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乌司他丁对重症肺炎大鼠心肌损伤的保护作用及其机制研究 *

赵 品 赵 敏 杨 倩 高龙飞 胡晓亮 蒯建科△
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摘要目的：观察乌司他丁对重症肺炎大鼠心肌损伤的保护作用及其机制研究。方法：60只大鼠随机分为对照组、鲍曼组及鲍曼 +

乌司他丁组，各 20只。鲍曼组及鲍曼 +乌司他丁组大鼠麻醉后行气管插管，沿导管壁滴入 100 滋L鲍曼不动杆菌，对照组滴入等
量生理盐水，之后鲍曼 +乌司他丁组大鼠腹腔注射乌司他丁(10万 U/kg，1次 /d)，连续 3 d，对照组及模型组注射等量生理盐水。

72 h后，用心功能分析系统记录大鼠心功能变化；综合应用病理学及分子生物学方法观察大鼠心肌变化。结果：与对照组比，鲍曼

组大鼠心功能下降，血清 cTNI、CK-MB、BNP含量升高，肺组织及心肌组织病理损伤较重(P<0.01)。与鲍曼组相比，鲍曼 +乌司他

丁组大鼠 LVEDP水平下降，LVDP、+dP/dtmax、-dP/dtmax水平明显升高；血清 cTNI、CK-MB、BNP水平降低幅度分别为 36.3%、

24.5%、29.9%；肺组织及心肌组织病理损伤减轻；鲍曼组的MMP数值为 0.653，鲍曼 +乌司他丁组的MMP数值为 0.821，较鲍曼

组升高 25.7%；心肌凋亡蛋白 Bcl-2上升，Caspase-3表达降低(P<0.05)。结论：乌司他丁对重症肺炎大鼠心肌损伤具有较好的保护
作用，其机制可能与减轻线粒体损伤及细胞凋亡有关。

关键词：重症肺炎；心肌损伤；线粒体损伤；凋亡；乌司他丁

中图分类号：R-33；R563.1；R54 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2019）18-3443-06

Protective Effect of Ulinastatin on Myocardial Injury in Rats with
Severe Pneumonia and Its Mechanism*

To observe the protective effect of Ulinastatin on myocardial injury in rats with severe pneumonia and to

explor its mechanism. 60 rats were randomly divided into Control group, Baumannii group and Baumannii + Ulinastatin group,

20 in each group. The rats in Baumannii group and Baumannii + Ulinastatin group were anesthetized and intubated. 100 滋L
Acinetobacter baumannii(AB) was drip along the catheter wall. The Control group was drip with equal amount of saline. Ulinastatin was

administered intraperitoneally at a dose of 100,000 U/kg daily to mice in Baumannii + Ulinastatin group for 3 days, whereas the Control

group and Baumannii group received 0.9% saline. We use cardiac function analysis system to record the changes in rat heart function 72

hours later; myocardial changes were observed by means of pathology and molecular biology. Compared with Control group, the

cardiac function, the level of cTNI, CK-MB and BNP in serum, as well as lung tissue and myocardial tissue pathological damage were

severe in Baumannii group (P<0.01). Compared with Baumannii group, the level of LVEDP in Baumannii + Ulinastatin group was

decreased, and the levels of LVDP, + dP/dtmax and-dP/dtmax were increased significantly. The pathological changes of lung tissue and

myocardial tissue were alleviate, this cardioprotective effect was also seen in increased mitochondrial membrane potential (MMP) level,

The MMP value in Baumannii group was 0.653, and the MMP value in Baumannii + Ulinastatin group was 0.821, which was 25.7 %

higher than that of Baumannii group; The decreasement level of serum cTNI, CK-MB, and BNP were 36.3 %, 24.5 %, and 29.9 %

respectively. Besides, the expression of apoptosis related protein Bcl-2 was increased and Caspase-3 was significantly decreased with

Ulinastatin treatment (P<0.05). Ulinastatin play protective effect on myocardial injury in rats with severe pneumonia. Its

mechanism may be related to the reduction of mitochondrial injury and apoptosis.
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前言
鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii, AB）是医院感染

的常见细菌，主要引起医院获得性肺炎，近年来，由于各种抗菌
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药物的大量应用，使得鲍曼不动杆菌变为多重耐药菌[1]，临床感

