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!!'摘要(!目的! 研究硫化氢!/MN12=0<3O5Q'N0#D"7"对脓毒症大鼠心肌损伤的作用#并探讨其作用的可能机

制)方法!采用盲肠结扎穿孔法制备大鼠脓毒症!404-55'=-.'2<-<N,O<4.O10#A9G"模型#将7:大鼠随机分为C

组$假手术组+假手术 i 外源性 D"7 供体硫氢化钠 !@-D7"组+假手术 i D"7 合成酶胱硫醚),)裂解酶

!4M3.-./'2<'<0),)5M-30#A7E"抑制剂炔丙基甘氨酸!,12,-1=M5=5M4'<0#G6a"组+A9G组+A9Gi@-D7组+A9Gi

G6a组#每组各"X只大鼠)分别于术后C/+!"/+"X/处死各组大鼠!即各组分C/+!"/+"X/亚组"取血和心肌

标本#检测血清肌钙蛋白J!4F<J"水平#大鼠心肌组织 DE染色观察病理变化#测定心肌组织肿瘤坏死因子)(!F@V)

("+白细胞介素)!%!J9)!%"含量#采用(F)GA(方法检测心肌组织;D$&(@6表达#H03.01<I52.检测大鼠心肌组

织核转录因子@V)+B表达)结果!假手术各组及不同时点各指标差异均无统计学意义)与假手术!"/及"X/组

相比#A9G!"/及"X/组血清4F<J质量浓度以及心肌组织病理评分+心肌组织;D$ &(@6+@V)+B表达+F@V)(

及J9)!%含量均升高!*均$%L%+"&与A9G!"/及"X/组相比#A9Gi @-D7!"/及"X/组血清4F<J质量浓度

以及心肌组织病理评分+@V)+B表达和 F@V)(含量降低!* 均$%L%+"#;D$ &(@6表达和J9)!%含量升高!*

均$%L%+"&而A9Gi G6a!"/及"X/组血清4F<J质量浓度及心肌组织病理评分+@V)+B表达和F@V)(含量升

高!*均$%L%+"#;D$&(@6表达和J9)!%含量降低!*均$%L%+")结论! D"7在脓毒症所致的心肌损伤中起

保护作用#这种保护作用的机制可能是通过抑制心肌组织中@V)+B表达+降低心肌组织F@V)(含量和提高心肌组

织;D$&(@6表达+J9)!%含量而保护心肌组织)

'关键词(!硫化氢!心肌损伤!炎症因子

.??,$@'(-+,$%'(#B7A?SL-DAQ,("&C?#-,A(",:@#$8'@BM#@%+LA$'D-#'CZ(I&DL!61;9>#
!#34!:4#%=.C>%

"
?

!?Q-@FA!BB-/->A<E 4#F"-A>/#D89##/#B G<E-8-%<#D9-9<S-1%-P<@F-AC#7/'/0]'Y#"%%"#A/'<-&"?+9-@E

!BB-/->A<E4#F"-A>/#D89##/#BG<E-8-%<#D9-9<S-1%-P<@F-AC#7/'/0]'Y#"%%##A/'<-

'FGB@D'$@(!HGI,$@#*,!F23.ONM./00QQ04.32Q/MN12=0<3O5Q'N0!D"7"2<&M24-1N'-5'<TO1M'<30,3'31-.3#-<N

.20R,5210./0,233'I50&04/-<'3&2QD"72<&M24-1N'-5'<TO1M'<NO40NIM30,3'3$+,@%A-B!A04-55'=-.'2<-<N

,O<4.O10!A9G"&0./2NS-3O30N.203.-I5'3/30,3'31-.&2N05$7:1-.3S0101-<N2&5MN'P'N0N'<.2C=12O,3$3/-&

2,01-.'2<=12O,#3/-& 2,01-.'2< i 0R2=0<2O3 D"7N2<2132N'O&./'2/MN1'N0=12O,#,30ON23O1=01M i D"7

3M<./-304./'20./01)0./015M-30!4M3.-./'2<'<0),)5M-30#A7E"'</'I'.21,12,-1=M5=5M4'<0!,12,-1=M5=5M4'<0#G6a"

