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钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin在脓毒症膈肌功能障碍中的作用研究 *
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摘要 目的：探究钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin在脓毒症膈肌功能障碍中的保护作用及其分子机制。方法：通过腹腔内注射 8 mg/kg

LPS的方法构建大鼠脓毒症模型，将雄性 SD大鼠分为 3组（n=6/组）：正常对照组（Con组）、脓毒症组（Sepsis组）和钙蛋白酶抑

制剂预处理组（Calpeptin组）。处死大鼠，快速分离大鼠膈肌组织，采用苏木精 -伊红(HE)染色法检测膈肌组织病理学改变，通过

实时荧光定量 PCR法（qRT-PCR）分别检测膈肌组织中钙蛋白酶 滋-Calpain、凋亡相关基因天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 -3

（Caspase-3）、自噬相关蛋白 Beclin-1、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）和白介素 -6（IL-6）mRNA表达水平。结果：与正常对照组相比，LPS

处理 24 h的脓毒症组大鼠膈肌组织 HE 染色未见明显膈肌萎缩改变，但膈肌收缩力下降，这与我们以往的研究结果一致。

qRT-PCR法检测到脓毒症组大鼠膈肌组织中上述基因 mRNA表达量明显增加（P<0.05），而 Calpeptin预处理后，上述基因 mR-

NA表达水平显著下降（P<0.05）。结论：脓毒症时膈肌发生功能障碍，钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin可显著减轻 LPS诱导的炎症、凋

亡、自噬的激活。
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The Effect of Calpeptin Inhibitor on Diaphragmatic
Dysfunction under Sepsis in Rats*

This investigation was under taken to explore probable mechanisms and signal pathways involved in di-

aphragm dysfunction induced by Sepsis. The rat sepsis model was constructed by injecting 8 mg/kg LPS into the abdominal

cavity. Male SD rats were divided into 3 groups (n=6/group): comparing control group (Con group), LPS group (Sepsis group) and calci-

um Protease inhibitor pretreatment group (Calpeptin group). Each group of rats was sacrificed, and then their diaphragm tissues were

quickly separated. The pathological changes of the diaphragm tissue were observed by using the hematoxylin-eosin (HE) staining

method. Additionally, the mRNA expression levels of 滋-Calpain, caspase-3, Beclin-1, TNF-琢 and IL-6 in diaphragm tissue were detected

by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR). Under the light microscope, we could see that the diaphragm cross-sec-

tion in the Con group was regular, with full and orderly muscle fibers, closely spaced muscle fibers, and nuclei distributed along the edge

of the lens. In the diaphragm muscle cells of the Con group, there were intact capillary endothelium and no interstitial hyperplasia. Com-

pared with the Con group, HE staining of the sepsis group rats with LPS for 24 h showed no obvious changes in diaphragm atrophy, but

the contractiity of the diaphragm decreased, which was consistent with our previous research results. The mRNA expression levels of the

above genes in sepsis group were significantly increased (P<0.05), and were significantly decreased after Calpeptin pretreatment(P<0.05)
by qRT-PCR. Diaphragm muscles are prone to dysfunction during sepsis. Calpeptin, a calpain inhibitor, can significantly

reduce the activation of inflammation, apoptosis and autophagy pathways induced by LPS.
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前言