染率不断增加[2]，常引起重症肺炎，临床上重症肺炎患者常伴有

心肌损伤，其治疗困难，病死率高 [3,4]，目前尚无有效的治疗方

法。乌司他丁(ulinastatin，UTI)是一种蛋白酶抑制剂，可稳定溶

酶体膜、抑制炎症级联反应[5]，近 2年来，UTI在创伤、休克、多

器官功能不全的危重症患者的治疗中发挥了较好的器官保护

作用，并取得了一定疗效[6，7]。本研究通过研究 UTI对重症肺炎

大鼠心肌损伤的保护作用，在保护作用的基础上，观察其对心

肌细胞凋亡和线粒体的影响，为其临床应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

健康清洁 SD大鼠 60只，雄性，体重 200～250 g，购自第

四军医大学动物中心。鲍曼不动杆菌临床株由西安市第三医院

检验科细菌室提供。乌司他丁(生产批号：031503153，广东天普

生物化学制药有限公司)。大鼠 Bcl-2、Caspase-3抗体购自 CST

公司，大鼠内参抗 GAPDH抗体购自北京康为公司。组织线粒

体分离试剂盒、JC-1染色试剂盒购自碧云天公司。大鼠 cTNI、

CK-MB、BNP 酶联试剂盒购自上海西塘生物公司。动物

MPA-CFS心功能分析系统。

1.2 方法

1.2.1 细菌培养 鲍曼不动杆菌临床株分离于重症肺炎患者

的痰液，菌株在 LB液体培养基培养 24 h，用接种环在 LB平板

划线，挑取单个菌落，接种至现配高压灭菌的 LB液体培养基

中，摇床过夜孵育 16 h，37℃，2000 r/min；采用等比稀释法平板

涂布测定菌液浓度，用无菌培养基调整其浓度为为 2× 109

CFU/mL。

1.2.2 模型及分组 60只大鼠随机分为对照组、鲍曼组及鲍

曼 +乌司他丁组，各 20只。腹腔注射 10%水合氯醛(3.5 mL/kg)