=12O,#A9G&2N05=12O,#A9G&2N05i@-D7=12O,#A9G&2N05iG6a=12O,#"X1-.3'<0-4/=12O,$B522N-<N

&M24-1N'-53,04'&0<3S010425504.0NQ12&./03OI=12O,32QAZGQ21C/#!"/-<N"X/#103,04.'P05M$701O&

&M24-1N'-54-54'.2<'<J!4F<J"50P05#F@V)(#J9)!%S010N0.04.0N#-<N./0,-./252='4-54/-<=03S0102I301P0NIM

DE3.-'<'<=2Q1-.&M24-1N'-5.'33O0$F/00R,1033'2<2Q;D$ &(@6'<4-1N'2&M24M.03S-3N0.04.0NIM(F)GA(#

H03.01<I52.-33-MS-3O30N.2N0.04../00R,1033'2<2Q4-1N'-4.1-<341',.'2<Q-4.21@V)+B'<1-.3$8,B&C@B!F/010

S-3<23.-.'3.'4-55M3'=<'Q'4-<.N'QQ010<40'<0-4/=12O,-<N.'&0,2'<.2Q3/-&2,01-.'2<=12O,3$A2&,-10N.2./0

3/-&!"/#"X/=12O,#./042<40<.1-.'2<2Q4F<J'<301O&#-<N,-./252='4-53421032Q&M24-1N'-5.'33O0'<410-30N

=1-NO-55M!*$%$%+"'<./0A9G!"/-<N"X/=12O,$A2&,-10N.2./0A9G!"/#"X/=12O,#'<./0A9Gi @-D7

!"/#"X/=12O,#./042<40<.1-.'2<2Q4F<J'<301O&#-<N,-./252='4-53421032Q&M24-1N'-5.'33O0#./00R,1033'2<

2Q@V)+B#./050P052QF@V)(N0410-30N-<N./00R,1033'2<2Q;D$ &(@6-<N./050P052QJ9)!%'<410-30N!*$

%L%+"&'<./0A9G i G6a!"/#"X/=12O,#./042<40<.1-.'2<2Q4F<J'<301O&#-<N,-./252='4-53421032Q

&M24-1N'-5.'33O0#./00R,1033'2<2Q@V)+B#./050P052QF@V)('<410-30N=1-NO-55M!*$%$%+"&-<N./00R,1033'2<

2Q;D$&(@6-<N./050P052QJ9)!%'<410-30N!*$%$%+"$JA($C&B#A(! D"7,5-M3-,12.04.'P01250'<30,3'3)

'<NO40N&M24-1N'-5'<TO1M#-<N./0,233'I50&04/-<'3&2Q./'3,12.04.'P00QQ04.&-MI0IM'</'I'.'<=./00R,1033'2<2Q

" 新疆石河子大学医学院第一附属医院院级基金课题 !@2$\9"%!C)(%%*"资助
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@V)+B#10NO4'<=./042<.0<.2QF@V)(-<N'&,12P'<=./042<.0<.2QJ9)!%'<&M24-1N'-5.'33O0$

'K,LMAD-B(!!DMN12=0<3O5Q'N0!!KM24-1N'-5'<TO1M!!J<Q5-&&-.21MQ-4.213

!!脓毒症是指由感染引起的全身炎症反应综合征

!7J(7",!-)脓毒症可以引起多种器官功能损伤#其

中心脏是其损伤的重要靶器官之一
,"-)据统计#临

床上有X%̂ !+%̂ 的脓毒症患者可发生心肌损

伤
,#-)越来越多的研究表明#炎症反应在机体发生

脓毒症时发挥着关键的作用
,X +-)有效预防和治疗

脓毒症所致心肌损伤#已成为脓毒症治疗的重要组

成部分
,C-)硫化氢!D"7"最早被发现是一种有毒气

体#但目前研究显示#低浓度 D"7在脓毒症中发挥

着重要的组织保护作用及炎症调控作用
,* !%-)

