蛋白激酶B(p-Akt)抗体(AP0098)、磷酸化糖原合

酶激酶3β(p-GSK3β)抗体(bs-2066R)、B细胞淋巴

瘤/白血病-2(Bcl-2)蛋白抗体(bs-4563R)、Bax蛋白

抗体(bs-0127R)、β-actin抗体(AH11286487)、辣根过

氧 化 物 歧 化 酶 (HRP)标 记 的 山 羊 抗 兔 IgG
(BJ06217694)购自武汉爱博泰克生物科技有限公司。

 

1.3 方法

1.3.1 脓毒症模型的建立

采用盲肠结扎穿孔(CLP)法制作大鼠脓毒症模

型:术前禁食12
 

h,不禁水,使用戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉(40
 

mg/kg),仰卧位固定。右颈外静脉置管用于

输液。备皮,消毒后行腹中线切口,长度
 

1.0~1.5
 

cm,寻找到盲肠后,移出腹腔,在距根部
 

1/4
 

处用
 

4
 

号丝线结扎,用
 

18
 

号针对穿肠壁刺两次,挤出少量内

容物,将肠管回纳入腹腔,使得肠内容物持续溢出,逐
层关腹,术后立即皮下注射乳酸钠林格液50

 

mL/kg,
所有大鼠经静脉给予营养支持。术后大鼠放回笼中,
自由进食、饮水,保持室温

 

25
 

℃。
 

1.3.2 分组与给药

雄性SD大鼠72只,给予标准饮食和饮水,所有

大鼠实验前均给予至少5
 

d时间适应环境。SD大鼠

被分为3组,分别为假手术组(n=24)、脓毒症组(n=
24)及脓毒症+NRG组(n=24),以上3组分造模12、
24

 

h两个观察点,每个时间点亚组12只。脓毒症组

和脓毒症+NRG组采用CLP法制备大鼠脓毒症模

型;假手术组除不进行CLP手术,其他操作和脓毒症

组一致。3组大鼠于术前30
 

min被腹腔注射1.5%戊

巴比妥钠(30
 

mg/kg)进行麻醉;脓毒症+NRG组麻

醉成功后,将其仰卧并固定于鼠板,经腹腔注射重组

人NRG(rhNRG,10
 

μg/kg)。假手术组麻醉成功后

于腹腔注射同等体积生理盐水。成功造模12、24
 

h
后,分别取各亚组存活大鼠心脏及外周血清。
1.3.3 HE染色观察心脏组织病理形态变化

将上述操作得到的大鼠心脏置于10%甲醛固定

7
 

d后,进行石蜡包埋、切片。二甲苯浸泡20
 

min脱

蜡,梯度乙醇(95%、85%、70%)各浸泡5
 

min充分水

化后,滴加苏木素染色10
 

min,自来水反蓝5
 

min。滴

加伊红染色3
 

min,染色完毕后,将组织切片再次进行

梯度乙醇(80%、95%、100%)脱水。待组织样本切片

干燥后,使用中性树胶封片。100×视野的正置显微

镜拍片。
1.3.4 ELISA检测血清及心肌组织中心肌酶水平

变化

收集各亚组大鼠血清,采用CK、CK-MB、cTnⅠ
 

ELISA试剂盒检测血清中CK、CK-MB、cTnⅠ水平,
步骤严格按照检测试剂盒说明书进行。收集各亚组

模型大鼠心脏组织,采用TNF-α、IL-6
 

ELISA试剂盒

检测心肌组织中TNF-α、IL-6水平,步骤参照各试剂

盒说明书进行。
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1.3.5 Western
 

blot检测心肌组织中心肌损伤相关

蛋白水平变化

收集各亚组模型大鼠心脏组织,液氮浸泡后研

磨,加入预冷组织裂解液(RIPA)裂解,冰上孵育60
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心20
 

min,取上清液。蛋

白定量试剂盒(BCA)进行蛋白定量。Western
 

blot
方法检测各亚组心肌组织中p-Akt、p-GSK3β、Bcl-2
蛋白、Bax蛋白表达水平。
1.4 统计学处理

采用
 

SPSS26.0软件进行数据统计分析,计量资

料以x±s表示,组间比较采用单因素方差,两组间比

较采用t检验,检验水准α=0.05,以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠血清CK、CK-MB表达水平比较

