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金属硫蛋白对败血症小鼠心功能不全

及氧化应激作用的研究

赵鹏张洁褚熙苑海涛崔连群朱兴雷

·7ll·

．心力衰竭研究．

【摘要】 目的探讨抗氧化剂金属硫蛋白(InetallotIIionein，MT)对败血症小鼠心功能不全的保

护作用及其抗氧化应激作用。方法 将年龄与体重配对的雄性FvB小鼠与心脏特异性过表达MT

小鼠分为四组：FvB小鼠对照组(FvB组)，FvB小鼠脂多糖(“po—ys船ch柚de，I上，S)处理组(FVB—
LPS组)。MT转基因小鼠对照组(MT组)和MT小鼠LPs处理组(MT-LPS组)。LPs处理组小鼠腹腔

注射I鹏，剂量为4 m∥kg。6 h后应用心脏超声及单心肌细胞机械功能测定技术测定小鼠心脏整体

功能及单个细胞收缩舒张功能。M型超声心动图测定心率、左心室舒张末期及左心室收缩末期内径

(LVEDD、LvEsD)，计算左心室射血分数(EF)及左心室短轴缩短率(FS)，细胞收缩和舒张通过收缩

峰值、最大收缩和舒张速率积分(±dL／dt)、到达收缩峰值的时间、90％舒张时间进行评估。细胞内

Ca2+浓度的变化通过在360／380两个波长下fum．2荧光强度比来推断，细胞内Ca2+的清除率用荧光

延迟时间来衡量，如适合程序的单指数曲线或双指数曲线。通过对细胞内活性氧含量测定和谷胱甘

肽／氧化型谷胱甘肽比率的测定来观察MT抗氧化应激作用。结果心脏超声结果表明，与自身对照

相比，腹腔注射LPs后小鼠心率增快及LVESD增加(P<O．05)。但LVEDD、EF及FS明显减小

(P<O．05)，MT．蛹组小鼠心脏功能较FVB-隅组有明显改善：心率、LVEDD、EF、Fs比分别为
(528士72)次／“n与(557±69)次／min、(2．7±O．7)咖与(2．3±O．6)mm、(66±14)％与(42±
10)％、(46±11)％与(30±10)％，P<0．05。FVB．u)s组小鼠单个心肌细胞收缩峰值及±dl／dt均较

MT．I腌组降低[(5±1．1)％与(7．2±O．8)％，(160±15)斗In／s与(212±36)¨In／s，(175±32)斗In／s
与(208±29)“In／s]并且90％舒张时间延长[(O．24±O．03)s与(0．19±O．02)8，P<O．05]。细胞内

Ca2+浓度的变化及Ca2+的清除率的变化规律也同|：述，心脏特异性过表达MT可改善由u喝诱导的

单心肌细胞收缩、舒张功能不全与细胞内ca2+处理能力的减低。心脏特异性过表达MT减轻了细胞

内活性氧的含量[(0．35±0．08)A值／斗g蛋白与(0．24±O．03)A值／斗g蛋白，p<O．05]，提高了谷胱

甘肽／氧化型谷胱甘肽的比率(2．1±O．2与2．6±0．4，P<O．05)。结论研究表明，心脏特异性过表

达MT改善了U)S引起的心脏收缩、舒张功能障碍，维持了胞内Ca2+的稳态和减轻了氧化应激，可以

改善败血症引起的小鼠心功能不全。

【关键词】 心室功能，左；败血症；金属硫蛋白；氧化应激
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metaUot}lionein (MT) 叩 cardiac contractile， intracellul盯 CaZ+ function and 痢dative stress in

lipopolvsacch丽de(U)s)-慨ated IIlice．Methods Weigllt锄d age matched adult male FVB锄d cardiac—

specific MT—overexpressing n彻sgenic mice were injected inhperitoneally witll 4 r呵kg Escherichia C曲
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following IjPS or saline injection，cardiac geomeⅡy锄d function were evaluated in蚰estIletized mice using

tlIe 2．D Pmided M．mode echoca耐io印乜phy． Mechanical and inn．acellular C一+pfoperties were examined in

hearts． CeU shortening and relengthening were鸽ses8ed using tlle follo试ng indices：peak shortening(PS)一
indic砒ive of tIle amplitude a ceU c如shorten durin只con仃action：ma】【imaJ velocities of cell shonening蚰d

relen殍hening(±dL／dt)-indicative 0f peak ventdcular contractility；time-to-PS(TPS)·indic砒ive 0f systolic

duration；time-t0-90％ relen昏hening (TR∞)-indicative of diastolic duration (90％ rather 100％

