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【摘　要】　目的　探讨脓毒症心肌抑制大鼠心肌组织PTENＧPI３KＧAkt信号通路的激活对大鼠心肌组织损伤及细胞凋

亡的影响.方法　采用盲肠结扎穿孔术构建脓毒症心肌抑制大鼠模型,并分成对照组、模型组及 BPV 干预组,每组１０只.

采用 RTＧPCR及 Westernblot检测心肌组织PTENＧPI３KＧAkt信号通路关键因子磷酸酶与张力蛋白同源物 (PTEN)、磷脂酰

肌醇３Ｇ激酶 (PI３K)、蛋白激酶B (Akt)、AktＧ１、CyclinD１mRNA及蛋白的表达,采用 TUNEL法检测心肌组织细胞凋亡

情况,采用 HE染色观察不同组大鼠心肌组织结构.结果　BPV 干预组 PTEN 基因的 mRNA 及蛋白表达量较模型组下降

(P＜０􀆰０５),同时PI３KＧAkt信号通路PI３K、Akt、AktＧ１、CyclinD１的 mRNA及蛋白表达量上升 (P＜０􀆰０５);BPV干预组

心肌组织细胞的凋亡率低于模型组 (P＜０􀆰０５).正常组大鼠心肌细胞结构整齐,无病理迹象;模型组大鼠心肌细胞呈现脓

毒症心肌抑制的典型损伤特征;BPV干预组心肌损伤有所改善.结论　激活 PTENＧPI３KＧAkt信号通路有助于减少细胞凋

亡,改善心肌损伤.
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　　脓毒症是一种由感染引起的全身性炎症反应综

合征,全球每年有超过 １８００ 万严重脓毒症患者,
每天约有１４０００人死于其并发症[１].脓毒症常伴有

心肌抑制,继而引起心功能不全和高死亡率,心肌

细胞凋亡在脓毒症心肌抑制中扮演着重要角色[２Ｇ３].
在人体中,磷酸酶与张力蛋白同源物 (PTEN)和

磷脂酰肌醇３Ｇ激酶 (PI３K)之间呈现动态平衡,

PTENＧPI３KＧAkt信号通路是调控细胞生长、增殖

和存活的关键途径,在心肌细胞凋亡的调控中具有

重要作用[４].基于此,本研究拟采用PTEN基因特

异性抑制剂BPV (pic)干预脓毒症心肌抑制大鼠,
考察激活大鼠心肌组织PTENＧPI３KＧAkt信号通路

对大鼠心肌组织损伤 及 细 胞 凋 亡 的 影 响,探 讨

PTENＧPI３KＧAkt信号通路诱导的细胞凋亡在脓毒

症心肌功能障碍中的作用及机制.

１　资料与方法

１􀆰１　实验动物　SPF级SD雄性大鼠３０只,体质

量 (２００±２０)g,购自斯贝福 (北京)生物技术有

限公司,生产许可证号SCXK (京)２０１９Ｇ０００４,饲

养温度２２~２６℃、相对湿度４０％~７０％.本实验

过程严格按照 «中国实验动物福利保护法»执行并

通过本院实验动物伦理委员会审批.

１􀆰２　试剂与仪器　BPV (pic)(纯度≥９８％,英国

TocrisBioscience公司),水合氯醛 (昆山市石浦年

沙助剂厂),RNeasyMiniKit (德国Qiagen公司),

HighＧCapacitycDNA 反转录试剂量、PBS缓冲液、
细胞裂解液 (美国 ThermoFisherScientific公司),

TaqManUniversalPCR MasterMix (美国 ABI公

司),DNA Marker (大连宝生物工程有限公司),

TUNEL凋亡检测试剂盒 (瑞士 Roche公司),蛋

白质定量试剂盒、转膜缓冲液、封闭液 (美国BioＧ
Rad 公 司),PTEN、PI３K、Akt、AktＧ１、Cyclin
D１、βＧactin 一 抗、二 抗、蛋 白 提 取 试 剂 (美 国

Sigma 公 司),QuantStudio PCR 仪 (美 国 Life
Technologies公司),DYYＧ６C 型电泳仪 (北京六

一生物科技有限公司),TanonＧ４２００SF凝胶成像系

统 (上海天能科技有限公司),其余试剂均为国产

分析纯.