麻醉大鼠，仰面绑于手术台上固定，用门齿环固定大鼠门齿，喉

镜暴露声门，将自制气管导管插入气管，用滴耳球吹气观察大

鼠胸廓有起伏及听诊器肺部听诊确认气管插管成功，沿气管导

管滴入 2× 109 CFU/mL的鲍曼不动杆菌悬液 100 滋L，吹打 3

次，确保菌液全部进入肺部，侧卧放置至其苏醒[8]。制模成功后

立即给予药物，乌司他丁治疗组大鼠腹腔注射乌司他丁(10万

U/kg，1次 /d)，共 3 d；对照组及模型组注射等量生理盐水。术后

24 h内死亡的大鼠被剔除，并被重新注菌的大鼠替代入组，进

行后续观察。

1.2.3 心脏彩超测算大鼠心功能 药物干预 72 h后，腹腔注

射麻醉大鼠，固定，颈部消毒、铺巾，分离右侧颈总动脉，将连接

生理记录仪的动脉导管插入动脉，用手术缝线固定导管于动

脉，15 min 后，记录：左室舒张末压（left ventricular end dias-

tolic pressure，LVEDP）、左室发展压（left ventricular devel-

oped pressure，LVDP），左室最大收缩速率（maximal velocity

increase of left ventricular pressure per second，+dP/dtmax），左

室最大舒张速率（maximal velocity decrease of left ventricular

pressure per second，-dP/dtmax）等指标。应用心功能分析系统

采样，统计分析。

1.2.4 ELISA法测定大鼠血清 cTnT、CK-MB及BNP的浓度 处

死大鼠，剪开胸腔，用 1 mL针筒抽取左心室血液，EP管保存，

4000 r/min离心取上清，-80 ℃保存，各取 100 滋L分别用对应
的 ELISA试剂盒检测血清 cTNI、CK-MB、BNP水平，操作按说

明书进行。

1.2.5 干湿比测定及组织病理检查 每组随机取 6只大鼠，腹

腔麻醉后取出肺脏，用滤纸吸净表面血液，称量组织重量（湿

重），60℃烤箱烘烤 24 h至脱水完全，再次称重（干重），计算肺湿

干比(W/D），以评价肺组织的水肿程度；每组随机取 6只大鼠，

全身灌流后，取出肺脏、心脏，固定，常规切片及染色，应用普通

光学显微镜和透射电镜观察肺组织和心肌组织的病理改变。

1.2.6 JC-1染色结合荧光酶标仪检测线粒体膜电位变化 每

组随机取 6只大鼠处死，剪取心肌组织，用碧云天公司的组织

线粒体分离试剂盒提取高纯度线粒体[9]，所有操作均在冰上进

行。采用 JC-1荧光探针检测线粒体膜电位。

1.2.7 Western blot检测心肌凋亡蛋白 Bcl-2、Caspases-3表达水

平 各组蛋白定量后加蛋白上样缓冲液，煮沸 8 min、4 ℃离

心 10 min后保存。加入胶孔中进行电泳、转膜、封闭。最后加入

大鼠抗 Bcl-2抗体（1：1000）、小鼠抗 Caspases-3抗体（1：1000）、

大鼠抗 GAPDH抗体（1：100），4℃过夜；第 2天洗膜，加入辣根

过氧化物酶标记的山羊抗大鼠抗体（1：5000），室温孵育 1 h；洗

涤，ECL显影、曝光。观察各心肌组织中凋亡蛋白的变化。

1.3 统计学方法

应用 SPSS19.0统计软件对数据进行分析处理，数据用 x依s
表示，采用 t检验进行两两比较，采用单因素方差分析进行组

间比较。当 P<0.05时，差异有统计学意义。

2 结果

2.1 乌司他丁对重症肺炎大鼠心功能的影响

各组大鼠心功能指标（如表 1所示），造模后 3 d后，与对

照组相比，鲍曼组 LVEDP 水平升高，LVDP、+dP/dtmax、

-dP/dtmax水平明显下降；与鲍曼组相比，给予乌司他丁处理可

降低气管内注射鲍曼不动杆菌引起的 LVEDP升高水平，减少

LVDP、+dP/dtmax、-dP/dtmax的下降水平（P<0.05）。

Groups Amount(n)
LVEDP

(mmHg)

LVDP

(mmHg)

+dP/dtmax

(mmHg)

-dP/dtmax

(mmHg)

Control group 20 21.7 ± 4.8 118.1 ± 12.0 8720.6 ± 172.1 6121.0 ± 237.0

Baumannii group 20 44.1 ± 3.0# 72.2 ± 8.6# 6007.4 ± 377.5# 3320.4 ± 233.4#

Baumannii + UTI group 20 37.5 ± 2.5#* 90.0 ± 7.1#* 6935.2± 289.6#* 4413.1 ± 285.2#*

表 1 各组大鼠心功能指数比较（x依s）
Table 1 Heart function index of rats of the three groups（x依s）

Note: #P< 0.05, compared with Control group; *P< 0.05, compared with Baumannii group.
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图 1 各组动物病理组织变化（HE染色 A ,B, C× 200）

Fig.1 Changes in pathological tissues of various groups of rats (HE stainingA, B, C× 200)

Note: A.Pathological changes of lung tissue in Control group; B.Pathological changes of lung tissue in Baumannii group; C. Pathological changes of

lung tissue in Baumannii + UTI group. White arrow means pulmonary alveoli, red arrow means hemorrhage.

Groups Amount(n) cTNI(ng/mL) CK-MB(pg/mL) BNP(滋g/mL)

Control Group 6 0.136 ± 0.098 36.46 ± 0.014 0.623 ± 0.012

Baumannii Group 6 0.919 ± 0.110# 168.35 ± 0.029# 2.847 ± 0.056#

Baumannii + UTI Group 6 0.585 ± 0.045#* 127.18 ± 0.033#* 1.992± 0.048#*

表 2 各组大鼠血浆 cTNI、CK-MB、BNP水平比较

Table 2 Comparison of plasma levels of cTNI, CK-MB and BNP of rats among different groups

Note: #P< 0.05, compared with Control group; *P< 0.05, compared with Baumannii group.

表 3 各组大鼠肺组织湿干重比(W/D)（x依s）
Table 3 Wet dry weight ratio of lung tissue of the three groups（x依s）

2.2 各组大鼠血浆 cTNI、CK-MB、BNP水平比较

从表 2 中可以看出，空白对照组血清 cTnI 水平为

0.136 ng/mL，鲍曼组为 0.919 ng/mL，较空白对照组明显升高

（P<0.05）；乌司他丁处理组血浆 cTnI水平为 0.5852 ng/mL，较

鲍曼组下降 36.3%（P<0.05）。鲍曼组 CK-MB 水平为 168.35

pg/mL，乌司他丁处理组血浆 CK-MB水平为 127.18 ng/mL，较

鲍曼组降低 24.5%（P<0.05）。鲍曼组 BNP水平为 2.84 滋g/L，乌
司他丁处理组血浆 BNP 水平为 1.99 ng/mL，较鲍曼组降低

29.9%（P<0.05）。

Groups Amount(n) Wet dry weight ratio（W/D）

Control Group 6 2.58 ± 0.44

Baumannii Group 6 4.67 ± 0.83#

Baumannii + UTI Group 6 3.99 ± 0.50#*

Note: #P< 0.05, compared with Control group; *P< 0.05, compared with Baumannii group.