Telengthening w鹊used to avoid noisv si期al at baseline concentr习nion)．The 360 nm excitation scan was

repeated at the end of tlle protocol and qualitative chan#筘s in intracellular Ca2+concenn．ation wel℃i T1]fe蒯
f而m t}le mtio of fura_2 fluorescence intensity(FFI)at two wavelengtlls(360／380)． F1uorescence decay

time was measured a8蚰indicator of the intracellular Ca‘+cle删ng rate． Glutat}lione／mutathione disulfide

ratio and ROS generation were detected as the markers 0f oxidative stress．Reslllts Heart rate w鹊increased

while EF was reduced in LPS—FVB mice卸d hean rate w鹬reduced and EF incre聃ed in MT-LPIs tT锄sgenic

mice[(528±72)beats／min憾(557±69)beats／min，(66±14)％挪(42±10)％，P<0．05]．

Cardiomyoc”es‰m the LPs treated FVB mice displayed sigIlific蚰tly reduced peal【shortening(PS)锄d
maximal velocity of shortening／relengt}lening (±dL／dt) associ砒ed诵th prolonged time-to．90％

relen殍hening(TR90)，these eⅡbcts were attenuated in cardiomyocytes f南m t}le MT—I．Ps mice[Ps(5±

1．1)％粥(7．2±0．8)％，dL／dt(160±15)pn∥s伽(212±36)斗m／s，一dL／dt(175士32)斗m／s郴

(208±29)斗Ⅱ∥s，TR90(O．24土0．03)s们(O．19±0．02)s，P<0．05]．I髑tre砒ed IIlice showed

siPmificanⅡv reduced peak inⅡ乜cellular Ca。+and electrically．stimulated rise in intTi屺ellular Caz+as weⅡas

prolonged intracellular Ca2+decay rate诵thout柚Fecting tlle basal intmcellul盯C一+levels，again，these

efrects were si#=Tli6c粕tlv attenuated in MT．I巾S t舢s#renic mice． Metallothionein overexpression also a：blated

oxid撕ve stress reduced ROS generation and incre踮ed甜utathione／一utathione disulfide ratio．ROS(O．35±

0．08)∥¨g pmtein郴(0．24±0．03)A／斗g protein]．GSⅣGssG 2．1±0．2傩2．6±0．4，P<

0．05．ConcIusion MT overexpression improved cardiac{hnction锄d ablated 0xidative stress in LPS treated

mice．

【Key words】 Ventricul盯fhnction，left； sepsis； Metallotllionein；0xidative stress

败血症是机体对感染的系统性反应，是威胁人

类健康与生命的急重症，并发心肌损害时病死率更

高。因此，寻找有效手段防止败血症的发生、发展从

而降低病死率，已经日益成为一个亟待解决的重大

公共卫生问题。清除内毒素的来源，减少内毒素的

产生和吸收，改善败血症引起的微循环障碍，是治疗

的主要原则。目前，在临床实践中针对败血症造成

的心脏损伤的治疗还没有成熟和统一的方案。最近

的研究报道认为，金属硫蛋白(metaLllothionein，MT)

