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摘要　 目的　 探讨脂联素（ＡＰＮ）是否对脓毒症所导致的心

肌损伤有保护作用及其可能的机制。 方法　 选取 ３０ 只健康

的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，质量控制在（２５ ± ５） ｇ，随机分成 ３
组，每组 １０ 只，分别为假手术组（ｓｈａｍ 组）、脓毒症心肌损伤

组（ＬＰＳ 组）、脂联素干预组（ＡＰＮ ＋ ＬＰＳ 组）。 应用 ＨＥ 染色

观察小鼠心肌组织损伤情况，免疫组织化学染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 观察连接蛋白 ４３（Ｃｘ４３）、半胱氨酸蛋白酶 ３（Ｃａｓｐａｓｅ３）、
Ｂｃｌ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ（Ｂａｘ）、Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２（Ｂｃｌ⁃２）等相关蛋白

的表达水平。 结果　 与 ｓｈａｍ 组相比，ＬＰＳ 组小鼠心脏损伤

表现明显，Ｂａｘ、活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３（ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白表达

增高，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低，与 ＬＰＳ 组比较，ＡＰＮ ＋ ＬＰＳ 组损

伤明显减轻，且 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低，Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达升高，且与 ｓｈａｍ 组相比，ＬＰＳ 组 Ｃｘ４３ 表达升高，ＬＰＳ
＋ ＡＰＮ 组 Ｃｘ４３ 表达降低。 结论 　 脂联素可以减轻 ＬＰＳ 诱

导的脓毒症小鼠心脏损伤，其机制可能是通过抑制凋亡信号

通路以及 Ｃｘ４３ 的表达来实现的。
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　 　 脓毒症是危害人类健康的一大疾病，尽管抗感

染的水平有了很大的提高，但是脓毒症病死率依然

居高不下［１ － ２］。 其中，脓毒症心肌损伤是脓毒症及

多器官功能衰竭的重要表现，其发病率较高，预后较

差，涉及多种信号分子机制，如细胞凋亡、钙离子转

运障碍等。 脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是一种

内毒素，由革兰阴性细菌产生，可以引起炎症和心肌

细胞凋亡。 因此，抑制 ＬＰＳ 引起的心肌损伤可能会

成为脓毒症治疗的突破口。 脂联素 （ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，
ＡＰＮ）是一种细胞因子，由脂肪细胞合成和分泌，大
约占血浆总蛋白的 ０. ０１％ ［３］。 ＡＰＮ 具有抗炎，抗动

脉粥样硬化的作用［４］，对心脑血管疾病的发生发展

亦起着调控作用［５］。 但是 ＡＰＮ 对 ＬＰＳ 诱导的小鼠

脓毒症心肌损伤的保护作用以及可能的机制，目前

尚不明确。 该研究旨在通过 ＬＰＳ 诱导小鼠脓毒症

心肌损伤，探讨 ＡＰＮ 是否有保护作用及其可能的机

制。

１　 材料与方法

１． １ 　 实验动物与模型制备 　 选取体质量控制在

（２５ ± ５）ｇ 的健康雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ３０ 只，该小鼠

购买于北京维通利华实验动物技术有限公司，实验

动物合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６ － ０００６。 将所有的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠置于石河子大学动物实验饲养中心，
并按照石河子大学动物实验伦理委员会的要求进行

整个实验。 所有小鼠在适宜温度下饲养，湿度和光

线良好。 所有的小鼠适应性喂养 １ 周后，将 ３０ 只小

鼠随机分为 ３ 组，１０ 只 ／组，分为假手术组 （ ｓｈａｍ
组）、脓毒症心肌损伤组（ ＬＰＳ 组）、脂联素干预组

（ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组）。 参考前期文献［６］的方法每只小鼠

腹腔注射 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的革兰阴性细菌 ＬＰＳ 以制备脓

毒症心肌损伤模型，同时 ｓｈａｍ 组予以等量的 ０. ９％
氯化钠溶液进行腹腔注射，ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组于注射 ＬＰＳ
前 １２ ｈ 给予腹腔注射 ６ ｍｇ ／ ｋｇ［７］ 的脂联素，１２ ｈ 后