2.3 各组大鼠肺组织湿干重比(W/D)

与对照组相比，鲍曼组在接种细菌 3 d后，肺组织湿干重

比明显增加，乌司他丁处理可降低气管内注射鲍曼不动杆菌引

起的肺组织湿干重比增加，降低幅度为 14.6 %，差异有统计学

意义（P<0.05）。

2.4 乌司他丁对重症肺炎大鼠肺组织病理改变的影响

肺组织 HE染色结果显示：对照组肺组织结构完整，无出

血、水肿；鲍曼组肉眼可见片状出血灶，肺泡壁结构破坏，肺泡

腔和间质可见大量红细胞，肺间质水肿。乌司他丁处理组肺泡

结构损伤较鲍曼组减轻，间质水肿、出血减轻。（见图 1A,B,C）

2.5 乌司他丁对重症肺炎大鼠心肌组织病理改变的影响

心肌组织透射电镜结果显示：对照组无明显病理改变，心

肌纤维排列整齐、规则，H带和 M线清楚可见，线粒体结构完

整；鲍曼组大鼠心肌组织病理有明显改变，心肌肌节及线粒体

结构紊乱；乌司他丁处理组心肌病理改变较轻，心肌肌节及线

粒体结构较鲍曼组规则整齐（见图 2，AB，C）。

2.6 乌司他丁对重症肺炎大鼠心肌线粒体膜电位的影响

应用 JC-1染色检测各组心肌线粒体膜电位结果显示：与

对照组相比，鲍曼组在接种细菌 3 d后，心肌线粒体膜电位水

平明显降低，乌司他丁处理可使线粒体膜电位水平明显增加，

增加幅度为 25.7 %，差异有统计学意义（P<0.05）。
2.7 乌司他丁处理降低心肌凋亡蛋白 Bcl-2、Caspase-3的表达

由图 3可以看出：与对照组相比，鲍曼组心肌凋亡相关蛋

白 Bcl-2（A）、Caspase-3（B）的表达水平均升高，统计学分析后

具有显著性差异（P<0.01）；乌司他丁处理组：与鲍曼组相比，
Bcl-2蛋白表达水平上升，Caspase-3蛋白表达水平下降，差异
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图 2 各组动物病理组织变化

Fig.2 Changes in pathological tissues of various groups of rats

Note: A. Myocardial histopathological changes in control group; B. Myocardial histopathological changes in Baumannii group;

C. Myocardial histopathological changes in Baumannii + UTI group. Red arrow means myofilaments, white arrow means mitochondria.

图 3 Western blot检测心肌组织 Bcl-2、Caspases-3蛋白水平

Fig.3 Levels of Bcl-2 and Caspares-3 proteins in myocardial tissues

Note: #P< 0.01, compared with Control group; *P< 0.05, compared with Baumannii group.

有统计学意义（P<0.05）。

表 4 各组大鼠心肌线粒体膜电位（x依s）
Table 4 Mitochondrial membrane potential of myocardial of the three groups（x依s）

Groups Amount(n) Mitochondrial membrane potential(MMP)

Control Group 6 1

Baumannii Group 6 0.653 ± 0.43#

Baumannii + UTI Group 6 0.821 ± 0.30#*

Note: #P< 0.05, compared with Control group; *P< 0.05, compared with Baumannii group.