作为内源性的细胞抗氧化保护剂，对心脏缺血再灌

注、心力衰竭、动脉粥样硬化等多种心血管系统疾病

均有不同程度的保护作用。虽然，MT的功能逐渐

被发现，但它在由内毒素诱导的心脏损害中的作用

及其作用机制至今不十分清楚。基于目前国内外的

研究进展，本研究拟以心脏特异性过表达MT转基

因小鼠及其野生型为研究对象，腹腔注射内毒素：脂

多糖(IJipopolysaccharide，LPS)制作败血症模型，应

用心脏超声及单心肌细胞功能测定技术，探讨MT

在小鼠败血症模型引起的心功能损害中是否有保护

作用，并且通过对细胞内活性氧含量测定和谷胱甘

膨氧化型谷胱甘肽比率的测定来观察MT抗氧化
应激作用，进一步阐明MT在败血症心肌损伤中的

保护作用机制，为寻求理想治疗靶点和降低临床病

死率提供理论依据。

材料与方法

1．实验动物、LPS处理及分组：鼠龄(16～20

周)与体重(20—25 g)配对的雄性FvB小鼠与心脏

特异性过表达MT小鼠用于此实验。MT转基因小

鼠由美国怀俄明大学健康科学学院药学系任骏博士

惠赠，心脏特异性过表达MT小鼠来源于FVB鼠背

景⋯。本实验的动物处理经山东大学山东省立医

院动物使用及伦理委员会同意。实验动物饲养在专

门的动物房内并为它们提供标准实验室食物和水。

实验分为四组：FVB小鼠对照组(FvB组)，FVB小

鼠LPs处理组(FVB—LPs组)，MT转基因小鼠对照

组(MT组)和MT转基因小鼠LPs处理组(MT．LPs

组)。LPS处理组小鼠腹腔注射在消毒生理盐水中

溶解的Escherichia C“LPS(美国Si舯a公司)，剂

量为4 mg／kg，处理时间为6 h。对照组腹腔注射等

量消毒生理盐水，剂量与时间的选择根据已发表的

文献，可以诱发显著的心脏功能障碍而不引起明显

病死率旧1。在LPS注射6 h后处死小鼠，继续进行

下列相关实验。

2．心脏超声检查：腹腔内注射戊巴比妥钠(50

mg／kg)全身麻醉小鼠，必要时小剂量追加戊巴比妥

钠溶液，使小鼠保持适当的麻醉状态，没有自主运动

和尾巴夹紧的反应，保持自主呼吸。麻醉后小鼠胸

万方数据
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部备皮，仰卧位固定在温度恒定的操作台上，使用

GEVivid7型彩色超声诊断仪进行心脏超声检查，采

用13L线阵探头，探头频率为14．O MHz，深度1．5—

2．O cm对小鼠进行超声检查。探头置于其左胸，在

取得满意的胸骨旁左心室长轴和短轴二维图像后，

在乳头肌水平将M型取样线垂直于室间隔和左心

室后壁获得M型超声心动图，测定心率(HR)、左心

室舒张末期及收缩末期内径(LVEDD、LvESD)；应

用Teichholtz公式法计算左心室射血分数(EF)及

左心室短轴缩短率(FS)。每组原始数据取连续3

个心动周期的平均值，超声检查的操作及分析均由

专科医生完成。

3．分离小鼠单个心肌细胞：参照文献[3]中的

方法，酶解分离心肌细胞。简述如下：小鼠用氯胺酮

和二甲苯胺噻嗪3：5的比例，按每公斤体重1．32

mg进行麻醉。将心脏快速移出，主动脉弓接到

Langendo世系统灌注氧合克．汉二氏重碳酸盐缓冲

液[含有(单位mmoL／L)NaClll8，KCl 4．7，CaCl2

1．25，MgS041．2，KH4P04 1．2，NaHC03 25，HEOES

10，葡萄糖11．1]。然后将心脏灌注含有Libe艘
Blendzyme 4但不含有Ca2+的克．汉二氏重碳酸盐缓

冲液20 IIlin。灌注结束后，在不含有Ca2+的克．汉二

氏重碳酸盐缓冲液中分离左心室并将其减碎分离单

个心肌细胞。最后在缓冲液中加入CaCl：l删n0L／L，

细胞内的Ca2+逐渐递增到1．25姗oL／L。单个心肌
