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　　[摘要]　目的:研究神经调节蛋白-1(NRG-1)对脓毒症大鼠心肌血管内皮细胞及心功能的影响。方法:将雄

性SD大鼠(220~280g)25只随机分为脓毒症组(n=10)、NRG组(n=10)、Sham 组(n=5)。采用腹腔注射脂多

糖(LPS)10mg/kg建立脓毒症模型,NRG组于术后4h和24h尾静脉注射重组人神经蛋白-1(rhNRG-1),0.01

μg/g。术后48h检测各组大鼠血流动力学,心肌形态学及超微结构改变,检测血清一氧化氮(NO)含量和细胞间

黏附分子-1(ICAM-1))水平,免疫荧光法检测心肌组织血管性血友病因子(vWF)表达情况。结果:与Sham 组

比较,脓毒症组大鼠光镜下可见心肌纤维排列紊乱和炎性细胞浸润,超微结构可见心肌细胞和线粒体肿胀,嵴断

裂甚至消失,NRG组心肌纤维排列较整齐,少量炎性细胞浸润,心肌细胞和线粒体轻度肿胀;血流动力学参数

Sham 组为 MAP(140.30±8.51)mmHg、LVSP(138.50±9.67)mmHg、LVEDP(9.37±0.65)mmHg、+dP/dt
max(3418.21±226.10)mmHg/s、-dP/dtmax(-3455.00±131.28)mmHg/s、HR(469.50±53.25)次,脓毒症

组为 MAP(46.97±4.06)mmHg、LVSP(97.17±5.38)mmHg、LVEDP(14.60±0.71)mmHg、+dP/dtmax
(2219.32±220.50)mmHg/s、-dP/dtmax(-1345.05±170.20)mmHg/s、HR(444.50±86.67)次,NRG组为

MAP(100.30±10.52)mmHg、LVSP(115.10±6.53)mmHg、LVEDP(4.41±1.25)mmHg、+dP/dtmax(3009.
49±106.41)mmHg/s、-dP/dtmax(-2311.67±157.20)mmHg/s、HR(435.40±83.75)次,脓毒症组与Sham
组相比,MAP、LVSP和±dP/dtmax降低(P<0.05),LVEDP升高(P<0.05),HR无明显改变(P>0.05);NRG
组与脓毒症组相比,MAP、LVSP和±dP/dtmax升高(P<0.05),LVEDP降低(P<0.05),HR无明显改变(P>
0.05);血清 NO含量Sham 组为(6.17±1.42)pg/ml,脓毒症组为(7.66±0.78)pg/ml,NRG组为(3.55±0.78)

pg/ml,脓毒症组与Sham 组间及 NRG 组与脓毒症组间差异均有统计学意义(P<0.05);血清ICAM-1含量

Sham 组为(338.593±14.701)pg/ml,脓毒症组为(959.597±55.206)pg/ml,NRG 组为(605.010±23.646)pg/

ml,脓毒症组与Sham 组间及 NRG组与脓毒症组间差异均有统计学意义(P<0.05);心肌血管管周vWF表达百

分率Sham 组为(76.42±6.36)%,脓毒症组为(40.58±4.33)%,NRG组为(64.41±6.13)%,脓毒症组与Sham
组间及 NRG组与脓毒症组间差异均有统计学意义(P<0.05)。结论:NRG-1能保护心肌血管内皮细胞功能,减
弱氧化应激,改善心脏血流动力学从而减轻脓毒症引起的心脏功能障碍。

[关键词]　脓毒症;神经调节蛋白-1;内皮细胞;心肌损伤

doi:10.13201/j.issn.1009-5981.2019.07.005
[中图分类号]　R631　　[文献标志码]　A

Effectofneuregulin-1onmyocardialvascularendothelium
andcardiacfunctioninsepticrats

KANGWen1　WANGLong1　WANGQianwen1　SHENCheng1　WANGXi2

(1DepartmentofAnesthesiology,Renmin Hospitalof Wuhan University,Wuhan,430060,

China;2DepartmentofCardiology,RenminHospitalofWuhanUniversity)