ADE@等
,!!-
在家兔脓毒症模型的研究中发现#外源

性D"7可通过抑制核转录因子 @V)+B表达+上调

白细胞介素)!%!J9)!%"的表达+下调肿瘤坏死因子(

!F@V)("的表达减轻脓毒症引起的肾损伤)目前#

脓毒症所致心脏损伤的机制尚不完全清楚#临床上

对脓毒症患者的治疗效果也不理想#因此深入开展

D"7在脓毒症所致的心肌损伤方面的研究#可能对

临床上脓毒症患者的预防和治疗有重要价值)外源

性D"7的主要供体是硫氢化钠!@-D7"+硫化钠#或

硫代硫酸钠等#本研究采用 @-D7为 D"7供体#

@-D7在体内可以解离成@-i
和D7; #后者与体内

的Di
作用生成D"7)两种形式之间形成一种动态

平衡#这样既保证了 D"7的稳定存在又不改变内环

境的,D值#可以保证溶液中 D"7浓度的稳定和准

确度)因其性质稳定+溶液浓度易于控制而常被用

于 实 验) D"7 合 成 酶 胱 硫 醚),)裂 解 酶

!4M3.-./'2<'<0),)5M-30#A7E"可被炔丙基甘氨酸

!,12,-1=M5=5M4'<0#G6a"阻断#且阻断作用具有不

可逆性#从而抑制机体 D"7的产生)本研究采用盲

肠结扎穿孔法制作大鼠脓毒症模型!404-55'=-.'2<

-<N,O<4.O10#A9G"#观察外源性 D"7供体 @-D7

及G6a对脓毒症所致心肌损伤的作用)

1!材料与方法

1$1!实验动物和主要试剂

无特定病原体!7GV"级7:雄性大鼠!XX只#

C!Y周龄#体质量"+%=左右#购于新疆医科大学

实验动物中心#动物使用许可证$7\fd!新""%!!)

%!%!%!)@-D7及G6a购于美国7'=&-公司#批号

分别为!%%!W!+"*#+!%!*+C!W#)逆转录试剂盒购

于美国F/01&274'0<.'Q'4公司#批号% d!C"")聚

合酶链反应!GA("引物序列及合成由上海生工公司

完成)F@V)(#J9)!%和心肌肌钙蛋白J!4-1N'-4l

.12,2<'<lJ#4F<J"E9J76检测试剂盒均购自于

北京诚林生物科技有限公司#批号分别为E)#%C##+

E)#%CXW+E)#%#%Y)@V)+B,C+单克隆抗体购于美

国A0557'=<-5'<=公司!批号:!XE!""&@V)+B,C+

二抗及#)-4.'<一抗+二抗均购于北京中杉金桥生物

技术有限公司!批号分别为hB)"#%!+F6)%W+hB)

"#%+")

1$/!脓毒症模型的建立

大鼠禁食+不禁水过夜#水合氯醛X&9*!%%=

腹腔注射麻醉大鼠后#采用盲肠结扎穿孔法制作大

鼠脓毒症模型!404-55'=-.'2<-<N,O<4.O10#A9G")

备皮+消毒#腹中线切口长!!!$+4&#找到盲肠#移

出腹腔#在距离根部!*X处用X号丝线结扎#!Y号

针穿透盲肠壁"次#挤出少量盲肠内容物#将肠管回

纳入腹腔#消毒后逐层关腹)术后将大鼠放回鼠笼

中#自由进食饮水#保持室温在"+ _左右)大鼠

A9G模型评价标准$参照文献,!"-
动物7J(7标准)

1$N!动物模型分组处理及取材

将!XX只7:大鼠按照随机数字表法分为C

组#每组各"X只)分别为假手术组!找到大鼠盲肠

后#将盲肠移出腹腔#不结扎盲肠#不进行盲肠穿刺#

将其回纳入腹腔后关腹"+假手术i@-D7组+假手

术iG6a组+A9G组+A9Gi@-D7组+A9GiG6a

组#各组分C/+!"/+"X/亚组#每亚组Y只)假手

术i@-D7组+A9Gi@-D7组和假手术iG6a

组+A9GiG6a组大鼠分别于制模前#%&'<一次

性腹腔注射@-D7!%&=*>=或G6a+%&=*>=#本

实验G6a+@-D7药物剂量及给予方式均参考文

献
,!# !X-)各组大鼠分别于术后C/+!"/+"X/处死

取血和心肌标本)血标本用于测定血清4F<J质量

浓度#心脏标本用于制作DE染色病理切片+测定心

肌组织F@V)(+J9)!%含量+心肌组织;D$ &(@6

及@V)+B表达)

