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脓毒症小鼠心肌损伤与中性粒细胞浸润的关系 *
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摘要 目的：探讨脓毒症小鼠心肌损伤与中性粒细胞浸润的关系。方法：复制脓毒症动物模型，分对照组、假手术组、造模组，并设

不同的时间点（2h、4h、8h、12h）。采用双抗夹心酶联免疫法（ELISA）检测血清肌钙蛋白 I（cTnI），并测心肌组织髓过氧化物酶

（MPO）活性。结果：正常组与假手术组各时间点血清 cTnI、心肌组织 MPO 活性均无显著性差异。造模组心肌组织 MPO 活性较正

常组和假手术组均有明显升高（P<0.05），且随着时间进展而增加；造模组血清 cTnI 浓度随着时间进展而增加，2 小时与正常组及

假手术组无显著性差异（P>0.05），4 小时后显著高于正常组和假手术组（P<0.05）；血清 cTnI 浓度与心肌组织 MPO 活性呈显著正

相关（r=0.700，P=0.000）。结论：脓毒症心肌损伤时，心肌组织存在中性粒细胞浸润，中性粒细胞浸润程度与心肌损伤显著正相关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between leukocyte recruitment and myocardial injury in septic mice.
Methods: Mice were randomly divided into three groups: control group, sham operation group and sepsis group. Cecal ligation and
puncture ( CLP ) was used to establish the sepsis model. Blood sample and left ventricular myocardium was harvested after2h, 4h, 8h and
12h of successful establishment of sepsis model. MPO was detected by kit while Enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA ) was
applied to detect serum cTnI. Results: Compared to control and sham operation group, the concentration of cTnI and the activity of MPO
were significant changed in the other group （P<0.05). cTnI elevated in sepsis group at 4h, 8h and 12h. MPO activity elevated in sepsis
group at each time(P<0.05). There was positive relation between serum cTnI concentration and myocardium MPO activity (r=0.700,P=0.
000). Conclusion: Neutrophil infiltration can be found in myocardium of sepsis mice, which might contribute to myocardial injury.
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脓毒症(sepsis)是感染、创伤、休克等临床急危重症患者的

严重并发症，也是诱发多器官功能障碍综合征（multiple organ
dysfunction syndrome, MODS），进而导致患者死亡的最常见原

因[1]，具有发病率、病死率、住院费用高的特点。心肌细胞损伤是

脓毒症的常见并发症之一，并可致其他器官功能障碍，但其机

制尚未十分明确。中性粒细胞 （polymorphonuclear neutrophil，
PMN）是体内粒细胞最大的亚群，它们在抗感染防御机制中扮

演了重要角色，在炎症的发生、发展和转归中起着至关重要的

作用。研究发现中性粒细胞聚集参与脓毒症时急性肺损伤[2]、肝
损伤[3]、肠屏障功能衰竭[4]、肾衰竭[5]等脏器损伤的病理生理过

程，中性粒细胞聚集、活化、跨内皮迁移，引起血管内皮细胞功

能紊乱和组织损伤。在本研究中，我们研究中性粒细胞聚集在

小鼠脓毒症致心肌损伤中的作用。

1 材料与方法

1.1 主要仪器

ECKMAN-22R 冷冻离心机（美国 BECKMAN），Biocell 酶

标仪（郑州博赛），OPTIZEN 2120UV 分光光度仪（厦门欣锐）。
1.2 主要试剂

小鼠肌钙蛋白 I（cTnI）96 test ELISA Kit(美国 R&D 公司进

口分装)，髓过氧化物酶（MPO）测试试剂盒（南京建成）。
1.3 实验动物及分组处理

雌性 SPF 级昆明小鼠 72 只，体质量 20～25 g(购买于南方

医科大学实验动物中心)，完全随机分为正常对照组(N 组)（n＝
12）、假手术组（S 组）（n＝12）和 CLP 组（n＝48），CLP 组按时间

点又分为术后 2、4、8、12h 组。
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注：与对照组、假手术组比较：* P<0.05。
Note: * P value <0.05 vs N group and S group.

Group
cTnI concentration of blood samples

（ng/mL）
Myocardial Myeloperoxidase (MPO)

content（U/g）

N 0.015±0.004 0.611±0.061

S 0.018±0.006 0.630±0.054

CLP2h 0.017±0.007 1.260±0.058*

CLP4h 0.106±0.007* 1.520±0.089*

CLP8h 0.528±0.057* 1.696±0.035*

CLP12h 2.959±0.145* 1.758±0.116*

F value 4026.595 583.905

P value 0.000 0.000

表 1 各组小鼠心肌组织 MPO 活性及血清 cTnI 浓度(x±s)
Table 1 Myocardial Myeloperoxidase (MPO) content and cTnI concentration of blood samples of each group

1.4 盲肠结扎穿孔小鼠脓毒症模型的建立

参照文献[6]的方法行小鼠 CLP，复制脓毒症模型。以 10%
水合氯醛（0.35ml/100g)腹腔注射麻醉后沿腹正中线作 1 cm 切

口，找到盲肠，在盲肠根部结扎盲肠。用 22 号针盲肠结扎部位

远端刺 2 孔，并挤出少量盲肠内容物，将盲肠还纳腹腔，逐层缝

合腹壁切口。术毕立即动物皮下注射林格液 0.5ml 抗休克。假

手术组，麻醉动物后开腹并找到盲肠，然后回纳腹中，逐层缝合

关腹。
1.5 ELISA 法检测血清肌钙蛋白 I（cTnI）

小鼠经眼眶采血，收集血液标本至无菌无致热源 1.5mlEP
管中，4℃静置过夜，3000rpm，15min 离心取上清，分装后 -70℃
保存。按照酶联免疫吸附(ELISA) 试剂盒说明书进行操作，绘制