造模12、24
 

h,与假手术组比较,脓毒症组大鼠血

清CK、CK-MB表达水平明显升高,差异有统计学意

义(P<0.05);与脓毒症组比较,脓毒症+NRG组大

鼠血清CK、CK-MB表达水平降低,差异有统计学意

义(P<0.05),见表1。

表1  各组大鼠血清CK、CK-MB表达水平比较(x±s,U/L)

项目 时间 假手术组(n=12) 脓毒症组(n=12) 脓毒症+NRG组(n=12) F P

CK 造模12
 

h 19.76±2.40 100.60±15.78a 49.70±5.00b 17.930 <0.05

造模24
 

h 22.88±6.24 99.55±6.32a 45.19±13.49b 17.870 <0.05

CK-MB 造模12
 

h 7.88±0.56 15.79±1.76a 10.34±0.91b 11.640 <0.05

造模24
 

h 9.51±0.34 16.38±2.52a 9.24±0.79b 6.956 <0.05

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与脓毒症组比较。
  

2.2 大鼠心脏组织HE染色

HE
 

染色结果显示假手术组大鼠心脏组织未见病

理改变,脓毒症组大鼠心脏组织产生明显的病变,可
见心脏外膜出血,且造模24

 

h亚组出血量较造模12
 

h
 

亚组多;脓毒症+NRG
 

组造模12
 

h
 

亚组大鼠心脏组

织见少量炎性细胞浸润,少量纤维组织增生;脓毒

症+NRG组造模24
 

h
 

亚组大鼠心脏组织见少量炎性

细胞浸润,见图1。

2.3 各组大鼠血清cTnⅠ及心肌组织 TNF-α、IL-6
的表达水平比较

造模12、24
 

h,与假手术组比较,脓毒症组大鼠血

清cTnⅠ及心肌组织TNF-α、IL-6均升高,差异有统

计学意义(P<0.05);与脓毒症组比较,脓毒症+
NRG组大鼠血清cTnⅠ及心肌组织TNF-α、IL-6均

降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。

图1  各组大鼠心脏组织病理图(HE染色,100×)

2.4 各组大鼠心肌组织中p-Akt、p-GSK3β、Bcl-2蛋

白、Bax蛋白表达水平比较

Western
 

blot结果显示,造模12、24
 

h,与假手术

组比较,脓毒症组大鼠心肌组织中p-Akt、p-GSK3β
表达水平降低,Bax蛋白表达水平升高,差异有统计

学意义(P<0.05);造模24
 

h,与脓毒症组比较,脓毒
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症+NRG 组大鼠心肌组织 Bax表达水平降低,p-
AKT、p-GSK3β表达水平升高,差异有统计学意义

(P<0.05);造模12、24
 

h,Bcl-2在各组间差异无统计

学意义(P>0.05),见图2,表3、4。

表2  各组大鼠血清cTnⅠ及心肌组织TNF-α、IL-6的表达水平比较(x±s,ng/L)

项目 时间 假手术组(n=12) 脓毒症组(n=12) 脓毒症+NRG组(n=12) F P

cTnⅠ 造模12
 

h 77.70±3.28 105.50±9.763a 60.67±3.84b 12.730 <0.05

造模24
 

h 82.85±6.08 93.72±6.95a 62.95±5.21b 6.502 <0.05

TNF-α 造模12
 

h 20.56±2.98 97.86±11.85a 60.29±14.09b 154.563 <0.05

造模24
 

h 64.35±5.29 70.87±9.81a 44.72±8.65b 102.749 <0.05

IL-6 造模12
 

h 21.82±4.22 76.78±6.23a 60.01±8.42b 224.052 <0.05

造模24
 

h 20.61±4.68 71.53±6.77a 53.55±6.92b 207.490 <0.05

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与脓毒症组比较。
  

表3  造模12
 

h时各组大鼠心肌组织中p-Akt、p-GSK3β、Bcl-2蛋白、Bax蛋白条带灰度值(x±s)