3 讨论

重症肺炎常伴有休克出现，病情严重，进展迅速，常发生各

种严重并发症，如不及时救治，可危及生命[10,11]。重症肺炎可引

起多器官功能损伤，其中心脏是受损的重要器官之一[12]。重症

肺炎对心肌损害的主要原因是缺氧和病原体及其毒素直接侵

犯心肌所致[13]，病理表现为局灶性或弥漫性心肌缺血和炎症细

胞浸润，引起心肌细胞变性坏死和凋亡[14]。重症肺炎心肌损伤

的病理生理和发病机制复杂：① 重症肺炎患者体内大量的炎性

因子、氧自由基及病原体释放的毒素可直接损伤心肌细胞，表

现为：细胞肿胀变性，细胞膜通透性增加，心肌酶释放入血，细

胞变性坏死和凋亡[15]；② 重症肺炎患者存在低氧血症，心肌细

胞对缺氧及酸中毒较为敏感，肺泡血管炎性反应影响气体交

换，无氧酵解增加，发生细胞内酸中毒，引起细胞膜通透性增

强，心肌损伤[16]。

相关研究报道，心肌酶增高的水平与重症肺炎引起心肌损

伤的程度具有相关性，其中 cTnI反应心肌损伤程度具有较高

的敏感性和特异性 [17]，CK-MB在心肌损伤中出现较早[18]，BNP

能反应炎症时心脏功能抑制的严重程度 [19]，故本研究选用

CK-MB、cTnI、BNP作为重症肺炎心肌损伤的指标。Bcl-2是最
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重要的抗凋亡蛋白，主要位于线粒体外膜，Bcl-2表达增加时阻

止细胞凋亡 [20]；Caspase-3作为多种凋亡刺激信号传递的汇聚

点，它的活化被认为是细胞凋亡进入不可逆阶段的标志[21]，本

研究选用 Bcl-2、Caspase-3蛋白评估心肌细胞凋亡。心肌细胞

富含线粒体，线粒体膜电位下降可引起线粒体通透性转孔不可

逆开放[22]，导致线粒体功能障碍，结构损伤，进一步诱导细胞凋

亡[23]，故线粒体膜电位可作为评估心肌细胞损伤的参考指标。

日本学者相关研究表明，机体在感染、手术、肿瘤、休克及

应用糖皮质激素等情况下，UTI被迅速消耗，尿液中活性升高，

但应激引起的上升浓度远不能满足机体需要，此时补充 UTI是

一种合理的临床选择，UTI分解形成的低分子量成分也具有很

强的抑制水解酶作用[24，25]。UTI的器官保护作用已经在多方面

得到了证实，除了强大的蛋白酶抑制及稳定溶酶体膜作用外，

UTI还可以抑制炎症介质释放、清除氧自由基、保护内皮细胞，

抑制心肌抑制因子的产生，对脏器有保护作用[26-28]。但 UTI对重

症肺炎心肌凋亡的影响尚未有报道。

感染性肺炎动物模型的制备主要有以下方式：气管插管

法、经鼻腔滴入法、面罩雾化法、气管切开法等[29]，各方式均有

利弊，本研究采用气管插管法，更好的模拟了临床重症肺炎呼

吸机治疗患者的状态，同时经气管导管注入细菌也保证了一定

的菌体量，还可及时给动物辅助呼吸，避免缺氧窒息死亡。要制

备重症肺炎模型，需要求进入肺部的病原体达到一定的数量，

如果接种病原体的剂量太少，致接种不成功；剂量太大，动物死

亡率较高[30,31]，本研究参考阮世冲[8]等的研究结果，经过反复试

验，最终确定气管内滴注鲍曼不动杆菌混悬液浓度为 2× 109

CFU/mL，接种量为 100 滋L，该接种剂量可较好的复制重症肺
炎大鼠模型。研究结果显示 UTI可降低重症肺炎大鼠 LVEDP

水平，升高 LVDP、+dP/dtmax、-dP/dtmax水平，UTI处理组血清

BNP、CK-MB、cTnI恢复优于鲍曼组，这说明乌司他丁可对重

症肺炎大鼠心肌提供保护作用，可以改善大鼠心功能；UTI处

理组肺组织湿干重比下降，这说明肺组织炎症水肿减轻；同时，

病理切片及 HE染色结果显示肺组织及心肌组织病理损伤减

轻，从形态学上进一步证实了 UTI的保护作用。为了对其具体

保护机制进行探索，我们进一步观察了 UTI对线粒体膜电位及

心肌凋亡蛋白的影响，研究结果显示，与鲍曼组相比，UTI处理

组线粒体膜电位（MMP）下降幅度减少，心肌凋亡相关 Bcl-2蛋

白表达上调，Caspase-3蛋白表达较少，这说明 UTI可以减轻心

肌线粒体损伤，减少心肌细胞凋亡。以上结果可能是由于乌司

他丁可抑制炎症级联反应的多个环节，消除自由基，减轻线粒

体损伤，从而抑制重症肺炎心肌细胞的凋亡，减轻心肌损伤。

综上所述，乌司他丁作为一种广谱的蛋白酶抑制药，可有

效减轻鲍曼不动杆菌感染引起的肺组织及心肌组织损伤，对重

症肺炎大鼠有一定的保护作用，其机制可能与减轻线粒体损伤

及抑制细胞凋亡有关。
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