1R3!血清$>(Z质量浓度的测定

采用E9J76试剂盒检测#按照说明书操作#在

酶标仪上选择波长X+%<&处测定吸光度!6"值)

1R5!心肌组织Z<910+>WP"质量浓度的测定

采用E9J76试剂盒检测#按照说明书操作#在

酶标仪上选择波长X+%<&处测定6值)

!X+
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1$O!心肌组织标本DE染色及组织病理评分

按常规方法制作 DE染色石蜡病理切片#光镜

下观察+拍照)并参考(Ehd6996等
,!+-
的方法计

算心肌病理评分)

1R6!8>9YJ8检测心肌组织0'178WF表达

各组大鼠分别取心肌组织按照 F1']25法提取

总(@6#按照逆转录试剂盒操作逆转录为4:@6#

以"+&9体系进行GA(扩增);D$&(@6引物序

列$上游#+̀)AAa6Fa6AAFA66Aa66Aa)#̀#下

游#+̀)a6a6AaaF6aAAA6aa6F66)#̀#基 因

片段 长 度 "%X I,&#)-4.'< 引 物 序 列$上 游#+̀)

AaFFa6A6FAAaF666a6AAFA)#̀#下 游#+̀)

F6aa6aAA6aaaA6aF66FAF)#̀#基因片段长

度!!%I,)反应条件为$预变性W+_"&'<#变性

W+_#%3#退火+Y_#%3#延伸*"_X+3##C个循

环后#*"_!%&'<)GA(完成后行"%=*9琼脂糖

凝胶电泳#紫外灯下观察条带#照相后用 gO-<.'.M

2<0软件进行灰度分析#以目的基因与#)-4.'<的扩

增产物条带灰度值之比作为反映;D$ &(@6水平

的相对定量指标)

1R2![,B@,D(GCA@检测大鼠心肌组织WP9$V表达

提取心肌组织总蛋白#用BA6法测定蛋白浓

度)经电泳+电转+封闭后分别与 @V)+B及#)-4.'<

的一抗!抗体滴度均为!b!%%%"和辣根过氧化酶标

记的山羊抗兔J=a二抗作用#最后采用化学发光法

检测目的条带#用凝胶成像仪拍照并测定各显色条

带的灰度值)以各组@V)+B*#)-4.'<灰度的比值为

@V)+B蛋白表达的相对含量)

1$4!统计学方法

计量资料均采用%IcF表示)两组间均数比较

用A检验#多个样本均数比较采用单因素方差分析#

计数资料采用卡方检验#*$%L%+为差异有统计学

意义)

/!结果

/R1!各组大鼠血清$>(Z质量浓度变化

见图!)假手术各组!包括假手术各亚组#假手

术i@-D7各亚组和假手术iG6a 各亚组"血清

4F<J质量浓度差异无统计学意义!*)%L%+")与假

手术C/亚组相比#A9G各C/亚组!包括A9GC/

组#A9Gi@-D7C/组和A9GiG6aC/组"血清

4F<J的质量浓度差异无统计学意义!*)%L%+"&与

假手术!"/及"X/亚组相比#A9G!"/及"X/亚

组!包括 A9G组#A9Gi@-D7组和 A9GiG6a

组"血清4F<J的质量浓度均升高#且差异均有统计

学意义!*$%L%+")与A9G!"/+"X/亚组相比#

A9Gi @-D7!"/+"X/亚组血清4F<J质量浓度均

降低#而A9GiG6a!"/+"X/组血清4F<J质量

浓度均升高#差异均有统计学意义!*$%L%+")
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图1!各组大鼠血清$>(Z结果比较

P#Q1!",D&7C,*,CA?$>(Z#(D'@B

6$7/-&=12O,&B$7/-&iG6a=12O,&A$7/-&i@-D7

=12O,&:$A9G=12O,&E$A9GiG6a=12O,&V$A9Gi@-D7

=12O,$"*$%L%+#""*$%L%!#P3$3/-&=12O,&%*$%L%+#%

%*$%L%!#P3$A9G=12O,

/$/!各组大鼠心肌组织形态学观察及病理评分

术后"X/各组大鼠心肌组织 DE染色结果见

图")根据病理切片DE染色进行评估的病理积分

见图#)与假手术C/组相比#A9GC/组心肌组织

病理评分差异无统计学意义!*)%L%+"&与假手术

!"/及"X/组相比#A9G!"/及"X/组心肌组织

病理积分均升高#且差异有统计学意义!*$%L%+")