１􀆰３　脓毒症心肌抑制大鼠模型的构建　采用盲肠

结扎穿孔术构建脓毒症心肌抑制大鼠模型.术前禁

食１２h,随后采用１０％水合氯醛 (３５０mg/kg)麻

醉大鼠;腹部备皮消毒,在腹部正中做一切口暴露
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盲肠;用缝合线结扎盲肠近端,并在结扎远端用针

刺造成穿孔,将盲肠回纳后分层缝合,关闭腹腔;
术后用头孢曲松给予大鼠抗感染预防;待大鼠出现

精神倦怠、躁动、呼吸和心率加快、直肠温度变化

超过１℃等脓毒症症状且心电图检测心率减慢、心

肌收缩力减弱时则认为造模成功.假手术组只开腹

分离盲肠,但不结扎及穿刺,盲肠回纳后关腹.正

常组则不做任何处理.

１􀆰４　实验分组干预　按照随机数字表将实验大鼠

分为正常组、模型组和 BPV 干预组,每组１０只.
正常组大鼠按常规饲养方式饲养,其余大鼠均构建

脓毒症心肌抑制大鼠模型,BPV干预组在分组后即

行腹腔注射BPV (pic) (１mg/kg,溶于０􀆰９％生

理盐水),正常组及模型组予以注射同等剂量的生

理盐水.分组处置２４h后,１􀆰５％戊巴比妥麻醉大

鼠,处死大鼠.剪取心脏组织,分离左室并将心脏

组织剪切成０􀆰５cm×０􀆰５cm×０􀆰２cm 的组织块,
用４％多聚甲醛固定并分别保存于４℃和－８０℃条

件下备用.

１􀆰５　大鼠心肌组织PTENＧPI３KＧAkt信号通路关键

因子mRNA表达的测定　取大鼠心肌组织,加入１
mLTrizol试剂研磨使组织完全破碎;将研磨液转

移至无RNase的离心管中,室温静置５min,使用

RNeasyMiniKit提取总 RNA,测定 RNA 浓度和

纯度后,按照 HighＧCapacitycDNAReverseTranＧ
scription Kit 说 明 书 操 作, 将 RNA 逆 转 录 为

cDNA.根据 TaqManUniversalPCR MasterMix
说明书,配置 PCR反应体系,其中 PTEN 的引物

序 列 为: 上 游 引 物 ５′ＧCGGAATCACCATGAＧ
CAGCCATCATＧ３′;下 游 引 物 ５′ＧGCGTCGACTＧ
TATCAGACTTTTGTAATTＧ３′;PI３K 的引物序

列为上游引物５′ＧCAAAGCCGAGAACCTATTGCＧ
３′,下游引物５′ＧTTGAGGGAGTCATTGTGCTGＧ
３′;Akt的引物序列为上游引物５′ＧTGGACTACTＧ
TGCACTCCGAGＧ３′, 下 游 引 物 ５′ＧCGCAGAAＧ
CGTCTTCATGGTGＧ３′;AktＧ１的引物序列为上游

５′ＧAAGAAGGAAGTCATCGTGGＧ３′,下 游 引 物

５′ＧGGACAGGTGGAAGAACAGCＧ３′;CyclinD１的

引物 序 列 为 上 游 引 物 ５′ＧAGAAGCTGTGCATCＧ
TACACCGACAＧ３′,下游 引 物 ５′ＧTGGAGGGCGＧ
GATTGGAAATGAACTＧ３′.将配置好的 PCR 反

应液加入孔板中,以 GAPDH 为内参基因,采用

ABI７５００实时荧光定量PCR仪进行PCR反应,采

用２ＧΔΔCT法计算 PTEN、PI３K、Akt、AktＧ１、Cyclin
D１mRNA的相对表达量.

１􀆰６　大鼠心肌组织PTENＧPI３KＧAkt信号通路关键

因子蛋白表达的测定　取大鼠心肌组织,加入裂解

液进行匀浆处理,冰上裂解,４ ℃、１２０００r/min
离心,取 上 清 液,采 用 BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度,

SDSＧPAGE电泳,转膜 (３００ mA、９０ min);５％
脱脂奶粉室温封闭１h;封闭结束后,分别加入

PTEN、PI３K、Akt、AktＧ１、Cyclin D１、βＧactin
的一抗,４℃孵育过夜;TBST 洗膜３次,加入二

抗 (稀释比例为１∶５０００),室温孵育１h;再次

TBST洗膜后显影,通过化学发光成像系统对结果

进行定量分析.