Correspondingauthor:WANGLong,E-mail:wanglongwhu@163.com
Abstract　Objective:Tostudytheeffectofneuregulin-1(NRG-1)onmyocardialvascularendothelialcellsand

cardiacfunctioninsepticrats.Method:Twenty-fivemaleSDrats(220-280g)wererandomlydividedintosepsis

group(n=10),NRGgroup(n=10)andShamgroup(n=5).Asepsismodelwasestablishedbyintraperitoneal
injectionoflipopolysaccharide(LPS)10mg/kg.Recombinanthumanneuroprotein-1(rhNRG-1)0.01μg/gwas
injectedintotheNRGgroupat4hand24haftersurgery.Thehemodynamics,myocardialmorphologyandultra-
structuralchangesoftheratsineachgroupweredetected48hafteroperation.Serumnitricoxide(NO)content
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andintercellularadhesionmolecule-1(ICAM-1)levelsweredetected.Myocardium wasdetectedbyimmunofluo-
rescence.TissuevonWillebrandFactor(vWF)expression.Result:ComparedwiththeShamgroup,themyocar-
dialfiberarrangementdisorderandinflammatorycellinfiltrationwereobservedunderthelightmicroscopeinthe
sepsisgroup.Theultrastructureshowedthatthemyocardialcellsandmitochondriawereswollen,thetendonwas
brokenorevendisappeared,andthemyocardialfibersintheNRGgroupwerearrangedneatly.Inflammatorycell
infiltration,mildswellingofcardiomyocytesandmitochondria;hemodynamicparametersintheShamgroupwere
MAP(140.30±8.51)mmHg,LVSP (138.50±9.67)mmHg,LVEDP (9.37±0.65)mmHg,+dP/dtmax
(3418.21±226.10)mmHg/s,-dP/dtmax (-3455.00±131.28)mmHg/s,HR (469.50±53.25)times,

MAP(46.97±4.06)mmHg,LVSP(97.17±5.38)inthesepsisgroup)mmHg,LVEDP(14.60±0.71)mm-
Hg,+dP/dtmax(2219.32±220.50)mmHg/s,-dP/dtmax(-1345.05±170.20)mmHg/s,HR(444.50±
86.67)times,NRGgroupMAP (100.30±10.52)mmHg,LVSP (115.10±6.53)mmHg,LVEDP (4.41±
1.25)mmHg,+dP/dtmax(3009.49±106.41)mmHg/s,-dP/dtmax(-2311.67±157.20)MMHg/s,HR
(435.40±83.75)times,MAP,LVSPand±dP/dtmaxdecreased(P<0.05),LVEDPincreased(P<0.05),

HRinthesepsisgroupcomparedwiththeShamgroup.Therewasnosignificantchange(P>0.05);MAP,

LVSPand±dP/dtmaxwereincreasedintheNRGgroupcomparedwiththesepsisgroup(P<0.05),LVEDP
wasdecreased(P<0.05),andHRwasabsent.Significantchanges(P>0.05);serum NOlevelswere(6.17±
1.42)pg/mlintheShamgroup,(7.66±0.78)pg/mlinthesepsisgroup,(3.55±0.78)pg/mlintheNRG

groupThereweresignificantdifferencesbetweenthesepsisgroupandtheShamgroup,andbetweentheNRG

groupandthesepsisgroup(P<0.05).TheserumICAM-1contentintheShamgroupwas(338.593±14.701)

pg/ml,sepsis.Thegroupwas(959.597±55.206)pg/ml,andtheNRGgroupwas(605.010±23.646)pg/ml.
ThereweresignificantdifferencesbetweenthesepsisgroupandtheShamgroup,andbetweentheNRGgroupand
thesepsisgroup(P<0.05).ThepercentageofvWFexpressioninmyocardialpericardialtubewas(76.42±
6.36)%intheShamgroup,(40.58±4.33)%inthesepsisgroup,and(64.41±6.13)%intheNRGgroup,be-
tweenthesepsisgroupandtheShamgroup.ThereweresignificantdifferencesbetweentheNRGgroupandthe
sepsisgroup(P<0.05).Conclusion:NRG-1canprotectmyocardialvascularendothelialcells,attenuateoxidative
stress,improvecardiachemodynamicsandalleviatecardiacdysfunctioncausedbysepsis.