标准曲线并计算各样本 cTnI 的浓度。
1.6 心肌组织 MPO 检测

取左室心肌组织置于－70℃液氮中，用于组织 MPO 检测。
MPO 检测试剂盒购于南京建成科技有限公司。每个中性粒细

胞中含有恒定 MPO（约占细胞干质量 5%），MPO 能还原过氧

化氢，因此利用 MPO 这个特性可分析酶活力，并定量测定中性

粒细胞数目。将心肌组织匀浆后逐步加入预先配好 MPO 试剂，

置于 37℃水浴 15 min 后取出，加入显色剂混匀，60℃水浴 10
min，取出后立即在分光光度计 460 nm 波长处，1 cm 光径下，

蒸馏水调零，测定各管吸光度值。每克组织中 MPO 活性单位计

算方法为：MPO 单位 / 克湿片＝（测定管 OD 值－对照组 OD
值）／（11.3×0.01g）。
1.7 统计学方法

实验数据用 表示，运用 SPSS 13.0 行方差分析和均数间多

重比较，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 脓毒症小鼠血清 cTnI 浓度

参照 cTnI 标准曲线得出小鼠血清中正常的 cTnI 浓度为

0.015±0.004 ng/mL。CLP 后 2h、4h、8h、12h 测得的 cTnI 浓度

分别为 0.017±0.007ng/mL、0.106±0.007 ng/mL、0.528±0.057
ng/mL、2.959±0.145ng/mL。与对照组和假手术组相比，CLP 后

2h cTnI 浓度无显著升高 （P>0.05）；CLP4h 后 cTnI 浓度较对照

组显著升高（P<0.05），且随着时间进展呈上升趋势（P<0.05），见

表 1。
2.2 脓毒症小鼠心肌组织 MPO 活性

正常小鼠心肌组织 MPO 活性为 0.611±0.061 U/g ，假手

术组与正常对照组无显著性差异，CLP 后 2h、4h、8h、12h 测得

的心肌组织 MPO 活性分别为 1.260±0.058 U/g、1.520±0.089
U/g、1.696±0.035U/g、1.758±0.116 U/g；各时间点均显著高于

对照组和假手术组（P<0.05），且随着时间的进展而增加，其中

CLP 后 8h 与 12h 组心肌组织 MPO 活性无显著性差异（P>0.
05）。见表 1。
2.3 小鼠心肌组织 MPO 活性及血清 cTnI 浓度的相关性

采用 Pearson 相关分析，小鼠血清 cTnI 浓度与心肌组织

MPO 活性的相关系数为 0.700（P=0.000），提示两者存在显著

正相关关系。

3 讨 论

脓毒症心肌损伤是脓毒症患者主要死亡原因之一，多种细

胞因子和炎症介质，直接损伤心肌细胞，导致心肌细胞凋亡，使

心肌舒缩功能抑制 [7-9]。其具体机制目前尚未十分明确。由于

cTnI 不受骨骼肌损伤、横纹肌溶解及肾功能衰竭等因素的影

响，目前被认为是最具心脏特异性、最有价值的心肌损伤指

标[10]。本研究中，在造模 4 小时后，脓毒症造模组小鼠血清 cTnI

较正常组及假手术组显著升高，并随着时间进展而升高，提示

脓毒症早期即已出现心肌细胞受损。
中性粒细胞作为机体防御系统的重要组成部分，是造成其

过度性炎症反应的元凶，其介导的组织损害效应在全身炎症反

应综合征（SIRS）和多脏器功能衰竭（MODS）发病中占据核心

地位[11]。中性粒细胞在心肌缺血再灌注损伤中起着重要作用。
大量活化的中性粒细胞聚集在心肌微血管内并浸润到心肌组

织中，通过释放炎性物质、氧自由基、蛋白酶等引起心肌损伤[12,
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13]。在脓毒症的病理生理过程中，中性粒细胞跨内皮迁移、活化、
迁移是引起多个脏器功能障碍的重要原因；同样，炎症促进中

性粒细胞跨内皮迁移并活化循环中性粒细胞进入心肌间质，而

中性粒细胞又放大心肌内炎症，增加血管渗漏[14]。MPO 是中性

粒细胞的特异性酶，能催化产生多种活性氧化物质，导致氧化

应激和氧化性组织损伤，其激活程度与中性粒细胞的浸润程度

密切相关，其活性的测定可以反映中性粒细胞浸润情况[15]；本

研究发现造模后心肌组织 MPO 水平明显增高，提示脓毒症早

期心肌组织存在中性粒细胞的浸润，其浸润程度与心肌损伤程

度呈正相关，提示中性粒细胞浸润可能参与脓毒症心肌损伤的

发病。临床研究中也证实，左室功能受损的病人其循环 MPO 水

平升高，MPO 水平与射血分数相关[16]。均提示中性粒细胞聚集

参与了脓毒症时心功能受损的过程。
总之，本研究证实脓毒症小鼠模型心肌组织存在中性粒细

胞浸润，其与血清 cTnI 水平正相关，说明在脓毒症时中性粒细

胞聚集参与了心肌损伤的发病，通过抑制中性粒细胞的聚集的

方法而减轻脓毒症心肌损伤有待进一步研究。
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