１􀆰７　大鼠心肌组织细胞凋亡检测　按 TUNEL凋

亡检测试剂盒操作说明书对大鼠心肌组织细胞凋亡

情况进行检测,样本经预处理,蛋白酶消化、制备

TUNEL反应混合液、标记反应、显色、镜检,显

微镜下被染成黄褐色的细胞被认定为是凋亡细胞,
细胞凋亡率＝凋亡细胞数/总细胞×１００％.

１􀆰８　大鼠心肌组织的 HE染色　取固定好的心肌

组织块进行梯度酒精中脱水、二甲苯透明;石蜡包

埋、冷却切片,苏木精Ｇ伊红染色,在显微镜下观

察心肌组织的形态结构.

１􀆰９　统计学方法　运用SPSS２３􀆰０统计软件对数

据进行处理分析.所有计量数据均以均数±标准差

表示.在比较不同组别数据时,采用单因素方差分

析法,当各组方差齐时,选择LSDＧt检验进行两两

比较;若方差不齐,则使用 Dunnett̓sＧt检验进行

差异分析.以P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　各组 mRNA相对表达量　在大鼠心肌组织

PTENＧPI３KＧAkt信号通路中,模型组大鼠 PTEN
的 mRNA 相对表达量高于对照组 (P ＜０􀆰０５),

PI３K、Akt、Akt１、CyclinD１的 mRNA 相对表达

量低 于 对 照 组 (P ＜０􀆰０５);BPV 干 预 组 大 鼠

PTEN的 mRNA 相对表达量低 于 模 型 组 (P ＜
０􀆰０５),PI３K、Akt、AktＧ１、CyclinD１的 mRNA
相对表达量高于模型组 (P＜０􀆰０５).见表１.
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表１　各组 mRNA的相对表达量 (n＝１０,pg/mL,x±s)

组别 PTEN PI３K Akt AktＧ１ CyclinD１

对照组 ０􀆰７８４±０􀆰０３８ ０􀆰９３４±０􀆰０４４ １􀆰３２７±０􀆰１５７ １􀆰３４５±０􀆰１３２ １􀆰２６６±０􀆰１２１
模型组 １􀆰５２６±０􀆰１７９① ０􀆰５２６±０􀆰０３７① ０􀆰６３８±０􀆰１２６① ０􀆰６４８±０􀆰１０３① ０􀆰５３５±０􀆰０９５①

BPV干预组 １􀆰０１２±０􀆰１８２①② ０􀆰７１５±０􀆰０５２①② ０􀆰９７４±０􀆰１１９①② ０􀆰８８２±０􀆰１１７①② １􀆰１３２±０􀆰１１９②

　　注:与对照组比较,①P＜０􀆰０５;与模型组比较,②P＜０􀆰０５.

２􀆰２　 各组蛋白相对表达量 　 在 大 鼠 心 肌 组 织

PTENＧPI３KＧAkt信号通路中,模型组大鼠 PTEN
的蛋白相对表达量高于对照组 (P＜０􀆰０５),PI３K、

Akt、AktＧ１、CyclinD１的 mRNA相对表达量低于

对照组 (P＜０􀆰０５);BPV 干预组大鼠 PTEN 的

mRNA 相 对 表 达 量 低 于 模 型 组 (P ＜０􀆰０５),

PI３K、Akt、AktＧ１、CyclinD１的 mRNA 相对表

达量高于模型组 (P＜０􀆰０５).见表２.

表２　各组蛋白相对表达量 (n＝１０,pg/mL,x±s)

组别 PTEN PI３K Akt AktＧ１ CyclinD１

对照组 ３􀆰４７±０􀆰５２ ２􀆰１４４±０􀆰１０９ ６􀆰５２±２􀆰４１ １１􀆰３３±３􀆰１４ ７􀆰５４±２􀆰１８
模型组 １７􀆰６２±３􀆰４３① １􀆰２３７±０􀆰０９５① ２􀆰４５±１􀆰０２① ５􀆰７５±１􀆰２３① ３􀆰２１±１􀆰０７①

BPV干预组 ９􀆰６４±２􀆰６５①② １􀆰６３５±０􀆰１１８①② ４􀆰３７±１􀆰３５①② ８􀆰９２±２􀆰２６①② ６􀆰９２±１􀆰９６②

　　注:与对照组比较,①P＜０􀆰０５;与模型组比较,②P＜０􀆰０５.