Keywords　sepsis;neuregulin-1;endothelialcells;myocardialinjury

　　脓毒症是一种涉及多器官功能障碍的严重疾

病,心功能障碍和心肌损伤是引起脓毒症患者死亡

的主要原因。脓毒症发生时血管内皮细胞受损、过
度氧化应激等导致心肌缺血和损伤,是脓毒症心肌

损伤发生发展的重要机制〔1〕。神经调节蛋白-1
(neuregulin-1,NRG-1)是表皮生长因子家族成员,
近来有研究表明,NRG-1具有多种心血管方面的

生物学效应〔2〕,包括抗炎,促进心肌细胞增殖,抑制

凋亡〔3〕等,但对脓毒症心肌血管内皮细胞作用的相

关报道仍然较少。故本研究旨在探讨 NRG-1通过

影响脓毒症大鼠心肌血管内皮细胞功能、氧化应激

等从而从多靶点对心脏功能产生影响。
1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

主要试剂:LPS(L2880,sigma)、重组人神经调

节蛋白(10658-H08H,SinoBiologicalInc.)、NO
试剂盒(A012,南京建成生物)、ICAM-1 试剂盒

(CSB-E04576r,武汉华美生物)、EDTA(PH8.0)抗
原修 复 液 (G1206,武 汉 谷 歌 生 物)、一 抗 vWF
(GB11020,1：500,武 汉 谷 歌 生 物)、荧 光 二 抗

(GB21303,1：300,武汉谷歌生物)。

主要仪器:电脑小动物呼吸机(TKR400H,特
力)、Powerlab多通道生理信号采集记录仪(ADin-
struments)、台式高速冷冻离心机(Neofuge15R,
HealForce)、超低温冰箱(DW-86L626,Haier)、全
自动研磨仪(武汉赛维尔生物)、酶标检测仪(Ep-
och,BioTeK)、全自动生化分析仪(Chemray240,
深圳雷杜生命科技)、正置荧光显微镜(EclipseC1,日
本NIKON),显微镜成像系统(DS-U3,日本NIKON)。
1.2　分组及模型

SPF级健康成年雄性SD大鼠25只,体重250~
280g[购于北京斯贝福生物技术有限公司,实验动

物生产许可证号SCXK(京)2016-0002]。室温20
~23℃,12h昼夜循环,适应性喂养1周后,实验

前禁食6h,自由饮水。随机分为脓毒症组(n=
10)、NRG组(n=10)、Sham 组(n=5);NRG组于

造模后4h和24h尾静脉注射重组人神经蛋白-1
(recombinant human neuregulin-1,rhNRG-1),
Sham 组和脓毒症组于相同时间尾静脉注射等量生

理盐水。脓毒症组大鼠腹腔注射脂多糖(lipopo-
lysaccharide,LPS)10mg/kg建立脓毒症模型〔4-5〕,
Sham 组在同一时间腹腔注射等体积生理盐水。
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1.3　心功能检测