脓毒症是机体对感染反应失调引起的全身炎症反应综合

征，导致多器官系统功能障碍进而威胁生命[1]。尽管过去几十年

里医疗技术取得了重大进步，但脓毒症的发病率仍在持续上

升[2]。脓毒症是重症监护室(ICU)最常见的疾病，也是最常见的

死亡原因[3]。据估计，脓毒症影响着全球至少 4890万患者，其中

1100万人死于脓毒症，占全球死亡总数的 19.7%[4]。最近一项研

究表明，危重症患者中膈肌无力的发生率是肢体无力的两倍[5]。

这常与不良预后相关，包括 ICU死亡率增加、脱机困难和机械

通气持续时间延长[6]。危重症时膈肌无力的两个最重要危险因

素分别是机械通气和脓毒症 [7]。越来越多临床证据表明，

70-100%严重脓毒症患者需要长时间机械通气维持生命，这与

膈肌功能障碍密切相关[8,9]。然而，目前临床上尚没有针对膈肌

无力的有效治疗药物。

膈肌无力是由膈肌收缩力降低和肌肉质量减少共同造成

的。四种主要的蛋白水解系统(即泛素 -蛋白酶体、自噬、cas-

pase-3和钙蛋白酶 calpain)在肌肉蛋白降解中发挥作用。蛋白

水解泛素 -蛋白酶体途径 (UPP) 是骨骼肌的主要蛋白水解途

径，涉及MAFbx和MuRF1等关键酶[10]。在机械通气的动物和

ICU患者膈肌中 UPP的不同成分被激活[11,12]。但 UPP不能降解

完整的肌原纤维。其他酶(如 calpain)可裂解主要的细胞骨架蛋

白(如肌联蛋白和尼布林蛋白)，从而释放出适合 UPP降解的肌

丝[13,14]。最近研究指出 calpain介导的蛋白水解在多种疾病发病

机制中起重要作用[15]。

Calpain是细胞内 Ca2+依赖的半胱氨酸蛋白酶，在酶家族

中已知有 15个成员。它们起着调节酶的作用，其底物在许多生

理过程中起着重要作用。Calpain功能异常往往与多种疾病(例

如神经退行性疾病、癌症、2型糖尿病或肢带型肌营养不良症

2A型)有关[16]。Calpeptin(苯甲酰羰基二肽醛)是一种细胞透性钙

蛋白酶抑制剂。多项研究表明，抑制钙蛋白酶可减少与脑缺血

再灌注相关的损伤，保护肝脏、心脏和肾脏[17]。以往研究表明，

抑制钙蛋白酶可减轻内毒素诱导的膈肌无力，可能是改善感染

患者呼吸肌功能的潜在治疗方法[18]。然而，Calpeptin在脓毒症

相关膈肌功能障碍中的作用尚不明确。因此，本研究进一步探

究 Calpeptin对脓毒症相关膈肌功能障碍的保护作用及其分子

机制，为钙蛋白酶抑制剂的治疗提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料和分组

1.1.1 实验动物 成年雄性 Sprangue-Dawley 大鼠 (重量

250-300 g)购自中国医科大学实验动物中心。所有大鼠均置于

恒温室内（22± 2℃），光 /暗循环 12 h，相对湿度 40-60%，并提

供标准的啮齿动物食物和水。这项研究得到中国医科大学动物

伦理委员会的批准。

1.1.2 实验仪器和设备 钙蛋白酶抑制剂（Calpeptin，apexbio

A4411），LPS（来自大肠杆菌 055:B5，L2880，批号 110M4086V，

每毫克 LPS含 3000000内毒素单位），购自密苏里州圣路易斯

的 Sigma-Aldrich公司；RNAiso Plus试剂盒（Code No. 9108），

PrimeScriptTM RT reagent Kit (Code No. RR037A)，TB Green Pre-

mix Ex TaqTM II (Code No. RR820A)，购自日本 TARKARA公

司；PCR专用无酶八连管（规格 0.2 mL），购自上海卧宏生物科

技有限公司；GT100 Thermal CyclerPCR仪，产自美国 Bio-Rad

公司；ThermoABI QuantStudio 1实时荧光定量 PCR仪（货号

A40426），产自美国赛默飞世尔（Thermo Fisher）科技公司。

1.1.3 实验分组 将大鼠随机分为 3组：正常对照组(Con组，

n=6)、LPS 处理脓毒症组 (Sepsis 组，n=6)、钙蛋白酶抑制剂

+LPS处理组 (Calpeptin组，n=6)。在构建脓毒症大鼠模型前，

Calpeptin组大鼠腹腔注射钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin（4mg/kg[19]，