细胞的存活率大约为70％左右。只有结构完整、边

缘清楚的杆状单个心肌细胞被挑选出来，在6 h内

进行单个细胞收缩、舒张及细胞内ca2+变化的

研究。

4．单个细胞收缩与舒张功能：使用鼬Edge
Myocam系统软件进行单心肌细胞机械收缩、舒张

性能的评估。将左心室心肌单个细胞放在倒置的显

微镜上的容器内，并加入含有(单位mmoL／L)Nacl

131，KCl 4，CaCl2 1，MgCl2 1，葡萄糖10，置于

25℃、pH为7．4的溶液。用一对铂金丝分别固定

在容器的两端并与电刺激装置相连，用0．5 Hz快速

电流刺激细胞持续3 ms。被研究锁定的单个心肌

细胞将通过IonOptix MyoC锄相机装置呈现到电脑

上进行研究。10nOptix So艇：dge软件适用于捕获心

肌细胞在收缩和舒张时长度的变化。细胞收缩和舒

张通过下列指标进行评估：收缩峰值(peal【

shonening，PS)代表细胞收缩时缩短的幅度，最大收

缩和舒张速率积分(±dL／dt)代表细胞收缩和舒张

的最大速率，到达PS的时间代表细胞收缩时程，

90％舒张时间(time to 90％relengthening，豫如)代
表细胞舒张到90％的时程(选择90％而非100％是

为了避免收缩时杂乱信号的干扰)。

5．胞内ca“荧光测定法：用fura_2／AM(O．5

¨moL／L)将心肌细胞固定10 min，然后用双激发荧

光光电系统(Ionoptix)进行荧光标记。然后将心肌

细胞放到奥林巴斯Ix-70倒置显微镜，在40倍油镜

下观察图像。细胞内Ca2+浓度的变化通过在360／

380两个波长下fura-2荧光强度比来推断；荧光延

迟时间用细胞内ca2+的清除率来衡量，如适合程序

的单指数曲线或双指数曲线。

6．氧化应激指标的测定：(1)细胞内活性氧含

量测定：细胞内活性氧的生产是通过分析细胞内5．

甲基．2’，7-二氢荧光素双乙酸钠的氧化所造成荧光

素强度的变化来推断。从每一组分离出来的心肌细

胞在含有25斗moL／L的5．甲基-2’，7一二氢荧光素双

乙酸钠的KRH缓冲液放在37℃的暗处培养30

min，然后在温的KRH缓冲液洗3次。荧光强度是

用荧光显微平板阅读器在480啪的激发波长和
530 nm的发射波长下测定。未经处理的细胞表现

为无荧光被用于背景荧光。最后结果用荧光强度与

蛋白含量的比来表示。(2)谷胱甘膨氧化型谷胱
甘肽(Glutathione／glut砒hione disu恤de，GSH／GSSG)

比率测定：GsⅣGSSG比率可以做为氧化应激的指

标。心肌细胞在l％三氯乙酸溶液中匀浆。采用荧

光法测定匀浆液中GSH和GSSG含量。

7．统计学分析：实验数据以均数±标准误表

示，采用GraphPad蹦咖统计软件4．o进行单因素

方差分析(ANOVA)，以P<0．05为差异有统计学

意义。

结 果

1．MT对败血症小鼠整体心脏功能的影响：经

胸壁超声心动图检查用来评价四组小鼠的心功能。

腹腔注射U)s 6 h后，FVB—U)s组及MT．U)S组小鼠

心率较其自身对照明显增快(P<0．05)，并且FVB．

U玛组增快较MT—LPs组差异有统计学意义。尽管

FVB-U)s组及MT．LPS组小鼠的LVESD差异并无

统计学意义，但较其自身对照增大(P<0．05)。败

血症显著减小了小鼠LVEDD并降低EF及Fs，MT—

LPs组较FVB—LPS组以上三个指标有明显改善

(尸<0．05)。这提示，自败血症发生时，心脏结构和

收缩功能均出现了损害性改变。而MT可显著减轻

败血症导致的心脏收缩功能不全和左心室重构的发
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表1四组小鼠(每组8只)超声左心室功能指标(面±s)