术后48h,腹腔注射1.5%戊巴比妥钠注射液

0.2ml/100g麻醉大鼠,将其固定在手术台上,开
放气道,进行气管内插管,通过小动物呼吸机调节

呼吸参数(呼吸频率70次/min,呼吸比1.0：1.5)
以维持呼吸。插管前,在导管和压力传感器中注入

0.3%肝素盐水注射液以除去气泡。将右颈总动脉

分离约2cm,结扎远端,近端用动脉夹夹住。用1
ml注射器针头在远端的动脉壁上形成小开口。将

制备的颈总动脉导管插入近端约2cm。结扎颈动

脉和导管的近端,将导管继续深入约2cm,稳定约

5min,记录颈总动脉的血压波形。然后继续将导

管缓慢送至心脏,当导管通过颈总动脉和主动脉弓

到达主动脉瓣口时,能够清楚地感受到心脏的跳

动,此时将导管送入左心室并记录左心室压力和左

心室压力变化率的波形,稍微调整导管的位置以达

到最适波形。用 Labchart系统进行监测,测量平

均动脉压(meanarterialpressure,MAP)后,将导

管插入左心室监测左心室收缩压(leftventricular
systolicpressure,LVSP)、左心室舒张末压 (left
ventricularend-diastolicpressure,LVEDP)、左室

内压变化速率(maxrateofpressureriseandmax
rateofpressuredecay,±dP/dtmax)、心率(heart
rate,HR)。血流动力学指标检测结束后,立即采

血,取 心 室 组 织,左 心 室 组 织 -80℃ 冻 存,用 于

Westernblot试验,右心室组织4%多聚甲醛中固定

用于病理切片和免疫荧光试验。

1.4　心肌组织病理学及超微结构观察

右心室组织于4%多聚甲醛中固定至少24h,
蒸馏水冲净标本残留甲醛后,依次脱水、石蜡包埋、
切片、HE染色并采集图像。另取1mm3 体积组织

在2.5%戊二醛固定液中固定至少24h,依次进行

脱水、包埋、切片后,透射电子显微镜观察大鼠心肌

细胞及线粒体超微结构。

1.5　氧化应激指标检测

心功能测量完毕后采血、取1ml静脉血置于

含枸橼酸钠的抗凝管中,以3000r/min(离心半径

8cm)离心15min分离血浆,然后置于-80 ℃超

低温冰箱内保存,用于 NO的检测。利用硝酸还原

酶法测定血浆 NO浓度,试验使用的 NO试剂盒由

南京建成生物工程研究所供给,严格按照说明书进

行操作。

1.6　内皮细胞相关因子检测

取血清标本,采用酶联免疫吸附测定(ELISA)
检测各组大鼠血清中的细胞间黏附分子-1(inter-
cellularcelladhesionmolecule-1,ICAM-1)水平,

试验操作严格按照试剂盒说明书进行,根据标准品

的浓度和 OD值做标准曲线,然后根据标准曲线方

程计算出样本浓度。

1.7　内皮细胞结构检测

对大鼠心脏石蜡切片进行脱水和水合处理,取
抗原后,在脱色摇瓶上用 PBS(pH7.4)洗涤3次,
每次5min。加入自体荧光猝灭剂5min,用清水

冲洗10min,血清30min,加入血管假性血友病因

子(von Willebrandfactor,vWF)一抗到湿纸箱,
并在4℃孵育过夜,在PBS(pH7.4)中洗涤3次,5
min/次。二级抗体覆盖组织并在室温下孵育50
min。细胞在 PBS 中洗涤 3 次,5 min/次,滴加

DAPI染色液,室温下避光培养10min。细胞洗涤

后,用抗荧光猝灭片封闭,荧光显微镜下立即观察,
并采集相应的图像(紫外激发下 DAPI染色核呈蓝

色,vWF阳性表达呈红色)。随机选取5个视野,计
算vWF标记的内皮细胞所占血管管周的比例。

1.8　统计学方法

使用 SPSS24.0 进行数据统计,GraphPad
Prism7.0进行绘图,各组间两两比较使用单因素

方差(one-wayANOVA)分析,计量数据以 ■x±s
描述,以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　模型一般情况观察