溶于 DMSO中）。Con组和 Sepsis组大鼠腹腔注射等量 DM-

SO。预处理 2 h后，向 Sepsis组和 Calpeptin组大鼠腹腔注射

LPS（8 mg/kg[20]，溶于生理盐水中）。Con组小鼠腹腔注射等量生

理盐水。在 LPS处理 24 h后，Con组大鼠均存活，Sepsis组大鼠

死亡率为 33.3%，即 2只大鼠死亡，Calpeptin组大鼠死亡率为

16.7%，即 1只大鼠死亡，将三组大鼠消毒麻醉，快速剖腹分离

新鲜的膈肌组织，分离膈肌组织剪成 1cm× 1cm组织块备用。

1.2 膈肌组织病理学观察

HE染色：通过三次二甲苯去蜡 5-10分钟；蜡脱水洗 3分

钟，无水乙醇、95%乙醇、80%乙醇和 70%乙醇分别浸润 1分

钟；苏木紫液染色 3-5分钟 ,具体时间根据实际情况予有效调

整；用 1%的酸性乙醇或 1%盐酸分化并水洗；流水下浸润清洗

15分钟以上，直到细胞核逐渐变为蓝色即可。如果细胞核染色效

果不明显，可再一次分化或重新进行染色；用伊红液色 30秒 -1

分钟，用 85%乙醇、95%乙醇、无水乙醇分别清洗 2次，每次 1-2

分钟；二甲苯透明三次，每次 3-5分钟；用中性树胶盖片及封。

1.3 实时荧光定量 PCR法(qRT-PCR)检测 mRNA表达

膈肌组织总 RNA提取：使用 RNAiso Plus试剂盒提取三

组大鼠膈肌组织的总 RNA。将膈肌组织肌条置于 1 mL

RNAiso Plus溶液中，剪碎裂解组织。将 0.2 mL氯仿加入到组

织裂解物中。向水相中加入 1mL异丙醇沉淀 RNA，再加入 1mL

75％乙醇洗涤 RNA，去除异丙醇。加入适量的 DEPC水溶解沉

淀。总 RNA浓度通过 OD260/OD280 nm（吸光度比 1.7-2.1）定量，

然后用于 cDNA合成。

cDNA的合成：用 PrimeScriptTM RT reagent Kit试剂盒进行

cDNA合成。将 DEPC水和总 RNA样品（0.5滋g）共 6.5滋L、2滋L
5× PrimeScript Buffer、0.5 滋L PrimeScript RT Enzyme Mix I 、

0.5 滋LOligo dT Primer（50滋M）、0.5 滋LRandom 6mers（100 滋M）
加入 0.2 mL无菌无酶管中，置于冰上。将反应混合物轻轻混

合，放入 T100 Thermal Cycler PCR仪进行逆转录（37℃反转录

15分钟，85℃反应 5秒钟使反转录酶失活反应，最后降至 4℃

结束反应）。合成的 cDNA用于 qRT-PCR。

实时聚合酶链式反应：对于 qRT-PCR，使用以下组分制备
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10 滋L目标基因反应混合物：5 滋L TB Green Premix Ex Taq II

(Tli RNaseH Plus)（2× ），PCR Forward Primer（10 滋M）和 PCR

Reverse Primer（10 滋M）各 0.4 滋L、0.2 滋L ROX Reference Dye

or Dye II（50× ）、1滋L RT 反应液（50 ng cDNA 溶液）和 3 滋L
DEPC水。将反应混合物添加到 0.2 mL PCR专用八连管中，两