注：HR：心率，L、rESD：左心室收缩末期内径，L、咂DD：左心室舒

张末期内径，EF：左心室射血分数，Fs：左心室短轴缩短率。与自身

对照组比较，。P<0．05；与FVB．LPs组比较，“尸<O．05

2．MT对败血症小鼠单个心肌细胞机械收缩、

舒张功能的影响：从四组小鼠单个心肌细胞的机械

收缩、舒张功能记录数值比较，相对于静息细胞长度

四组之间的数值无可比性，差异无统计学意义。然

而，相对于对照组的FVB小鼠，接受LPS处理的

FVB小鼠的心肌细胞Ps与±dL／dt明显减少并且

TR帅延长，有趣的是MT-LPs组小鼠以上指标较

FVB-LPs组有明显改善(P<0．05)。说明，尽管

MT转基因对自身心肌细胞的收缩、舒张功能没有
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产生明显影响效果，但是MT的表达能明显减轻

LPs诱导的单个心肌细胞收缩、舒张功能障碍

(图1)。

3．单个心肌细胞胞内Ca2+离子的改变：为了探

索MT所产生的减轻吣诱导的心肌细胞收缩、舒
张功能障碍的机制，用fum．2荧光染料来评价胞内

Ca2+稳态的变化。我们的结果显示，LPS—FvB小鼠

的心肌细胞胞内Ca2+的清除时间较MT．LPS组明显

延长，无论单向或双向曲线(P<o．05)。但静息细

胞内ca2+水平四组之间差异无统计学意义(P>

O．05)。MT可改善败血症小鼠电刺激导致胞内瞬

时升高的ca“水平(P<o．05)。接受啪处理的
FvB小鼠的心肌细胞内ca2+的清除率降低即清除

时间延长这一作用可以被MT特异性表达所改善，

但MT本身对胞内ca“的性能无明显影响(图2)。

4．MT对LPS引起氧化应激的影响：图3显示，

接受LPs处理的FVB小鼠的心肌细胞活性氧的生

成较其自身对照明显增加(P<O．05)，但MT．LPs组

小鼠心肌细胞活性氧的生成较FvB—LPS组有明显

降低(P<0．05)。GsH／GsSG比率在FVB．LPS组小

FVB FVB—LPS

FvB FVB—LPS

MT_rr—LPS

-盯MT—LPS

F1，B FVB—LPS-rr耵‘一LPS

FVB：FvB小鼠对照组，FVB·U)s：FvB小鼠脂多糖处理组，MT：金属硫蛋白转基因小鼠对

照组，MT-鹏：金属硫蛋白转基因小鼠脂多糖处理组；图2、3同此。与自身对照组比
较，4P<O．05；与FvB．LPs组比较，“尸<O．05

圈l各组小鼠(每组8只)单个心肌细胞收缩、舒张机械功能的比较

鼠中减低，而MT—LPs组小鼠提高了

其比率(P<0．05)。以上结果说明，

抗氧化剂MT减轻了败血症引起的

心肌细胞的氧化应激。

讨 论

败血症是机体对感染的系统性

反应，主要是因一种或多种微生物

体的入侵影响，包括一种内毒素(如

来自革兰阴性杆菌结构组成成分

LPS)M剖。败血症患者的临床症状

常表现为心肌收缩功能障碍，表现

为可逆的双心室肥大、EF减少，并

且使系统性血管舒张功能下降[6剖。

败血症休克具有特征性的血流动力

学变化，在早期呈高动力期变化，此

时心输出量、组织灌流量以及氧气

的运输均增加；在晚期则表现为低

动力期变化，此时心输出量、组织灌

流量以及氧气的运输降低，最终引

起全身持续性的低血压状态。这些

变化是败血症休克不可逆性和向死

亡发展的主要标志和原因。针对败

血症相关联的心肌功能障碍和心力
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衰竭．日前还没有一个统·有技的治疗方案，这是败