小鼠处死，并进行实验检测。
１． ２　 主要试剂　 ＡＰＮ（美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司）；脂多

糖（美国 ｓｉｇｍａ 公司）；凋亡相关蛋白如兔抗 Ｂａｘ 抗

体 （ 货 号 ａｂ１９９６７７ ）、 兔 抗 Ｂｃｌ２ 抗 体 （ 货 号

ａｂ１９６４９５）、兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体（货号 ａｂ１３８４７）以及

兔抗连接蛋白 ４３（Ｃｘ４３）抗体（货号 ａｂ１１３７０）均购

于美国 Ａｂｃａｍ 公司；小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、小鼠抗

ＧＡＰＤＨ 抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ
和辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 均购于北

京中衫金桥生物技术有限公司。
１． ３　 实验方法
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１． ３． １　 心肌 ＨＥ 染色　 将每组心肌组织置于 １０％
甲醛中过夜，然后脱水并包埋在石蜡中。 将所有心

肌组织切成 ５ μｍ 厚的切片，固定在载玻片上并烘

烤干燥，然后染色。 根据使用说明书，将切片分别浸

入二甲苯、浓度梯度的乙醇和苏木精中，并用中性树

胶密封。 使用光学显微镜观察心肌细胞、心脏基质

和肌丝的形态。
１． ３． ２ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组凋亡蛋白 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂｃｌ⁃２ 以及 Ｃｘ４３ 的表达　 各组造模结束

后，迅速取出小鼠心肌组织，用研磨机将心肌组织打

碎，加入裂解液在冰上裂解至少 ２０ ｍｉｎ，每隔 １０ ｍｉｎ
摇匀一下，４ ℃离心组织并用 ＢＣＡ 法测蛋白浓度并

配平，待蛋白冷却后分装储存。 用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离，
电泳结束后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上电转，电转结

束后，用 ＴＢＳＴ 洗去多余的电转液，并用 ５０ ｇ ／ Ｌ 脱脂

牛奶室温封闭 ２ ｈ，封闭结束后，加入以下抗体 ４ ℃
过夜：兔抗 Ｂａｘ 抗体（１ ∶ １ ０００）、兔抗 Ｂｃｌ⁃２ 抗体

（１ ∶ １ ０００）、兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体（１ ∶ １ ０００）、兔抗

Ｃｘ４３ 抗体（１ ∶ １ ０００）、小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（１ ∶ １
０００）和小鼠抗 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ １ ０００）。 次日，用
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，１０ ｍｉｎ ／次，加入辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）和辣根过氧化物酶标

记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ（１ ∶ １０ ０００）室温孵育 ２ ｈ，用
ＴＢＳＴ 洗去二抗，于暗室中滴加发光试剂，压片、显
影、定影，使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）获
取图像并分析。
１． ３． ３　 免疫组织化学染色　 将心肌组织切片在 ６０
℃的烤箱中烘烤 ２ ｈ，分别用二甲苯脱蜡 ３ 次，５
ｍｉｎ ／次，１００％ 、９０％ 、８０％ 、７０％ 乙醇脱水，５ ｍｉｎ ／
次，自来水冲洗干净，枸橼酸钠修复并用 ３％的过氧

化氢抑制内源性过氧化酶活性，用山羊血清 ３７ ℃封

闭 １ ｈ，随后，加入相应的一抗（Ｂａｘ，１ ∶ １００；Ｂｃｌ⁃２，１

∶ １００；Ｃａｓｐａｓｅ３，１ ∶ １００；Ｃｘ４３，１ ∶ １００）４ ℃过夜，次
日，洗净一抗后加入二抗，３７ ℃孵育 １ ｈ，加入 ＤＡＢ
显色，待标本抗体标记的阳性部位显色后，立即用自