步法 PCR标准程序进行扩增：在变性（95℃下 30秒）后扩增产

物，95 ℃下进行 40个循环，每个循环 5秒，然后 60 ℃下退火

30秒。融解阶段以 1.6℃/s的加热速率升至 95℃反应 15秒，

以 1.6℃/s的降温速率降至 60℃反应 1分钟，最后以 0.15℃/s

的速率升至 95℃反应 15 秒。根据 Pfaffl法得出 CT 值，计算

2-△ △ CT分析基因相对表达量。

根据相关基因的 cDNA序列，利用 Primer 5.0设计特异性

引物，引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。引物信

息见表 1。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences in this study

Genes Names Forward primers（5'-3'） Reverse primers（5'-3'）

滋-calpain TCAACCTTCGGGAAGTCAGC CATGTCATCCCCTGCCAACT

Caspase-3 ACTGGAAAGCCGAAACTC GCAAGCCATCTCCTCATC

TNF-琢 GACGTGGAACTGGCAGAAGAG CCGCCTGGAGTTCTGGAA

IL-6 AAGGTCACTATGAGGTCTAC CATATTGCCAGTTCTTCGTA

Beclin-1 AGCTGCCGTTATACTGTTCTG ACTGCCTCCTGTGTCTTCAATCTT

茁-actin CAGCCTTCCTTCTTGGGTAT TGGCATAGAGGTCTTTACGG

1.4 统计学处理

采用 SPSS2.1软件进行统计学分析，计量数据以均数± 标

准差 (x± s) 表示，多组间比较采用单因素方差分析(one-way

ANOVA)，两两比较采用独立样本 t检验，多组间两两比较采用

LSD法。P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 膈肌组织学改变

将对照组和脓毒症组大鼠膈肌组织进行 HE染色，光学显

微镜下分析结果显示，正常对照组大鼠膈肌横截面形态规则，

肌纤维饱满，排列整齐，肌纤维间隔紧密，细胞核分布于肌细胞

边缘，毛细血管内皮完整，无间质增生。与对照组相比，LPS处

理 24 h后的脓毒症组大鼠膈肌横截面形态仍较规则，肌纤维

未见显著改变。以上说明，本研究中 8 mg/kg LPS处理 24 h的

脓毒症模型中膈肌组织未发生明显萎缩，肌纤维结构未见明显

破坏。见图 1。

图 1 光镜下观察两组大鼠膈肌组织学改变（HE染色，× 400）

Fig.1 Histological changes in the diaphragm of rats in the two groups were observed under light microscope

Note: A, HE statining on diaphragm in normal control group; B, HE staining on diaphragm in sepsis group.

2.2 相关因子 mRNA表达量

2.2.1 膈肌组织 滋-calpain表达 与正常对照组相比，在脓毒

症大鼠模型，膈肌组织中钙蛋白酶 滋-calpain mRNA表达升高
(P<0.05)，而在钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin预处理后，滋-calpain
mRNA表达显著降低 (P<0.05)，与正常对照组相比 滋-calpain

mRNA表达有所降低(P<0.05)。这表明，脓毒症时钙蛋白酶的表
达被激活，钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin能明显抑制钙蛋白酶的

表达。

2.2.2 膈肌组织炎症因子表达 与正常对照组相比，在脓毒症

大鼠模型，膈肌组织中炎症因子 TNF-琢 mRNA和 IL-6 mRNA
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表达显著增加(P<0.001)，钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin预处理后，

TNF-琢 mRNA表达显著降低(P<0.01)，但仍高于正常对照组表
达量(P<0.01)，IL-6 mRNA表达下降不明显。这表明，脓毒症时
炎症通路被激活，TNF-琢和 IL-6表达增加，这些炎症因子在膈

肌功能障碍时起积极作用，钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin可以减

少炎症因子表达，抑制炎症通路激活。

2.2.3 膈肌组织自噬与凋亡相关因子表达 与正常对照组相

比，在 LPS诱导的脓毒症模型中，膈肌组织的凋亡相关因子

caspase-3和自噬相关因子 Beclin-1 mRNA表达明显增加(P<0.
001)。与脓毒症组相比，钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin组膈肌组织

中 caspase-3 和 Beclin-1 mRNA表达显著降低(P<0.001)，表达
量甚至低于正常对照组(P<0.01)。以上说明，脓毒症导致膈肌功
能障碍时，自噬和凋亡通路被激活，钙蛋白酶抑制剂 Calpeptin

预处理可显著抑制其表达通路激活。

图 2三组大鼠膈肌组织各相关因子 mRNA相对表达量

Fig. 2 Relative mRNA expression levels of related factors in the diaphragm tissue of rats in the three groups

Note: Compared with the normal control group, the mRNA expression levels of inflammatory, autophagy and apoptotic factors were significantly

increased in sepsis group, while Calpeptin significantly reduce their expression levels.* P<0.05. * represents a statistically significant difference between
the two groups, P<0.05.