血症忠者病死率无明显下降的土要凼索。

LPS是革、÷阴性扦苗外膜组成成分之·．它与

多种细胞特别是巨噬细胞通过lbll样受体4结台，

促使促毙症因子的分泌。应J}f LPs制作急性败劬【

症模型．nr在短时间内使模型动物到达败血症晚期，

而且方法简单有效。u々摸删时j：研究败血症休克

晚期的机体功能改变及其机制至今仍然是一个有效

的手段，

充分的研究征据表明，败血症可以影响心脏功

能””。我们的研究结粜从整体心脏到单个心肌细

胞两，J商探讨了败血症时心功能的影响及MT对其

保护作用。心脏超声的结果表明，腹腔注射1．Ps可

引起小鼠心脏心率增快、收缩与舒张功能的障碍；心

脏特异性过表达MT小鼠自身没有因MT的过表逃

与其野生型FVB小鼠有差异，有趣的是MT-I腮组
小鼠心脏功能较FvB．I Ps组有明糙改善：分离单

个心肌细胞后的宴验结果电挂示，在败血症的FvB

小鼠的心肌细胞，其Ps和±dv df均缩短且TR。延

K．结粜和体内的发现1{{致。丰实验结果表明，

MT能明显改善LPs引起的心舭收

缩障碍．减轻胞内ca“清除砷毛的改

变，说明MT转皋因可能对促进胞

内Ca“的排Hj有积极作用。对于没

有接受I Pj；处理的MT过表达小鼠

的心脏，没有影响其心肌细胞收缩

和胞内ca“性能．说明心脏特异性

过裘达MT增多不会对心脏功能有

害。另外．在我们的实验中．一个比

较有意思的发现是，LPs能娃著减

弱心肌细胞收缩能力而不影响代表

细胞收缩时程的到达Ps的时问。

这样的差异发现，直持内毒索m癍

导致肌原纤维的组成成分肌筵对

ca“敏感性降低．这与以前报道的

在败血症休克反墟心肌细胞中肌丝对ca“的敏感

性降低相一致”。“。

细胞山活性韫化物质是类性质十分话泼的化

学摹用，正常细胞内}哥通过以下途径产：m少聃活

rE包：有氧化代酣时吁吸链产生的副产物、细胞乜瘵

P450系统在发挥解毒作埘时产生活性氧、呼吸暴发

产物、脂肪技其他大分子降解时的副产物。机体内

件在着抗氰化防御系统维持钮化(话性钮产生)与

抗艇化(活性氧浒除)平衡。泼系统主要由内源性

抗氧化酶与抗钒化物组成．包括过氰化物歧化酶、过

辛【化氢酶、还原型csH等。HI含有丰富的虢堆．能

萤台大苗的金属离子．是Mar卵h黜和V“1w柱研究
金幅生物学作用时从动物器官分离出的·种新的篮

白质。人体内、动物、植物U及微生物均古MT，而

且其理化持_r}!基本一致．I由于MT分子中含有20

个游离的巯毖基因以及出它仃】组成的多个巯基麓．

从而使它生物体中问时j}有清际体内自由麟、防止

幕体衰老，解除蕈会属的证性、参与体内微嚣厄书的

代珊、增强机体对各种不良状态的适脯能力、防止细

胞癌坐等功能。有基础反临床的研究表明．在败血

|i：i}e．咖鬻羲黧删童
ff口qMm＆#‘P<O∞‘jnRtI％mIE较‘P‘n∞

口3柞mm鼠(每日8月)o目L‰E☆#t☆■№#＆H肚／轼*■#胜”R№$日№轻
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症中有大量的自由基产生，存在氧化及抗氧化的失

衡，当损伤因素破坏了这一动态平衡，就会导致氧化

应激，从而引起心肌细胞损伤。我们的实验结果表

明，在LPs诱导的败血症反应时，活性氧产生增加，

GSH／GSSG比率减小，而MT的过表达减轻了以上

的改变，说明抗氧化剂MT减轻了败血症引起心肌

细胞的氧化应激。

总之，我们的研究显示，心脏特异性过表达MT

改善了败血症引起的心脏收缩、舒张功能障碍，维持

了胞内Ca2+的稳态和减轻了氧化应激。表明MT在

败血症引起的心功能损害有潜在保护作用，其机制

一部分是因其抗氧化应激的结果，其他分子生物学

机制值得进一步研究探讨。
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