脓毒症组大鼠在注射 LPS2h后逐渐出现竖

毛、呼吸频率加快、精神状态欠佳、活动减少;6h后

出现腹泻、大小便失禁、进食水减少、蜷缩成一团、
眼球开始出现少量的血性分泌物等内毒素血症症

状;12h后不易受外界刺激影响,呼吸急促,四肢肌张

力降低,皮温低,眼神呆滞,眼球血性分泌物增加。

2.2　各组心肌组织病理改变

Sham 组心肌纤维排列整齐,形态完整,心肌横

纹排列清晰;细胞结构清晰、染色均匀,心肌间质未

见异常。脓毒症组心肌纤维排列紊乱,少数心肌纤

维变性坏死,横纹模糊不清甚至消失;细胞水肿且

局部有炎性细胞浸润,心肌间质水肿。NRG 组心

肌纤维排列较为整齐,细胞结构较为清晰,未见明

显炎性细胞浸润,间质水肿减轻,心肌损伤程度较

脓毒症组降低。见图1。

2.3　各组心肌细胞及线粒体超微结构观察

Sham 组心肌细胞形态完整,线粒体无肿胀,嵴
突结构正常,肌原纤维间距离无增宽。脓毒症组心

肌细胞肿胀,线粒体肿大,嵴突结构断裂甚至消失,
肌原纤维间距离增宽。NRG组心肌细胞形态较完

整、线粒体轻微肿胀,嵴突结构少见断裂,肌原纤维

距离稍增宽。见图2。
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2.4　各组间血流动力学指标比较

脓毒症组与Sham 组相比,MAP、LVSP和±
dP/dtmax降低 (P <0.05),LVEDP 升高 (P <
0.05),HR 无 明 显 改 变 (P >0.05)。NRG 组

MAP、LVSP和±dP/dtmax明显回升(P<0.05),

LVEDP有明显的回落(P<0.05),HR 无明显改

变(P>0.05)。见图3。

a:Sham 组;b:脓毒症组;c:NRG组;标尺=100μm。
图1　各组大鼠心肌组织(苏木精伊红染色,×10)

a:Sham 组;b:脓毒症组;c:NRG组。
图2　各组大鼠心肌细胞和线粒体透射电镜下超微结构(×6000)

MAP,外周动脉压;LVSP,左心室收缩压;LVEDP,左心室舒张末压;±dP/dtmax,左室内压变化速率;HR,心率;1mmHg=
0.133kPa。

图3　各组大鼠血流动力学参数(n≥5)
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2.5　各组间管周内皮细胞vWF表达水平比较

与Sham 组相比,脓毒症组心肌血管壁周围由

vWF标记的血管内皮细胞百分比明显降低,差异

有统计学意义(P<0.05),与脓毒症组相比,尾静

脉注射rhNRG-1后,脓毒症NRG组心肌血管壁周

围由vWF标记的血管内皮细胞百分比明显升高,
差异有统计学意义(P<0.05),表明 NRG-1治疗

明显改善脓毒症引起的心肌血管内皮细胞通透性

增高,有利于保持心肌血管的完整性。见图 4、
图5。

图4　vWF免疫荧光染色标记心肌血管周围内皮细胞数量(标尺=20μm)

图5　各组心肌血管周围内皮细胞所占管周比例比较(n=5)

2.6　各组间血清 NO水平比较

与Sham 组相比,脓毒症组大鼠血清 NO 含量

升高,差异有统计学意义(P<0.05);与脓毒症组

相比,NRG组血清 NO含量下降,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表1。

2.7　各组间血清ICAM-1水平比较

与Sham 相比,脓毒症组大鼠血清ICAM-1含

量升高,差异有统计学意义(P <0.05);与脓毒症

组相比,NRG组大鼠血清ICAM-1含量下降,差异
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有统计学意义(P <0.05)。见表1。

表1　各组大鼠血清NO与ICAM-1含量比较

■x±s,μmol/L

组别 NO含量 ICAM-1含量

Sham 组 6.17±1.42 338.593±14.701

脓毒症组 7.66±0.781) 959.597±55.2061)

NRG组 3.55±0.782) 605.010±23.6462)