3 讨论

在本研究中，我们用腹腔注射 LPS的经典方法构建脓毒症

大鼠模型，给予 8 mg/kg LPS处理 24 h后，与正常对照组相比，

HE染色未见大鼠膈肌组织发生明显萎缩。这同我们以往的实

验结果相同[21]。既往我们的研究表明，8 mg/kg LPS处理 24 h构

建的脓毒症大鼠膈肌峰抽搐压力 Pt、不同刺激频率

(10Hz，20Hz，30Hz，40Hz，50Hz，75Hz，100Hz)下的收缩力和疲

劳指数均显著降低[22]。本研究表明，在脓毒症时炎症、自噬、凋

亡通路被激活最终导致了膈肌功能障碍，同时证明了钙蛋白酶

抑制剂 Calpeptin通过抑制上述通路激活对脓毒症时膈肌功能

起保护作用。脓毒症定义为由于宿主对感染的反应失调而导

致的危及生命的器官功能障碍[23]。脓毒症的机制涉及复杂的全

身炎症网络效应、遗传多态性、免疫功能障碍、凝血功能障碍、

组织损伤以及宿主对同不感染病原微生物及其毒素的异常反

应，可以导致各器官发生病理生理变化[24]。图 3闸述了 LPS诱

导的脓毒症大鼠膈肌组织发生功能障碍的合理机制和钙蛋白

酶抑制剂减少各种相关因子的生物功能。

既往研究证实，与肢体肌肉相比，脓毒症时膈肌组织中产

生了更多的细胞因子，这表明膈肌更容易遭受脓毒症所致的损

伤[25]。脓毒症诱导骨骼肌改变与过度的局部促炎细胞因子、自

由基生成显著增加以及蛋白水解途径(包括半胱天蛋白酶和钙

蛋白酶)的激活密切相关[26]。脓毒症诱导膈肌功能障碍的发病机

制存在不同的理论解释，最常见的理论是膈肌组织中增多的炎
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症因子发挥作用。在过去几年的研究中，转化生长因子(TGF) 茁
家族成员，如肌肉生长抑制素、激活素 A和 TGF-茁1，被报道强
烈参与触发肌肉萎缩的蛋白水解途径激活[27]。许多先前的研究

也表明 LPS对蛋白质存在降解作用。Russell等人报道，LPS通

过激活 caspase-3、capase-8、PKR、p38MAPK和 ROS 的形成而

诱导小鼠肌管中的蛋白质降解，从而激活 NF-kB，最终导致蛋

白质发生降解[28]。近年来，自噬在脓毒症中的作用机制越来越

多受到关注。自噬是一种进化保守的细胞降解系统，参与建立

细胞内稳态。自噬过程包括自噬体形成、自噬体 -溶酶体融合

及降解产物生成[29]。长期以来，自噬在脓毒症中被认为是一种

限制细胞损伤和凋亡的细胞适应性保护机制[30]。自噬不仅可以

清除受损的蛋白质和细胞器，还可以清除存在于细胞质中的细

菌和病原体。虽然一些特殊细菌如金黄色葡萄球菌可以通过激

活宿主细胞激酶来选择性逃避自噬，但自噬在脓毒症中仍起着

重要作用[31]。在脓毒症早期，自噬和高水平的细胞活力可能是

对微生物感染的细胞保护机制。然而，这种保护作用是有限的。

当发生严重脓毒症时，即使自噬显著增加也不能逆转压倒性的

炎症反应。在脓毒症晚期，自噬反应往往是细胞适应死亡环境

的结果，而不是导致细胞死亡的机制。尽管炎症和坏死增加，细

胞死亡也可能是其他死亡信号级联激活的结果[32]。在脓毒症引

起的器官衰竭的发病机制中，细胞生物能量供应不足，即线粒

体功能障碍和代谢异常扮演着关键角色。在脓毒症所致器官衰

竭的发病机制中，细胞生物能量不足，更确切地说是线粒体功

能障碍和代谢异常扮演着关键角色[33]。脓毒症时线粒体产生过

多自由基，选择性消耗电子传递链的关键组成部分，减少电子

流、质子泵和 ATP的形成，进而引起肌肉功能障碍[34]。

图 3 在脓毒症中膈肌功能障碍炎症发生和钙蛋白酶抑制剂下调相关因子的可能机制

Fig. 3 The mechanisms by which inflammation occurs and Calpeptin inhibitors downregulate related factors in sepsis with diaphragmatic dysfunction

在脓毒症时，通过以上途径的级联反应，最终激活细胞凋

亡通路，这加速了骨骼肌蛋白降解，减弱了膈肌收缩能力，进一

步导致了膈肌功能障碍。以往研究表明，脓毒症时钙蛋白酶水

解途径被激活，而钙蛋白酶抑制剂可减轻内毒素诱导的膈肌无

力[35]。但是其中潜在的分子机制有待进一步深入研究。我们的

研究试图阐明钙蛋白酶的激活与以上通路之间的直接联系。总

之，钙蛋白酶抑制剂降低了脓毒症大鼠膈肌组织 滋-calpain、
caspase-3、Beclin-1和 TNF-琢的 mRNA表达，抑制了 LPS诱导

的炎症、自噬、凋亡通路激活。我们的研究结果也表明，钙蛋白

酶抑制剂可能通过阻断靶向线粒体依赖途径 caspase-3改善膈

肌功能。本研究概述了钙蛋白酶在脓毒症诱导膈肌功能障碍

中的作用机制，为临床上脓毒症相关膈肌无力的药物治疗提供

理论依据。
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