来水冲洗掉，接着，用苏木精复染 ３ ｍｉｎ，自来水洗 ３
次，１％盐酸酒精分化 ６ ～ ７ ｓ，自来水冲洗 ３ 次，然后

自来水蓝化 ３ ｍｉｎ，并在 ７０％ 、８０％ 、９０％ 、１００％ 乙

醇脱水，烘干后中性树胶封片。 随机选择 ６ 个样本 ／
组，并在每个样本中随机选择 ５ 个视野，然后在光学

显微镜下拍照。
１． ４　 统计学处理　 实验数据采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件

进行统计分析，所有数据以 �ｘ ± ｓ 表示，采用单因素

方差分析（ＡＮＯＶＡ）进行分析。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组心肌组织病理学观察　 ｓｈａｍ 组心肌纤维

排列整齐且胞质丰富均匀，细胞间隙正常，边界清

晰，无病理变化；ＬＰＳ 组可见多数炎性细胞浸润，且
伴有心肌细胞坏死情况；ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组心肌细胞坏

死情况改善，心肌纤维数量增多，心肌损伤情况降

低，炎性细胞浸润减少。 见图 １。
２． ２　 各组凋亡蛋白指标 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 表达

　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｓｈａｍ、ＬＰＳ、ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组各

指标蛋白相对表达量。 与 ｓｈａｍ 组比，ＬＰＳ 组促凋亡

蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ 表达增高，然而抗凋亡蛋

白 Ｂｃｌ⁃２ 表达低于 ｓｈａｍ 组，ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ 蛋白表达低于 ＬＰＳ 组，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

高于 ＬＰＳ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 同时进行免疫组织化学染

色检测各组心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 蛋白表达，
Ｃａｓｐａｓｅ３ 及 Ｂａｘ 的表达情况：ｓｈａｍ 组中偶见棕黄色

颗粒， ＬＰＳ 组的表达明显 高 于 ｓｈａｍ 组， ＬＰＳ ＋
ＡＰＮ中棕黄色颗粒明显降低。Ｂｃｌ ⁃２的表达情况：

图 １　 各组小鼠心肌组织的 ＨＥ　 × ４００

Ａ：ｓｈａｍ 组；Ｂ：ＬＰＳ 组；Ｃ：ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组
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图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组小鼠心肌组织中凋亡蛋白

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测心肌组织内凋亡蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达；Ｂ：心肌组织内凋亡蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白水平的半

定量分析；Ｃ：心肌组织内凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白水平的半定量分析；Ｄ： 心肌组织内凋亡蛋白 Ｂａｘ 蛋白水平的半定量分析；１：ｓｈａｍ 组；２：ＬＰＳ 组；３：

ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组；与 ｓｈａｍ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＬＰＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 免疫组织化学染色检测心肌组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ 蛋白表达　 × ４００

Ａ：心肌组织内凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达；Ｂ：心肌组织内凋亡蛋白 Ｂａｘ 蛋白表达；Ｃ： 心肌组织内凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达；１：ｓｈａｍ 组；２：

ＬＰＳ 组；３：ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组

ｓｈａｍ 组中可见棕黄色颗粒表达，ＬＰＳ 组的表达明显

低于 ｓｈａｍ 组，ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 中棕黄色颗粒表达明显升

高，差异有统计学意义（ Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２、３。
２． ３ 　 各组 Ｃｘ４３ 的表达 　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ｓｈａｍ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组 Ｃｘ４３ 相对表达量。
与 ｓｈａｍ 组比较，ＬＰＳ 组 Ｃｘ４３ 的表达增高，然而 ＬＰＳ
＋ ＡＰＮ 组 Ｃｘ４３ 的表达低于 ＬＰＳ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 免

疫组织化学染色检测各组心肌组织中 Ｃｘ４３ 的表达：
ｓｈａｍ 组中可见棕黄色颗粒，ＬＰＳ 组的表达高于 ｓｈａｍ
组，ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 中棕黄色颗粒明显降低，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４、５。

３　 讨论

　 　 临床上，脓毒症具有起病快、发病急、病死率高
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组小鼠心肌组织中 Ｃｘ４３