与A9G!"/及"X/组相比#A9Gi @-D7!"/及

"X/组心肌组织病理积分均降低#而A9GiG6a

!"/及"X/组心肌组织病理积分均升高#差异均有

统计学意义!*$%L%+")假手术各组心肌组织病理

积分差异均无统计学意义!*)%L%+")

/RN!各组大鼠心肌组织>WP9"+Z<910质量浓度的

变化

见图X+图+)因各组C/亚组大鼠心肌组织病

理积分及4F<J质量浓度差异均无统计学意义!*)

%L%+"#因此后续实验只进行!"/+"X/亚组分析)

假手术!"/及"X/组心肌组织F@V)(和J9)!%质

量浓度差异均无统计学意义!*)%L%+")与假手术

组相比#A9G!"/及"X/组心肌组织F@V)(和J9)

!%质量浓度均升高!*$%L%+"&与A9G!"/及"X/

组相比#A9GiG6a!"/及"X/组心肌组织F@V)

(质量浓度升高#J9)!%质量浓度降低!*$%L%+"#

"X+
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D E F

图/!术后/3%各组大鼠心肌组织病理切片)S.!T/00
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图N!各组大鼠心肌组织病理学评分

P#QN!Y'@%ACAQ#$'CB$AD,A?S.B@'#(#(QA?7LA$'D-#'C@#BB&,#(D'@BA?

,'$%QDA&:

6#B#A#:#E#V$:0<2.0./03-&0-3Q'=!$"*$%L%+#""

*$%L%!#P3$6=12O,&%*$%L%+#P3$:=12O,

而A9Gi @-D7!"/及"X/组F@V)(质量浓度

降低!*$%L%+"#J9)!%质量浓度升高!*$%L%+")

/R3!各组大鼠心肌组织0'178WF的表达

与假手术组相比#A9G!"/及"X/组心肌组织

;D$&(@6的表达均升高!*$%L%+"&与A9G!"/

及"X/组相比#A9Gi @-D7!"/及"X/组;D$

&(@6表达升高!*$%L%+"#而A9Gi G6a!"/

及"X/组心肌组织;D$ &(@6 表达降低!*$

%L%+"#见图C)

/R5!各组大鼠心肌组织WP9$V蛋白表达的变化

!!与假手术组相比#A9G!"/+"X/各亚组心肌组

织的@V)+B表达均升高#差异有统计学意义!*$

%L%+"&与A9G!"/+"X/亚组相比#A9Gi @-D7

!"/+"X/亚组 @V)+B的表达降低!*$%L%+"#而

A9Gi G6a!"/+"X/亚组心肌组织@V)+B表达

升高!*$%L%+"#见图*)
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图3!各组大鼠心肌组织>WP9"质量浓度比较!!!图5!各组大鼠心肌组织Z<910质量浓度比较

P#Q3!<,*,CBA?>WP9"#(7LA$'D-#'C@#BB&,A?D'@B!!!P#Q5!<,*,CBA?Z<910#(7LA$'D-#'C@#BB&,A?D'@B

6#:#E#V$:0<2.0./03-&0-3Q'=!$"*$%L%+#%% *$%L%!#P3$6=12O,&%*$%L%+#P3$:=12O,

#X+
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图O!各组大鼠心肌组织0'178WF的表达

P#QO!.E:D,BB#A(A?0'178WF#(7LA$'D-#'C@#BB&,A?D'@B

K$K-1>01&!#"$7/-&=12O,!"/#"X/&##X$A9G=12O,!"/#

"X/&+#C$A9GiG6a=12O,!"/#"X/&*#Y$A9Gi@-D7=12O,

!"/#"X/$" *$%L%+#P3$6=12O,&%*$%L%+#P3$:=12O,
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图6!各组大鼠心肌组织WP9$V:O5蛋白的表达