　　与Sham 组比较,1)P<0.05;与脓毒症组比较,2)P<

0.05。

3　讨论

本研究结果表明,建立脓毒症大鼠LPS48h模

型,血流动力学显示脓毒症大鼠心功能下降,血浆

NO和ICAM-1水平升高,心肌血管内皮细胞脱落

增多。而进行rhNRG-1尾静脉注射后,大鼠心功

能出现明显改善,心肌血管屏障功能增强,内皮因

子水平和氧化应激程度也明显降低。
脓毒症是急危重症患者的常见疾病,其主要的

病理生理变化包括血管内皮功能障碍,血管屏障的

缺失,过度氧化应激和失控的炎症反应等,都不可

避免地影响心脏功能〔6-7〕,血管通透性增加进而炎

性因子渗漏过多,扩散到组织脏器加重其炎症反

应,加重脓毒症心功能障碍,甚至发展成为多器官

功能障碍(multipleorgandysfanctionsyndrome,

MODS)。若能有效控制心肌血管内皮细胞的损

伤,则可大大减轻脓毒症心肌损伤,提高存活率。
脓毒症发生时,损伤的内皮细胞分泌大量内皮

细胞粘附分子ICAM-1直接导致心肌细胞损伤和

功能障碍,其血浆水平与内皮细胞损伤程度呈正相

关。有研究表明,预先注射 NRG-1能降低脓毒症

大鼠血浆炎性因子水平,调节心肌细胞的代谢活性

并维持心脏的稳态〔8〕。实验结果显示 NRG-1能有

效减少血液中ICAM-1产生,对血管内皮功能起到

一定的抗炎保护作用。
对保持正常血管张力和微循环至关重要的另

外一种物质是 NO,其血浆水平高低可反映血管内

皮细胞的功能状态〔9〕。在正常生理状态时,NO 具

有抑制白细胞与血管内皮细胞粘附、维持心脏正常

血液灌注等重要功能〔10-11〕;脓毒症发生时,内皮细

胞受损导致 NO 生物利用的减少〔12〕,大量堆积产

生的毒性作用造成心肌缺血缺氧损伤〔13〕。NRG-1
给药已被证实能够恢复线粒体功能并减少氧化应

激〔14〕。结果显示 NRG-1注射能明显逆转脓毒症

中升高的血清 NO 水平,提示 NRG-1在脓毒症心

肌损伤中能起到抑制氧化应激,保护血管内皮功能

的作用。
血管渗透性增加和屏障功能丧失是脓毒症期

间内皮细胞功能障碍的核心特征〔15〕,vWF染色程

度可反映血管内皮细胞的完整性〔16-17〕,其循环水平

已被用作全身炎症反应综合征(SIRS)、高血压等

疾病中内皮损伤的生物标志物〔18〕。Osun等〔19〕的

实验研究表明,与从急性心力衰竭中恢复的患者相

比,患者的血管内皮层vWF免疫荧光染色较弱。
实验证实 NRG组血管内皮内衬周围的vWF水平

明显升高,提示 NRG-1的注射能明显改善脓毒症

血管通透性的增高,增强血管屏障功能。

NRG-1是由位于心脏微血管系统中的内皮细

胞合成和释放的蛋白质,在心肌细胞结构中起到促

进心肌细胞增殖,抑制细胞凋亡,调节线粒体功能

和细胞内钙循环,促进血管生成,调节心脏自主神

经功能的平衡等作用〔20-21〕,但在脓毒症心肌血管内

皮细胞保护方面的研究较少,故设想 NRG-1在脓

毒症心肌损伤心功能不全中,是否也能起到保护血

管内皮细胞和心脏功能的作用,进而进行实验

研究。
研究初步表明,NRG-1可通过抑制相关内皮

因子的分泌和氧化应激,减轻内皮细胞的损伤,保
护内皮细胞的完整性,增强血管组织的屏障功能,
从而通过多个靶点改善心脏功能。脓毒症心肌细

胞和内皮细胞损伤的机制更值得继续探究。
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