项目 假手术组(n=12) 脓毒症组(n=12) 脓毒症+NRG组(n=12) F P

p-Akt 0.25±0.02 0.19±0.01a 0.20±0.02 4.650 <0.05

p-GSK3β 0.14±0.01 0.08±0.00a 0.07±0.00 47.860 <0.05

Bcl-2 0.23±0.03 0.18±0.03 0.17±0.03 1.350 >0.05

Bax 0.24±0.05 0.48±0.04a 0.43±0.05 7.170 <0.05

  a:P<0.05,与假手术组比较。

表4  造模24
 

h时各组大鼠心肌组织中p-Akt、p-GSK3β、Bcl-2蛋白、Bax蛋白条带灰度值(x±s)

项目 假手术组(n=12) 脓毒症组(n=12) 脓毒症+NRG组(n=12) F P

p-Akt 0.25±0.02 0.13±0.01a 0.24±0.02b 13.430 0.010

p-GSK3β 0.14±0.01 0.05±0.00a 0.09±0.01b 36.590 <0.001

Bcl-2 0.20±0.01 0.16±0.01 0.15±0.03 1.700 0.260

Bax 0.36±0.03 0.47±0.01a 0.28±0.01b 22.120 0.002

  a:P<0.05,与假手术组比较;b:P<0.05,与脓毒症组比较。

  1:假手术组(12
 

h);2:模型组(12
 

h);3:模型+NRG组(12
 

h);4:
假手术组(24

 

h);5:模型组(24
 

h);6:模型+NRG组(24
 

h)。

图2  各组大鼠心肌组织中p-Akt、p-GSK3β、Bcl-2蛋白、

Bax蛋白表达情况

3 讨  论

  脓毒症患者若并发心肌损伤可加重病情,增加死

亡率[10],心肌损伤所致心功能不全与脓毒症致死亡率

明显相关(70%~90%)[11],因此,脓毒症心肌损伤的

治疗非常重要。本课题组前期研究已证实,抑制心肌

炎症介质(IL-6、TNF-α)可减轻脓毒症大鼠心肌损

伤[12]。且有研究发现在脓毒症休克中,心肌损伤可能

是由 TNF-α和IL-6的协同作用所致[13]。NRG-1/

ErBbs
 

系统在抑制炎症反应、保护神经功能方面作用

极其重要[14-16]。但NRG-1是否通过降低炎症反应保

护脓毒症后心肌损伤目前尚不清楚,有 待 进 一 步

阐明。
近年来越来越多的研究发现,脓毒症大鼠CK、

CK-MB及cTnⅠ较健康大鼠明显升高,其中cTnⅠ是

预测脓毒症大鼠心肌损伤敏感度和特异度较高的指

标,cTnⅠ增高,既可反映缺血性心脏病,也可反映脓

毒症性心肌损伤。本研究也在动物模型中证实脓毒

症大鼠血清中CK、CK-MB及cTnⅠ水平明显升高,
与上述研究一致。脓毒症最主要特征是全身炎症反

应,IL-6、TNF-α等炎症指标明显升高,有研究表明炎

症因子参与脓毒症心肌损伤的发生、发展[17]。同时,
还有研究证实IL-6、TNF-α等炎症因子高低与脓毒症

诱导的心肌损伤严重程度密切相关[18],炎症因子也激

活炎症细胞促使炎症级联反应。本研究检测了各组大

鼠心肌组织中的TNF-α、IL-6的表达水平,显示脓毒症

组大鼠心肌组织中TNF-α、IL-6水平明显增高,提示炎

症因子TNF-α、IL-6在脓毒症心肌损伤发生、发展中发

挥重要作用,与刘治国等[19]的研究结果一致。
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NRG-1是一种主要分布于神经和心血管系统的