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测心肌组织 Ｃｘ４３ 的表达；Ｂ：心肌组织内

Ｃｘ４３ 水平的半定量分析；１：ｓｈａｍ 组；２：ＬＰＳ 组；３：ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组；与

ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＬＰＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

等特点，发生脓毒症时，炎症、氧化应激、线粒体损

伤、微循环障碍、免疫紊乱、自噬损伤、凋亡等病理机

制使全身各种组织和器官损伤，最终导致多器官功

能衰竭。 其中，脓毒症心肌损伤是脓毒症多器官功

能衰竭的一个重要环节，越来越多的研究［８］ 表明，
因脓毒症感染性休克的患者多表现为心功能不全。
因此，保护心脏功能是治疗脓毒症的一个重要环节。
目前已经有研究［９］ 报道腹腔注射脂多糖可以诱发

脓毒症且导致心脏损伤，该研究使用 ＬＰＳ 诱导脓毒

症心肌损伤，与前期的研究结果一致，实验显示，注
射 ＬＰＳ 可使小鼠诱发脓毒症，且会发生脓毒症心肌

损伤，具体表现为心肌组织有多数炎性细胞浸润，且
伴有心肌细胞坏死情况。 ＡＰＮ 具有多种作用，如抗

炎、抗凋亡和抗动脉粥样硬化。 既往的研究［１０］ 表明

ＡＰＮ 有心脏保护作用。 该研究提示，ＡＰＮ 可保护

ＬＰＳ 所致的脓毒症心肌损伤，ＡＰＮ 预处理后，心肌组

织中炎性细胞浸润及心肌细胞坏死情况明显缓解，
心肌纤维数量增多，心肌损伤获得改善。

许多调节因子在脓毒症心肌损伤的发病机制中

起着至关重要的作用［１１］。 细胞凋亡已被证明是心

脏功能下降的主要原因之一［１２］。 有研究［１３］ 表明脓

毒症休克大鼠心肌细胞会发生凋亡，并证实凋亡在

脓毒症诱导的儿童心肌抑制中起着更重要的作用。
本研究中，也出现了类似的结果，与假手术组相比，
脓毒症心肌损伤组凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ 表达水

平明显增多，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达下调，使用脂联

素干预后，脓毒症心肌损伤的凋亡蛋白指标明显改

变，与脓毒症心肌损伤组相比，凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｂａｘ 表达水平明显降低，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达增

高。 实验表明，ＡＰＮ 可以通过调节细胞凋亡来保护

脓毒症心肌损伤 。
缝隙连接是一种膜通道结构，介导细胞间的通

讯，存在于两个细胞之间，具有重要的生物学功能。
Ｃｘ４３ 是最主要的缝隙连接蛋白，尤其在心室肌中，
对于电传导发挥着不可或缺的作用。 有学者发现在

肥厚型心肌病、心力衰竭、缺血性心肌病等多种心脏

病中，Ｃｘ４３ 的分布和表达均发生改变［１４］。 Ｃｘ４３ 在

细胞生长、增殖和凋亡中起重要作用。 林俊敏

等［１５］研究证明，在心力衰竭大鼠心脏中 Ｃｘ４３ 表达

明显增加，且分布紊乱。 该实验显示，与假手术组相

比，脓毒症心肌损伤组 Ｃｘ４３ 的蛋白表达明显增高，
使用 ＡＰＮ 预处理后，Ｃｘ４３ 的水平有所降低，提示

ＡＰＮ 可能通过调节 Ｃｘ４３ 的表达来保护脓毒症心肌

损伤。
综上所述，该研究表明，ＡＰＮ 可有效地保护脓

毒症心肌损伤，其机制可能是调节细胞凋亡途径以

及 Ｃｘ４３ 的表达。 因此，ＡＰＮ 为临床上治疗脓毒症

心肌损伤成为了一种新的可能。

图 ５　 免疫组织化学染色检测心肌组织中 Ｃｘ４３ 的表达　 × ４００

Ａ：ｓｈａｍ 组；Ｂ：ＬＰＳ 组；Ｃ：ＬＰＳ ＋ ＡＰＮ 组
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