P#Q6!.E:D,BB#A(A?WP9$V:O5#(7LA$'D-#'C@#BB&,#(D'@B

!)Y$:0<2.0./03-&0-3Q'=C&6#:#E#V$:0<2.0./03-&0-3

Q'=!$"*$%L%+#P3$6=12O,&%*$%L%+#P3$:=12O,

N!讨论

脓毒症一旦合并心肌损伤可加重疾病的演变过

程#增加多脏器衰竭及死亡风险,!C-)近年来的一些

临床研究表明#脓毒症患者有X%̂ !+%̂ 会发展成

心肌损伤
,!*-#且所导致的心功能不全与脓毒症致死

率明显相关!*%̂ !W%̂ ",!Y-)因此#在脓毒症治疗

中#有效地防治心肌损伤非常重要)

心肌4F<J和心肌肌钙蛋白F!4F<F"在心肌损

伤时升高#已被证实是目前诊断心肌损伤的确定标

志物
,!W "!-)本研究结果显示#与假手术!"/及

"X/组相比#A9G各组!"/及"X/组血清4F<J的

质量浓度均升高!*$%L%+"#与A9G!"/及"X/组

相比#A9Gi @-D7!"/+"X/组血清4F<J质量浓

度均降低!*$%L%+"#而A9GiG6a!"/及"X/

组血清4F<J质量浓度均升高!*$%L%+")大鼠心

肌病理积分也得到相同结果)以上结果证实#大鼠

发生脓毒症时存在心肌损伤#给予外源性的 D"7后

大鼠心肌损伤可缓解#但不能恢复至正常状态)

J9)!%是细胞毒性F淋巴细胞分化因子及B细

胞活化因子#是一种有力的抗炎因子#并通过多种途

径发挥抗炎作用
,""-)F@V)(是导致脓毒症心肌抑

制的重要炎症介质#给予脓毒症休克患者输注鼠

F@V)(单克隆抗体#可以短暂改善患者心室功能#

提示F@V)(可能对心肌具有抑制作用
,"#-)F@V)(

可诱导中性粒细胞J+B的降解#增强 @V)+B的活

性#促进F@V)(的合成与释放#形成瀑布样级联反

应#是细胞级联的使动因子#在脓毒症患者中#促炎

细胞因子表达强度持续上升#抗炎细胞因子表达强

度持续下降#提示预后不良,"X-)本研究结果显示#

与假手术!"/及"X/组相比#A9G!"/及"X/组

心肌组织;D$ &(@6+@V)+B表达+F@V)(及J9)

!%含量均升高!* 均$%L%+")提示大鼠发生A9G

时存在炎症反应#心肌促炎因子!@V)+B+F@V)("和

抗炎因子!J9)!%"均升高&与A9G!"/及"X/组相

比#A9Gi @-D7!"/及"X/组血清4F<J质量浓

度以及心肌组织病理积分+@V)+B表达和F@V)(含

量降低!*$%L%+"#;D$ &(@6表达和J9)!%含量

升高!*$%L%+"&A9GiG6a!"/及"X/组心肌

组织 @V)+B表达和 F@V)(含量升高!*$%L%+"#

;D$&(@6 表达和J9)!%含量降低!*$%L%+")

提示给予外源性的 D"7后#大鼠心肌组织促炎因子

下降#而;D$ &(@6+抗炎因子!J9)!%"升高#给予

A7E抑制剂G6a后#抑制;D$ &(@6的表达#减

少D"7供给#大鼠心肌组织损伤进一步加重)提示

@V)+B信号通路和炎症反应参与了A9G大鼠心肌

损伤的过程)@V)+B通路可能为导致脓毒症心肌

损伤的机制之一#这与9JBB\
,"+-
及9J[等

,"C-
前期

研究结果一致)

综上所述#在大鼠发生脓毒症时存在心肌损伤#

D"7在脓毒症所致的心肌损伤中起保护作用#与前

期ADE@等
,!!-
在脓毒症状态下D"7对肾脏起保护

XX+
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作用的研究结果相一致)其作用机制可能是通过抑

制心肌组织@V)+B的表达#下调促炎因子如F@V)(

含量#提高心肌组织;D$ &(@6表达+上调抗炎因

子J9)!%含量而起作用)
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