２􀆰３　各组大鼠心肌组织细胞凋亡情况　TUNEL
染 色 结 果 显 示,细 胞 凋 亡 率 对 照 组 (９􀆰５１±
１􀆰２４)％,模型组 (７２􀆰６７±８􀆰５３)％,BPV 干预组

组 (２１􀆰３５±４􀆰５８)％,模型组大鼠心肌组织的细胞

凋亡率高于正常组 (P＜０􀆰０５),BPV 干预组大鼠

心肌组织的细胞凋亡率低于模型组 (P＜０􀆰０５).
见图１.

对照组 (×２００) 模型组 (×２００) BPV干预组 (×２００)

图１　各组大鼠心肌组织细胞凋亡情况

２􀆰４　各组大鼠心肌组织形态学改变　HE染色结

果显示,对照组大鼠心肌细胞排列整齐,胞质丰

富,核圆形居中,无明显病理改变;模型组大鼠心

肌细胞出现不同程度的损伤,包括细胞排列紊乱,
胞质减少,核浓缩或碎裂,间质水肿和炎细胞浸润

等脓毒症心肌抑制的典型病理表现;BPV干预组大

鼠心肌细胞的损伤程度较模型组有所减轻,细胞排

列相对整齐,胞质较模型组丰富,核形态较正常,
间质水肿和炎细胞浸润也有所改善.见图２.

３　讨论

脓毒症作为一种由感染引发的全身性炎症反应

综合征,死亡率较高,其通常会影响多个器官的功

能,其中就包括心肌组织损伤引起继发脓毒症心肌

病 (sepsisinducedcardiomyopathy,SIC),这会进

一步危及患者的生命,因此,深入探索脓毒症心肌

损伤的发病机制,寻找有效的治疗策略,已成为当

前研究的热点[５].
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对照组 (×２００) 模型组 (×２００) BPV干预组 (×２００)

图２　不同组大鼠心肌组织细胞的 HE染色结果

　　目前,虽然SIC的发病机理尚不明确,但主要

与异常的钙信号、线粒体功能障碍、心肌细胞炎症

损伤、血流动力学改变、氧化应激等相关[６],其中

PI３KＧAkt信号通路被认为与心肌细胞炎症损伤有

关[７].PTEN作为 PI３KＧAkt信号通路的上游负调

控因子,其表达上调可以抑制 PI３K 的活性,进而

抑制 Akt的磷酸化和激活.在正常情况下,PI３KＧ
Akt信号通路的激活可以促进细胞存活和增殖,而

PTEN则通过去磷酸化作用将其负调控在适当水

平.SMITH 等[８]发现在脓毒症状态下,心肌组织

中PTEN的表达上调,导致PI３KＧAkt信号通路受

到抑制,细胞凋亡增加,进而加重心肌损伤.本研

究通过PTEN的特异性抑制剂BPV (pic)干预脓

毒症心肌抑制大鼠模型,结果表明 BPV (pic)干

预后,脓毒症大鼠的心肌组织损伤得到了改善,且

干预组PTEN基因的 mRNA 及蛋白表达量较模型

组下 降,同 时 PI３KＧAkt信 号 通 路 PI３K、Akt、

AktＧ１、CyclinD１的 mRNA 及蛋白含量上升,心

肌组织细胞的凋亡情 况 也 得 到 了 改 善,这 表 明

PTENＧPI３KＧAkt信号通路与心肌组织细胞的凋亡

密切相关,而PTEN 特异性抑制剂 BPV (pic)能

通过PTENＧPI３KＧAkt信号通路来调节心肌组织细

胞的 凋 亡, 改 善 大 鼠 心 肌 组 织 损 伤, 这 与

WILLIAM 等[９]的研究结果是基本一致的.本研究

结果模型组的 HE染色结果表明了脓毒症大鼠存在

的心肌损伤,同时 BPV (pic)激活 PTENＧPI３KＧ
Akt信号通路后,其心肌组织损伤得到了改善和修

复.LI等[１０]利用中医药的独特优势,发现某些中

药成分能够通过调节PTENＧPI３KＧAkt信号通路来

保护心肌组织免受脓毒症的损伤,WANG 等[１１]通

过综合分析国内外相 关 研 究 成 果,提 出 了 针 对

PTENＧPI３KＧAkt信号通路的治疗策略,并通过实

验验证了其有效性.

总之,脓毒症心肌损伤与 PTENＧPI３KＧAkt信

号通路及细胞凋亡之间存在密切的联系,通过干预

PTENＧPI３KＧAkt信号通路有可能发现脓毒症心肌

损伤新的治疗靶点.
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