表皮生长因子样蛋白,其所在信号通路参与多种心脏

活动过程,包括心脏血管生成、心肌炎症的抑制等,并
在缺血性心肌损伤中减轻心肌微血管内皮损伤、改善

心肌缺血达到保护心肌的作用。在心肌损伤时,内皮

细胞释放NRG-1,可通过Akt信号通路,抑制细胞色

素C的释放和细胞凋亡而保护心肌。本实验对脓毒

症模型大鼠进行腹腔注射rhNRG-1,大鼠血清中CK、
CK-MB水平明显下降,心脏组织中炎症因子TNF-α、
IL-6表达水平明显下降,表明 NRG-1抑制了脓毒症

大鼠心肌组织中炎症因子的表达,从而减轻了心肌组

织的损伤,对改善脓毒症心肌损伤有一定意义,而
NRG-1改善脓毒症心肌损伤的机制需进一步研究。

 

Akt激活是多种生长因子发挥促细胞生存的重

要前提,Akt通路在损伤组织的再生、修复、重构和再

上皮化中也发挥着关键作用。当 Akt磷酸化后激活

下游靶向酶标 GSK3β使其磷酸化,进而控制下游靶

基因影响生命活动[20]。有研究发现,miRNA-214可

通过调控 Akt通路减轻脓毒症大鼠心肌损伤[21],提
示脓毒症心肌损伤的发生可能与Akt通路有关,为进

一步证实该推测,本研究检测各组大鼠心肌组织中p-
Akt、p-GSK3β表达水平,发现脓毒症组大鼠心肌中其

表达水平较假手术组下调,但给予腹腔注射rhNRG-1
处理24

 

h 后,脓 毒 症 大 鼠 心 脏 组 织 中 p-Akt、p-
GSK3β表达水平上调,表明脓毒症心肌损伤与 Akt
通路相关,且 NRG-1增强了脓毒症大鼠心肌组织中

p-Akt、p-GSK3β的表达,抑制了脓毒症大鼠促炎因子

TNF-α、IL-6表达,从而减轻了心肌损伤。这可能与

Akt信号通路开启或关闭一些下游调控蛋白如GSK3
有关,GSK-3β底物又能促进细胞增殖和存活,Akt激

活后磷酸化下游靶标,参与了心血管疾病的发生、发
展[21]。Bax蛋白是程序性细胞死亡的重要促凋亡介

质,属于Bcl-2蛋白家族,通常与抗凋亡分子Bcl-2蛋

白相互作用影响细胞凋亡程序[22]。本研究发现脓毒

症组大鼠心肌组织中促凋亡因子Bax较假手术组升

高,提示脓毒症不仅可造成心肌细胞坏死,影响心脏

功能,还可促进心肌细胞凋亡。有研究表明Akt通路

可抑制Bax蛋白磷酸化,进而使其失活抑制细胞凋

亡[23]。本研究也发现,经腹腔注射rhNRG-1处理后,
脓毒症+NRG组大鼠p-Akt表达水平较脓毒症组升

高,且Bax蛋白表达水平较脓毒症组降低,从而达到

保护心肌的作用。但Bcl-2蛋白的作用在本实验中未

得到证实,在后期的实验中作者会持续关注。
脓毒症心肌损伤发病机制复杂,结合前期研究认

为是多通路、多因素参与的结果,不能用单一的分子

机制或炎症通路解释清楚,本课题组将继续专注于脓

毒症心肌损伤机制的研究,为进一步探索脓毒症心肌

损伤的治疗提供新思路。
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